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I1. Resumen

Tradicionalmente el estudio del cancer se ha focalizado fundamentalmente en la
comprension de los mecanismos moleculares implicados en la transformacion de células
normales en células tumorales, sin prestar demasiada atencion a la influencia que las
células tumorales ejercen sobre el tejido estromal circundante que convierte a éstas
ultimas en activos colaboradores, necesarios para el crecimiento tumoral in vivo.
Nuestro trabajo se ha centrado, en primer lugar, en analizar la expresion de moléculas
HLA en tejido normal y tumoral en pacientes con céncer renal, y también en pacientes
sometidos a protocolos de inmunoterapia especifica. Hemos analizado también la
composicion del infiltrado inflamatorio y el papel de los polimorfismos en genes de
citocinas y quimiocinas que regulan la respuesta inflamatoria. Todos estos factores,
fenotipo HLA, infiltrado inflamatorio y polimorfismos genéticos se han estudiado en el

contexto de los pardmetros clinicopatolégicos del cRCC.

La interaccion entre el sistema inmunitario y la célula tumoral produce en muchos casos
una seleccion de variantes inmunogénicas no reconocibles por los sistemas efectores
antitumorales. Uno de los mecanismos mas estudiados son las alteraciones en la
expresion de las moléculas de HLA de clase I, las cuales, presentan los péptidos
asociados a tumores y son fundamentales para el reconocimiento por parte de los

linfocitos T CD8+.

El andlisis de la expresion de HLA en tejido normal, y tumoral se llevé a cabo mediante
técnica de inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales y andlisis de RT-PCR en
tiempo real. Nuestros resultados demuestran que en el tejido neoplasico, se produce un
aumento en la expresion de HLA de clase I con respecto a su tejido normal que presenta
practicamente niveles indetectables de estas moléculas. La expresion HLA de clase I es
homogénea, intensa y mayoritaria en los casos analizados. Alteraciones en la expresion
de antigenos HLA (pérdidas totales y /o parciales) son raras, y reflejan que en contra de
lo que ocurre en otras neoplasias, la progresion del cRCC parece transcurrir sin un
aparente deterioro de la presentacion antigénica. Tampoco, en el estudio de pacientes

tratados con inmunoterapia, evidenciamos alteracion en el nivel de expresion de HLA de
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clase I. Los factores inmunosupresores que intervienen en la progresion de esta

neoplasia no estan por tanto aclarados.

En los ultimos anos, algunos componentes del estroma, fundamentalmente los linfocitos
T citotoxicos se han revelado como elementos protectores de la carcinogénesis y su
presencia en el tejido estromal se ha asociado a una mejor supervivencia global. Del
estudio inmunohistoquimico, realizado sobre el infiltrado inflamatorio en el carcinoma
renal podemos decir que el grado, tipo y patrén de infiltracion leucocitaria en el
microambiente tumoral no condiciona de forma evidente las caracteristicas clinico-
patologicos del paciente ni su supervivencia. No obstante, hemos observado una
tendencia a un peor prondstico cuanto mayor grado de infiltracién inflamatoria tenga el

paciente.

Finalmente, la inflamaciéon crénica se ha establecido como un factor de riesgo para el
desarrollo neoplasico. De hecho, polimorfismos genéticos asociados a inflamacion se
han encontrado asociados a riesgo de cancer. Del estudio de polimorfismos genéticos
realizados mediante tecnologia Tagman, podemos concluir que algunas de las citocinas
estudiadas modifican el curso mas o menos agresivo del cancer. IL-10 e IL-18 se
asociaron a tamafio tumoral, estadio tumoral y presencia de infiltracion ganglionar. Por
el contrario, ninguno de los polimorfismos genéticos que regulan la intensidad y
duracion de las respuestas inmunitarias innatas constituyen marcadores de riesgo para

esta neoplasia.
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Cancer de rinon

El carcinoma renal (CR) representa el 3-6% de las neoplasias malignas de los adultos
(Landis et al. 1999), siendo el tercer tumor uroldogico mas frecuente. Por delante de €l se
sitian el cancer de prostata y el de vejiga constituyendo, sin embargo, el mas letal de los
tres. Es, ademas, la séptima neoplasia mas frecuente en el varéon y ocupa el duodécimo
lugar en la mujer. Cada afio se registran unos 200.000 nuevos casos de cancer de rifion
en todo el mundo. En Espafia se diagnostican 2.630 que provocan la muerte de 1.674
personas al afio. La mayor incidencia se produce a partir de los 40 afios, con pico entre

los 50 y los 70 afios (Palacios et al. 2009).

1. Clasificacion del cancer de riiion

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2004) distingue 3
subtipos histologicos fundamentales de tumores de células renales: células claras,
papilares y cromo6fobas (Figura 1). Otros tipos menos frecuentes son: carcinoma de los
conductos de Bellini, carcinoma medular, carcinoma Xpll, carcinoma asociado a
neuroblastoma y carcinoma mucinoso tubular. Se ha introducido como una nueva
categoria el carcinoma de células renales inclasificado, que incluye todos aquellos

tumores que no se pueden encuadrar en ninguna otra categoria morfologica (Eble et al.

2004).

El Carcinoma renal de Células Claras (cRCC) es la variante histologica mas frecuente y
es un tumor maligno compuesto de células con citoplasma claro o eosinofilico. Deriva
de la células de los tubulos proximales y representa el 70-85 % de los tumores
diagnosticados de cancer renal (Fleming et al. 2000; Patard et al 2005). Generalmente se
presenta como un tumor solitario cortical que protruye hacia afuera de la corteza renal.
Se han visto, en cambio, tumores multicéntricos o bilaterales en estadios precoces,

descubriéndose que eran tipicos de los sindromes hereditarios.

Microscopicamente tienen un tipico aspecto amarillento debido al rico contenido lipidico
de sus células. Son frecuentes los quistes, hemorragias y calcificaciones dentro del
tumor. Ocasionalmente puede presentar necrosis, lo cual implica un peor prondstico

clinico (Sengupta et al. 2005). El citoplasma de las células tumorales es habitualmente
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claro. El nacleo puede ser redondeado o poligonal con nucleolos y una cromatina

finamente distribuida.
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Figura 1: Cortes histologicos en hematoxilina de los tres tipos de cancer renal mas abundantes. A)
carcinoma renal de células claras. B) carcinoma renal de células cromofobas. C) carcinoma renal papilar
de tipo 2. D) carcinoma renal papilar de tipo 1.

El cRCC puede ser una manifestacion de la enfermedad de von Hippel-Lindau en
asociacion a otros tumores extrarenales. Este gen (VHL), que se localiza en el brazo
corto del cromosoma 3 (3p25-26), esté alterado en el del 60 % de los casos esporadicos
y el 100% de los casos hereditarios del cRCC. Para que este gen pierda su capacidad
supresora es necesaria la pérdida de sus dos alelos, lo cual puede suceder por tres
mecanismos: pérdida de su caracter heterozigético (84-98 % de los casos), mutaciones
(34-57 % casos) y metilacion de la region promotora del gen (5-19 % casos). La funcion
del gen VHL es codificar la proteina VHL (pVHL), componente critico de una secuencia
celular responsable del aporte de oxigeno a través de la regulacion de la trascripcion del
Factor Inducible por Hipoxia (HIF: hipoxia-inducible-factor). El1 HIF es un factor de
trascripcion heterodimérico (HIF a/fB) encargado de facilitar la adaptacion del tejido a la

hipoxia. La proteina VHL (pVHL) se encarga de la degradaciéon de la HIF a,
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especialmente cuando el oxigeno es abundante. Existen dos tipos de HIF: el HIF 1 y el
HIF2, cuyas diferencias, aparte de las funcionales, se encuentran en la diferentes
isoformas de la cadena o, que pueden ser HIF-1a y el HIF-2a. Estudios recientes han
demostrado que el HIF-a, particularmente HIF-2 a, desempefia un papel importante en el
desarrollo del cancer renal deficiente de VHL, no siendo s6lo un marcador de alteracién
de la via del VHL (Smaldone y Maranchie 2009). El examen inmunohistoquimico de las
lesiones renales iniciales de pacientes con deficiencias en VHL muestra una pérdida
coordinada de la proteina VHL y el aumento de HIF-1a. Se ha descubierto que en estas
lesiones y, coincidiendo con un aumento en la displasia, se produce un cambio evidente
en el que una acumulacion inicial de HIF-1 o pasa a una acumulaciéon de HIF- 2a
(Mandriota et al. 2002). Estos hallazgos sugieren que HIF-2a es mas oncogénico que
HIF-la. La evidencia que apoya esta teoria fue resumida muy bien por un estudio
reciente (Kim et al. 2006). Las lineas de carcinoma renal en humanos expresan tanto
HIF-1a y HIF-2a o solamente HIF-2a, lo que sugiere que puede haber una presion de
seleccion para mantener la expresion de HIF-2a o perder la expresion de HIF-la

(Maxwell et al. 1990).

En la Figura 2 se muestran las diferentes Rutas y genes que estdn regulados
transcripcionalmente por HIF-1 y HIF-2. HIF-1 regula funciones de la apoptosis y

gluconeogénesis, mientras que el HIF-2 regula e induce la angiogénesis.

Aunque la via de HIF estaba ligada a tumores renales de células claras deficientes de
VHL, la sobreexpresion de HIF se documenta en todos los subtipos histologicos renales.
El aumento de expresion de HIF-1 o HIF-2 se observd en el 50% y el 100% de los
tumores croméfobos y en 25% y 50% de los tumores papilares tipo I hereditarios

(HPRC), respectivamente (Kim et al. 2006).

Esta sobreacumulacion del HIF en las células deficitarias de VHL juega un papel
fundamental en la tumorigénesis. Se ha comprobado que la capacidad de las células de
tumores renales deficitarias de VHL de formar tumores puede reducirse
significativamente por la inactivacion del HIF (Zimmer et al. 2004). Aunque la
supresion del gen VHL es un factor de riesgo importante para el posible desarrollo de
cRCC, el 30-40 % de las formas esporadicas no muestran alteraciones de dicho gen

(Parker et al. 2005).
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Figura 2: Rutas y genes representativos regulados transcripcionalmente por los factores inducibles por
hipoxia HIF1 HIF2. Aunque existe un solapamiento significativo, diferentes estudios indican la induccion
por HIF-1 de la apoptosis y la gluconeogénesis, mientras que la angiogénesis se encuentra inducida
preferentemente por HIF -2.

*Indican los genes individuales especificamente regulados por HIF-2,

**Indican los genes individuales especificamente regulados por HIF-1.

En el cRCC, se han descubierto otras nuevas alteraciones, aparte de las producidas en el
gen VHL. Un estudio reciente ha identificado que en el cRCC existen mutaciones que
inactivan genes que codifican enzimas implicadas en las modificaciones de las histonas.
Estas enzimas son: la SETD2 una enzima metiltransferasa histona H3 lisina 36, la
enzima JARID1C (KDMS5C) que es una enzima demetilasa histona H3 lisina 27 y la
UTX (KMD6a) la enzima demetilasa histona H3 lisina 27 (Dalgliesh et al 2010).
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El carcinoma renal tipo papilar se define por la distribucion de sus células alrededor de
ejes capilares (papilas), al menos en un 50-70 % del tumor, diferencidndose asi de las

ocasionales areas papilares que pueden hallarse en otros tipos de carcinoma renal.

Existen dos tipos: El tipo 1 estd formado por células baséfilas con bajo grado celular y
es, ademads, el mas abundante, mientras que el tipo 2 se compone de células eosinofilas y
tiene peor prondstico que el anterior. La incidencia del carcinoma renal papilar es

variable, pero pueden llegar a ser del 7 al 15 % de los CR.

Los cambios genéticos mas frecuentes son la trisomia o tetrasomia del 7, trisomia 17 y
pérdida del cromosoma Y. Estas alteraciones se han relacionado con la activacion del
proto-oncogen c-MET (7q34) que codifica el receptor de HGF (rHGF). También se ha
detectado pérdida de heterozigosidad en 3p en un 59 % de los casos (Algaba et al 2006).
Recientemente se ha descubierto que las alteraciones en 17q son casi exclusivas del tipo
I, mientras que las 9p son del tipo 2, lo que sugiere que cada uno de estos tipos celulares

puede surgir de diferentes tipos celulares (Sanders et al 2002).

El carcinoma renal de tipo croméfobo representa del 5 al 10 % de todos los casos de
CR. Los cambios moleculares mas frecuentemente encontrados son pérdida en los
cromosomas 1, 2, 6, 10, 17 y 21. Las pérdidas de heterozigosidad del cromosoma 17 lo

relacionan con el sindrome de Birt-Hogg-Dubé.

2. Estadiaje del carcinoma de células renales

Para determinar el estadio del tumor hay que tener en cuenta tres condiciones que son: el
TNM, la abreviatura en inglés de tumor (T), ganglio (N) y metastasis (M). Se clasifica
como estadio I cuando el tumor mide 7 cm o menos, esta limitado al rifién y no se ha
diseminado a los ganglios linfaticos ni a otros 6rganos distantes (T1, NO, MO0). El
estadio II corresponde a un tumor mayor de 7 cm y estd limitado al rifion, no se ha
diseminado a los ganglios linfaticos ni a otros 6rganos distantes (T2, NO, M0). Para una
clasificacion de estadio III, tiene que darse cualquiera de estas condiciones: el tumor,
de cualquier tamafio, se encuentra solo en el rifion y se ha diseminado a los ganglios
linfaticos regionales, pero no a otras partes del cuerpo (T1, T2; N1; MO0); el tumor ha

invadido las venas principales o los tejidos perirrenales y puede haberse diseminado a
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los ganglios linfaticos regionales no siendo asi en otras partes del cuerpo (T3; cualquier
N; MO0). Por ultimo se asigna un estadio IV cuando se dan las condiciones siguientes: el
tumor se ha diseminado a zonas mas alla de la fascia de Gerota y llega a la glandula
suprarrenal del mismo lado del cuerpo en el que se encuentra el tumor, posiblemente a
los ganglios linfaticos, pero no a otras partes del cuerpo (T4; cualquier N; MO0), o cuando
¢ste se ha diseminado a cualquier otro organo, como los pulmones, los huesos o el

cerebro (cualquier T, cualquier N, M1) (Stephen et al. 2010).

3. Tratamientos en pacientes con carcinoma renal

En la actualidad a los pacientes que han desarrollado un CR se les realizan una
intervencion quirurgica mediante una de las siguientes técnicas dependiendo del estado
del tumor y el paciente: una nefrectomia radical o parcial, cirugia laparoscopica,
ablacion por radiofrecuencia o crioablacion. En muchos de los casos se combina la
cirugia con una terapia dirigida y/o inmunoterapia mientras que en otros se les
administra, también, un tratamiento de radioterapia o quimioterapia. En los casos en que
los pacientes tienen un cancer avanzado y se ha producido metastasis reciben multiples

tratamientos.

3.1 Radioterapia

Se utiliza con poca frecuencia debido al grave dafo que produce a las células normales
del rifién. En los casos en que se utiliza es porque no se puede extirpar el tumor o rifién
mediante cirugia, e incluso en esas circunstancias suele utilizarse solo en areas por las
que el cancer se ha diseminado, no en el tumor primario del rifdn. La mayoria de las
veces, la radioterapia se utiliza una vez que el cancer se ha diseminado para ayudar a
aliviar los sintomas, como el dolor 6seo o la inflamacion cerebral (Jackson et al. 2001;

Fossa et al. 1998).

3.2 Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células cancerosas generalmente
mediante la inhibicion de su capacidad para crecer y dividirse. La quimioterapia
sistémica se administra a través del torrente sanguineo para que alcance las células

cancerosas de todo el cuerpo. Si bien es util para tratar la mayoria de los tipos de cancer,

32



Introduccion

el de rifion, a menudo, es resistente a la quimioterapia ya que presenta grados elevados
de expresion de la proteina de multirresistencia farmacoldgica glucoproteina P. La
quimioterapia parece moderadamente eficaz tan s6lo cuando se combina 5-fluorouracilo

(5FU) con medicamentos inmunoterapicos (Stadler et al. 2003).

3.3 Inmunoterapia

Cuando el céncer renal estd en una fase avanzada, tanto la quimioterapia como la
radioterapia no son efectivas. Los unicos tratamientos disponibles durante muchos afios
han sido la inmunoterapia con interleuquina 2 (IL-2) e interferén-o (IFN-a)), con un
éxito relativo del 10%-15% (Cozar et al. 2002). La IL-2 es una proteina que esta
implicada en la regulacion de la respuesta inmunitaria, actiia como factor de crecimiento
de los linfocitos, interviene en la reaccion inflamatoria estimulando la sintesis de
interferon, induce la liberacion de IL-1, TNF-a y TNF-f y es necesaria para el
establecimiento de la memoria inmunitaria celular (Abul K. et al. 2007). En el caso de la
IL-2, la toxicidad es mucho mayor que la del IFN- o y tan solo las células claras
responden a este tipo de inmunoterapia. Se recomienda y se han visto efectos clinicos
beneficiosos, el uso de este tipo de inmunoterapia (IL-2) en determinados pacientes con

CR metastasico que presentan un buen perfil de riesgo e histologia de células claras.

El IFN-a es una proteina producida por el sistema inmunitario con una amplia
funcionalidad. Entre ellas destaca la activacion de células inmunes, tales como los
macrofagos y las células NK, que incrementan el reconocimiento de células
cancerigenas por parte de los linfocitos T, mediante la presentacion de antigenos al
inducir la expresion del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), asi como
retardar la division de las células cancerosas. En el caso del carcinoma renal, reduce la
expresion del receptor del factor del crecimiento epidermico (EGFR). El efecto positivo
del IFN-a es especialmente importante en los pacientes con CR metastasico con una
histologia de células claras y exclusivamente con metastasis pulmonares (Coppin et al.
2005). Se han realizado estudios combinando diferentes tratamientos
inmunoterapéuticos y quimioterapia, obteniéndose como conclusion que la eficacia del
IFN- a solo era igual a la combinacion del IFN con IL2 y quimioterapia (5FU) (Gore et

al 2010). Estudios recientes han demostrado mayor tasa de respuesta y supervivencia en
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pacientes tratados con bevacizumab + IFN-a, frente a pacientes tratados tinicamente con

IFN- a (Escudier et al 2007).

Estudios sobre las interacciones entre el huésped-tumor han llevado a nuevas estrategias
de inmunoterapia para el cancer, siendo varios de ellos potencialmente aplicables al
cancer renal. Un ejemplo de estas nuevas inmunoterapias es el tratamiento con
ipilimumab, anticuerpo frente al antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4),
que ha mejorado la supervivencia en pacientes con melanoma y metastasis y existen
evidencias de la regresion del cancer en pacientes con cancer renal (Hodi et al. 2010;
Yang et al. 2007). En la tabla 1 se muestran las diferentes inmunoterapias que han

surgido y que se estan probando en estos momentos en el carcinoma renal.

3.4 Terapia dirigida

Se denominan terapias dirigidas a los tratamientos que actian sobre los genes, las
proteinas especificas del cancer o sobre las condiciones del tejido que contribuyen al
crecimiento y la supervivencia del céncer. Este tipo de procedimiento bloquea el
aumento y la diseminacion de las células cancerosas y, a la vez, limita el dafo a las
células normales. A partir del aflo 2000 se ha empezado a administrar eficaces terapias
dirigidas, incluyendo agentes antiangiogénicos en el céncer renal. Estas incluyen
anticuerpos frente al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Bevacizumab),
inhibidores de tirosina kinasa de VEGFR2 (Sunitinib y Sorafenib) e inhibidores de los

mecanismos diana de las vias de rapamicina (mTOR) (Temsirolimus y Everolimus).
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Tabla 1: Inmunoterapias en desarrollo para el cancer renal

Compuestos en Clase de agente Estado del Diseifio del ensayo clinico/objetivos
desarrollo desarrollo
Denileuquina Proteina de fusion de la Fase 1 Terapia combinada con altas dosis de IL2.
diftitox toxina difteria e IL2
humana
IMP321 Proteina de fusion soluble Fase 1 Respuesta a altas dosis administradas en
LAG-3 pacientes con cancer renal avanzado.
AGS-003 Vacuna basada en DC Fase 3 Actividad bioldgica e inocua en pacientes de
cancer renal diagnosticados recientemente con
estadio IV.
Transplante Transplante de células Fase 1/2 Administracion de forma temprana a los
alogénico de células madre pacientes de cancer renal metastasico de
madre infusiones de linfocitos Th2 de multiples
hematopoyetica de donantes.
baja intensidad
BMS-936558 Anticuerpo monoclonal Fase 1/2 Estudio en fase 1 con BSM-936558 en
anti-PD-1 combinacién con Sunitinib o Pazopanib en
pacientes con cancer renal avanzado; un rango
de dosis en la fase 2 en pacientes que hayan
recibido anteriormente terapia angiogénica.
177Lu-DOTA- Anticuerpo monoclonal Fase 2/3 Dosis crecientes en pacientes con cancer renal
cG250 cG250 avanzado.
MVA-T54 Vacunas peptidicas del Fase 3 Estudio control-placebo aleatorio en pacientes
antigeno tumoral 5T4 con cancer renal metastasico.
HSPPC-96 Vacuna autologa del Fase 3 Terapia adyuvante después de nefrectomia
derivado tumoral HSPPC radical en pacientes con cancer renal de alto
riesgo sin metastasis.
IMA901 Vacuna basada en péptidos Fase 3 Supervivencia global en pacientes con cancer
que contiene 9 proteinas de renal metastatico avanzado que reciben sinitinib
unién de HLA Iy una de como primera linea terapéutica.
HLAII
IL-2= interleuquina 2; LAG-3= gen de la activacion linfocitaria 3; DC= célula dendritica; Th2= células helper de tipo
2; PD-1= muerte programada-1;
HSPPC= complejo peptidico de proteinas de choque térmico.

La mayor parte de estos medicamentos se utilizan actualmente como primera linea de
tratamiento en el carcinoma renal metastasico. Una comparacion de los genes
sobreexpresados en los 3 subtipos mas frecuentes del carcinoma de células renales
demostrd que existia un grupo de genes sobreexpresados que eran comunes en las
células claras, papilares y crom6fobas pero que también existia un grupo de genes que
eran exclusivos de cada uno de los tipos de cancer renal, lo que sugiere la importancia de
la clasificacion tumoral en la investigacion de marcadores bioldgicos y terapias dirigidas
(Jones y Libermann 2007). Por lo tanto, los efectos beneficiosos de los inhibidores de
VEGEFR sunitinib y sorafenib se han demostrado en pacientes con cancer renal de células
claras y aparecen mas limitados en pacientes con tumores renales papilares o
cromo6fobos (Choueiri et al. 2008). Por el contrario, el tratamiento con temsirolimus

parece demostrar un efecto mas significativo en la supervivencia en los pacientes con
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cancer renal con células no claras (incluyendo el 75% de los papilares) que en los

pacientes con carcinoma renal de células claras (Dutcher et al. 2009).

4. Caracteristicas generales del proceso de transformacion neoplasico;
papel de la respuesta inmunitaria

La mayoria de los canceres humanos son causados por alteraciones secuenciales (entre
dos y ocho) que se desarrollan en el transcurso de 20 a 30 afios. Cada una de estas
alteraciones, directa o indirectamente, desequilibran la balanza entre el crecimiento y la
muerte celular, favoreciendo su crecimiento, es decir, cada alteracion provoca una
ventaja selectiva de crecimiento a la célula en la que reside. Las evidencias hasta la
fecha sugieren que hay aproximadamente 140 genes (conductores o maestros) cuyas
mutaciones intragénicas contribuyen al desarrollo del cancer. Ademas, hay otros genes
controladores activados por mecanismos epigenéticos que también causan una ventaja
selectiva del crecimiento, pero que son menos conocidos por las dificultades de su
analisis. Los genes controladores mutados conocidos realizan su funcion a través de una
docena de vias de sefializacion que regulan varios procesos basicos celulares tales como
la supervivencia celular y el mantenimiento del genoma. Cada tumor individual, incluso
del mismo subtipo histopatolégico, presentan multitud de diferencias genéticas, muchas
de ellas conocidas como mutaciones pasajeras, aunque las vias afectadas son similares.
Existe una heterogeneidad genética entre las células de un mismo tumor pudiendo
condicionar sensiblemente la respuesta terapéutica (Vogelstein et al; 2013). Hanahan y
Weinberg han analizado en profundidad estas vias comunes en la mayoria de los
tumores estableciendo una serie de caracteristicas intrinsecas de la célula neoplasia que
son resumidas en la Figura 3 (Hanahan y Weinberg 2000; Hanahan y Weinberg
2011).

4.1. Desregulacion y mantenimiento del estimulo proliferativo

Los tejidos normales controlan cuidadosamente la produccion y liberacion de sefiales
promotoras del crecimiento y division, lo que garantiza una regulacion del nimero de
células y, por lo tanto, el mantenimiento de la arquitectura y funcionalidad del tejido.

Estas sefiales vienen dadas en gran parte por factores de crecimiento que se unen a
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receptores de superficie celular, que contienen dominios intracelulares de Tirosina
Quinasa. La unién de estos factores a sus receptores provoca una cascada de
senalizacion intracelular que regula la progresion del ciclo celular, asi como el

crecimiento celular.

Desregulacion y
mantenimiento del
estimulo proliferativo

inhibicion de las sefales
Evasion a la apoptosis supresoras del

crecimiento tumoral

Induccion de la
angiogénesis Invasion y
metastasis

Inmeortalizacion

Figura 3: Representacion de las seis caracteristicas o cambios que se producen en las células sanas y que
las convierten en tumorales. Adaptacion de Hanahan &, Weinberg, 2011

La sefializacién mitogénica en células cancerosas estd muy bien estudiada. (Lemmon y
Schlessinger 2010; Witsch et al. 2010; Hynes y MacDonald 2009; Perona 2006). Las
células cancerosas, mediante diferentes mecanismos, pueden adquirir la capacidad de
senalizacion proliferativa. Uno de ellos es que, gracias a la habilidad de producir por si
mismo el factor de crecimiento, puede responder a través de la expresion de receptores

afines dando como resultado una estimulacion autocrina proliferativa.

La sobreexpresion de receptores de factores de crecimiento o la alteracion estructural del
receptor que facilita la union de los factores de crecimiento, es otro método que la célula
tumoral puede utilizar para facilitar su crecimiento y proliferacion. Un ejemplo es el
caso del receptor del factor de crecimiento epidermal (también llamado ERBB1), que
estan sobreexpresados en cancer de estomago, cerebro y mama, mientras que el receptor
ERBB2 esté altamente regulado en céncer de pecho y estomago. Tanto el ERBB1 como

ERBB?2 son importantes antigenos tumorales para la induccion de la respuesta de células
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T. Pacientes con tumores que sobreexpresan alguno de estos receptores tienen una
respuesta inmunitaria debido algin péptido derivado de estos dos receptores (Pupa et al.

2005).

Otro mecanismo de adquisicion de las sefiales de proliferacion puede venir a través de
senales provenientes de las células cancerosas que provocan una estimulacion en las
células normales que se encuentran en el estroma, dando como consecuencia una
produccion de diversos factores de crecimiento (Cheng et al. 2008;.. Bhowmick et al.

2004).

Por tltimo, las células cancerosas pueden activar componentes de las vias de
sefnalizacion mitogénicas que se encuentren “por debajo” de la via de union del receptor
a su ligando, obviando la necesidad de esta union para producir la proliferacion celular,
como puede ser el caso de la proteina Ras. Se han descubierto mutaciones somaticas en
diversos tumores en diferentes componentes de sefializacion de la proliferacion celular.
Un ejemplo es el caso de los melanomas. E1 40% de los melanomas humanos contienen
mutaciones que afectan a la estructura de la proteina B-Raf, provocando una
seflalizacion constitutiva en la proteina Raf de la via de activacion proliferativa de las
(MAP)-quinasa (Davies y Samuels 2010). Del mismo modo, las mutaciones en las
isoformas de la subunidad catalitica de la fosfoinositida-3-quinasa (PI3-quinasa), que
sirven para activar los circuitos de sefalizacion de la PI3-quinasa incluyendo su
transductor de sefial clave Akt / PKB, estan siendo detectados en una serie de tipos de

tumores (Jiang y Liu 2009; Yuan y Cantley 2008).

Algunos de los factores de crecimiento autocrinos que son producidos por las células
tumorales no solo proporcionan una sefial de estimulo para el crecimiento celular, sino
que también afectan simultdneamente a la respuesta inmunologica. Por ejemplo, la IL-4
e IL-10, que son factores autocrinos de crecimiento para el carcinoma de tiroides (Stassi,
et al. 2003) vy, paralelamente ambas citoquinas pueden hacer que la respuesta de células
T pase de ser una respuesta de células linfocito T CD4 helper 1 (Thl) a una respuesta de
célula linfocito T CD4 helper 2 (Th2), inactivan asi la inmunidad contra el cancer ya
que, a menudo, se basan en las respuestas de células Thl. La IL-6 es uno de los factores
de crecimiento autocrinos mas importantes en la patogénesis de numerosos tipos de

cancer, tales como cancer de prostata, cancer renal y mieloma (Zitvogel et al. 2006)
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Se ha demostrado que la activacion anormal de STAT3, que estd implicado en la
seflalizacion a través del receptor de IL-6, inhibe la respuesta inflamatoria y la
comunicacion entre respuesta inmunoldgica innata y adaptativa en varios tipos de
canceres, favoreciendo a las células tumorales en su crecimiento descontrolado (Wang et

al. 2004)

4.2. Inhibicion de las seinales supresoras del crecimiento tumoral

En el tejido normal existen multiples sefiales antiproliferativas que actuan manteniendo
la homeostasis tisular y la inactividad de las células. Estas sefales incluyen aquellas
mediadas por inhibidores del crecimiento que se encuentran de forma soluble e
inhibidores de crecimiento estaticos que se hallan fijados en la matriz extracelular o en la

superficie de alguna célula vecina.

Aparte de la capacidad de las células tumorales de inducir y mantener la activacion de
las sefiales de crecimiento, tienen que evitar la accion de programas potentes que regulan
negativamente la proliferacion celular y sefiales antiproliferativas. Muchos de estos
programas dependen de la accion de genes supresores de tumores que codifican
proteinas tales como el RB (Retinoblastoma asociado) y la TP53. Mientras que la
proteina RB integra sefiales procedentes sobre todo de exterior de la célula y decide si la
célula entra en crecimiento y division celular (Burkhart y Sage 2008; Deshpande et al.
2005; Sherr y McCormick 2002), la proteina TP53 actlia en situaciones de stress y dafo
del genoma provocando la apoptosis celular. Una de las sefiales antiinflamatorias mas
importantes es el factor de crecimiento transformante B (TGF- ); muchos tumores
reaccionan inhabilitando alguno de los componentes de las vias de sefializacion de éste
factor inhibidor. Algunos ejemplos serian mutaciones o pérdida de los receptores del
factor, mutaciones en el factor transcripcional SMAD4 o la deleccion de un locus que

codifica INK4B (también llamado p15) y la proteina retinoblastoma.

4.3. Evasion a la apoptosis

La maquinaria apoptotica estd compuesta tanto por reguladores como componentes

efectores. Los reguladores, a su vez, se subdividen en dos grupos: unos reciben y
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procesan sefiales extracelulares de muerte inducida (por ejemplo receptores fas y sus
ligandos); otros detectan senales intrinsecas. Ambos subgrupos culminan en la
activacion de las proteasas (caspasas 8 y 9), que promueven una cascada de proteolisis
donde actian las caspasas efectoras y provocan la muerte de la célula y su posterior

eliminacion.

La apoptosis se activa en respuesta al stress que experimentan las células cancerosas
durante la proliferacion celular o como resultado de la terapia anti cancer. Varios
estudios han demostrado que la apoptosis estd atenuada en aquellos tumores que
progresan a un grado alto de malignidad y resistencia a terapia (Adams y Cory, 2007;
Lowe et al. 2004). Las células tumorales tienen una gran variedad de estrategias para
evitar la apoptosis. Las mds comunes son la eliminacién de la funcion del supresor del
tumor TP53, que incrementa la expresion de reguladores anti-apoptoticos tales como el
Bcl-2, Bcel-X1 o senales de supervivencia (igfl/2), y mediante la baja regulacion de

factores pro-apoptdticos (Bax, Bim, Puma).

4.4. Inmortalizacion

Las células cancerosas requieren un potencial ilimitado de replicacion para poder
generar tumores macroscopicos. La limitacién en la proliferacion viene dada por dos
barreras: la senescencia, que hace que la célula entre en un estado no proliferativo pero
que todavia estd viva, y la crisis, que es cuando la célula entra en proceso de muerte
celular. Cuando una célula supera estas dos barreras pasa a un estado de proliferacion

ilimitada.

Existen evidencias que indican que los telémeros que protegen las terminaciones de los
cromosomas estan involucrados en la proliferacion ilimitada (Blasco 2005; Shay y
Wright 2000). El 85%-90% de las células malignas consiguen tener una replicacion
ilimitada mediante una expresion altamente regulada de la enzima telomerasa, la cual
provoca un mantenimiento continuo de los telomeros mediante el incremento de las

repeticiones de hexanucleotidos en el final de los telomeros de ADN.
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4.5. Induccion de la angiogénesis

Los tumores, como el tejido normal, requieren sustento en forma de nutrientes y
oxigeno, asi como la evacuacion de dioxido de carbono y desechos metabdlicos. La
angiogénesis resuelve estas necesidades mediante el proceso de neovascularizacion
asociado al tumor. La angiogénesis estd casi siempre activada durante la progresion
tumoral, provocando normalmente la formacion de nuevos vasos que ayudan al

crecimiento neoplasico (Hanahan y Folkman 1996).

Existen evidencias que demuestran que la angiogénesis estd gobernada por factores que
la inducen o la inhiben. Algunos de estos reguladores angiogénicos son proteinas de
sefnalizacion que se unen a receptores de superficie estimuladores o inhibidores en las
células endoteliales vasculares (Baeriswyl y Christofori 2009; Bergers y Benjamin
2003). En muchas células tumorales se han encontrado una alta expresion de
determinadas proteinas, tales como el VEGF, el factor 1 de crecimiento de fibroblastos
(FGF1) y FGF2 al comparar con su tejido normal. Estas proteinas son cruciales para
disparar la actividad angiogénica a partir de un estado latente. Ademas de promover la
angiogénesis, el VEGF puede inhibir la respuesta inmunologica antitumoral mediante la
inhibicion de la activacion de factor nuclear—Kb en células dendriticas previniendo su
maduracion (Della Porta et al; 2005) y suprimiendo la activacion de las células T (Ohm

et al 2003).

En la actualidad se sabe que existen varios tipos celulares originados en
la médula 6sea que juegan un papel crucial en la angiogénesis patologica (Qian y
Pollard, 2010; Zumsteg y Christofori 2009; Murdoch et al. 2008; De Palma et al. 2007).
Entre los tipos celulares se incluyen células implicadas en la inmunidad innata,
particularmente los macrdéfagos, neutréfilos, mastocitos y células progenitoras mieloides
las cuales se infiltran en las periferias de las lesiones premalignas y tumores en
progresion. Las células inflamatorias peri-tumorales ayudan en el inicio Yy
mantenimiento de la accidbn angiogénica en el crecimiento del tumor, ademas de
facilitar la invasion local y la ayuda en la proteccion de la vascularizacion del efecto

de los farmacos contra la sefializacion de las células endoteliales (Ferrara 2010).
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En el cancer renal, como ya se comentd anteriormente, se encuentran altamente
expresados los factores HIF en muchos de los casos. Estos inducen la transcripcion de

moléculas implicadas en la angiogénesis tales como el VEGF, Fitl, PEDF, Tie2.

4.6. Invasion y metastasis

La cascada invasion-metéstasis es un proceso de multiples etapas. Se ha esquematizado
como una secuencia de fases que comienzan por cambios en las células que comportan
una invasion local de la célula cancerosa, mediante la intravasacion entran en la sangre
y vasos linfaticos cercanos, se produce su transito por los sistemas linfaticos y
hematogenos, seguido de un escape de las células cancerosas al parénquima de tejidos
distantes (extravasacion), la formacion de los pequenios nodulos de células cancerosas
(micrometastasis) y, finalmente, el crecimiento de estas micrometéstasis para formar las
macrometastasis, siendo llamado este ultimo paso colonizacién (Talmadge y Fidler

2010; Fidler 2003).

El asentamiento de células tumorales en regiones que son distantes al tumor primario
(metéstasis) es la causa del 90% de muertes por céncer en humanos. Para que se
produzca la invasion de dichas células a otras regiones lejanas de su tumor primario, se
tienen que producir alteraciones en proteinas que estan implicadas en el anclaje de las
células con su entorno al mismo tiempo que una secrecion de proteasas. Dentro de este
grupo de proteinas de anclaje se ha estudiado la proteina nectina 2 (NECL2), que
proviene del gen supresor TSLC1 que se encuentra frecuentemente inactivada en células
cancerosas de pulmoén. Aparte de su funcion de anclaje con otras nectinas de células
vecinas, es reconocida por una molécula (CRTAM) que se encuentra tanto en las células
“Natural Killers” (NK) como las células T CD8+. Este reconocimiento promueve la
citotoxicidad de las células NK y la produccion de INF-y por parte de las células T
(Boles, K. S et al; 2005). Por consiguiente, la inactivacion en la expresion de NECL2
tiene un efecto oncogénico dual: la célula no interactia y se ancla con otras células
vecinas, y no es detectado por las células NK y linfocitos T. Otra proteina de anclaje
muy bien estudiada es la pérdida de la E-caderina en las células cancerosas, que es clave
en la adhesion celular. Un incremento en la expresion de ésta impide la invasion y

metastasis. La baja regulacion y ocasionalmente inactivacion de E-caderina mediante
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mutacion en canceres humanos da indicios de que juega un papel supresor importante

en la invasion y metastasis. (Berx y van Roy, 2009; Cavallaro y Christofori, 2004).

4.6.1 Interacciones entre las células tumorales v estromales en el proceso de
metastasis

Cada vez es mas evidente que existe una relacion entre las células tumorales y células
del estroma neoplasico, que consideraremos mas en profundidad después, y que van a
facilitar el crecimiento y el desarrollo metastasico (Egeblad et al. 2010; Qian y Pollard,
2010; Joyce y Pollard, 2009; Kalluri y Zeisberg, 2006). Un ejemplo de ello son las
células madre mesenquimales (MSC) presentes en el estroma del tumor, las cuales
secretan CCLS5/RANTES como respuesta a las sefiales liberadas por las células
cancerosas; CCLS act@ia entonces reciprocamente en las células cancerosas para
estimular un comportamiento invasor (Karnoub et al, 2007). Otro ejemplo lo
encontramos en los macrdéfagos, en la periferia del tumor, que pueden fomentar la
invasion local mediante el suministro de enzimas degradantes de la matriz, tales como
las metaloproteinasas y proteasas de cisteina catepsina (Kessenbrock et al. 2010; Joyce y
Pollard 2009; Palermo y Joyce 2008; Mohamed y Sloane 2006). Las células tumorales
pueden secretar moléculas quimiotacticas cuya funcién es la del reclutamiento de
células inflamatorias proinvasivas en lugar de producir por ellas mismas las enzimas que

degradan la matriz.

4.7. Microambiente tumoral: dualidad de la respuesta inflamatoria
intratumoral

Hasta ahora, se han descrito 6 caracteristicas que tiene que adquirir las células del cancer
para poder sobrevivir, proliferar, y propagarse, y que contribuyen a la inactivacion de los
mecanismos intrinsecos del desarrollo neoplasico. Sin embargo, estas alteraciones
genéticas son insuficientes para explicar el desarrollo neoplasico en un huésped
inmunocompetente. Hanahan y Weinberg en 2011 han sugerido otras 4 caracteristicas
que son fundamentales para la progresion tumoral (figura 4) que son: desregulacion
energética celular, inestabilidad genémica y mutaciones, promocion tumoral inducida
por la inflamacion y la evasion de la respuesta inmunoldgica. Estas dos ultimas las

desarrollamos en mayor profundidad a continuacion.
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La primera caracteristica es la evasion activa de las células del cancer del ataque y
eliminacion por parte de las células del sistema inmunolégico. La segunda consiste en
utilizar la respuesta inflamatorio en su propio beneficio, promoviendo la progresion del
tumor a través de diversos medios: fomento de la angiogénesis, aumento de la
proliferacion e interviniendo criticamente en la transicion epitelio-mesenquimal 'y, por

tanto, en el desarrollo metastasico.

Caracteristicas emergentes

Evasion de la
Desregulacion respucsta
cnergética celular inmunoloégica

Inestabilidad
genomica y
mutaciones

Caracteristicas emergentes

Figura 4: representacion de las 4 nuevas caracteristicas emergentes que se tienen que dar para la
progresion tumoral. Adaptacion de Hanahan D, Weinberg RA. Cell. 2011

Se ha observado que los tumores humanos estan, generalmente, infiltrados por células
inflamatorias (Whiteside 1993; Mihm et al. 1996; Balkwill y Mantovani 2001). Aunque
estos infiltrados de células del sistema inmunitario pueden variar en densidad y
composicion de un tumor a otro, su presencia se considera un intento del huésped por
detectar células tumorales emergentes y destruirlas, interfiriendo con la progresion
tumoral (Zitvogel et al. 2006). Existen numerosos datos experimentales en ratones que
demuestran la importancia del sistema inmunologico en la erradicacion de los tumores.
En ratones modificados genéticamente para ser deficientes en diversos componentes del
sistema inmunologico se llegd a la conclusion de que los tumores aparecian y crecian
con mas rapidez en ratones que eran deficientes en linfocitos T citotoxicos CD8 +
(CTL) o linfocitos CD4 + T Thl o células NK, por otra parte, los ratones con
inmunodeficiencias combinadas tanto en las células T y células NK eran aun mas

susceptibles al desarrollo del cancer. Los resultados indicaron que, al menos en ciertos
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modelos experimentales, tanto el sistema inmunoldgico innata y adaptativa son capaces
de contribuir de manera significativa en la vigilancia inmunolégica y por lo tanto en la

erradicacion del tumor (Teng et al. 2008; Kim et al. 2007).

Sin embargo, paralelamente, en la ultima década también se ha propuesto que ciertos
elementos del sistema inmunolégico, sobretodo el de la inmunidad innata, son
promotores de la progresion neoplasica y participan sobre todo en el desarrollo y
expansion de neoplasias incipientes (DeNardo et al. 2010; Grivennikov et al. 2010; Qian
y Pollard 2010; Colotta et al. 2009). También durante la respuesta innata, las células
inflamatorias liberan numerosas especies reactivas de oxigeno y nitrogeno que son
altamente mutagénicas, contribuyendo al proceso de inestabilidad genética que facilita la
aparicion de variantes celulares que contienen los cambios genéticos que estamos

considerando. (Grivennikov et al. 2010).

4.7.1. Composicion del microambiente tumoral: respuesta inflamatoria vy
promocion del desarrollo tumoral

El microambiente tumoral contiene: células de la inmunidad innata (incluyendo
macrofagos, neutréfilos, mastocitos, células supresoras mieloide, células dendriticas, y
células NK) y células de la inmunidad adaptativa (linfocitos T y B), ademas de la células
cancerosas y su estroma circundante que consiste en fibroblastos, células endoteliales y
cé¢lulas mesenquimales (de Visser et al. 2006). Esta diversidad de células se comunican
unas con otras a través de un contacto directo o mediante la produccion de citoquinas y
quimioquinas, que actian de manera autocrina y paracrina para controlar y modelar el
crecimiento del tumor. Sin este conjunto de células no se puede explicar la biologia ni el

comportamiento in vivo de los distintos tumores.

Las células inmunolégicas mas frecuentes en el microambiente tumoral son los
macrofagos asociados a tumores (TAMs) y las células T. La mayoria de los TAMs
promueven el crecimiento tumoral y pueden ser obligatorios para que se produzca la
angiogénesis, la invasion y la metéstasis (Condeelis y Pollard 2006). Se ha visto que
cuando se encuentra un alto contenido de TAMs casi siempre se correlaciona con un mal
prondstico (Murdoch et al. 2008). TAM es una de las células mds importantes en el
campo de la inflamacion y el cancer ademés de una fuente importante de citoquinas

(Mantovani et al. 2008). Los macrofagos se pueden clasificar en dos tipos: M1 y M2
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(Sica et al. 2008). Los macréfagos M1, activados por productos microbianos e IFNg,
expresan altos niveles de citoquinas que promueven la inflamacion (TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-12 o IL-23), las moléculas del MHC, inducen la sintesis de 6xido nitrico y son
capaces de matar a patdgenos asi como promover la respuesta inmunologica frente al
tumor. Por el contrario, los macréfagos M2, que son activados in vitro por IL-4, IL-10 e
IL-13, disminuyen la expresion de MHC de clase 11, la expresion de IL-12 y muestra un
incremento en la expresion de la citoquina anti inflamatoria IL-10, receptor scavenger A
y la Arginasa. La mayoria de los TAMs se considera que tienen un fenotipo M2 que
promueven la angiogénesis tumoral y la remodelacion tisular (Sica et al. 2008). Sin
embargo, la mayoria de citoquinas confirmadas que promueven la progresion tumoral
son “citoquinas M1”, mientras que la IL-10, una citoquina M2, puede ser supresora del

tumor como se muestra en cancer de colon (Berg et al. 1996; Lin y Karin 2007).

Aparte de los macréfagos especializados en el estroma tumoral, se han encontrado una
variedad de progenitores mieloides parcialmente diferenciadas (Murdoch et al. 2008).
Estas células han demostrado tener una actividad promotora tumoral. Cabe destacar un
tipo de célula mieloide de infiltracion tumoral que coexpresan el marcador de
macréfagos CD11b y marcador de neutréfilos Grl cuya accion es la de suprimir la
actividad de las células NK y CTL. (Qian and Pollard 2010; Ostrand-Rosenberg y Sinha
2009). El reclutamiento de este tipo de célula conlleva un doble beneficio para el tumor,
ya que, por un lado promueven la angiogénesis y progresion tumoral mientras que
evaden la destruccion por parte del sistema inmunoldgico. Este subtipo de células
inmunolédgicas (progenitores mieloides) son una de las principales fuentes de factores de
crecimiento estromal, angiogénenico y epitelial. Realizan también funciones de
remodelacion de las enzimas de la matriz extracelular, las cuales son necesarias para la
curacion de heridas. Es por ello que son un tipo de célula que son reclutadas para apoyar
la progresion neoplasica y el desarrollo metastasico. En este sentido cabe destacar que,
muy recientemente, se ha descrito en un modelo murino de melanoma como factores
liberados por estas cé¢lulas contribuyen a la metastasis. Hasta ahora se pensaba que era la
aparicion de mutaciones al azar la que contribuia mayoritariamente a la aparicion de
caracteristicas en las células tumorales para adquirir el fenotipo invasivo. Es muy
posible que la capacidad movil sea adquirida a través de un proceso de
transdiferenciacion epitelio mesenquimal (EMT) inducido por la liberacion de citocinas

especificas por las células mieloides supresoras (MDSC) (Benjamin Toh et al. 2011).
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Las células T de la inmunidad adaptativa actuarian fundamentalmente frenando el
proceso neoplasico. Se dividen en dos grandes grupos basandose en los receptores
(TCR) que expresan: yd o afy. Segun las funciones efectoras que tenga las células affT
se clasifican en: linfocitos T CD8 citotoxicos (CTLs), linfocito CD4 helper (Th)
(incluyen a las Thl. Th2, Thl7 y los linfocitos T reguladores (Treg)) y también las
células natural killer T (NKT). Estas tltimas pueden ejercer tanto efectos supresores
como efectos que favorecen al tumor dependiendo de sus funciones efectoras (DeNardo
et al. 2009; Langowski et al. 2007; Smyth et al. 2007). El incremento del nimero de
células T, mas concretamente de CTLs y Thl, se correlaciona con un mejor
supervivencia en alguno de los cénceres, tales como el cancer de colon invasivo,
melanoma, mieloma multiple y cancer de pancreas (Galon et al. 2006; Laghi et al. 2009;
Swann y Smyth 2007). Se ha visto que una deficiencia de células T o la interrupcion de
los mecanismos especificos citotoxicos pueden producir animales experimentales mas
susceptibles a un tumor espontaneo (Shankaran et al. 2001; Swann y Smyth 2007). Sin
embargo también hay evidencias de que muchos de los subconjuntos de células T
encontrados en tumores sélidos estan involucrados en la promocidn, progresion o
metastasis, incluido los CTLs (Roberts et al. 2007), las células Thl productoras de IFN-
v (Hanada et al. 2006), células Th2 (Aspord et al. 2007; DeNardo et al. 2009) y células
Th17 (Langowski et al. 2006; Wang et al. 2009). En cancer de mama, la presencia de
una infiltracion tumoral mediada por una alta cantidad de linfocitos CD4 + CD8+ y una
alta relacion Th2/Thl es indicativo de un mal pronostico (Kohrt et al. 2005). Las células
CD4+ Th2 provocan la progresion y metastasis de las células cancerosas de la mama
mediante la estimulacion sobre los macrofagos asociados a tumores los cuales producen
factores que provocan la progresion y metdstasis de las células cancerosas. (DeNardo et
al. 2009). En colitis asociado a cancer (CAC), la infiltraciéon por células T también
parece que juega un papel de promocion del tumor (Waldner y Neurath 2009). Similar a
los macrofagos asociados a tumores, las funciones de los linfocitos T que promueven el
tumor estan mediadas por citoquinas, mientras que las funciones antitumorales lo estan
tanto por citoquinas como por mecanismos citotoxicos de los linfocitos T (Lin and Karin

2007; Swann y Smyth 2007).

Lo que hace que un mismo conjunto de células T tenga funciones antitumorales en un

cancer y faciliten la progresion del tumor en otro cancer sigue siendo en gran parte
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desconocido y puede ser la clave para el desarrollo de inmunoterapias de éxito. Las
unicas células que parece que no tienen ningun papel en la progresion del tumor son las

células NK.

Las células Treg, que presuntamente actiian en su mayoria como células con actividad
que facilitan la progresion tumoral mediante la supresion de la respuesta inmunologica
antitumoral (Gallimore y Simon 2008), pueden también ejercer una funciéon antitumoral
en determinadas circunstancias en virtud de su capacidad para suprimir la inflamacion

que provoca la promocion tumoral (Erdman et al. 2005).

S. Inmunogenética de la inflamacion: polimorfismos genéticos en
citoquinas implicadas en el microambiente tumoral

Como ya hemos visto anteriormente, la produccion de citoquinas por parte de las células
inmunolégicas e inflamatorias promueve el desarrollo tumoral proporcionando a las
células malignas de sefiales de proliferacion y de supervivencia en un microambiente
inicialmente hostil. En la mayoria de los casos las citoquinas que facilitan el crecimiento
tumoral actlan de una manera paracrina, aunque varios tipos de células cancerosas
producen sus propias citoquinas, incluyendo IL-6, para lograr el mismo efecto de forma
autocrina (Gao et al. 2007). No obstante la produccion de citoquinas también puede
inhibir el desarrollo tumoral y su progresion, independientemente de donde hayan sido
producidas (Lin y Karin 2007). Por ello el perfil de citoquinas y quimioquinas
expresadas en el microambiente tumoral puede ser de mas relevancia que el tipo de
células inmunologicas existente en el microambiente. A través de la activacion de
factores transcripcionales tales como el NF-kP, AP-1, STAT y SMAD, ademas de
caspasas y citoquinas, se realiza un control del medio inmunologico e inflamatorio que
puede ser desfavorable para el tumor (IL-12, TRAIL, IFN-y) o potenciar la progresion
tumoral (IL-6, IL-17, IL-23) ademds de tener efectos directos en el crecimiento y
supervivencia de las células cancerigenas (TRAIL, FasL, TNF-a, ligandos EGFR, TGF-
B, IL-6). Existen firmacos que interfieren en la sefalizacion de estas citoquinas y
reducen la tumorigénesis y el crecimiento del cancer. (Becker et al. 2004; Grivennikov
et al. 2009; Hedvat et al. 2009), sirviendo como base de intervenciones preventivas y

terapéuticas.
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Los estudios de asociaciones basados en poblaciones se han convertido en una poderosas
herramientas para analizar aquellos genes con un papel en las enfermedades
multifactoriales comunes que tienen un fuerte componente ambiental. Estos estudios de
asociacion a menudo estiman el riesgo de padecer una determinada enfermedad en los
portadores y no portadores de un polimorfismo genético particular. La inmensa mayoria
de los estudiados son de un solo nucledtido (SNPs) que se producen con una frecuencia
de > 1% en la poblacién normal (en contraste con las “mutaciones" que se producen con
una frecuencia de <1%). Se estima que hasta 10 millones de SNP estan probablemente
presentes en el genoma humano, aunque no todos han sido identificados hasta ahora. La
mayoria de ellos no se producen en las secuencias de codificacion e, incluso los que lo
hacen, no estan asociadas con ninguna alteracion en la secuencia de aminoacidos y por
lo tanto no tiene importancia funcional. Se ha producido un aumento exponencial en el
numero de estudios de asociacion genética publicados, muchos de ellos relacionados con
citoquinas, que estan implicados en la inflamacion y microambiente tumoral. Alguno de
estos ejemplos son: estudios sobre polimorfismos en la IL-10 han sido relacionados con
el riesgo de padecer cancer de estomago (Huiping et al. 2012) y con la progresion del
cancer de mama (Fanjun Kong et al. 2010). Los polimorfismos de la IL-1 se han
asociado a céancer gastrico (El-Omar et al 2000), hepatocelular (Wang et al. 2003),
pulmoén (Zienolddiny et al. 2004), colon, vulva (Grimm et al. 2004) y ovario (Sehouli et
al. 2003). En el caso del TNF se ha visto una asociacion entre el TNF y el carcinoma
hepatocelular (Y. Ho et al. 2004) estomago (J.C at al. 2003), mama (S. Mestiri et al.
2001), leucemia cronica linfocitica (Demeter et al. 1997) y linfoma non-Hodgkin's
(Warzocha et al. 1998). Los polimorfismos de IL 6 han sido relacionados con cancer de
mama (Margaret et al. 2012). Variaciones en las secuencias de diversos genes de la
inflamacion (RNASEL, MSR1, TLRs, MIC1, TNF-a, TNF-Rb1, IL1B, IL6, ILS8, IL10,
IL1RN, VEGF y COX2) han sido extensamente estudiados para la prediccion del riesgo
de padecer cancer de prostata (De Marzo et al. 2007; van der Poel HG 2007). En el
cancer renal se han realizado multiples estudios sobre citoquinas relacionadas con el
microambiente tumoral y la inflamacién. En el estudio de polimorfismos genéticos
realizado por Bilkay Basxturk et al. 2005 en el cancer renal sobre el TNF-a, TGF-f, IL-
10, IL-6, IFN-y se observo que el genotipado TNF- a -308 G/G y el codon TGF-B 10-25
T/T-G/C pueden ser factores de riesgos potencial para el carcinoma renal mientras que
el genotipado TNF-a -308 G/A, IL-6 C/C y TGF-B 10-25 C/C-G/G puede ser un factor

de proteccion frente al cancer renal. Otro ejemplo es el estudio realizado por Cozar et al.
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2007 donde se realizo un estudio genético del CTLA4, IL-4 e IL-10, en el que se
observo que el gen de CTLA-4 puede ser un gen candidato para la susceptibilidad del

adenocarcinoma renal.

6. Evasion de la respuesta Inmunoldgica: Inmunoedicion

Las células inflamatorias presentes en el infiltrado tumoral, como se ha comentado, bien
pueden promover el desarrollo del cancer, bien interferir activamente en su progresion.
Hoy en dia esta bastante claro, al menos en los tumores establecidos, que predomina la
primera condicién, no sélo porque el tumor consigue usurpar un proceso normal de
inflamacion para facilitar su propio crecimiento y progresion (Dunn et al. 2006; Bui et
al. 2007; Stewart et al. 2007), sino porque también establece mecanismos para escapar
de la accion del sistema inmunoldgico. 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 y favorece la inmuno-seleccion de variantes tumorales
menos inmunogénicas que, finalmente, facilitan el sobrecrecimiento tumoral. Este
complejo papel que desempefia el sistema inmunitario en el cancer, protegiendo y
ayudando al crecimiento y progresion del tumor, ha llevado a introducir un nuevo
término que redefina la teoria de la inmuno-vigilancia: la inmuno-edicién del céncer

(Dunn et al. 2002)

La definicion de inmunoedicion en el cancer viene dada como un mecanismo supresor
extrinseco del tumor que se produce solo cuando ha ocurrido la transformacion celular y
los mecanismos intrinsecos supresores del tumor han fallado. La inmunoedicién del
cancer consta de tres fases secuenciales: la eliminacion, el equilibrio y, por ultimo, el
escape. En la primera fase, la inmunidad innata y adaptativa trabajan juntas para destruir
el tumor en desarrollo mucho antes de que se hagan clinicamente evidentes. Muchas de
las células y moléculas inmunoldgicas que participan en la fase de eliminacion de la
inmunoedicion han sido identificadas pero es necesario un mayor trabajo en la
comprension de su secuencia exacta de accion. Si se completa esta fase, el paciente esta
libre de tener cancer y la fase de eliminacion representa, por tanto, la extension completa
del proceso. Sin embargo, si alguna de las células del cancer no han sido destruidas en
esta fase, entonces se entra en la segunda, en la que mecanismos inmunoldgicos

impediran su crecimiento. Las células T, la IL-12 e IFN-y son requeridas para mantener

50



Introduccion

un estado de latencia funcional a las células tumorales. Es ésta una fase en la que
participa la inmunidad adaptativa solamente, ya que se ha visto que no son necesarias ni
las células de la inmunidad innata con funcion efectora, ni las células NK, ni las
moléculas que participan en el reconocimiento. 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: 1) ya no son reconocidos por la
inmunidad adaptativa (mediante la perdida de variantes antigénicas o defectos en el
procesamiento o presentacion de los antigenos), 2) se vuelven insensibles a mecanismos
efectores inmunes, 3) inducen un estado de inmunosupresion en el microambiente
tumoral. Estas células tumorales pueden entonces entrar en la fase de escape, en la que
su extension ya no esté bloqueada por el sistema inmunologico. Las que han surgido son

las causantes de la enfermedad clinicamente aparente (Schreiber et al. 2011) (figura 4).

6.1. Papel de las moléculas HLLA en el mecanismo de evasion tumoral

Como se ha descrito anteriormente, existe una compleja interaccion entre el tumor y el
sistema inmunitario asi como una gran variedad de mecanismos que favorecen el escape
tumoral. De entre todos los mecanismos que explican el escape de las células tumorales
de la inmunovigilancia y que previamente hemos comentado, las alteraciones en la
expresion de moléculas de HLA de clase I quizés sea el que se detecta con una mayor
frecuencia y el que tiene una gran repercusion funcional, puesto que modula la

susceptibilidad de las células tumorales a las lisis por CTLs y NKs (Garrido et al. 1993).
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Figura 4: Representa las tres fases de inmunoedicion. Las células normales sujetas a estimulos
oncogénicos se transforman en células tumorales. Desde etapas tempranas de la tumorigénesis las células
transformadas expresan sefiales de “peligro” dando como consecuencia el inicio del proceso de
inmunoedicion. En la primera fase (eliminacion) las células de la inmunidad innata y adaptativa pueden
eliminar el tumor y proteger frente a su formacion. Si el proceso no se desarrolla con éxito las células del
tumor pueden entrar en una fase de equilibrio donde las células tumorales se mantienen o son esculpidas.

Adaptacion de Schreiber RD et al. 2011

Las moléculas MHC de clase I son glicoproteinas de la superficie celular; compuestas

por dos subunidades polipeptidicas no asociadas covalentemente (Cresswel et al. 1973),

una subunidad estd formada por una cadena polimoérfica de 45 kDa (cadena pesada o

cadena a) y la segunda subunidad por una proteina no polimérfica 12 kDa, llamada B2-

microglobulina (f2m). Las moléculas MHC en humanos se llaman HLA (Antigenos

Leucocitarios Humanos), los genes que codifican para la cadena pesada se encuentran
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localizados en el brazo corto del cromosoma 6 en humanos, mientras que el gen de la

B2m es independiente del complejo MHC (HLA) y esta localizado en el cromosoma 15.

Existen dos grandes grupos de moléculas MHC: las del MHC de clase I, representado en
el hombre por las moléculas HLA-A, -B y -C; y las del MHC de clase 11, que incluye las
moléculas HLA-DP, -DQ y -DR. Como medio de presentacion de antigenos
intracelulares, las moléculas HLA de clase I juegan un papel fundamental en el
reconocimiento de células tumorales por el sistema inmunolégico. HLA de clase I
presenta péptidos derivados de proteinas especificas de las células tumorales a los CTLs.
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 (APM), que incluye las subunidades del proteosoma como por ejemplo.
LMP2 y LMP7, los transportadores peptidicos TAP1 y TAP2, y un numero de
chaperonas residentes en el reticulo endoplasmatico como calnexina, calreticulina,
ERp57 y tapasina (Cresswell et al. 1999) (figura 5). Cualquier defecto en el proceso de

ensamblaje conducird a una expresion andmala de antigenos de clase 1.

Es bien sabido que la mayoria de los tumores derivan de epitelios que expresan HLA de
clase I, y que la baja regulacion de estas moléculas, se produce con frecuencia como un
mecanismo de escape del tumor frente a la vigilancia inmunoldgica (Garrido et al 1997;
Marincola et al 2000). Los mecanismos responsables de este fendmeno son multiples,
produciendo diversos tipos de alteraciones (fenotipos). Estas alteraciones se han
agrupado en nuestro laboratorio en 7 fenotipos (Garrido et al 1997; Garrido y Algarra
2001) (figura 6). Fenotipo I: pérdida total de moléculas HLA de clase 1. Este fenotipo se
caracteriza por la ausencia total de expresion en superficie de los antigenos HLA de
clase I y ha sido descrita en tumores de diferente histologia. Fenotipo II: pérdida de un
haplotipo HLA. Los tumores pueden perder parcial o totalmente uno de los dos

haplotipos HLA. Fenotipo III: falta de expresion de un locus; HLA A, B, o C.
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Procesamiento y presentacion del HLA de clase 1
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Figura 5: Ensamblaje intracelular de la molécula MHC de clase 1 y su transporte a la superficie celular.
Los antigenos son degradados por el proteosoma formandose los péptidos. Estos péptidos son
transportados al reticulo endoplasmatico (ER) gracias a dos subunidades transportadoras (TAP 1 y TAP
2). En el ER se degradan mas los péptidos mediante aminopeptidasas del ER y se unen al complejo cadena
pesada/B2m gracias a la ayuda de la chaperona Tapasina. El complejo formado, con la ayuda de las
chaperonas calnexina, calreticulina, ERp57, es transportado fuera del ER. El complejo estable es
transportado via el sistema de Golgi hasta la superficie celular, donde los péptidos son presentados para su
reconocimiento por las células T cd8+ citotoxicas mediante su receptor T (TCR). Adaptacion de Aptsiauri
N etal. 2013.

Fenotipo IV: pérdidas alélicas. Esta alteracion se define como la pérdida de un alelo
HLA de clase 1. Se necesitan anticuerpos monoclonales (AcMos) frente a alelos HLA
individuales para su diagnostico en tejidos. Fenotipo V: fenotipo mixto. Es el resultado

de la combinacion de dos alteraciones diferentes, por ejemplo, una pérdida de haplotipo

HLA y una falta de expresion del locus HLA B o A (combinacion de los fenotipos II y
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IIT). En este caso, el resultado final es una célula tumoral que expresa uno o dos alelos
HLA. Fenotipo VI: ausencia de induccion con IFNs. Algunas células tumorales expresan
o no antigenos HLA de clase I en condiciones basales, y no responden a ciertos agentes
activadores como citoquinas e IFN-o 6 y. Fenotipo VII: falta de expresion de las
moléculas clasicas HLA A, B, C y aparicion de las moléculas no clasicas HLA E 6 HLA

G.

Fenotipo HLA de clase | Normal

A2
7 A24

7 B44

B/

Fenotipos HLA de clase | alterados
Fenotipo 1)
Peérdida tolal de ITLA
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Fenotipo 1V)
Pérdidas
aleélicas

Figura 6: Fenotipos HLA de clase I normales y alterados encontrados en tumores humanos. En las células
normales nos encontramos una expresion de 6 alelos de HLA de clase I. los fenotipos I - V se dan cuando
Las moléculas HLA estan total o parcialmente ausentes en las células tumorales. Las células tumorales
pueden no responder a IFN (Fenotipo VI) o pueden expresar moléculas HLA-E aberrantes en células con
baja expresion de HLA A, B o C (Fenotipo VII). Adaptacion de Garcia-Lora et al. 2003
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Hipotesis y Objetivos

La interaccion del sistema inmune con el cancer es muy compleja pudiendo a la vez
participar como un elemento protector y promotor del desarrollo neoplasico. Este papel
dual del sistema inmune se puede comprender si se contextualiza en funcion de la etapa
del cancer. Por otra parte, también es conocido que numerosas tipos de cancer se
desarrollan sobre procesos inflamatorios cronicas persistentes. Por ultimo, la
inflamacién es un proceso multifactorial, que en gran medida estd regulado

genéticamente.

HIPOTESIS: Si el sistema inmune influye en el desarrollo del cancer renal, el andlisis
de las caracteristicas inmunogenéticas del tumor y de la respuesta inflamatoria
intratumoral, podria proporcionar datos que se puedan correlacionar con las
caracteristicas clinicopatoldgicas del tumor.

OBJETVOS:

1. Investigar el papel de las moléculas HLA en el cancer renal, su relacion con

caracteristicas clinicopatologicas y su impacto en el proceso de escape inmunologico.

2. Investigar el infiltrado inflamatorio en el cancer renal.

3. Investigar factores genéticos asociados a inflamacion y que predispongan o

modifiquen el curso del cancer renal.
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Abstract

A total of 93 frozen primary renal cell carcinoma (RCC) samples and 31 frozen samples
of corresponding normal renal tissue were analyzed for human leukocyte antigen (HLA)
class I and HLA-DR expression. Unexpectedly, HLA class I expression was much
higher on RCC cells than on normal renal tubular cells. Immunohistochemistry analysis
of frozen and paraffin-embedded tissue samples, applying an extended panel of specific
anti-HLA monoclonal antibodies, showed elevated HLA class I antigen expression in
95.6% of the tumors vs only 12.9% of normal renal tissues. These findings were
confirmed by molecular analysis of HLA heavy chain and B2-microglobulin (f2m)
transcription levels using quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) on
microdissected tissue samples (isolated tumor nests and autologous normal renal
tubules) from four patients. These results might help to explain the relatively high
success rate of immunotherapy in patients with RCC. The molecular mechanism

underlying the increased HLA class I expression in RCC has yet to be elucidated.

Introduction

Human renal cell carcinoma (RCC) represents 3—6% of all adult malignancies (1). The
immune system is known to play a major role in the control of malignant cell growth in
RCC. RCC responds relatively well to immunotherapy, including treatment with
interleukin 2 (IL-2) and/or interferon-alpha 2 (IFN) (2—4). RCCs are a heterogeneous
group of tumors with distinct clinical, histopathological, and genetic features (5, 6). The
most common histological type of RCC is clear cell carcinoma, which arises from the
proximal convoluted tubules (70-80%). The next most common subtype is papillary
RCC (10-15%), which arises from the distal convoluted tubules. The remaining 5% of
RCCs are described as chromophobe carcinomas that arise from intercalated cells of the

renal parenchyma (7, 8).

It is well established that most tumors derive from human leukocyte antigen (HLA) class
I positive epithelia and that downregulation of these molecules frequently occurs as a
mechanism of tumor escape from immune surveillance (9,10). Multiple mechanisms are
responsible for this phenomenon, producing various types of alterations, including total
HLA class I loss, HLA class I haplotype loss, downregulation of one of the HLA locus

gene products, and selective loss of HLA class I allospecificities (11).
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Two recent studies published contradictory results on HLA class I expression in RCC
and normal renal tissues. One reported that f2-microglobulin (f2m) and HLA class 1
heavy chain expression levels were similar between primary RCC and normal renal
tissue (12), whereas the other group found a higher expression of HLA class I in tumor
cells than in normal tubules (13). In both studies, formalin-fixed paraffinembedded
tissue was labeled with monoclonal antibodies against HLA-B and -C free heavy chain

(HC-10) and f2m.

The objective of the present study was to address this controversial issue by using
immunohistological analysis, microdissection technique, and quantitative real-time
polymerase chain reaction (PCR). The immunohistological analysis was performed on
93 cryopreserved RCC specimens and 31 cryopreserved normal autologous tissues, for
which 20 paired tumor/normal formalin-fixed paraffin-embedded samples were also
available. Tumor nests and autologous normal renal tubules from four patients were
microdissected for molecular analysis of HLA heavy chain and 2m transcription levels

by quantitative real-time PCR.

Material and methods
Samples

We studied 93 frozen primary RCC samples and 31 frozen samples of autologous
normal renal tissue obtained by radical nephrectomy. Out of these samples, 73 frozen
tumor specimens and 11 frozen autologous normal samples were obtained from Hospital
Universitario Virgen de las Nieves, Granada, Spain. The remaining 20 tumor specimens
and 20 normal samples (both frozen and formalin-fixed paraffin-embedded) were
provided by the Urology Clinic of Universitat Tubingen, Germany. Among the 93
studied samples, 79 were clear cell type, 9 papillary and 5 chromophobe. Informed
consent was obtained from all patients, and the research protocol was approved by the

mstitutional review boards.

Immunohistochemistry

Immunohistological analysis of cryopreserved tissue was performed with the Biotin—
Streptavidin System (supersensitive Multilink-HRP/DAB kit, BioGenex, The Hague,
The Netherlands). HLA class I expression was studied with the following mAbs: W6/32
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(anti-HLA-ABC), GRH1 (anti-f2m), 1082C5 and TU-155 (anti-HLA-A locus), 42-1B5
(anti-HLA-B locus), and HC-10 (anti-HLA-B and -C free heavy chain). HLA class II
expression was analyzed with GRB-1 (anti-HLA-DR) mAb. Immunolabeling was also
performed on formalin-fixed paraffin-embedded samples using the streptavidin—biotin
peroxidise system with high-temperature pre-treatment for antigen unmasking (14).
HLA class I expression was studied with mAbs against HLA-B and -C free heavy chain
(HC-10), HLAABC (EMRS-5), and 2m (Dako, Glostrup, Denmark). Immunoreactivity
with the different mAbs was graded in accordance with the recommendations of the 12th
IHW (15) as negative (<25% cells stained), heterogeneous (25-75% cells stained), or

positive (>75% cells stained).

Laser microdissection

Tissue sections of 5-8 pm thickness from four tumor specimens and corresponding
autologous normal cryopreserved tissues (from four patients) were stained with 0.05%
w/v solution of toluidine blue and then microdissected using a laser micromanipulator
(PALM Microlaser Systems, Zeiss Bernried, Germany). Microdissected tubules from
normal tissue and tumor nests from the tumor samples were collected in PALM

Adhesive Caps. These fragments were used for RNA isolation.

RNA isolation and reverse transcription

Total RNA was extracted using Absolutely RNA Nanoprep Kits (Stratagene, La Jolla,
CA) according to the manufacturer’s recommendations. The extracted RNA was
dissolved in 10 pl elution buffer. cDNA synthesis was performed with the RNA Reverse
Transcription System (Promega Corporation, Madison, WI) using 1 ng RNA and

following the manufacturer’s instructions.

Real-time quantitative PCR

Reverse transcription (RT) products from the four cryopreserved normal and four tumor
tissues were analyzed for the expression of HLA class I heavy chain and f2m target
genes by quantitative real-time PCR. The results were expressed as the mean of three
independent microdissection experiments. GOPDH was tested as a housekeeping gene to
control for variations in the amounts of RNA. All PCRs were performed in a Light

Cycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) using DNA Master HyProbe Kit
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(Roche Diagnostics). Commercial kits (Roche Diagnostics and TIB MOLBIOL, Berlin,
Germany) were used for G6PDH and B2m amplification. Amplification reactions of
HLA class I heavy chain was previously described (16). In brief, amplification reactions
of HLA class I heavy chains and B2m were performed in a Light Cycler instrument
using DNA Master hyprobe kit (Roche Diagnostics) in a final volume of 5 pl containing
1 pl cDNA, 4 mmol/l MgCl2, and 0.5 pmol/l of each specific primer, and 1 pul LC-Fast
Start DNA master SYBR green. After 10 min of initial denaturation at 95°C, the cycling
conditions consisted of denaturation at 95°C for 6 s, annealing at 58°C for 10 s,
elongation at 72°C for 12 s, and reading at 85°C. After amplification, the temperature
was slowly raised above the melting point of the PCR product for fluorescence melting
curve analysis. mRNA levels for the target genes were calculated according to the
calibration curves. All PCR products were checked by melting point analysis and by gel

electrophoresis to verify the correct size of the products.

Results

HLA class I expression was higher in RCC than in normal renal tubules HLA class I
expression in renal tissues was studied by staining the 93 cryopreserved RCC specimens
and 31 autologous normal cryopreserved tissues with specific mAbs against HLA-ABC,
B2m, HLA-A locus, HLA-B locus, and HLA-B and -C free heavy chain, finding that
95.6% of the RCCs were positive for HLA class I. Comparison of HLA class I
expression among the different types of renal tumor cells showed that 97.5% of clear
cells, 100% of chromophobe cells, and 77.8 % of the papillary tumor cells positively
expressed HLA-ABC and B2m (Figure 1A, B). A high percentage of positive
immunolabeling for HLA-A and HLA-B loci was also observed in all three types of
renal tumor cells, although three cases (two clear cell tumors and one papillary tumor)
were negative for both molecules. In addition, one papillary and one chromophobe
tumor showed a locus B-specific loss, and two clear cell carcinomas showed a locus A-
specific loss. Only 12.9% of the 31 frozen normal tissue samples were positive for HLA-
ABC and B2m in tubular cells (Figure 2A, B). Four cases were heterogeneous for HLA
class I and negative for loci A and B. The remaining samples were negative except for a
few cases with a small number of highly positive distal tubules. The inflammatory cells
and endothelial cells were strongly labeled, whereas the glomerular mesangial cells were

negative (Figure 3).
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HLA IN RCC
(A)
RCC SAMPLES (93) o R
Clear cells (79 samples):
Positive T7(97.5%) T7T(97.5%)
Negative 2(25%) 2(2.5%)
Heterogene ous 0 0
Chromophobe (5 samples ):
Positive 5 (100% ) 5(100% )
Negative 0 0
Heterogeneous 0 0
Papillary (9 samples):
Positive T(77.8%) T(77.8%)
Negative 1(11.1%) 1(11.1%)
Heterogeneous 1(11.1%) 1(11.1%)
(B)  Frozen RCC tissue

Figure 1: Human leukocyte antigen (HLA) class I expression in renal cell carcinoma (RCC). (A)
Results of expression of HLA-ABC and B2-microglobulin (B2m) in cryopreserved primary RCC
tissue of different subtypes. (B) Immunohistochemical analysis of cryopreserved clear cell RCC
tissue shows positive staining at the RCC surface for HLA-ABC using the W6/32 mAb.
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HLA IN NORMAL RENAL TUBULES

(A)
NORMAL RENAL HLA-ABC B2m
TISSUES (31) No. (%) No. (%)
Positive 4(12.9%) 4(12.9%)
Negative 21 (67.7%) 21 (67.7%)
Heterogeneous 6 (19.4%) 6(19.4%)

(B) Frozen normal renal tissue W6/32 negative

Figure 2: Human leukocyte antigen (HLA) class I expression in renal tubules. (A) Results of
expression of HLA class I in cryopreserved normal renal tubules. (B) Immunohistochemical
analysis in frozen normal renal tissue shows negative staining for HLA-ABC at the tubular cell

surface using the W6/32 mAb.

The 20 RCC specimens obtained from the University of Tubingen showed a similar

pattern of tissue immunostaining between the frozen and paraffin-embedded tissue

samples (Figures 3 and 4).

HLA class II expression was analyzed in cryopreserved RCC (77 cases) and autologous

normal tissues (30 cases). Samples were stained with an anti-HLA-DR specific mAb

(GRB-1): in the tumor samples, 60% were negative, 24% positive, and 16%
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heterogeneous; in normal tissues (tubules), 56.7% were heterogeneous, 10% positive,

and 33% negative.

Normal renal tissue

A Formalin-fixed paraffin B
g Frozen tissue W6/32 negative ambegded tissue EMR-8-5 negative
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Figure 3: Immunohistological study of cryopreserved normal renal tubules (A) and formalin-fixed
paraffin-embedded normal renal tubules (B). Both images show negative staining with monoclonal
antibodies that detect human leukocyte antigen (HLA)-ABC (W6/32 on cryopreserved tissue, EMRS8-5 on
formalin-fixed paraffin-embedded tissue). Endothelial cells of glomerules and stroma were stained.

Quantitative PCR analysis

We confirmed our immunohistochemistry results in RCC and normal tubules by
analyzing the HLA class I gene transcription. We determined whether the low or
negative expressions in normal tubular tissue were due to a transcriptional
downregulation by examining the mRNA expression of heavy chain and f2m using real-
time PCR in microdissected frozen tissue samples from four cases of RCC and their
autologous normal tissue. GOPDH was tested as housekeeping gene to control for

variations in amounts of RNA.

RNA obtained from tumor nest and tubule normal cells by laser microdissection was
reverse transcripted to cDNA and analyzed for heavy chain and p2m levels. Figure 5
shows the results using pairs of consensus primers for HLA-ABC and f2m. qRT-PCR of
this cDNA showed higher levels of HLAABC and f2m mRNA in tumor tissue than in
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tubular cells. Furthermore, in three of the four RCC cases (cases 11, 58, and 147), HLA-
ABC and B2m mRNA levels were fourfold higher than in their corresponding normal
tubules (Figure 5).

Clear cell carcinomas

Formalin-fixed paraffin B
embedded RCC EMR 8-5 positive

Discussion

Downregulation or absence of MHC class I molecules has been observed in various
human tumor types (9, 17). Multiple mechanisms can be implicated in the total loss or
downregulation of MHC class I genes, including f2m mutation, selective loss of heavy
chain or a locus, total downregulation at a transcriptional level (18-21). Decreased or
absence of HLA class I expression has been associated with invasive and metastatic
lesions, and is probably associated with tumor immune escape during cancer progression
(16). However, the present study shows a significant upregulation of HLA class I

expression in RCCs in comparison to normal renal tissue.
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mRNA levels of HLA heavy chain and B2m in Immunohistochemistry intensity
renal tissues of cases studied by RT-PCR
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Case 11 Case 58 Case 3 Case 147
HC renal 0.02 4.94 35 26.72
tubules
pB2m renal 0.09 0.44 3.73 4.53
tubules
HC tumor 49.07 448.08 12.92 456.52
cells
B2m tumor 17.393 275.02 577 215.22
cells

Figure 5 (A) Results of real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction analysis. Median values
of heavy chain (HLA-HC) and B2-microglobulin (f2m) mRNA copy numbers normalized against GoPDH
in tumor and normal cells. Expression of human leukocyte antigen (HLA)-HC and B2m is higher in the
tumor nest than in tubular cells of the normal kidney tissue. (B) Table shows that cell surface intensity of
staining of the HLA-ABC and 2m is higher in tumor cells than in normal cells from the same patient.

Immunohistochemistry analysis showed a strong positive pattern of expression of HLA
class I antigens in 95.6% of RCC samples, whereas positive expression was detected in
only 12.9% of normal tissue samples. Real-time quantitative PCR analysis in
microdissected samples confirmed that the absence of expression in tubular cells was

due to a significant reduction in the mRNA levels.

Most normal tissues are known to express HLA class I, although some are only weakly
positive, including skeletal smooth muscle, hepatocytes, and pancreatic cells (22, 23).
Several studies have been published on HLA class I expression in normal renal tissue,
reporting different levels of expression (12, 13, 22, 23). Daar et al. (22) used indirect
immunofluorescence techniques on frozen sections and observed positive HLA class I
expression in normal tubules. In studies of paraffin-embedded normal and tumor tissues,

Ibrahim et al. (13) reported that HLA class I expression was more evident in all RCC
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subtypes than in normal adjacent tubular cells, whereas Atkin et al. (12) show a similar
intensity of staining with HC-10 and anti-f2m antibodies between primary RCCs and

normal kidney specimens.

In both studies, the authors used only anti-f2m antibody and the HC-10 antibody, which
recognizes free intracytoplasmic HLA-BC heavy chains but does not detect the cell
surface expression of HLA class I molecules. In a study using the EMR8-5 mAb in
paraffin-embedded tissues, a 37.5% downregulation of HLA class I expression was

reported in tumor cells (24).

The present study provides new more complete data using both paraffin tissue and
frozen samples with a wide panel of monoclonal antibodies (Material and methods). All
of our RCC samples except for two (one clear cell and one papillary type) showed
positive HLA class I expression (Figure 1A) The higher HLA class I expression in tumor
than in autologous normal tissues was confirmed by quantitative PCR analysis of

microdissected samples obtained from four patients with RCC.

Although the mechanism of HLA class I upregulation in RCC is unclear, we consider
that the production and local secretion of proinflammatory cytokines by infiltrating cells
may be involved. We previously reported that the expression of HLA heavy chain and
B2m was associated with the expression of proinflammatory chemokines and cytokines,
finding low or undetectable cytokine levels in normal and advanced RCC tumors with

low HLA class I expression (25).

Total or selective HLA class I loss has been observed in practically all types of cancer.
HLA class I total downregulation has been found in 90% of cervical carcinomas (26),
73% of colorectal carcinomas (27), 88% of breast carcinomas (28), 51% of melanomas
(29), and 66% of laryngeal carcinomas (30). In addition, HLA haplotype loss was
reported in 48% of head and neck squamous cell carcinomas (31), 50% of cervix
carcinomas (32), 49% of laryngeal carcinomas (33), and 40% of colorectal carcinomas

(34).

Unlike in most tumor types, RCC showed a low frequency of HLA class I alterations
and higher levels of HLA class I expression in comparison with the normal tissue.

Likewise, haplotype loss is also rarely observed in RCC (35). We previously identified
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numerous HLA class I and class II binding peptides in fresh RCC samples, indirectly

indicating the expression of MHC molecules by renal tumors (36, 37).

HLA class I downregulation in various types of tumor is associated with a deregulation
of HLA class I antigen processing machinery (APM) components (38, 39). Defects in
the expression of LMP and TAP subunits have been previously described in RCC (12,
40). In our study, we observed an upregulation of the HLA class I expression. One can
speculate that there is a possible correlation between high HLA class I level and

increased APM expression in RCC tumors, but we have not analyzed it in our study.

HLA class I loss has been associated with cancer progression and may constitute a major
tumor immune escape mechanism (9, 16, 41). Furthermore, HLA class I downregulation
appears to limit the successful outcome of T-cell-based immunotherapy in cancer,
whereas upregulation increases the immunogenicity of tumor cells and their recognition
by cytotoxic T. It is possible that the relative success of immunotherapy in RCC (42, 43)
is attributable to the low frequency of alterations in HLA class I expression. Several
factors might contribute to the failure of immunotherapy in many RCC patients (44).
Thus, lack of expression of costimulatory molecules (ligands for T-cell activation) can
induce tolerance to neoplastic cells. Tumor cells also produce immune suppressive
factors [vascular endothelial growth factor (VEGF) (45), transforming growth factor-3
(TGF-B), interleukin 10 (IL- 10), and prostaglandin E2 (PGE2) (46)], which have
systemic effects on immune cell function. Finally, alterations in the differentiation,
maturation, migration, and function of dendritic cells are of special importance in
immune control failure, because they are the most potent antigen-presenting cells
(APCs) of the immune system, interacting with T-cells to induce and modulate immune
responses (44). Hence, the type of inflammation within the tumor microenvironment can
either inhibit or promote tumor development and growth. We recently described genetic
polymorphisms in IL10 and IL18 that are associated with tumor growth and invasion in

RCC (47 and unpublished results).

In conclusion, the high HLA class I expression in RCC sets it apart from most types of
cancer. First, the malignant transformation of renal tissue produces a significant
upregulation of HLA class I expression. Second, HLA class I alterations are rare events

in renal carcinogenesis and are probably not a key factor in immune evasion.
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Estudio de expresion de HLA en tumor primario
y metastasis en pacientes con carcinoma renal

tratados con inmunoterapia.
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El objetivo de este estudio era comprobar si la progresion del cancer renal en pacientes
sometidos a inmunoterapia transcurre a través de la seleccion de clonas débilmente
inmunogénicas tras la inmuno-intervencion. Como antecedentes de este estudio, nuestro
grupo habia revelado que se producen alteraciones significativas y seleccion de clonas
celulares con ausencia total o parcial de moléculas HLA en pacientes sometidos a
distintos regimenes de inmunoterapia (Benitez et al; 1998, Carretero et al. 2011).
También en modelos experimentales de ratones inmunodeficientes el fenotipo del tumor
refleja probablemente la activacion del sistema inmunitario y la inmunoseleccion

(Garcia-Lora et al; 2003).

Material y Métodos

Pacientes

Se ha realizado un estudio de expresion de HLA en seis pacientes tratados con
inmunoterapia. Tres pacientes recibieron IL2/INF-a (las muestras procedian del del
Servicio de Urologia del Hospital Universitario Virgen de las nieves) y los otros tres
fueron sometidos a inmunoterapia especifica con péptidos (las muestras provenian del
Laboratorio del Dr. G. Rammensee (Department of Immunology, Institute for Cell
Biology, Eberhard-Karls-University, Tiibingen, Alemania)) (figura 1 y 2

respectivamente).
Pacientes tratados con inmunoterapia IL2/INF-a

El paciente 1 tenia un tumor renal de células claras, al que se le practicd nefrectomia
radical en el 2000. En diciembre de 2003 se le extirpo una recidiva local y se le trato con
inmunoterapia con IL2/INF-a, en diciembre del 2004 se extirpo una metéstasis hepatica.

Posteriormente el paciente fallecio.

Al paciente 2 se le realizo una nefrectomia radical del rifién izquierdo en febrero del
2000, diagnosticado de carcinoma renal de células claras y fue sometido a
inmunoterapia adyuvante con IL2/INF-a. En abril del 2001 se le detecto una metéstasis
ganglionar, que fue extirpada. Posteriormente recibid tratamiento adyuvante con
inmunoterapia y quimioterapia. No hay recogidos datos de este paciente hasta la

actualidad
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Al paciente 3 se le realizo una nefrectomia radical en agosto del 2003, también
diagnosticado de adenocarcinoma renal de células claras. Se le trato con inmunoterapia y
en septiembre del 2004 se le detecto una metastasis pulmonar que fue extirpada, por lo

que fue sometido a un nuevo tratamiento con inmunoterapia. Posteriormente el paciente

fallecio.

A Celulas claras § Recidiva renal ':J A Met. Hepatica

Paciente 1
| 2000 Dic/2003 2004 Dic/2004

A Células claras ¢ A Met Ganglionar

Paciente 2 Feb/2000 2000 Abril/ 2001 Tratamiento: quimioterapia |
A Celulas claras I:Tl:I A Met Pulmonar [ﬁ

Paciente 3 Apo/2003 Jul-Ago 2003 Sep/2004 Oct 2004-Sep 2005 |

A : Extirpacién del tumor
Eﬁ : Tratamiento

Figura 1: Pacientes tratados con IL2/IFN. Los tres pacientes tuvieron un tumor renal de células claras que
les fue extirpado por nefrectomia radical. El paciente numero uno antes del tratamiento tuvo una recidiva.
Después del tratamiento los tres pacientes tuvieron metastasis. Dos de ellos en la actualidad fallecieron y
uno se desconoce su estado.

Pacientes tratados con inmunoterapia con péptidos

Al paciente 1 se le realizo una nefrectomia radical a causa de un tumor renal de células
claras en julio del 2005. Entre agosto y octubre de ese mismo afio se le suministro 8
inyecciones de péptidos. En mayo del 2007 se le extirpo una metéstasis muscular y en

marzo del 2008 una metastasis de hueso. Fallecid en noviembre del 2011.

Al paciente 2 se le detectd y se le extirpo en octubre del 2005 un tumor renal de células
claras. Se le aplico un tratamiento de inmunoterapia con péptidos durante un afio (enero
2006- enero 2007) y en abril del 2007 se le detectd y extirpd una metastasis pulmonar.
En marzo del 2008 se extirpd una recidiva contralateral renal. A febrero del 2013 el

paciente seguia vivo.

Al paciente 3 se le detecté un tumor renal resecado mediante nefrectomia radical en

octubre del 2005. Se le administré inmunoterapia con péptidos en los primeros meses del
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2006 detectandose una recidiva local en un nodulo linfatico en noviembre del 2006. A

marzo del 2013 el paciente seguia vivo.

A" Células claras o A Met muscular = & Met.de hueso
Paciente 1: |  Jul /2005 [Ago -Oct2005 | May/2007 | Mar/2008 |
A Células claras o A Met. pulmonar A Recidiva renal
Paciente 2: | Oct/2005 | Ene/2006-Ene2007 |  Abr2007 | Mar2008 |
A Células claras @ A Recidiva renal
Paciente 3: | Oct/2005 Ene/ 2006-Abr/06 Nov2006

A : Extirpacién del tumor
l‘ll'I : Tratamiento

Figura 2: Pacientes tratados con una terapia con péptidos. Los tres pacientes tuvieron un tumor renal de
células claras que les fue extirpado por nefrectomia radical. Posterior a la terapia, los tres pacientes
desarrollaron metastasis. El paciente numero 1 falleci6é en noviembre del 2011, el paciente 2 en febrero
del 2013 seguia vivo y el paciente 3 en marzo de 2013 también seguia vivo.

Material

En el grupo de pacientes tratados con inmunoterapia IL2/IFN-a, hemos estudiado
muestras en parafina de todos los tumores extirpados. Del paciente uno, las muestras del
tumor renal, la recidiva local y la metéstasis hepatica. Del paciente dos, la muestra
tumoral renal, la metastasis ganglionar y del paciente tres, la muestra del tumor renal y

la metéstasis pulmonar.

En el grupo de pacientes tratados con inmunoterapia con péptidos hemos estudiado en el
paciente uno el tumor primario, tejido normal y las metastasis muscular y de hueso, del
paciente dos su tumor renal, su tejido normal autdlogo, la metéstasis pulmonar y su
tejido normal pulmonar, y la recidiva tumoral renal. Del paciente tres estudiamos su
tumor primario renal su tejido normal autologo y la recidiva. Todos los tejidos de los tres

pacientes fueron estudiadas a partir de sus muestras en parafina.

Inmunohistoquimica

Se realizo la inmunohistoquimica de todas las muestras en parafina utilizando el sistema
de streptavidin—biotin peroxidasa con un pretratamiento de desenmascaramiento
antigénico. La expresion de HLA de clase I fue estudiada con anticuerpos monoclonales

frente a la cadena pesada HLA-BC intracitoplasmatica (HC-10, hibridoma cedido por
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HL. Ploegh), HLA-ABC intracitoplasmatica (EMRS-5) (MBL Naka-ku Nagoya Japon),
y B2m (L-368) (Dako, Glostrup, Denmark). La inmunoreactividad con los diferentes
anticuerpos monoclonales fue analizada en concordancia con las recomendaciones del
12th THW (12th International Histocompatibility Workshop study). La valoracion se
realiza de la siguiente forma: negativo cuando en el tejido hay menos del 25% de las
células que han sido marcadas por el anticuerpo, heterogéneo si la positividad esta entre
un 25%-75% y finalmente positivo cuando mas del 75% de las células estdn marcadas

con el anticuerpo.

Resultados

Tratamiento con inmunoterapia IL2/IFN-a

En la tabla 1 se muestran los resultados que se han obtenido en la inmunohistoquimica
realizada en estos tres pacientes. La expresion de HLA de clase I en el paciente 1 fue
positiva para el tumor primario, la recidiva local y la metéstasis hepatica. Se observé un
aumento en la intensidad de la positividad y por consiguiente en la expresion de HLA de
clase I en la recidiva local y la metastasis frente al tumor primario. En el paciente 2, se
observo una positividad en la expresion de HLA de clase I tanto en el tumor primario y
su metastasis ganglionar. No existid una diferencia significativa en su intensidad. El
paciente 3 tenia un patrén positivo en la expresion de HLA de clase I en el tumor renal y

su metéstasis pulmonar (figura 3).

Tratamiento con inmunoterapia de péptidos

En la tabla 2 se reflejan los resultados obtenidos en la inmunohistoquimica. En el
paciente 1, la expresion de HLA de clase I del tejido normal renal fue negativa con algun
tubulo distal positivo, mientras que el tejido tumoral renal dio claramente positivo. Tanto
el tejido metastatico muscular y como el de hueso dieron una positividad con una

intensidad similar al tejido tumoral primario.
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Figura 3: Analisis inmunohistoquimico del tejido tumoral renal y su metastasis pulmonar en el paciente 3,
utilizando el anticuerpo monoclonal EMR8-5 que detecta la cadena pesada intracitoplasmatica.

Paciente EMRS8-5 L-368 HC-10
(HLA-ABC (B2microglobulina) (HLA-BC
intracitoplasmatico) intracitoplasmatico)
Paciente 1
Tumeor primario Positivo Positivo Positivo
+ + +
Recidiva local Positivo Positivo Positivo
+H+ +H+ +H
Metastasis hepatica Positivo Positivo Positivo
+ + +
Paciente 2
Tumor primario Positivo Positivo Positivo
T + +
Metastasis Positivo Positivo Positivo
Ganglionar + +H +
Paciente 3
Tumor primario Positivo Positivo Positivo
+H +H +
Metistasis pulmonar Positivo Positivo Positivo
+ +H +

Tabla 1: nos muestras los resultados obtenidos en la inmunohistoquimica para la expresion de
HLA de clase I realizada con los tres anticuerpos (EMRS-5, L-368 y HC-10) de los tres pacientes
tratados con inmunoterapia de IL-2 e IFN-a. Las cruces (+) nos indica la intensidad del marcaje
del anticuerpo, cuyo baremo va de una a tres cruces.
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La expresion de HLA de clase I en el tejido tumoral renal del paciente 2 fue claramente
positiva frente al patron de negatividad en gran parte del tejido autdlogo normal (con la
excepcion de algunos tubulos distales que fueron positivos). Tanto el tejido metastatico
pulmonar como su tejido normal fueron positivos para la expresion de HLA de clase I.
La intensidad de expresion fue similar en la recidiva tumoral renal y en el tumor
primario (figura 4). Se ha observado en el paciente 3, que tanto el tejido renal normal,

tumoral y la recidiva son positivos en su expresion de HLA de clase I.

Paciente EMRS8-5 1.-368 HC-10
(HLA-ABC (P2microglobulina) (HLA-BC
intracitoplasmaitico) intracitoplasmatico)
Paciente 1
Tumor renal primario Positivo Positivo Positivo
++ ++ ++
Tejido normal renal Negativo Negativo Negativo
Metastasis muscular Positivo Positivo Positivo
+H +HH +H
Metastasis Osea Positivo Positivo Positivo
++ ++ ++
Paciente 2
Tumor renal primario Positivo Positivo Positivo
+ ++H ++
Tejido normal renal Negativo Negativo Negativo
Tegido pulmonar normal Positivo Positivo Positivo
++ ++ ++
Metastasis pulmonar Positivo Positivo Positivo
++ ++ ++
Recidiva renal Positivo Positivo Positivo
++ ++ ++
Paciente 3
Tumor renal primario Positivo Positivo Positivo
++ ++ ++
Tejido normal renal Positivo Positivo Positivo
++ ++ ++
Recidiva renal Positivo Positivo Positivo
++ ++ ++

Tabla 2: nos muestras los resultados obtenidos en la inmunohistoquimica para la expresion de
HLA de clase I realizada con los tres anticuerpos (EMRS8-5, L-368 y HC-10) de los tres
pacientes tratados con una inmunoterapia con péptidos. Las cruces (+) nos muestra la
intensidad del marcaje del anticuerpo, cuyo baremo va de una a tres cruces.
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Figura 4: Analisis inmunohistoquimico utilizando el anticuerpo monoclonal EMR8-5. A-B) Mientras que
el tejido tumoral (B) es claramente positivo el tejido normal (A) es negativo con algun tubulo distal
positivo. C) La recidiva renal tiene una positividad similar a la que se obtuvo en el tumor renal primario.
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Estudio del infiltrado inflamatorio en pacientes

con carcinoma renal.
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Material y Métodos

Pacientes y Material

El estudio del infiltrado tumoral se ha llevado a cabo en 19 pacientes con carcinoma
renal, diagnosticados en el departamento de Urologia del Hospital Virgen de las Nieves
entre 1997 y 2009. El material recogido de los pacientes fue: 19 muestras tumorales y 8
muestras del tejido normal autélogo, todas ellas criopreservadas. De las 19 muestras
tumorales estudiadas, 15 tumores fueron diagnosticados como carcinoma renal de
células claras, 3 muestras eran cromofobos y un carcinoma papilar. Todos los pacientes
fueron intervenidos de una nefrectomia radical o parcial. La edad media de los pacientes
en el momento de la intervencion es de 63 afos (rango entre 30 — 84 afios). Las
caracteristicas clinicopatologicas se muestran en la Tabla 1. El estudio histopatologico
lo realizaron dos patologos, los cuales emitieron de forma independiente el diagndstico
sobre tincion de hematoxilina y eosina. Los tumores fueron clasificados de acuerdo a
los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud. La escala Fuhrman se utilizé para
evaluar el grado nuclear. El estadio tumoral fue asignado de acuerdo a la clasificacion
TNM de 2002. La tasa de supervivencia a 5 afios fue del 75% en pacientes con estadio I
(TINOMO), del 67% en los pacientes con estadio III (T1, T2; N1; MO o T3; cualquier N;
MO ) y el 25% en pacientes con estadio IV (T4; cualquier N; MO o cualquier T, cualquier
N, M1). Los pacientes fueron seguidos activamente desde el diagndstico hasta diciembre
de 2008. En total 8 de los 19 pacientes murieron antes de llegar a los 5 afios de

supervivencia.

Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica para el estudio de los tejidos en criopreservacion
fue realizada con el sistema Biotin-Streptavidin (supersensitive Multilink HRP/DAB
kit, BioGenex, The Hague, The Netherlands).

Los anticuerpos monoclonales utilizados para detectar el infiltrado fueron los siguientes:
GRT2 (anti-CD45), producido en nuestro laboratorio, 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-CD64 (Clone 10.1, BD
Biosciences) anti-CD163 (Macrophage scavenger receptor; Clone Ber-Mac3, MBL,
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Woburn, MA), y anti-CD206 (Macrophage mannose receptor; Clone 19.2, BD
Biosciences), anti-CD56 (Clone 123C3, Dako, Barcelona, Espafia) y un anticuerpo que
detecta la cadena { del complejo CD3 (1D4.1), cedido por el Dr. Jaime Sancho
(Department of Cellular Biology and Immunology, Instituto de Parasitologia y

Biomedicina, Granada, Spain).

Tabla 1: Caracteristicas clinicopatologicas del los tumores de cancer renal

Edad (afios) Media (rango) 63 (30-84)
Genero Masculino 9
Femenino 10
Media (rango) 7(3-18)

Tamaiio del tumor <7 10
>7 9

pTl 8

pT2 1

T crecimiento local pT3 9
pT4 1

Gl 4

Grado nuclear* G2 4
G34 10
NO 14

Nodulos linfiticos N1
regionales afectados N2

Nx 2

Mo 15

Metistasis Ml 4
Mx 0

I 8

Estadio I 0

m 7

v 4

celulas claras 15

Histopatologia papilar 1
cromofobo 3

*Se desconoce el grado nuclear de uno de los pacientes.

Analisis estadistico

Las caracteristicas de la infiltracion fueron comparadas con los pardmetros
clinicopatologicos utilizando el test de la chi-cuadrado de Pearson en tablas de 2x2. Los
pacientes fueron clasificados de manera dicotomica para cada uno de los pardmetros

clinicopatologicos siguientes: tamafo del tumor, grado nuclear, estadio y supervivencia.
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El Odd ratio (ORs) y el valor de p fueron calculados. Un valor de p menor del 0,05 fue
considerado significativo. Para el andlisis estadistico se utilizo la version 15.0 del

programa SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL).
Sistema de evaluacion del infiltrado inflamatorio

Para el andlisis del infiltrado inflamatorio del tejido tumoral se utilizo un objetivo del

10x y se evaluo de la siguiente forma:

Patron (figura 1):
¢ infiltrado inflamatorio rodeando la masa tumoral (peritumoral)
e en septos fibrosos intratumorales (intersticial)

e c¢lulas inflamatorias en contacto con las células epiteliales neoplasicas

(intratumoral)

Grado (figura 2):
e ausencia de infiltrado inflamatorio (0)
e bajo infiltrado inflamatorio (+)
e Moderado/bajo infiltrado inflamatorio (++/+)

e moderado infiltrado inflamatorio (++)

alto infiltrado inflamatorio (+++)

Tipo: predominio de un tipo de célula leucocitaria.

ALt 3 A1 i . ST R TR e T

Figura 1: E_]emplos de patrones de infiltrado 1nﬂamat0r10 en el tumor mediante el anahsls
inmunohistoquimico de tres muestras de carcinoma renal utilizando el anticuerpo GRT2 (antiCDA45).
A) patron de infiltracion peritumoral. B) infiltracion intratumoral. C) infiltracion intersticial.
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Figura 2: Fjemplos de grado de infiltracion tumoral mediante el analisis inmunohistoquimico con el
anticuerpo GRT2 (antiCD45) en muestras de cancer renal. A) alta infiltracion (+++). B) moderada
infiltracion (++). C) baja infiltracion (+)

Resultados

1. Estudio de la infiltracion leucocitaria en tejido normal y neoplasico

Los resultados del tipo, grado y patrén de infiltracion leucocitaria observados se
representan en la tabla 2. De las 19 muestras tumorales estudiadas el 32% (6 casos)
tenian una alta infiltracion (+++), el 21% (4 casos) tenian una infiltracidon moderada
(++), el 26% (5 casos) una infiltracion moderada baja (++/+) y el 21% (4 casos) tenia
una baja infiltracion (+). De los 8 casos de tejido normal autologo estudiados, 4 casos
(50%), tenian una infiltracion moderada (++), 2 casos (25%) una infiltracion alta (+++)

y 2 casos poca infiltracion (+).

El patrén de infiltracion fue el siguiente: el 79% de los casos (15 casos) su patron de
infiltracion era intratumoral mientras que el 21% (4 casos) son intersticiales. Destacar
que todos los tumores de células claras tenian un patrén intratumoral mientras que todos

los tumores crom6fobos y el tumor papilar tenian un patrén de infiltracion intersticial.
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Tabla 2: Resultados del infiltrado leucocitario tumoral en los pacientes con cancer renal

Identificacion Tipo de tumor Grado de Infiltracion | Patron de Infiltracion Tipo de infiltrado
leucocitaria leucocitaria leucocitario
(CD45)
CR 33 Células claras +HH Intratumoral *Predominio
Macrofagos
CR 34 Células claras +HH Intratumoral Predominio NK
CR 41 Células claras H Intratumoral Predominio
Macrofagos M2
CR 43 Cromoéfobo + Intersticial Predominio
Macrofagos
CR 46 Células claras H Intratumoral Predominio
Macrofagos
CR 49 Células claras +H Intratumoral Predominio CD 8
CR 50 Cromoéfobo + Intersticial Predominio
Macrofagos
CR 53 Células claras +H+ Intratumoral Predominio
Macrofagos
CR 60 Células claras H Intratumoral Predominio
Macrofagos M2
CR 70 Células claras + Intratumoral Predominio
Macrofagos
CR 76 Células claras +H Intratumoral Predominio
Macrofagos
CR 81 Células claras +H Intratumoral Predominio CD8
CR 86 Células claras +H Intratumoral Predominio
Macrofagos M2
CR89 Células claras - Intratumoral Predominio
Macrofagos y CD 8
CR97 Células claras + Intratumoral Predominio
Macrofagos
CR 99 Células claras +HH Intratumoral Predominio
Macrofagos M2
CR 106 Células claras +HH Intratumoral Predominio
Macrofagos
CR 112 Cromoéfobo +HH Intersticial Predominio
Macrofagos
CR 138 Papilar ++ Intersticial Predominio
Macrofagos

*Predominio de macréfagos: no observamos diferencias entre el nimero de macrofagos M1 y M2

Se observo que en 15 de los 19 casos predominaba una infiltracion por macrofagos
(79%). Dentro de esos 15 casos con predominio de macréfagos, el 27% (4 casos) tenia
una infiltracion de macrofagos M2 y el 73% de los casos (11 casos) no se observo una
diferencia entre macrofagos M1 y M2. No hemos encontramos ningun tejido con
predominio de macrofagos M1.En 2 de los 19 casos habia un predominio de linfocitos T
CDS8 (11%). Un caso (5%) se vio un patrén de infiltracion por células NK y otro caso
tenia una infiltracion similar de macréfagos y linfocitos T CDS8. En las muestras del

tejido normal el predominio del infiltrado fue el siguiente: siete de los ocho casos tenian
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un predominio de infiltracion de macréfagos mientras que uno de los casos tenia una

infiltracion similar de macrofagos y linfocitos T CDS.

No se observo ninguna diferencia entre la inmunohistoquimica de las muestras de los
pacientes con el anticuerpo anti-CD3 y el anticuerpo anti-§. El patron de CD3 y CD8 en
la mayoria de los tumores analizados revel6 que gran parte de la infiltracion por

linfocitos T en estos tumores correspondian a linfocitos de fenotipo CD8.
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Figura 3: inmunohistoquimica realizada con los anticuerpos frente a CD3 (B) y la cadena & (A). No se
observa ninguna diferencia en el marcaje entre los dos anticuerpos.

1.2 Relacion del estudio de la infiltracion leucocitaria con las caracteristicas
clinicopatoldgicas y prondstico de los pacientes.

Hemos realizado un estudio estadistico para comprobar si existia una posible relacion
entre el grado y patron de infiltracion con las caracteristicas clinicopatologicas de los
pacientes (tamafio tumoral, estadio, grado nuclear y supervivencia). Los resultados se
muestran en la tabla 3. No se encontr6 una asociacion significativa entre el grado de
infiltraciéon y el tamano, grado nuclear y estadio (p=0.628, p= 0.569 y p=0.506
respectivamente). Tampoco se ha encontrado una significacion entre el patrén de
infiltracion con las restantes caracteristicas clinicopatolégicas consideradas

anteriormente (p=0.303, p=0,673, p=0,603 respectivamente).
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Ademas, hemos realizado diferentes agrupaciones con la variante de predominio de un
tipo de infiltrado y las hemos relacionado con los parametros clinico-patologicos antes
descritos. No hemos encontrado ninguna asociacion significativa (los datos no se

muestran).

Finalmente, también se realizaron analisis de supervivencia mediante curvas de Kaplan-
Meier y el test long Rank (Mantel-Cox). Se analiz6 la supervivencia a 5 afios (60 meses)
en relacion al grado de infiltracion (figura 4), el patron de infiltracion y el predominio
de un tipo de infiltraciéon leucocitaria. No se encontrdé ninguna asociacion significativa
entre estos tres parametros. No obstante, debido a que la supervivencia media (50% de
mortalidad) no se alcanzd, no podemos descartar definitivamente la influencia

estadistica de esta variable como factor pronostico.

Tabla 3: Asociacion de las caracteristicas del infiltrado leucocitario con los parametros
clinicopatologicos de los pacientes

Caracteristicas Grado tumoral Odssratio P* Estadio Odssratio P*
dela (95%CT) (95%CT)
infiltracion.
Gl G214 I -1V
Grado de Alta 2 4 0.569 3 3
infiltracion (50%) | (28.6%) 04 (375%) | 27.3%) 0.625 0,506
Moderada + 2 10 0.41-39) 5 3 0.089-1.4)
baja (50%) | (71.4%) ©25%) | (72.7%)
Patron de Intratumoral 3 11 0.673 7 8
infiltracion (75%) | (78.6%) 0.81 (87.5%) | (72.7%) 2625 0.603
Imtersticial ] 3 ©61-10.9) 1 3 0.22-3134)
25%) | (21.4%) 12.5%) | (273%)
Caracteristicas de Tamafio tumoral Odssratio P
la infiltracién. (95%CI)
<7 >7
Grado de Alta 4 2
infiltracién d0%) | (222%) 0429 0.628
Moderada+ | 6 7 ©0.57-329)
bja | (60%) | (778%)
Patron de Intratumoral 9 6
infiltracién (90%) | (66.7%) 45 0303
Intersticial 1 3 (0.374-54.15)
(10%) | 333%)

CI, intervalo de confianza
*Test de la 32
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Figura 4: Supervivencia global mediante Kaplan-Meier estimada para el parametro
leucocitario de grado de infiltracion. Las diferencias entre las curvas se evaluaron por medio
del test long Rank (Mantel-Cox) (p). No existe una diferencia significativa p=0.133.

2. Estudio de la infiltracion por linfocitos T CDS8 citotoxicos en pacientes con
carcinoma renal.

Hemos querido analizar especificamente el infiltrado tumoral de los linfocitos T
citotoxicos en las 19 muestras de pacientes con carcinoma renal, dado que ha sido
descrito en otros tumores, particularmente en colon, que la intensidad y el patron de
infiltraciéon de linfocitos T CD8/CD3 es un factor pronostico independiente de la
supervivencia en esta neoplasia. En la tabla 4 se representa los resultados obtenidos en
cancer renal. Cinco de los 19 casos (27%) tenian una alta infiltracion (+++), destacar que
4 de los cinco casos con una infiltracion alta (80%) habian fallecido. Tres de los 19
casos (15%) tenian una infiltracion moderada o baja moderada (++ & +/++) mientras

que 11 de los 19 casos (58%) tenian una baja infiltracion o nula (+ & 0).

El patron de infiltracion fue el siguiente: en 16 de los 19 casos (85%) el patron de
infiltracion era intratumoral frente a 3 de los 19 casos (15%) que era intersticial. Todos

los pacientes con un patron intersticial de infiltracion por linfocitos CD8 estaban vivos.

2.1 Relacion del estudio de infiltracion por linfocitos T citotoxicos con las
caracteristicas clinicopatologicas y pronostico de los pacientes.

Hemos realizado un estudio estadistico para comprobar si existia una relacion entre el
grado y el patron de infiltracion de linfocitos T citotoxicos con las caracteristicas

clinicopatologicas de los pacientes (tamafio tumoral, estadio, grado nuclear y
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supervivencia). En la tabla 5 se muestran los resultados. No se ha encontrado
asociacion significativa entre el grado de infiltracion y el tamafio, grado nuclear y
estadio (p=0.33, p= 0.446 y p=0.426 respectivamente). Tampoco se obtuvo significacion
al comparar el patron de infiltracion con las respectivas caracteristicas clinicopatologicas
(p=0.458, p=0.446 p=0.624).

Tabla 4: Estudio de los linfocitos T citotéxicos en los pacientes con cancer renal.

Identificacion Tipo de tumor Infiltracién por Patron de Vivo / éxitus
CD8 Infiltracién
CR 33 Células claras + Intratumoral Vivo
CR 34 Células claras 0 Intratumoral Vivo
CR 41 Células claras + Intratumoral Vivo
CR 43 Cromofobo + Intersticial Vivo
CR 46 Células claras +H+H Intersticial Vivo
CR 49 Células claras +H Intratumoral Vivo
CR 50 Cromofobo 0 Intratumoral Vivo
CR 53 Células claras Intratumoral Vivo
CR 60 Células claras + Intratumoral Vivo
CR 76 Células claras + Intratumoral Vivo
CR 138 Papilar + Intersticial Vivo
CR 70 Células claras + Intratumoral Exitus
CR 81 Células claras +H Intratumoral éxitus
CR 86 Células claras + Intratumoral éxitus
CR89 Células claras ++ Intratumoral éxitus
CR97 Células claras + Intratumoral €xitus
CR 99 Células claras H+H Intratumoral €xitus
CR 106 Células claras - Intratumora éxitus
CR 112 Cromofobo +H Intratumoral €xitus

También se analizé el impacto de la infiltracion CDS8 sobre la supervivencia de los
pacientes. No se encontré ninguna asociacion en el analisis por Kaplan-Meier y el test
long Rank (Mantel-Cox) entre la supervivencia a 5 afios (60 meses) y el grado (figura 5)
y el patron de infiltracion por linfocitos T CD8. Aunque estadisticamente no es
significativo observamos en la grafica una tendencia hacia una menor supervivencia en
los pacientes con un alto grado de infiltracion por linfocitos CD8. Sin embargo, como se
comentd anteriormente, debido a que la supervivencia media (50% de mortalidad) no se
logrd, no podemos confirmar o descartar la influencia estadistica de esta variable como

factor pronostico.
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Tabla 5: Asociacion de las caracteristicas de la infiltracion por linfocitos T citotoxicos con los

parametros clinicopatologicos de los pacientes

Caracteristicas Grado tumoral Odssratio P Estadio Odss ratio P
dela (95%CT) (95%CT)
infiltracion.
Gl G24 I o-v
Grado de Alta 0 3 0.446 1 3
infiltracion ©0%) | (214%) 0733 (12.5%) | (27.3%) 2625 0,426
0,54-0.99) 0.22-31.34)
Moderada + 4 11 7 8
baja (100%) | (78.6%) 875%) | (72.7%)
Patron de Intratumoral 4 11 0.446 7 9
infiltracion (100%) | (78.6%) 0.733 875%) | (81.8%) 155 0.624
Intorsticial o 3 (0.540-0.995) 1 2 0.11-20.85)
©%) | (14%) 12.5%) | (182%)
Caractesisticas Tamafio tumeral Odssmatio P
dela 5
. o (95%CT)
<7 >7
Grado de Alta 3 1
infiltracion (GB0%) | (11.1%) 029 033
Moderada + 7 8 (024-3.48)
baja (70%) | (88.9%)
Patrén de Intratumoral 9 7
infiltracion (90%) | (77.8%) 2.571 0582
Intersticial 1 2 (0.192-34.47)
(10%) | (222%)
CI, intervalo de confianza
*Test de la 2
1,04 Infiltracion por linfocitos T CD8
H . moderada / Baja
0.8 —
] +— Alta
g |
: +
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Figura 5: Nos muestra la supervivencia global mediante Kaplan-Meier estimada para el
parametro grado de infiltracion por linfocitos T CDS. Las diferencias entre las curvas se
evaluaron por medio del test long Rank (Mantel-Cox) (p). No existe una diferencia

Seguimiento (meses)

significativa p=0.147.
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Abstract

In the tumor microenvironment, interleukin (IL-10) production has a pleiotropic ability
to positively and negatively influence the function of innate and adaptive immunity
against cancer. This study investigated whether IL-10 genetic polymorphisms that
influence gene expression levels play a role in the risk and clinical course of clear-cell
renal cell carcinoma (RCC). We analyzed the allelic and haplotype frequency formed by
alleles at -1082(G/A), -819(C/T), and -592(C/A) of the IL-10 gene in RCC (n =126) and
healthy individuals (n =176). The frequency of IL-10 polymorphic variants was similar
between patients and controls. However, -1082 G/A IL-10 genotype showed a
significant association with three prognostic indicators: advanced disease stage (p
=0.002), higher tumor size (p = 0.001), and presence of adenopathy (p = 0.006). Our
results can be explained by the contradictory antitumor or pro-tumorigenic relationship
between this molecule and cancer. Genotypes associated with high or low levels of IL-
10 gene expression (GG or AA-1082 IL-10) were both associated with a more favorable
course of the disease. We propose the hypothesis that the -1082 GA medium expression
genotype confers a tumor-promoting phenotype, likely resulting from the
immunosuppressive effects of anti-tumor Th-1 responses in conjunction with the
insufficient inhibition of tumor angiogenesis at this intermediate level of IL-10

expression.

Introduction

Chronic or recurrent inflammation is known to play a causative role in the promotion
and progression of many human tumors, including liver, esophagus, stomach, large
intestine, and urinary bladder cancers [1-3]. The association of different cytokines with
tumor development is well documented. Numerous mediators released in dysregulated
chronic inflammation have been found to promote cell growth and invasion, induce
mutagenesis, and increase angiogenicity. The cytokine interleukin (IL)-10 is pleiotropic
and may act as a cancer-promoting agent [4]. Classically, IL-10 is considered a potent
Th-2 cell cytokine with a wide range of immunosuppressive and anti-inflammatory
activities via the inhibition of lymphocyte and monocyte function and the secretion of
inflammatory cytokines [5]. Nevertheless, the role of IL-10 in tumor development

remains unclear, and its production in the tumor microenvironment is controversial.
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Thus, elevated IL-10 levels in peripheral blood samples have been related to a worse

prognosis but high levels in tumor samples to a better prognosis [6,7].

IL-10 gene expression is strongly influenced by genetic factors. Some of the
polymorphisms identified in cytokine and chemokine genes affect the transcriptional rate
or biologic activity [8,9] and may therefore play an important role in tumorigenesis. GG
genotype at the -1082 position has been associated with high in vitro IL-10 production,
AG genotype with intermediate production and AA with low production [10]. A further
two polymorphisms at positions -819 and -592 are in linkage disequilibrium and form
three haplotypes: GCC, ACC, and ATA. Finally, IL-10 -1082 AG polymorphism was
found to be a key factor in the regulation of IL-10 mRNA levels in a healthy Spanish
population [11].

Reports on the relationship between IL-10 polymorphisms and cancer risk or prognosis
have also been controversial [4,12]. Thus, one case-control study found no association
with renal cancer risk [13], whereas another reported a higher frequency of IL-10 -1082
AA polymorphism in RCC patients than in controls [14]. No comparative analysis of
this issue has considered the clinical data of patients [13,14]. The objective of this study
was to investigate the relationship between clinical findings and several IL-10

polymorphisms in RCC patients and healthy controls.

Subjects and methods

Patients

The study included 127 patients diagnosed with clear-cell renal carcinoma at the
Department of Urology of Virgen de las Nieves Hospital between 1997 and 2006. All
patients had undergone total or partial nephrectomy. The mean age was 60 years (range,
23-84 years) and 66.7% were female (male/female ratio of 2:1). Two consulting
pathologists retrospectively and independently reviewed the hematoxylin and eosin—
stained tissue slides according to the World Health Association classification. The
Fuhrman scale was used to assess the nuclear grade. Tumor stage was assigned
according to the 2002 TNM classification: 66.7% of patients had localized tumor (T1-
2NOMO), 18.4% locally advanced stage (T3—4NOMO), and 14.9% metastatic stage
(N1M1) (Table 1). Patients were actively followed up from diagnosis to September
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2008. Mean patient follow-up was 5.3 years (range, 1-9 years). The survival rate was
95% in patients with localized cancer, 80% in patients with locally advanced stage, and
40% in patients with metastatic cancer. Cancer characteristics were gathered according
to the University of California—Los Angeles (UCLA) integrating staging system (UISS),
which includes TNM stage, histologic grade (Fuhrman), and performance status (ECOG)
as prognostic factors. Only the first two parameters were assessed because the
performance status was equal to zero in all cases and were not considered relevant for
the statistical analysis [15]. No other risk factors for an adverse prognosis were
evaluated. The control group comprised 176 healthy blood donors from the Spanish
Bone Marrow Donor Registry, with mean age of 55 years (range, 29—67 years) and a
male:female ratio of 2:1. Control samples were collected in 2005 or 2006. All patients
and controls were Caucasian and of Spanish origin. All patients and controls signed

informed consent to participate in this study.

IL-10 genotyping

Total genomic DNA was isolated from peripheral blood of renal cancer patients and
healthy controls using the QIAamp DNA Mini kit. SNP samples were genotyped by
means of a Tagman 5’ allelic discrimination assay. SNP genotyping was carried out
using the Assays-on-Demand SNP genotyping kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Single nucleotide polymorphism amplification assays were used according to the
manufacturer’s instructions. In short, 25ul of reaction solution containing 10 ng of DNA
was mixed with 12.5 pl of 2X TagMan Universal PCR Mix (Applied Biosystems) and
1.25 ul of predeveloped assay reagent from the SNP genotyping product (Applied
Biosystems) containing two primers and two MGB-Tagman probes. Reaction conditions
consisted of preincubation at 50°C for 2 minutes and at 95°C for 10 minutes, followed
by 40 cycles at 95°C for 15 seconds and at 60°C for 1 minute. Amplifications and
analysis were performed in an ABI Prism 7750 Sequence. Detection System (Applied
Biosystems) using the SDS 1.4 software for allelic discrimination (Applied Biosystems,
Foster City, CA). The following single-nucleotide polymorphisms SNPs were typed: IL-
10-1082A>G (rs1800896), IL-10-592A>C (rs1800872), IL-10-819 C >T (rs1800871).
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Table 1:Statistical analysis of IL-10 haplotypes and IL-10-1082 SNP in clear-cell RCC patients versus
control group
IL= interleukin; RCC = Renal Cell Carcinoma; SNP = single nucleotide polymorphism;

Genotype RCC patients Controls x° Significance
(n=127) (n=176)

IL-10 haplotype
—/— (low production) 42 (33.3%) 58(33.3%) 0.994
GCC/— (medium production) 62 (49.2%) 86 (49.4%)
GCC/GCC (high production) 22 (17.5%) 30(17.2%)

IL-10 1082
AA (low production) 42 (33.3%) 58(33.1%) 1.014
AG (medium production) 62 (49.2%) 87 (49.7%)
GG (high production) 22 (17.5%) 30(17.1%)

- =haplotype ATA or ACC.

*Not statistically significant.

Statistical analysis

SNPs allele frequencies were tested against departure from Hardy-Weinberg equilibrium
before analysis. Genotype frequencies were compared using the Pearson y” test for the
2x2 tables or Fisher’s exact test when the expected frequency value was < 5. Patients
were classified in a dichotomous manner for each of the following clinical parameters:
tumor diameter, nuclear grade, tumor stage, UCLA risk, presence of adenopathy,
malignant thrombosis, and metastasis. The distribution of the polymorphism for each
parameter was studied by analyzing the allele frequency and allele positivity according
to Sasieni et al. [16] as shown in Table 3. Odds ratios (OR) and significance (p values)
were also calculated. Based on a significance level of p < 0.05%, and because multi-test
correction was done by dividing among the seven parameters studied, significance was
established at p<0.007. Multivariate binary logistic regression analysis was used to
confirm the observed differences. The Mann-Whitney test was used to study differences
in tumor size between haplotypes when tumor size was considered as a continuous
variable. Survival curves were estimated by the Kaplan-Meier method and compared by
using the log-rank test. The SPSS version 15.0 software package (SPSS Inc., Chicago,
IL) was used for analyses. The power of the study to detect the effect of a polymorphism
on disease susceptibility was estimated by means of Granmo 5.0 software (IMIM,

Barcelona, Spain). The power was estimated as z-alfa = 1.96 and OR= 2 based on
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frequencies in the general population of southern Spain. The power of heterozygous risk

was 0.85 and the power of allele G risk was 0.80.

Results

Case-control study

This case-control study revealed similar frequencies in the distribution of the IL-10-1082
polymorphism between healthy controls and patients with clear-cell RCC. Table 1
summarizes results of the statistical analysis. None of the SNP genotype frequencies
deviated from Hardy-Weinberg equilibrium, and the distribution of alleles in the control
group was in agreement with findings in other Spanish Caucasian [17] population.
Genotype frequency of AA was 33.3% in case patients and 33.1% in controls (y*=
1.02); AG frequency was 49.2% and 49.7% in controls and patients, respectively (y°=
1.00), and GG frequency showed similar results; none of these differences were
significant (y’= 1.01). Groups of haplotypes were formed according to their IL-10
production capacity [7]: high (GCC/ GCC; n = 23), intermediate (GCC/ATA and
GCC/ACC; n = 72), and (ATA/ATA, ATA/ACC, and 275 ACC/ACC; n = 45). The
distribution of IL-10 haplotypes was previously reported to be similar between RCC

patients and controls [13].

Association with clinical and prognostic parameters

IL-10 gene polymorphisms were compared with various prognostic factors in renal cell
cancer. Haplotype analysis of IL-10- 1082A > G, IL-10-819 C > T, and IL-10-592 A >
C showed that no significant information was added to that provided by the -1082
polymorphism; therefore, we report only the relationship between clinical parameters
and the IL-10-1082A>G polymorphism, which showed the strongest association.
Relative frequencies for each clinical parameter are shown in Table 2 and the statistical
analysis is given in Table 3. A higher frequency of the AG genotype was observed in
patients with tumors >7 cm long, with an OR for heterozygous AG of 4.41 (95%
confidence interval [CI] =1.765-11.003, p =0.001). Allele G emerged as a risk allele
with an OR of 3.66 (CI =1.519-8.817, p =0.003). However, these data were obtained
because of the high frequency of heterozygous and low frequency of homozygous GG
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observed. Furthermore, no significant differences between homozygous AA and GG
were found. Results in Table 2 show the similarity in percentage of homozygous GG
between patients with tumors shorter and longer than 7 cm. These results were
confirmed by analysis of tumor size as a continuous variable (Table 4), which showed
that heterozygous patients had larger tumors (p =0.001). Therefore, the main risk factor
is the heterozygous AG status rather than G allele presence. This polymorphism was not
associated with any differences in nuclear grade, UCLA risk or the presence of
malignant thrombosis or metastases. Moreover, no relationship with UCLA risk was
detected when low-medium risk scores were combined and compared with high risk
scores (data not shown). Only 10 patients had adenopathy but all were heterozygous (OR
=1.79, CI = 1.485-2.162, p = 0.006, Fisher’s exact test). The distribution of -1082 A/G
polymorphism also differed as a function of tumor stage, with a higher OR for

heterozygous A/G (OR =14.10; CI =1.782-111.485, p=0.002).

Table 2Relative frequency of IL-10-1082 SNP in clear-cell RCC patients

Clinical parameter Genotype AA (%) Genotype AG (%) Genotype GG (%) Allele A Allele G

positivity (%) positivity (%)

Tumor diameter

<7cm 28(45.2) 24(38.7) 10(16.1) 52(83.9) 34(54.8)

=7 cm 9(18.4) 34(69.4) 6(12.2) 43(87.8) 40(81.6)
Nuclear grade

G1-2 25(33.8) 38(51.4) 11(14.9) 63(85.2) 49 (66.3)

G3-4 13(34.2) 20(52.6) 5(13.2) 33(86.8) 25(65.8)
Adenopathy

No 38(37.3) 48(47.1) 16(15.7) 86 (84.4) 64(62.8)

Yes 0(0) 10(100) 0(0) 10(100) 10(100)
Malignant thrombosis

No 35(35) 49(49) 16(16) 84(84) 65(65)

Yes 3(25) 9(75) 0(0) 12 (100) 9(75)
Metastasis

No 31(333) 49(52.7) 13(14) 80 (86) 62(66.7)

Yes 7(36.8) 9(47.4) 3(15.8) 16(84.2) 12(63.2)
Tumor stage

Local not advanced 37 (39.4) 42(44.7) 15(16) 79(84.1) 57 (60.7)

Local advanced or more advanced 1(5.6) 16(88.9) 1(5.6) 17 (94.5) 17 (94.5)
UCLA risk

Low 14(41.2) 17 (50) 3(8.8) 31(91.2) 20(58.8)

Medium-high 16(25) 37(57.8) 11(17.2) 53(82.8) 48(75)

IL= Interleukin; RCC = Renal Cell Carcinoma; SNP =Single Nucleotide Polymorphism; UCLA =
University of California —Los Angeles.

Results for tumor stage are the same as for tumor diameter, with the G allele reported as
a risk allele but with no significant differences between homozygous GG and AA for the
studied polymorphism. Therefore, AG heterozygous status is the main risk factor for
higher tumor stage. Multivariate logistic regression analysis of IL10-1082, IL10-819,
and IL10-592 SNPs as explicative variables confirmed the significance of IL10-1082 in
tumor size (p=0.002) and tumor stage (p=0.024), but did not confirm an association with

adenophaty.
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Table 3:Statistical analysis of IL-10-1082 SNP in relation to clinical parameters of clear-cell RCCOR

Clinical parameter Allele Allele frequency Heterozygous Homozygous Allele positivity
Tumor diameter =7 cm Allele A OR = 0.62 OR = 2.36% OR = 0.54% OR = 1.38¢
p=0084 p=0133 p=0328 p=0563
Allele G OR = 1.61 OR = 4.41° OR = 1.87 OR = 3.66
p=0.084 p = 0.001 p=0328 p = 0.003
Nuclear grade G3-4 Allele A OR = 1.04 OR = 1.16 OR = 1.14 OR =115
p= 0877 p = 0.809 p—0833 p = 0.807
Allele G OR = 0.96 OR = 1.01 OR = 0.87 OR =0.98
p= 0877 p—0978 p—0833 p = 0.964
Occurrence of adenopathy Allele A OR = 0.65 OR = 0.56 OR = 0.43 OR = 0.63
p=0.348 p=0074 p=1.000 p=0176
Allele G OR=1.55 OR=179 OR =233 OR =159
p=0.348 p = 0.006 p=1.000 p=0015
Occurrence of malignant thrombosis Allele A OR =113 OR = 0.84 OR = 0.69 OR = 0.84
p=0776 p=0210 p=0547 p=0210
Allele G OR = 0.88 OR=2.14 OR = 1.46 OR = 1.62
p=0776 p=0.269 p=0547 p = 0489
Appearance of metastasis Allele A OR = 1.04 OR = 0.80 OR = 0.98 OR = 0.87
p=0923 p=0756 p=097 p=084
Allele G OR = 0.96 OR = 0.81 OR = 1.02 OR = 0.86
p=0923 p=0.709 p=098 p=077
Tumor stage local advanced or more advanced Allele A OR = 0.62 OR = 0.78 OR = 0.40 OR =031
p=0.189 p=0.097 p= 0509 p = 0.462
Allele G OR = 1.61 OR = 14.10 OR =248 OR =11.04
p=0.189 p = 0.002 p=0.500 p = 0.005
UCLA medium or high risk Allele A OR = 0.60 OR = 0.59 OR =3.21 OR = 0.47
p=0097 p=0.462 p=0.109 p = 0.260
Allele G OR = 1.67 OR =1.90 OR =031 OR =210
p = 0.097 p=0.167 p=0.109 p=0.008

=o0dds ratio; RCC = Renal Cell Carcinoma; SNP = Single Nucleotide Polymorphism; UCLA = University of

California—Los Angeles; boldface = data with statistical significance.

?Calculated by comparison of heterozygous AG vs homozygous GG.
®Calculated by comparison of heterozygous AG vs homozygous AA.
“Calculated by comparison of homozygous AA vs homozygous GG.

dCalculated by comparison of homozygous AA plus heterozygous AG vs homozygous GG.

The other two polymorphisms were ruled out (statistically not significant). All patients
were clinically followed up at varying intervals according to the stage of the patient. A
slight trend towards a worse survival was observed in patients genotyped as —1082AG,
although the differences were not statistically significant (Figure 1). Analysis of the
Kaplan-Meier curves and application of the log-rank test yielded a non-significant result

(p = 0.752), which may be caused by the small number of deaths attributed to RCC

(15.2%).

Table 4:Correlation of IL-10-1082 genotype with tumor size

Genotype Mean (cm) SD (cm) p Value?
GG 6.56 273 0.073
GA 7.76 3.89 0.001"
AA 5.27 2.96 Ref®

IL = interleukin; SD= standard deviation.
"Mann-Whitney test.

"Statistically significant.

‘Used as reference genotype.

106



Resultados

0.95+

|
|
0.90- RG :
e

0.85+

Survival

0.80

0.75-

0.70

T T T T T T T

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Months

Fig. 1. Sixty-month survival curves. Kaplan-Meier was estimated according to IL- 10-1082 genotype.
Differences between curves of individuals were evaluated by means of the log-rank test. Survival was
analyzed in the whole series according to the genotype carriage. Log-rank test results were not significant
(p =0.752).

Discussion

IL-10 is involved in many different aspects of the immune response, mediating
pleiotropic effects on both adaptive and innate immunity cell mediators [5]. Although
some studies (especially in vitro) show that IL-10 can actively mediate immune
suppression, other experimental models have led to the opposite conclusion [6]. Several
studies in different ethnic groups reported that distinct IL-10 alleles or haplotypes were a
key factor in IL-10 production in vivo, and there is considerable evidence indicating that
genetic control of IL-10 production influences the serum levels of this cytokine in

patients [4, 18, 19].

IL-10-1082 SNP was associated with a higher risk of RCC in an English population,
finding a higher frequency of homozygous AA in RCC patients versus controls [14],
which was related to a low production of IL-10 [10]. These differences were not
observed in the present Spanish population. The discrepant results may be explained by
effects of genetic heterogeneity and different gene— environment interactions. In studies
of melanoma patients, similar discrepancies in the allelic distribution of IL-10 between

English [14] and Spanish [17] populations were attributed to an overrepresentation of the
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AA genotype in the Spanish population. The distribution of the allelic frequencies in our
study was similar to findings by other Spanish studies [20].

IL-10 gene polymorphisms have been associated with the risk of malignant disease and
its prognosis [12], but both low and high expressions have been associated with
susceptibility or a poorer outcome, depending on the tumor type [12]. Thus, -1082 GG
(highproduction) genotype was significantly more frequent in patients with lung and oral
squamous cell carcinoma [21], whereas the [22] AA (low-production) genotype was
associated with the risk of prostate cancer and cutaneous melanoma [23,24]. IL-10 can
affect different aspects of anticancer immunity: IL-10 may facilitate tumor growth by
suppressing proinflammatory T helper 1 (Th-1) lymphocytes and cytotoxic responses,
and acts as a potent Th-2 immunosuppressive cytokine [5]. IL-10 can also impair tumor-
associated antigen (TAA) cross-presentation by DC, thereby potentially preventing T
cells from mounting an effective immune response against malignant cells [6]. Thus, -
1082 GG genotype associated with high producers of IL-10 have been related to high
risk of tumor onset and progression resulting from reduced immunosurveillance [4,22].
However, IL-10 may also act as an immunostimulating cytokine, mediating the
regression of established melanoma and breast cancer metastases in various preclinical
in vivo models [25-28]. These anticancer effects may be mediated by an increase in NK
activity [25]. However, this molecule can also influence anticancer growth and
progression by affecting other phenomena, such as angiogenesis and malignant cell
proliferation/ apoptosis [6]. IL-10 acts by inhibiting tumor stroma formation via different
target cells, interfering with the development of a blood supply by the tumor [29]. IL-10
also deactivates macrophages that are important for tumor progression and
neovascularization and are present in almost all solid tumors [30,31]. Furthermore, IL-10
downregulates the synthesis of vascular endothelial growth factor, a potent angiogenic
factor. Thus, in IL-10—producing tumors or in a local microenvironment with a high
production of this cytokine, the expression of vascular endothelial growth factor is

downregulated and angiogenesis is inhibited [32,33].

This dual effect of IL-10 may explain our results. A high production of IL-10 may, for
example, exert an immunosuppressive effect on anti-tumor immune mechanisms but at
the same time inhibit tumor growth by activating anti-angiogenic mechanisms that

predominate over the former. A low production of IL-10 may enhance anti-tumor
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responses. In RCC patients, heterozygous (-1082-IL-10 G/A) status may favor tumor
progression (higher tumor size, adenopathy, and more advanced stage). Hence an
intermediate production of IL-10, in this case conferred by genotype, may exert an
effective immunosuppressive effect by inhibition of proinflammatory Th-1 and
cytototoxic responses, without inducing a potent antiangiogenic effect, favoring tumor
progression in RCC. In our view, the composition and intensity of stromal reaction and
the level of local production may be crucial for one or other response, explaining the
apparently contradictory results in different tumor types. It has been hypothesized that
the effects of IL-10 on the anticancer immune response may differ according to the site
of IL-10 production [6]. Thus, in secondary lymphoid organs, IL-10 might inhibit the
cross-presentation of TAA to T cells and favor the development of Treg cells, which
have potent immunosuppressive functions [6]. This may explain why a higher level of
IL-10 and greater frequency of IL-10-1082-GG genotype have been associated with the
clinical outcomes in patients with diffuse large-cell lymphoma [4]. In other tumors,
however, overexpression of IL-10 in the microenvironment might enhance immune
rejection, increasing the innate immune response and likely primary immune response
[32,33]. Our results indicate that heterozygous status for the -1082 gene IL-10 G/A
polymorphism is associated with higher clinical aggressiveness of clear-cell renal
carcinoma. We hypothesize that the IL-10-G/A genotype, associated with an
intermediate production of this cytokine, may successfully inhibit Th-1 responses

without substantially inhibiting angiogenic processes.

In this study, AG heterozygous status was the main risk factor for higher tumor stage but
no association was found between IL-10 polymorphisms and survival. Figure 1 depicts
the survival curves for each IL-10. Because the median survival (50% mortality) has not
yet been reached, the statistical influence of this variable as a prognostic factor cannot be
ruled out. Nevertheless, we were able to detect a slight tendency to a higher mortality for
heterozygote patients in this small sample of only 17 events. Studies of a larger number
of patients with RCC and other potential functional polymorphisms in linkage
disequilibrium are required to test our findings and to establish the role of these

polymorphisms in this disease.
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Abstract

Current evidence suggests that chronic inflammation is associated with tumor
development and progression. Interleukin-18 (IL-18) plays a central role in
inflammation and the immune response, contributing to the pathogenesis and
pathophysiology of infectious and inflammatory diseases. The objective of this study
was to determine whether the presence of /L-/8 polymorphisms -137 G/C (rs187238)
and -607 A/C (rs1946518) was associated with size, grade, TNM stage, and survival in
patients with renal cell carcinoma (RCC). The study cohort included 158 patients with
RCC. Control group consisted of 506 samples from Spanish population. The studied /L-
18 gene polymorphisms did not influence susceptibility to RCC in the analyzed group of
patients (/L-18-607, p=0.318; IL-18-137 p=0.740) but may contribute to disease onset
and aggressiveness. IL-18-607 CC genotype was significantly associated with higher
tumor size (p_0.001), grade (p=0.030), T (p=0.001), M (p =0.012), and stage (p=0.002).
IL-18-103 GG genotype was correlated with higher tumor size (p=0.036), grade
(»p=0.017), T (p=0.026), and stage (p=0.011). The Cox proportional hazard model
showed that nuclear grade and stage grouping were independent prognostic factors but
IL-18 polymorphism was not. Polymorphism variants in the /L-/8 gene (/L-18-607 and
IL-18-137) may be associated with a worse prognosis for RCC. High levels of IL-18

production may play a major role in the growth, invasion and metastasis of renal cancer.

Introduction

Renal cell carcinoma (RCC) is the most common renal tumor and represents 2% — 3% of
all malignancies. RCC is two fold more frequent in men than in women, and the highest
RCC incidence is observed in the sixth decade [1]. Considerable evidence has been
published over the past few years linking increased tumor risk with inflammation, and
clinical and experimental studies have associated tumor progression with the
upregulation of proinflammatory molecules, especially during late stages of the disease
[2,3]. Chronic inflammation, alongside the intrinsic properties of premalignant cells and
other determinants, may be one of the driving forces of tumor initiation and promotion.
Thus, numerous mediators released in dysregulated chronic inflammation were found to
promote cell growth and invasion, inducing mutagenesis and increasing angiogenicity

[4]. In this context, genetic polymorphisms in different inflammatory cytokine have been
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associated with cancer risk and the growth or invasiveness of RCC and others types of

tumor [5-7].

Interleukin (IL)-18 was discovered as an interferon (IFN)-y— inducing factor. IL-18 is a
member of the IL-1 family, and its receptor belongs to the IL-1 receptor family. When
IL-18 binds to IL-18Rp, IL-18R transduces its signal to stimulate the mitogen-activated
protein kinase pathway, which is involved in producing IFN- y [8]. IL-18 can activate
immune cells, with or without IL-12 [9], promoting the activation and proliferation of T
and natural killer cells [10,11]. Transformed cells and tumors are effectively eliminated
by IL-18-mediated activation of immune cells such as cytotoxic T cells and natural killer
cells [12]. Intratumoral injection of IL-18 DNA enhances IFN- y production, causes
regression of liver tumor and has been proposed as a cancer treatment [13]. B7-1
costimulatory molecule in combination with IL-18 was used by Cho et al. against

malignant skin tumors, including melanoma [ 14].

However, IL-18 can also promote tumor cells, as evidenced by the elevated expression
of IL-18 in tumor cells [15,16]. IL-18 expression was also elevated in the tumor versus

nontumor area in gastric cancer patients and was related to distant metastasis [17].

Higher IL-18 levels were found in serum from breast cancer patients with than without
metastasis and were proposed as an important marker of breast cancer progression [18].
It also enhances immune escape by promoting the expression of Fas ligand in tumor

cells and downregulating major histocompatibility complex class I expression [19, 20].

We have described previously that the proangiogenic function of other interleukins (e.g.,
IL-10) [6] could have an important role in RCC growth and metastasis. IL-18 plays a
major role in angiogenesis. The induction of IL-18 by hypoxia or inflammatory cells
augments the expression of hypoxia-inducible factor (HIF)-1a and tumor cell metastases

[21]. IL-18 proangiogenic functions are essential for tumor growth [22].

Hence, IL-18 can stimulate the immune system against tumor cells but can also induce
angiogenesis, metastasis, proliferation, and immune escape [23]. The objective of this
study was to determine the role in RCC of two single-nucleotide polymorphisms (SNPs)

in the IL-18 promoter region, which are known to alter IL-18 promoter activity. Allele C
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at -607 position and allele G at -137 position (-607 A/C [rs1946518] and -137 G/C
[rs187238], respectively) are correlated with higher serum levels of IL-18 [24].

Subjects and methods

Patients

The study included 158 patients diagnosed with clear-cell renal carcinoma (RCC) at the
Department of Urology of Virgen de las Nieves Hospital between 1997 and 2008. All
patients had undergone radical or partial nephrectomy. The mean age was 60 years
(range, 23—84 years). Clinicopathological characteristics are shown in Table 1. Two
consulting pathologists retrospectively and independently reviewed the hematoxylin and
eosin—stained tissue slides according to the World Health Association classification. The
Fuhrman scale was used to assess nuclear grade. Tumor stage was assigned according to
the 2002 TNM classification. The S5-year survival rate was 95% in patients with
localized cancer (T1-2 NOMO), 80% in patients with locally advanced stage (T3NO-
IM1), and 40% in patients with metastatic cancer (T1-2 N2 or MI1). Patients were
actively followed up from diagnosis to December 2008. Cancer characteristics were
gathered according to the University of California, Los Angeles integrating staging
system, which includes TNM stage, histologic grade (Fuhrman), and performance status
as prognostic factors. Only the first two parameters were assessed, because a
performance status higher than zero was found in only a very low percentage of patients
and was not deemed relevant for the statistical analysis [25]. No other risk factors for an
adverse prognosis were evaluated. The control group comprised 506 healthy blood
donors from the Spanish Bone Marrow Donor Registry, with a mean age of 45 years
(2.75). Control samples were collected between 2005 and 2006. All patients and
controls were Caucasian and of Spanish origin, and all signed informed consent to

participate in this study, which was approved by the ethics committee of our hospital.

DNA extraction and IL-18 genotyping

Total genomic DNA was isolated from peripheral blood of renal cancer patients and
healthy controls using the QlAamp DNA Mini kit. The genotyping of the two IL-18
polymorphisms was performed using predesigned TagMan SNP Genotyping Assays
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(Applied Biosystems, Foster City, CA). The Assays-on-Demand SNP genotyping kit
was used for the polymerase chain reaction (Applied Biosystems). Single-nucleotide
polymorphism amplification assays were performed according to the manufacturer’s
instructions. In brief, 25ul of reaction solution containing 10 ng ofDNAwasmixed with
12.5plof 2x TagMan Universal PCR Mix (Applied Biosystems) and 1.25 upl of
predeveloped assay reagent from the SNP genotyping product (Applied Biosystems)
containing two primers and two MGB TagMan probes. Reaction conditions consisted of
preincubation at 50°C for 2 minute and at 95°C for 10 minute, followed by 40 cycles at
95°C for 15 second and at 60°C for 1 minute. Amplifications and analysis were
performed in an ABI Prism 7,500 SequenceDetection System (Applied Biosystems),
using the SDS 1.4 software for allelic discrimination (Applied Biosystems). The
following single-nucleotide polymorphisms were typed: IL-18-137 G/C (rs187238) and
IL-18-607 A/C (rs1946518).

Statistical analysis

SNP allele frequencies were tested against departure from Hardy— Weinberg equilibrium
before analysis. Genotype frequencies were compared using the Pearson 2-test for the 2
X 2 tables or Fisher’s exact test when the expected frequency value was <5. Patients
were classified in a dichotomous manner for each of the following clinical parameters:
tumor diameter, nuclear grade, tumor stage, lymph node metastasis, distant metastasis,
stage grouping, and survival. The distribution of the polymorphism for each parameter
was studied by analyzing genotype group and allele frequency. Odds ratios (ORs) and
significance (p values) were also calculated. Values of p<0.05 were considered
significant. The SPSS version 15.0 software package (SPSS Inc., Chicago, IL) was used
for analyses. The power of the study to detect the effect of a polymorphism on disease
susceptibility was estimated by means of Granmo 5.0 software (Department of
Preventive Medicine, University of Southern California, Los Angeles, CA). The
influence of each variable on survival was assessed by means of the Cox proportional
hazard model. The power was estimated as z-a-1.96 and OR >2, based on frequencies in

the general population of southern Spain. The power of all analyses was >0.80.
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Results

IL-18 genotypes and cancer risk

This case-control study revealed similar frequencies in the distribution of IL-18-137 and
-607 polymorphisms between healthy controls and patients with RCC (p=0.1 and p=0.3,

respectively, for allele frequencies). Table 2 presents the genotype distributions and

statistical analysis.

118

Table 1

Clinicopathologic characteristics of renal cell carcinoma patients

Age, yr Median (range) 60.82 (14-89)
Gender (%) Male 93 (58.9)
Female 65(41.1)
Tumor size Median (range) 7.14(1-20)
=6 75(47.5)
=6 78(494)
Unknown 5(3.2)
Tumor stage (%) pT1 71(44.9)
pT2 36(22.8)
pT3 44 (27.8)
pT4 4(2.5)
Unknown 3(1.9)
Tumor grade (%) Gl 24(15.2)
G2 78(494)
G3-4 49(31.0)
Unknown 7(44)
Lymph node metastasis (%) Negative 144 (91.1)
Positive 11(7.0)
Unknown 3(1.9)
Metastasis (%) Negative 114 (72.2)
Positive 41 (25.9)
Unknown 3(1.9)
Stage (%) I 64 (40.5)
I 26 (16.5)
1 25(15.8)
I\ 23(14.6)
Unknown 20(12.7)
Histopathology (%) Clear-cell carcinoma 135(854)
Papillary renal cell carcinoma 8(9.5)
Chromophobe cell carcinoma 15(5.1)
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Table 2

Associations of IL-18 genotypes with tumor risk

IL-18 RCC Healthy Odds ratio o
polymorphisms patients (%) controls (95% CI)
-137 /G
Genotype
cC 6(3.8) 31(6.2) 1.39(0.55-3.45) 0.486
G 59(37.8) 220(43.8) 1.00 (Reference)
GG 91 (58.3) 251(50.0) 0.77 (0.51-1.08) 0.740
Allele
C 71(22.8) 282(28.1) 1.00 (Reference)
G 241(77.2) 721(71.9) 1.32 (0.98-1.78) 0.067
-607 AJC
Genotype
AA 19(12.3) 73 (14.6) 1.12 (0.64-1.96) 0.697
AC 76(494) 261(52.2) 1.00 (Reference)
cC 59(38.3) 166 (33.2) [0.819 (0.55-1.21) 0318
Allele
A 114(37.4) 407 (40.7) 1.00 (Reference)
C 194 (62.6) 593 (59.3) 1.17 (0.90-1.52) 0.248

CI, confidence interval.

*y2 Test or Fisher’s exact test.
The observed genotype frequencies were in accordance with Hardy—Weinberg
equilibrium. The allele distribution and haplotypes of the control group were previously
published [26] and were similar to other reports on Caucasian populations [27]. We
found no association of IL-18 -137 or -607 polymorphism with age (p=0.085 and p=
0.873, respectively) or gender (p=0.310 and p=0.530, respectively). The haplotype
estimation for the -607 A/C and -137 IL-18 promoter variants revealed linkage
disequilibrium between them [D=0.57 and 1* = 0.17].

IL-18 polymorphisms and tumor characteristics

The association of the IL-18 genotypes with tumor size, grade, and stage are shown in
Table 3. Genotype GG of IL-18-137 was associated with larger tumors (OR, 2.06; 95%
CI, 1.05-4.04; p = 0.036), with more advanced cancer stage (OR, 2.55; 95% CI, 1.30—
5.23; p = 0.006) and with higher (G2—G4) tumor grade (OR, 3.06; 95% CI, 1.19-7.87; p
=0.017). IL-18-137 G allele was correlated with more advanced stage (OR, 1.84; 95%
CI, 1.07-3.17; p = 0.026) and with higher tumor grade (OR, 2.02; 95% CI, 1.02-3.96; p
= 0.040) the IL-18-607 CC genotype was significantly more frequent in patients with
larger tumor (OR, 3.35; 95% CI, 1.60-7.02; p=0.001), more advanced cancer stage (OR,
3.60; 95% CI, 1.70-7.64; p=0.001) and higher tumor grade (OR, 3.40; 95% CI, 1.06—
10.76; p=0.030). IL-18-607 C allele was associated with larger tumor (OR, 2.08; 95%
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CI, 1.38-3.57; p=0.002) and more advanced cancer stage (OR, 2.22; 95% CI, 1.38-3.57;
p=0.001).

The associations of the IL-18 genotypes with lymph node metastasis, distant metastasis,
and stage grouping are shown in Table 4. IL-18-137 GG genotype was associated with
more advanced stage grouping (OR, 3.38; 95% CI, 1.63-7.01; p=0.001). IL-18-
137Gallele was significantly more frequent in patients with lymph node metastasis (OR,
3.71; 95% CI, 1.06—13.01; p=0.030) and II-IV stage grouping (OR, 2.09; 95% CI, 1.19—
3.71; p=0.011). IL-18-607 CC genotype was associated with distant metastasis (OR,
2.70; 95% CI, 1.22-5.96; p=0.012) and advanced stage grouping (OR, 3.44; 95% CI,
1.58-7.48; p=0.002).

IL-18 polymorphisms and cancer survival

Twenty-three patients died of cancer-related causes during the follow-up period.
Kaplan—Meier curves were calculated for cancerspecific survival by IL-18-607 genotype
(AC and CC) (Fig. 1). Patients with AC genotype showed a tendency to more favourable
cancer-specific survival than those with CC genotype (p=0.083; Log-rank test). The
number of AA genotype patients was too small for evaluation. No significant differences
were found for the IL-18-137 polymorphism (p=0.918; log-rank test). Cox proportional
hazard model demonstrated that nuclear grade and stage grouping were independent
prognosis factors (Table 5). However, IL-18 polymorphisms, at least in this series of

patients, do not serve as independent prognosis factors.

Discussion

The etiology of renal cancer is highly complex and involves both environmental and
genetic factors. Chronic inflammation appears to make an essential contribution [28]. In
addition, genetic polymorphisms in cytokine genes can influence the expression or
function of these cytokines, and polymorphisms in genes that regulate the intensity of
immune responses may contribute to the pathogenesis of renal cancer and influence the
clinical outcome of patients [6,29]. This study analyzed genetic polymorphisms in IL-18

promoter gene, a proinflammatory cytokine that may influence the immune response,

and which has been reported a significant common factor in several cancer types,
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including melanoma, stomach, breast, lung, prostate, and colorectal cancer [17-19,30—

32]. IL-18 has pleiotropic functions in cancer development and has been reported to both

activate tumor progression and contribute to its elimination by the immune system [23].

Table 3

Associations of IL-18 genotypes with tumor size, stage, and grade

I-18

Odds ratio P

Tumor size Tumor stage 0dds ratio p Tumor grade Odds ratio il
polymorphisms =6(%) ~6(%) (95% CI) pT1(%)  pT2-pT4(%) (95% CI) Gl (%) G2-G4 (%) (95% CI)
-137 C/G
Genotype
e 3(4.0) 3(39) 1.22(0.28-8.20) 0623 3(4.3) 3(3.6) 1.46(0.27-7.87) 0659 1(4.3) 5(4.0) 1.59(0.17-17.24) 0.681
G 35(46.7) 23(30.3) 1.00(Reference) 35(50.0) 24(28.9) 1.00 (Reference) 14(60.9) 44(34.9) 1.00(Reference)
GG 37(49.3) 50(65.8) 2.06(1.05-4.04) 0.036 32(457) 56(67.5) 2.55(1.30-5.23) 0.006 8(34.8) 77(61.1) 3.06(1.19-7.87) 0.017
Allele
c 41(27.3) 29(19.1) 1.00 (Reference) 39(28.9) 30(18.1) 1.00 (Reference) 16(34.8) 54(20.9) 1.00(Reference)
G 109(72.7) 123(809) 1.60(0.93-274) 0.089 96(71.1) 136(81.9) 1.84(1.07-3.17) 0.026 30(652) 198(79.1) 2.02(1.02-3.96) 0.040
-607 AJC
Genotype
AA 11(15.5) 7(9.0) 0.88(031-251) 0.803 11(164) 7(8.3) 0.76(0.27-2.18) 0614 3(13.0) 14(11.2) 1.24(0.32-4.85) 0753
AC 44(62.0) 32(41.0) 1.00(Reference) 42(62.7) 35(41.7) 1.00 (Reference) 16(69.6) 60(48.0) 1.00 (Reference)
cC 16(22.5) 39(50.0) 3.35(1.60-7.02) 0.001 14(209) 42(50.0) 3.60(1.70-7.64) 0001 4(17.4) 51(40.8) 3.40(1.06-10.76) 0.030
Allele
A 66(46.5) 46(29.5) 1.00(Reference) 62(473) 48(204) 1.00 (Reference) 22(20.6) 23(13.1) 1.00(Reference)
C 76(53.5) 110(70.5) 2.08(1.29-3.35) 0.002 69(52.7) 115(70.6) 2.22(1.38-3.57) 0.001 85(79.4) 153(86.9) 1.69(0.90-3.18) 0.103
CI, confidence interval.
*x2 Test or Fisher’s exact test.
Table 4
Associations of IL-18 genotypes with Lymph node metastasis, metastasis and Stage grouping
IL-18 Lymph node Odds ratio P Metastasis Odds ratio P Stage grouping Odds ratio P
polymorphisms metastasis
Negative  Positive Negative  Positive 1(%) 1I-IV (%)
(%) (%) (%) (%)
-137 /G
Genotype
Ccc 6(4.2) 0(0.0) 0.95(0.89-1.01) 0.572 4(3.5) 2(5.0) 2.18(0.35-13.51) 0391 2(3.2) 3(41) 2.68(041-14.54) 0287
G 56(39.4) 3(27.3) 1.00(Reference) 48 (42.5) 11(27.5) 1.00(Reference) 34(54.0) 19(26.0) 1.00 (Reference)
GG 80(56.3) 8(727) 1.87(047-735) 0366 61(54.0) 27(67.5) 1.93(0.87-4.28) 0.102 27(42.9) 51(69.9) 3.38(1.63-7.01) 0.001
Allele
C 68(37.0) 3(13.6) 1.00(Reference) 54(24.8) 15(19.7) 1.00 (Reference) 37(30.3) 24(17.4) 1.00 (Reference)
G 116(63.0) 19(86.4) 3.71(1.06-13.01) 0.030 164(75.2) 61(80.3) 1.43(0.76-2.70) 0.272 85(60.7) 114(826) 2.00(1.18-3.71) 0.011
-607 AJC
Genotype
AA 18(12.9) 0(0.0) 0.95(0.90-1.00) 0323 12(109) 6(146) 2.25(0.72-7.04) 0.156 8(13.1) 7(10.8) 1.14(0.37-3.48) 0822
AC 73(52.1) 4(36.4) 1.00(Reference) 63(57.3) 14(34.1) 1.00(Reference) 39(62.3) 30(40.5) 1.00 (Reference)
cc 49(350) 7(63.6) 2.61(0.72-938) 0f131 35(31.8) 21(51.2) 2.70(1.22-596) 0.012 14(24.6) 37(486) 3.44(1.58-7.48) 0.002
Allele
A 106(39.6) 4(18.2) 1.00 (Reference) 84(39.6) 26(33.3) 1.00(Reference) 55(45.1) 54(30.7) 1.00 (Reference)
c 162(60.4) 18(81.8) 2.87(0.95-8.70) 0.053 128(60.4) 52(66.7) 1.41(0.82-2.42) 0211 67 (54.9) 104(69.3) 1.58(0.97-2.57) 0.064

CI, confidence interval.

*y2 Test or Fisher’s exact test.

In the present study, we found no association between IL-18 polymorphisms and a
higher risk of renal cancer. However, as in other studies [18,30], these polymorphisms
were correlated with more advanced cancer stages. IL-18 promoter polymorphisms have
been associated with other cancers, including prostate and colorectal carcinomas [31,32],
although other authors found no association between IL-18 polymorphisms and cancer
risk [33,34]. Our findings support the recent suggestion that the pleiotropic cytokine IL-

18 can exert both anticancerous and procancerous activities [23]. In fact, [L-18 activities
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are influenced by the tumor microenvironment. So, IL-18 could exert its antitumor
activity by augmenting IFN-y production particularly in the presence of IL-12 [35].
However, recent data also suggest a procancerous activity for this multifunctional
cytokine under certain conditions depending on the tumor immune response at different
tumor sites and probable genetic background [8,36]. According to our patient group with
RCCs, IL-18 polymorphisms do not appear to be associated with renal cell cancer
susceptibility. However, once the tumor appears, high productive IL-18 polymorphism
promotes more advanced tumor grade, stage, etc. These results may be explained by the

fact that IL-18 induce the production of angiogenic and growth factors [21,37].

We found that a genotype related to higher production of IL-18 is associated with larger
size and pT stage of the tumor. It is demonstrated that IL-18 activates HIF [21] and
vascular endothelial growth factor [37], and it can activate angiogenesis in tumor nests
[23]. Therefore, IL-18 polymorphisms that increase its production would increase
angiogenesis and provide adequate nutrients to transformed cells, promoting larger
tumors and more advanced Pt stage. IL-18 is also correlated with the progression of the
disease. High-production polymorphisms in IL-18 are associated with dedifferentiation
of tumor cells, leading to a more advanced tumor grade and stage grouping. Elevated IL-
18 expression was found to be correlated with the malignancy of skin cancers [15] and
with the progression of breast cancer [18]. Therefore, IL-18 can directly promote

proliferation by regulating proliferation stimulators.

IL-18 was recently implicated in the migration of lung cancer [38] and human melanoma
cell lines through the generation of region of interest and the mitogen-activated protein
kinase pathway [39]. Proinflammatory cytokines also induce adhesion receptors of
endothelial cells for cancer cell attachment [40], which is necessary for blood-borne
metastasis. In the present study, polymorphisms related to IL-18 production were
associated with the development of metastasis and lymph node involvement.
Nevertheless, metastasis is a highly complex process that may involve numerous genes.
This adds further complexity to the analysis of a specific polymorphism, as each
individual gene is likely to contribute only moderately to the risk [41]. This may explain
the low correlation found in this study, in which IL-18 production only plays a minor

role.
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The association between overall survival and IL-18-607 polymorphism was also
analyzed. Because the median survival (50% mortality) was not achieved, we cannot
confirm or rule out the statistical influence of this variable as a prognostic factor.
Although polymorphisms related to IL-18 production were strongly correlated with more
advanced stages of renal cell carcinoma, explaining the tendency to an association with
death risk [p = 0.083], Cox analyses revealed that IL-18 polymorphisms are not
independent survival factors. IL-18-137 polymorphism did not influence risk of death in
our analyzed patients. We propose that the influence of IL-18-607 polymorphism is
more significant than that of IL-18-137, promoting higher-risk phenotypes, as also

reported in nasopharyngeal carcinoma [32].
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Fig. 1. Kaplan-Meier overall survival estimate according to IL-18-607 polymorphism.

Differences between curves was evaluated by means of the long-rank test (p).

Table 5

Multivariate analysis of overall survival in RCC

-

Variable B SE Wald df p Exp(B)
MNuclear grade 1.377 0.611 5.081 1 0.024 3.962
Stage group 1.587 0437 13.177 1 0.000 4.391
IL18-137 —1.833 1.022 3.216 1 0.073 0.160
IL18 -607 0.304 0.446 0.466 1 0.495 1.356
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In conclusion, this study found that IL-18 promoter production polymorphisms affect
RCC progression and prognosis. IL-18 strongly correlates with higher tumor size, grade
and stage, lymph node involvement, distant metastasis, and nonsurvival. These data
might contribute to clarifying the mechanisms underlying RCC development and
progression. Further research is required to confirm these findings, studying larger
patient groups and including other potential functional genetic polymorphisms involved
in innate immunity and chronic inflammation. Additional studies could help to identify
specific therapies against tumors based on the knowledge of patient genotype. In the
case of patients with high productive IL-18 polymorphism genotypes, treatment with
pharmacologic inhibitors of the HIF and vascular endothelial growth factor targets could

prove effective as a cancer therapy [42].
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Abstract

Purpose: Vascular endothelial growth factor (VEGF) plays a central role in promoting
angiogenesis and is over-expressed in renal cell cancer (RCC). Published data on the
association between polymorphisms of vascular endothelial growth factor (e.g., -
2578C/A [1s699947], -460T/C [rs833061], +405C/G [rs2010 963], and +936C/T
[rs3025039]) and the risk of renal cell carcinoma are ambiguous and controversial. The
aim of this investigation was to investigate this relationship in a series of Caucasian
Spanish patients.

Materials and methods: A case-control study was performed with 216 cases and 280
controls, genotyping subjects for VEGF polymorphisms using the predesigned TagMan
single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping assay (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). The combined effect of the four gene polymorphisms on overall
survival was studied by haplotype analysis.

Results: The overall results suggest that polymorphisms or haplotypes in the VEGF gene
do not modify the risk of RCC. We were unable to replicate the association of the -
460T/C (rs833061) polymorphism with renal cancer risk. Data were also gathered on
clinical-pathological results, tumor size, clinical stage, histological grade, and survival.
Conclusions: According to our analysis of their contribution to prognostic factors, VEGF
polymorphisms do not appear to exert a significant influence on RCC progression or
prognosis. This finding might be explained by the tumor biology and pathogenesis of
clear cell RCC. Additional studies with larger sample sizes are needed in different ethnic

groups to further assess this association.

1. Introduction

Angiogenesis is a relatively early event in carcinogenesis [1]. Newly formed blood
vessels are formed from endothelial precursors and play a key role in cancer growth,
dispose of the metabolic waste products of tumor cells, supply the tumor with nutrients
and oxygen, generate paracrine stimuli, and provide potential routes for tumor
progression and metastasis [2]. Angiogenesis is regulated by various growth factors, and
a critical role is played by the vascular endothelial growth factor (VEGF or VEGF-A), a
soluble 3446 kDa heparin-binding glycoprotein dimmer. It specifically binds to
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different VEGF receptors (VEGFRs) that belong to the tyrosine-kinase family of
receptors on endothelial cells and initiate intracellular signal transduction pathways
mediating angiogenesis and vascular permeability [3]. Several experiments found
increased VEGF expression to be associated with tumor growth and metastasis, whereas
the inhibition of VEGF signaling suppressed tumor-induced angiogenesis and tumor
growth [4]. The gene encoding VEGF is located on chromosome 6 and comprises a 14-
kb coding region with 8 exons and 7 introns [5]. At least five different isoforms of
VEGF are generated by alternative splicing of the VEGF gene [4]. VEGF production has
been identified in numerous cells, including macrophages, keratinocytes,
megakaryocytes, T cells, smooth muscle cells, basophiles, fibroblasts, mast cells, and
neutrophils, and VEGF is expressed in brain, kidney, liver, and spleen, among other
tissues [6]. VEGF gene expression is regulated by various effectors, including
lipopolysaccharides (LPS), cytokines (e.g., IL-6), hormones (e.g., luteotrophic
hormone), and growth factors (PDGF, EGF) as well as by hypoxia [4].

The VEGF is a highly polymorphic gene, and a number of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) have been reported [7]. Polymorphisms in its promoter region
(loci -2578C/A [1s699947] and -460T/C [rs833061]), 5 -untranslated region (+405C/G
[rs2010963]), and 3 -untranslated region (+936C/T [rs3025039]) have been associated
with different levels of VEGF expression [8—10]. VEGF SNPs have been implicated in
the risk or prognosis of several types of tumors, including cancers of the colon, breast,

and prostate, among others [11-13].

VEGF expression is overexpressed in renal cell carcinoma (RCC) in comparison to
normal renal tissue [14]. Therapeutic targeting of VEGF (VEGF ligand-binding antibody
(bevacizumab) and VEGFR (sunitinib, sorafenib, and pazopanib) in RCC has a strong
biological rationale and has shown preliminary clinical efficacy [15]. Given the possible
influence of VEGF levels on the effectiveness of therapies, it is of interest to evaluate
VEGF polymorphisms and clinical parameters in RCC patients in relation to their
response to treatment. Several studies of VEGF polymorphisms and RCC have been
carried out in different ethnic groups. One study of VEGF polymorphisms in a Japanese
population concluded that some VEGF genotypes may have effects on RCC progression
or prognosis, possibly through altered VEGF expression [16], while another suggested
that three of the polymorphisms in the 3 -UTR VEGF gene are not associated with RCC
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risk or clinical parameters [17]. However, the study of a small Caucasian population
indicated that VEGF-460 polymorphism is a risk factor for renal cancer [18]. In
summary, previous studies in RCC had smaller sample sizes and their findings have been
contradictory, supporting the relevance of the present data, which are based on a wider
series. We included VEGF polymorphisms that have proven to have biological
significance and are associated with the risk of developing other cancers or diseases. The
objective of this case-control study was to investigate the possible role and associations
of functional polymorphisms in the VEGF gene in a cohort of 216 Spanish Caucasian
patients with RCC.

2. Materials and methods

2.1. Study population

The study included 216 patients diagnosed with RCC at the Department of Urology of
Virgen de las Nieves Hospital between 1997 and 2010. All patients had undergone
radical or partial nephrectomy. The mean age was 61.52 years (range, 14-89 years).
Clinicopathological characteristics are shown in Table 1. Two consulting pathologists
retrospectively and independently reviewed the hematoxylin and eosin—stained tissue
slides according to the World Health Association classification. The Fuhrman scale was
used to assess nuclear grade. Tumor stage was assigned according to the 2002 TNM
classification. The 5-year survival rate was 95% in patients with localized cancer (T1-2
NOMO), 80% in patients with locally advanced stage (T3NO-1M1), and 40% in patients
with metastatic cancer (T1-2 N2 or MI). Patients were actively followed up from
diagnosis to December 2010. Cancer characteristics were gathered according to the
University of California—Los Angeles (UCLA) integrating staging system (UISS), which
includes TNM stage, histological grade (Fuhrman), and performance status (ECOG) as
prognostic factors. Only the first two parameters were assessed, because a performance
status higher than zero was found in only a very low percentage of patients and was not
deemed relevant for the statistical analysis [19]. No other risk factors for an adverse
prognosis were evaluated. The control group comprised 280 healthy blood donors from
the Spanish Bone Marrow Donor Registry, with a mean age of 45 years (+2.75). The
discrepancy in age between patients and controls is not a relevant issue given the low

frequency of this tumor in Spain (9 cases/100,000 males and 4 cases/100,000 females),
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similar to that in other countries. We therefore do not believe that our results would have

been influenced by this factor.

Control samples were collected between 2005 and 2006. All patients and controls were
Caucasian and of Spanish origin, and all of them signed informed consent to participate

in this study, which was approved by the ethics committee of our hospital.

Table 1
Clinicopathologic characteristics of renal cell carcinoma patients.
Age, yr Median (range) 61.52 (14=-89)
Gender (%) Male 126 (58.3)
Female a0 (41.7)
Median (range) 6.91 (1=20)
Tumour size (¥) b 112 (51.85)
>6 101 {46.75)
Unkmown 3(1.4)
pT1 109 (50.7)
Tumour stage () pT2 46 (21.4)
pT3 53 (24.7)
pT4 7(3.3)
Gl 27 (125)
Tumour grade (%) G2 108 (50)
G3-4 68 (31.5)
Unknown 13 (6.0)
Metastasis (%) Negative 161 (74.5)
Positive 55 (255)
1 108 (50)
Stage (%) 1l 40 (18.5)
1 36 (16.7)
v 32 (14.8)
Clear-cell carcinoma 161 (74.53)
Papillary renal cell carcinoma 36 (16.67)
Histopathology (%) Chromophobe cell carcinoma 2(3.7)
Mix carcinoma 1 (0.46)
Unknown 10 (4.64)

2.2. Blood samples and genotyping

Total genomic DNA was isolated from peripheral blood of renal cancer patients and
healthy controls using the QlAamp DNA Mini kit. The genotyping of the four VEGF
polymorphisms was performed by using predesigned TagMan SNP Genotyping Assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA). The Assays-on-Demand SNP genotyping kit
was used for the PCR reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA). The genotype of
each sample was automatically attributed by measuring the allelic specific fluorescence

on the 7500 PCR-REAL TIME Sequence Detection System using SDS 2.2.1 software
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for allelic discrimination (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). SNP
amplification assays were used according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 10
ng of sample DNA (1 pl) were placed in 4 pl of reaction solution containing: 2.5 pl of
the 2 x TagMan Universal PCR Mix (Applied Biosystems), 0.25 pl of predeveloped
assay reagent from the SNP genotyping product (20x) (Applied Biosystems) containing
two primers and twoMGB-Tagman probes, and 1.25 pl of distilled water. Reaction
conditions of the PCR were: preincubation at 50 °C for 2 min and at 95 °C for 10 min,
followed by 40 cycles of 95 °C, 15 s; 60 °C, 1 min. The following SNPs were typed:
VEGF -2578C > A (rs699947), -460T > C (rs833061), +405C > G (rs2010 963), and
+936C > T (rs3025039). In order to ensure quality in the genotyping, each DNA used
was replicated in each plate. The results in both controls and patients were obtained after

applying this technique, and all were analyzed at the same time.

2.3. Statistical analysis

SNP allele frequencies were tested against departure from Hardy—Weinberg equilibrium
(HWE) before the analysis. Genotype frequencies were compared by using the Pearson
chi-square test for 2 x 2 tables or Fisher’s exact test when the expected frequency value
was <5. Patients were classified in a dichotomous manner for each of the following
clinical parameters: tumor diameter, nuclear grade, tumor stage, stage grouping, and
survival. The distribution of polymorphisms was studied as a function of each parameter
by analyzing genotype group and allele frequency. Odds ratios (ORs) and p values were
also calculated. P < 0.05 was considered significant. The SPSS version 15.0 software

package (SPSS Inc., Chicago, IL) was used for analyses.

Haploview software (available at http://www.broad.mit.edu/ mpg/haploview) was used

for the haplotype analysis and to determine the deviation from HWE of the VEGF
polymorphisms, the pairwise linkage disequilibrium (LD), and the haplotype frequencies
and blocks. The power of the study to detect the effect of a polymorphism on disease
susceptibility was estimated by means of Granmo 5.0 software (IMIM, Barcelona,
Spain) as z-alfa = 1.96 and OR = 2, based on frequencies and homozygous genotypes for
the germinal alleles in the general population of southern Spain. The power of allele G in
the SNP + 405, allele T in the SNP - 460, allele C in the SNP - 2578, and allele T in the
SNP + 936 was 0.99 in all cases. The predictive power of the genotypes (GG vs. CG +
CC) for SNP + 405, (TT vs. CT + CC) for SNP - 460, (CC vs. CA + AA) for SNP -
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2578, and (CC vs. CT + TT) for SNP + 936 were 0.98, 0.98, 0.97, and 0.98,

respectively.

3. Results

3.1. VEGF genotypes and cancer risk

The study included 216 patients recently diagnosed with RCC and 280 blood donors
(controls). Table 2 shows the genotype and allelic distributions of the polymorphisms in
cases and controls with the estimated ORs. On occasions, polymorphisms could not be
genotyped because of PCR amplification problems, explaining discrepancies in the
numbers of cases and controls for some polymorphisms. As shown in Table 2, similar
frequencies in the distribution of VEGF +405C > G (1s2010963), -460T > C (rs833061),
-2578C > A (rs699947), and +936C > T (rs3025039) polymorphisms were found
between healthy controls and RCC patients (p=0.748, p=0.835, p=0.627, and p=0.432,
respectively, for genotyping frequencies and p=0.612, p=0.55, p=0.342, and p=0.634,
respectively, for allelic frequencies). VEGF genotypes were grouped (-2578 AA vs. [AC
+ CC] or CC vs. [AC + AA], -460 TT vs. [TC + CC] or CC vs. [TC + TT], +405 CC vs.
[CG + GG] or GG vs. [CG + CC] and +936 CC vs. [CT + TT] or TT vs. [CT + CC]) for
comparison between RCC and control patients, and no significant association with
cancer risk was detected (data not shown). SNP genotypes were tested for departures
from HWE in controls and all SNPs were in HWE (data not shown). We found no

association between RCC and any of the four individual SNPs.

LD values of VEGF polymorphisms at loci -2578, -460, +405, +936 are depicted in Fig
1. Strong LDs were found between loci -2578 and -460 (D' = 0.99 r* = 0.97), between
loci -2578 and +405 (D' = 0.82 r* = 0.27), and between loci +405 and -460 (D' = 0.82
r’=0.28). However, linkages of VEGF +936 SNP with the other SNPs were weak (D 0 <
0.5). Four haplotypes were found for the three SNPs in higher pairwise linkage
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Table 2
Associations of VEGF genotypes with tumour risk
VEGF polymorphisms RCC patients (216) (%) Healthy controls (280) (%) i Odds ratio (95% CI) r
Genotype
cc 20(9.3) 32 (11.5) 1.288 (0.63-2.396) 0.26
+405 (C/G) G 93 (435) 118 (42.3) 0.748 1.00 (reference)
GG 101 (47.2) 129 (46.2) 0.982 (0.676-1.429) 05
Allele
c 133 (31.1) 182 (32.6) 1.072 (0.819-1404) 0612
G 295 (68.9) 376 (67.4)
Genotype
cc 49 (22.7) 58 (22.8) 0.941 (0.500-1.481) 0.442
—460 (CJT) cT 111 (51.4) 138 (50.5) 0.835 1.00 (reference)
T 56 (25.9) 77 (28.2) 0.912 (0.597-1.393) 0376
Allele
c 209 (48.4) 254 (46,6) 1.078 (0.838-1.387) 055
T 223 (51.6) 292 (53.4)
Cenotype
AA 48 (222) 53 (19.5) 0.876 (0.553-1387) 0327
—2578 (A|C) AC 114 (52.8) 142 (52.2) 0.627 1.00 (reference)
cc 54 (25) 77 (28.3) 0.882 (0.577-1.348) 0319
Allele
A 210 (48.6) 248 (45.6) 1.130 (D.878-1.454) 0342
C 222 (514) 296 (54.4)
Genotype
cc 156 (72.6) 200 (71.4) 1.030 (0.689-1.539) 0.483
+036 (CJT) cT 57 (265) 73 (26.1) 0.432 1.00 (reference)
T 2(0.9) 7(2.5) 0.354 (0.071-1.766) 0229
Allele
C 369 (85.8) 473 (84.5) 1.089 (0.766-1.548) 0.634
T 61(142) 87 (15.5)

Cl = confidence interval.
# %2 test or Fisher's exact test.

disequilibrium (VEGF -2578/-460/+405). The frequencies of haplotypes at loci -2578/ -
460/+405 were 44% (ACC), 29.2% (CTC), 23.6% (CTG), and 3.2% (ACC). Given that
a haplotype frequency <5% was not considered relevant, the haplotype analyses for the -
2578/-460/+405 did not provide evidence of an association with RCC risk (Fig. 1) or any
clinical parameter studied (tumor size, stage, grade, metastasis, or stage grouping) (data

not shown).

3.2. VEGF polymorphisms and tumor characteristics

We found no association of VEGF +405, -460, -2578, or +936 polymorphisms with age
(p=0.741, p=0.855, p=0.709, or p=0.329, respectively) or gender (p=0.402, p=0.422,
p=0.620, p=0.222). The association of VEGF genotypes with tumor characteristics is
shown in Table 3. The genotyping frequency of VEGF +405, -460, -2578, or +936
polymorphisms was not associated with tumor size (p=0.639, p=0.635, p=0.146,
p=0.396), tumor stage (p=0.735, p=0.211, p=0.257, p=0.367), nuclear grade (p=0.318,
p=0.451, p=0.762, p=0.471), metastasis (p=0.21, p=0.221, p=0.287, p=0.703), or stage
grouping (p=0.603, p=0.118, p=0.236, p=0.361).
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Haplotype Frequency Chi Square F Value
(-25T8/-460+405) (%)
ACG 44 2.87 0.0902
CTC 29.2 0.178 0.6727
CTG 236 2.308 0.1287
ACC 3.2 6.602 0.0102

Fig. 1. Haplotype analyses for the VEGF polymorphisms (—2578/—460(+405). The
top figure shows LD patterns of VEGF 4 SNPs estimated as D. There was strong LD
between SNPs —2578C>A (rs699947) and —460 T/C (rs833061). Haplotype
frequencies and haplotype association analyses were estimated by the Haploview
program as shown in the table.

Table 3

Associations of VEGF polymorphisms with tumaor size, tumor stage, tumor grade, metastasis and stage grouping.
VEGF polymorphisms TUMOR SIZE TUMOR STAGE TUMOR GRADE METASTASIS STAGE GROUPING

(£6->6) p* (PT1/PT2-PT4) p* (G1)G2-G4) p* [NEGATIVE(POSITIVE) p* (- p*

+405 (C)G) 0.639 0.735 0318 0210 0603
+405C [CC/CG+ GG) 0.352 0493 0.882 0221 0206
+405G (CC+ CGIGG) 0.505 0.566 0.107 0.192 0.593
—460 (C[T) 0.635 0211 0.451 0221 0188
—460C (CC/CT +TT) 0.142 0.184 0.622 067 0.219
—460T (CC + CT[TT) 041 065 03564 0233 052
—2578 (AJC) 0.146 0257 0.762 0.287 0236
—257BA (AAJAC + CC) o1 0183 0.710 0.90 0.216
—2578C (AA+ ACICC) 0.56 036 0.604 0.262 o7
+836 (C[T) 0.396 0367 0471 0.703 0361
+936 (CC/CT+TT) 0273 0.254 0270 0.553 0.247
+936 (CC+ CT[TT) 0.426 0534 0.594 0.562 0483

Cl = confidence interval.
4 %2 test or Fisher's exact test.

3.3. VEGF polymorphisms and cancer survival
We studied the influence of each variable on survival. A total of 38 patients died of
cancer-related causes during the study period, and 35 patients died of cancer-related

causes during the follow-up period (median follow-up of 50.09 months; range, 0—158

months). As shown in Table 4, no association was found between the genotyping

137



Resultados

frequency of VEGF +405, -460, -2578, or + 936 polymorphisms and overall survival
(p=0.902, p =0.964, p=0.872, p=0.32, respectively) (Table 4).

4. Discussion

VEGF, a growth factor that regulates angiogenesis, is known to play a central role and
serve as an important prognostic factor in cancers of the colorectum and breast [11,12].
In clear cell RCC, VEGF and its related pathway elements drive tumor angiogenesis,
and inhibition of VEGF has been pursued as a therapeutic target [15]. There is strong
evidence of von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor gene inactivation leading to
VEGF overexpression in the majority of clear cell RCC tumors [4], and the vast majority
of fresh frozen tumor samples have demonstrated VEGF overexpression [20].
Furthermore, several studies in RCC have reported that VEGF expression is significantly
and positively correlated with tumor size, tumor stage, and nuclear grade [21,22].
Jacobsen et al. showed that serum VEGF was significantly associated with tumor stage,

grade, and adverse survival in patients with RCC [21].

Table 4

Survive analysis.
VEGF polymorphisms Log rank (Mantel=Cox)
+405 (C|C) 0.502
+405C [(CCJCG + GG) 0.869
+405C [CC + CGJGG) 0.651
—460 (C[T) 09654
—460C (CCICT + TT) 0.800
—460T (CC + CT[TT) 0.929
—2578 (AJC) 0.872
—257BA [AAJAC + CC) 0.662
=25T78C (AA+ ACICC) 0.885
+936 (CT) 0.320
+936 (CC/CT +TT) 0.4389
+936 (CC + CT/TT) 0.149

The VEGEF gene is highly polymorphic [7]. Numerous studies on cancer have focused on
the polymorphisms examined in the present investigation because of their role in the
production of this cytokine. Results of the few studies on the association of VEGF SNPs
with the characteristics or survival of RCC patients have been controversial, and there
has been no previous Spanish case-control study exploring this relationship. We found

no significant differences in allele or genotype frequencies or in haplotype distributions
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between RCC patients and controls, suggesting that the genotypes examined do not
contribute to renal cancer. In the present study, the -460 polymorphism did not modify
the risk of RCC development, in disagreement with the report by Bruyere et al. in
another series of Caucasians with RCC [18]. However, in our larger sample of patients,
the genotype distribution in cases and controls did not significantly deviate from the
HWE, whereas Bruyere et al., who reported a strong association between polymorphism
-460 T/ C (rs833061) and RCC risk, found a significant Hardy—Weinberg
disequilibrium. The deviation might indicate a genotyping assay problem because they
used polymerase chain reaction—restriction fragment length polymorphism analysis for
genotyping, which is reported to have poor accuracy and reproducibility [23]. The
comparative strengths of the present study include the ethnic homogeneity of the study
population and the large number of cases. Our genotyping results are in agreement with
findings in other series of controls in Spanish populations [24,25], and the identified
haplotypes and their frequency are similar to findings in another Caucasian population

[26].

Polymorphisms in the VEGF gene have been associated with a number of different
characteristics of cancer. In general, the impact of these polymorphisms varies according
to the ethnicity and type of cancer [27,11]. None of the single polymorphisms (VEGF -
2578, -460, +405, or +936) or haplotypes were significantly associated with the risk of
prostate cancer, breast cancer, or gastric cancer [13,28,29]. Different results between
ethnic groups have also been reported for RCC, finding CA and CA + AA genotypes of -
2578C/A to be weakly associated with less frequent lymph node metastasis and
significantly associated with favorable cancer-specific survival in a Japanese population
[16] but not in a Caucasian population, although the latter comprised only 51 cases [18].
In our Caucasian population, no correlation was found with any VEGF genotype or

haplotype.

Therefore, we conclude that the VEGF polymorphisms studied here are not associated
with the risk of RCC or the behavior of this cancer. Given the importance that VEGF
proteins appear to have in the generation and preservation of tumor vasculature and their
special relevance in RCC, with the overexpression of VEGF in most tumor samples, it
may seem surprising that none of the studied polymorphisms modified the risk or

clinical course of RCC. However, the influence that the polymorphisms can have on
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VEGF expression in tumor tissue may be changed by the biology of RCC itself. In this
cancer, an abnormal pVHL function would constitutively induce a permanent
dysregulation of HIF-a, a positive regulator of the transcription of hypoxia-inducible
genes, including VEGF [4]. This biallelic VHL gene inactivation, observed in clear cell
RCC, would explain the overexpression of this cytokine (at least in the tumor tissue) in
the majority of clear cell RCCs (which represented 74.53% of our series), regardless of
genetic variations. Therefore, we favor the hypothesis that the VEGF gene is not
regulated normally in clear cell RCC and that the overproduction of this cytokine results
from upregulation produced by the permanent expression of HIF-a in clear cell RCC,

overriding the possible effect of genetic polymorphisms on VEGF gene expression.

In conclusion, according to our analysis of their contribution to prognostic factors,
VEGF polymorphisms do not appear to exert a significant influence on RCC progression
or prognosis, at least in the Spanish population. However, because VEGF is highly
polymorphic, we cannot rule out the possibility that other VEGF polymorphisms might
contribute to disease susceptibility. The statistical power of our study is sufficient to
conclude that the VEGF polymorphisms analyzed are not likely to be associated with
RCC risk in this the Spanish population. However, because of the small sample size of
the stratified patient groups, the association of these polymorphisms with some
clinicopathological RCC features cannot be ruled out. For this reason, further
genotyping studies are warranted in a larger number of patients and controls, stratified
by ethnicity, gender, etiology, and tumor location, in order to fully elucidate the
relationship of VEGF polymorphisms with RCC risk and clinicopathological

characteristics of the disease.
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Otros polimorfismos analizados en cancer renal

En este apartado se incluyen otros polimorfismos analizados para su posible asociacion
con riesgo y progresion en el cancer renal. Corresponden a resultados no publicados o
recogidos en la revision (Sdenz Lopez et al. 2009) que no hemos considerado en esta
tesis. Los polimorfismos estdn relacionados con genes y moléculas claves en el
desarrollo y regulacion de las respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. En
la tabla se recogen los resultados negativos que se obtuvieron en cancer renal, y que en
algunos casos los diferencian de los obtenidos por nuestro grupo en otros tumores
urologicos que se han estudiado (Saenz Lopez et al. 2008; Guirado et al.2012). Las
diferencias en el nimero de casos/controles incluidos en cada polimorfismo
corresponden en realidad a las diferentes etapas en las que estos estudios fueron llevados
a cabo. Los polimorfismos analizados fueron los siguientes: IL4-590 C/T (rs2243250),
TNF-A -308 A/G (rs1800629), RANTES-403 G/A (rs2107538), IL1A -889 C/T
(rs1800587), MCP-1 2518 G/A (rs1024611), NOD2 A/G (rs9302752), RIPK2 A/T
(rs42490), TOLR2 A/G (rs5743708), TOLR3 C/T (rs3775291), TOLR3 A/T
(rs5743305), TOLR7 A/T (rs179008), TOLR7 G/T (rs2302267), TOLR8 A/G
(rs5744082), TOLR8 A/G (rs3764880)TOLR-9 C/T (rs352140), TOLR10 T/C
(rs412009), TOLR10 T/G (rs 11096955), CD16A (FcyRIlla*559 A /C), (rs396991),
CD32A (FcyRIIa*519 A/ G) (rs1801274), IL23R A/G (rs11209026), FAS-13377 A/G
(rs2234767), FASL-844 C/T (rs 763110), IL-28B ( rs12979860).

Resultados

El estudio de todos los polimorfismos no reveld asociacion con riesgo de padecer cancer
de rifion. En la tabla 1-4 se muestra un resumen del estudio para el riesgo de padecer
cancer renal de los polimorfismos estudiados. Los resultados de los polimorfismos de las
moléculas implicadas en respuesta de la inmunidad innata (TNF, IL-1) y adaptativa
(CTLA4), quimiocinas quimioatrayentes (RANTES, MCP-1) y respuesta Th2 (IL-4)
estan publicados en el trabajo anteriormente citado (Sdenz Lopez P et al. 2009). Hemos
realizado agrupaciones de los diferentes genotipos de cada polimorfismo y tampoco
hemos encontrado ninguna asociacién con riesgo ni con ninguno de las caracteristicas

clinicopatologicas (sexo, edad, estadio, el tamafio del tumor y el grado nuclear). No se
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vio ninguna asociaciébn entre la progresion tumoral y supervivencia con los

polimorfismos estudiados.

Citoquinas GENOTIPO Control Casos P*
Respuesta inmunidad innata

AA 52(28%) 44 (28.8%)

RIPK-2 AT 99(53.2%) 79(51.6%) 0957
TT 35(18.8%) 30(19.6%)
GG 132 (47.1%) 122 (56.7%)

NOD-2 AG 126 (45%) 83 (38.6%) 0.71
AA 22(7.9%) 10 (4.7%)
cC 9%(51.3%) 78(51%)

0-28B CT 70 (36.6%) 61(39.9%) 0.640
TT 23 (12%) 14(9.2%)

Tabla 1: los polimorfismos estudiados de quimiocinas de la respuesta de la inmunidad innata.

Ciitoquinas GENOTIPO CONTROL CASOS P*
Receptores Fc

cC 19(9.9%) 22 (14.5%)

CD16A CA 105 (55%) 77 (50.7%) 0417
AA 67(35.1%) 53 (34.9%)
AA 54(28.2%) 44(29.2%)

CD32A AG 88 (45.8%) 76 (50.3%) 0478
GG 50 (26%) 31(20.5%)

Tabla 2: los polimorfismos estudiados de receptores de patogen Fc
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Citoquinas CONTROL CASOS P*
Receptores de patdgenos/stress celular
TOLR2 AG 4(2.1%) 6 (3.9%) 0.350
GG 187 (97.9%) 147 (96.1%)
TT 19(9.9%) 13 (8.7%)
TOLR3 TC 75(39.1%) 63 (42%) 0.833
cC 98 (51%) 74 (49.3%)
AA 29(15.2%) 21(14.1%)
TOLR3 AT 92 (48.2%) 71 (47.7%) 0.937
TT 70(36.6%) 57 (38.3%)
AA 138(719 102 (68.5%)
TOLR7 AT 27(14.1%) 19(12.8%) 0.494
TT 27(14.1%) 28(18.8%)
GG+GT 11(5.9%) 9(6%)
*TOLR7 1
TT 175 (94.1%) 141 (94%)
TT 110 (57.9%) 94 (63.1%)
TOLRS TC 40(21.1%) 21(14.1%) 0254
cC 40(21.1%) 34(22.8%)
CT 145 (75.5%) 111 (75.5%)
TOLRS 1
TT 47(24.5%) 36(24.5%)
AA 96 (50%) 77 (52%)
TOLR10 AG 81(42.2%) 55(37.2%) 0.492
GG 15 (7.8%) 16(10.8%)
TT 54 (28.1%) 43(29.1%)
TOLR10 TG 99(51.6%) 68(15.9%) 0.501
GG 39(20.3%) 37(25%)

Tabla 3: los polimorfismos estudiados de receptores de patdgenos y stress celular.*El test

estadistico utilizado fue la chi-cuadrado de Pearson o Fisher, segin criterio de

aplicabilidad. Para poder utilizar Ficher se tuvo que agrupar las categorias de algunas

variables.
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Citoquinas GENOTIPO CONTROL CASOS | o
Respuesta TH17
AAIAG 23 (10.8%) 13(8.5%)
*+1.23R GG 189 (89.2%) 140 (91.5%) 0.430
Regulacion negativa de la activacidn de linfocitos T y apoptosis
AAHAG 29(16.9%) 27(23.5%)
*FAS-1377 GG 143 (83.1%) 88 (76.5%) 0.174
cC 58(33%) 18 (41.4%)
FASI.-844 CT 78(44.83%) 49(42.2%) 0.302
TT 38(21.8%) 19(16.4%)
PTPN22 AG 19(9.9%) 11(7.2%) 0.478
GG 172(90.1%) 142 (92.8%)

Tabla 4: los polimorfismos estudiados de la respuesta TH17 y reguladores negativos
de la activacion de linfocitos T y apoptosis.. *El test estadistico utilizado fue la chi-

cuadrado de Pearson o Fisher, segin criterio de aplicabilidad. Para poder utilizar

Ficher se tuvo que agrupar las categorias de algunas variables.
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desarrollo neoplasico es un proceso muy complejo que implica la apariciéon de
multiples mutaciones en el genoma de las células. Entre los factores que influyen en la
alta tasa de mutagenicidad estan los defectos en la maquinaria de reparacion de errores
en la replicacion del ADN. Estos defectos constituyen el motor de la progresion tumoral
y son los responsables de la enorme heterogeneidad genética que se puede observar
intratumoralmente en las distintas fases o etapas del tumor, que influye en la resistencia
al tratamiento farmacologico y dificulta el disefio de estrategias terapéuticas contra el
cancer. Particularmente, en el céncer renal se ha podido demostrar la enorme
complejidad de variantes celulares que pueden observarse intratumoralmente (Gerlinger
et al. 2012). Es evidente que muchas de las alteraciones genéticas conducen a la
activacion de los oncogenes y a la eliminacion de las defensas intratumorales mediadas
por las proteinas codificadas por los genes supresores del tumor. Sin embargo, como se
ha admitido recientemente, la progresion del cancer en un huésped inmunocompetente
requiere, ademas, de la inactivacion de las respuestas inmunitarias protectoras. Se ha
observado en varios experimentos con ratones deficientes en genes clave de la
inmunidad que los tumores que se desarrollan en estos animales tienen un fenotipo
inmunogénico claramente distinto de los tumores desarrollados en animales
inmunocompetentes en donde, con frecuencia, la interaccién con el sistema inmunitario
deja una huella conocida y admitida hoy como “inmunoediciéon” (Schreiber et al. 2011).
Nuestro grupo ya habia descrito como determinadas mutaciones (marcas genéticas)
observadas en células de distintos tipos de tumores sélo pueden interpretarse por su
representatividad en el tejido tumoral, en un contexto de inmunoselecion. En este
modelo, la progresion tumoral transcurriria siguiendo un modelo darwiniano mediante el
cual, se seleccionarian clonas débilmente inmunogénicas. El reconocimiento de este
papel protector que puede ejercer la respuesta inmunolédgica ha recibido hoy en dia un
enorme respaldo al constatarse que el patron de respuesta inflamatoria y el tipo de

células involucradas tienen un enorme impacto en el pronostico del paciente.

Paralelamente, el sistema inmunitario puede jugar un papel en fases del desarrollo
neoplasico como elemento favorecedor del cancer. De hecho, es conocido que con
frecuencia los cénceres se desarrollan a partir de una fase de inflamacién cronica
persistente, que ha sido relacionada con el inicio y el desarrollo de varios tipos de
neoplasia. Células de la inmunidad innata, macréfagos y células dendriticas estan

especialmente dotadas de receptores de dafio celular. Estos receptores, tanto de
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membrana como citosolicos, disparan el proceso de inflamacion mediado por el
complejo multimérico denominado inflamasoma. La conexidn entre la inflamacion y el
inicio del proceso carcinogénico estaria relacionada por la activacion prolongada de
estas células de la inmunidad innata que, entre otros factores, producen liberacion de
radicales libres, especies reactivas de nitrégeno y oxigeno altamente toxicas y con
potencial mutagénico (Coussens y Werb 2002, Shacter y Weitzman 2002; Karin 2002;
de Visser et al 2006; Ballkwill et al 2005; Fox et al 2007). Asi mismo, terapias anti-IL1,
anti TNF-a o anti-NF«f, se han mostrado utiles en modelos experimentales para frenar
el desarrollo neopladsico (Luo et al. 2004). Todas estas asociaciones sugieren que la
inflamacion crénica puede estar involucrada en el inicio de la transformacion neoplasica
(el proceso en el que las células son alteradas genéticamente), la promocion (el proceso
en el que un grupo de células son estimuladas para proliferar) y la progresion (el proceso

mediante el cual adquieren un comportamiento mas agresivo € invasivo).

Finalmente, junto a los datos anteriormente expuestos y a los datos epidemioldgicos que
sostienen una estrecha relacion entre inflamacion cronica y cancer, tenemos que tener en
cuenta que el proceso de inflamacion crénica estd regulado genéticamente. Asi, no
resulta sorprendente que ciertos polimorfismos genéticos, situados en los promotores de
citocinas de la inmunidad natural, se hayan encontrado asociados a riesgo de desarrollar
cancer. Por ejemplo, se ha demostrado que polimorfismos de la citocina proinflamatoria
IL1-b se encuentran asociados a riesgo de padecer cancer gastrico (Troost et al. 2003).
TNF-a se ha identificado como el principal factor que contribuye al crecimiento
metastdsico en un modelo murino. También en humanos, estos polimorfismos genéticos
se han asociado a riesgo de mieloma multiple, cancer de vejiga, cancer hepatico

(Mocellin et al. 2005) y prostata (Sdenz-Lopez et al. 2008).

En resumen, en el microambiente tumoral va a existir un delicado balance entre factores
que promueven el desarrollo de la respuesta inflamatoria, favorecedores del desarrollo
neoplasico, factores inhibidores, también producidos por células de la inmunidad innata
o especifica y por ultimo células estromales que tendrian efectos opuestos. Este balance
estd, a su vez, influenciado por factores genéticos (por ejemplo, los polimorfismos

genéticos) que predisponen al desarrollo de respuestas inflamatorias.
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En el presente estudio hemos pretendido abordar estos tres aspectos clave en el
desarrollo tumoral. Nos hemos centrado en el cancer renal, un tumor que, por otra parte,
presenta ciertas caracteristicas genéticas especificas que lo hacen algo distinto a otro tipo
de céncer. Hemos querido analizar cudl es el papel que puede ejercer el sistema
inmunitario desde la perspectiva de lo que hemos venido considerando en esta

introduccion y que esté relacionado con los objetivos de esta tesis:

1. ;/Se puede evidenciar, tras el estudio del tejido en el carcinoma renal, la presencia de
un proceso de inmunoseleccion? ;Cudl seria, en este sentido, el papel las moléculas

HLA en el desarrollo del cancer renal?

Para responder a esta pregunta, hemos analizado la expresion de moléculas HLA en
tejido normal y tumoral. También hemos analizado el impacto del tratamiento
inmunoterapéutico en relacion a la expresion de antigenos HLA.

2. ;Cudl es el papel del infiltrado inflamatorio en el cancer renal?

Se ha caracterizado la composicion del infiltrado inflamatorio (linfocitos y macréfagos)

en una seleccion de pacientes con una distinta evolucion

3. /JExisten factores genéticos asociados a inflamacion que predispongan al cancer

renal?
Para este tercer objetivo, hemos llevado a cabo un estudio de polimorfismos genéticos

implicados en la regulacion de la respuesta inmunitaria y en la inflamacion en relacion a

factores de riesgo y progresion en el cancer renal.
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Expresion de HLLA en tejido normal, tumoral v metastasico en

cancer renal

La transformacion maligna conlleva frecuentemente cambios en la expresion de
antigenos de histocompatibilidad de HLA de clase I y también HLA de clase II. Se cree
que estos cambios juegan un papel relevante en el curso de la enfermedad. Numerosos
estudios han revelado alteraciones que consisten en pérdidas parciales y totales en la
expresion de las moléculas HLA-ABC y que se interpretan en un contexto de
inmunoseleccion mediado por linfocitos T CD8 (Garrido et al. 1993; Garrido et al. 1997;
Seliger 2008; Bernal et al. 2012). Las alteraciones en el fenotipo HLA en la superficie
son complejas y pueden ir desde la pérdida o baja regulacion total de estas moléculas a
la pérdida selectiva de un alelo o haplotipo HLA (D'Urso et al. 1991; Benitez et al. 1998;
Pérez et al. 1999; Brady et al. 2000). La perspectiva de la pérdida o baja regulacion de
la molécula de HLA de clase I en células malignas se basa en la suposicion de que las
moléculas clasicas de HLA de clase I se expresan en todas las células nucleadas, a
excepcion de los tejidos inmunoprivilegiados como, por ejemplo, cerebro, cornea,
higado, testiculos, la matriz del pelo, la matriz proximal de las ufias, la cdmara anterior

del ojo, citotrofoblastos (Campoli y Ferrone 2011).

Contra la creencia practicamente general de que las moléculas HLA de clase I se
expresan en la mayoria de los tejidos normales, algunos estudios revelan diferencias
cuantitativas y cualitativas (locus-especificas) en funcion del tejido analizado (Garcia-
Ruano et al. 2010). Ademas de los tejidos inmunoprevilegiados (Campoli y Ferrone
2011), la molécula de HLA de clase I no siempre se detecta en: adipocitos, condrocitos,
hepatocitos, células del musculo esquelético liso, células epiteliales de las paratiroides,
células pancredticas, conducto biliar, endotelio urotelial, ganglios simpdticos,
melanocitos situados en el nevus benigno y la lamina basal de los melanocitos (Campoli

y Ferrone 2011).

Respecto al carcinoma renal existen una serie de trabajos donde estudiaron la expresion
de HLA en tejido renal normal y tumoral con resultados dispares (Daar et al. 1984;
Singer et al. 1990; Atkins et al. 2004; Ibrahim et al 2003). Nuestros resultados muestran

de forma consistente que la expresion HLA de clase I es practicamente negativa en el
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tejido normal, al menos con las técnica inmunohistoquimica usada. Resulta llamativo,
que dos 6rganos involucrados en la eliminacidon de productos toxicos (xenobidticos)
presentan niveles indetectables de expresion de moléculas HLA. Una posible
explicacion de estos hallazgos, es que la reduccion de expresion de HLA de clase I
evitaria la continua presentacion al sistema inmunitario de antigenos propios

potencialmente modificados por interaccion con los xenobioticos.

Por el contrario, de nuestro estudio se desprende que gran parte de los tejidos tumorales
presentan una alta expresion de moléculas HLA de clase 1. El estudio
inmunohistoquimico que hemos realizado sobre la expresion de HLA en tejido normal y
tumoral proporciona, bajo nuestro punto de vista, datos mas completos que los
publicados hasta el momento. Asi por ejemplo, Daar et al. utilizaron el anticuerpo
monoclonal PA2.6 que detecta la cadena pesada HLA-ABC de la molécula de HLA de
clase I en tejidos normales criopreservados obteniendo una expresion positiva de HLA
de clase I a nivel de los tubulos. Nosotros, por el contrario, s6lo encontramos una escasa
positividad en tejidos normales habiendo utilizado un panel de anticuerpos mas amplio
para la deteccion de la molécula de HLA de clase I. Ibrahim et al. observaron que la
expresion de HLA clase I fue mas evidente en todos los subtipos de cancer renal que en
las células tubulares del tejido normal adyacente, mientras que Atkin et al. encontraron
la misma expresion de HLA de clase I entre el cancer renal y tejido normal. En estos dos
estudios los autores utilizaron solo los anticuerpo anti-B2m y el HC-10, que reconoce el
HLA-BC intracitoplasmatico, pero no detecta las moléculas de HLA de clase I en la
superficie de la célula (Atkins et al. 2004; Ibrahim et al 2003). Dos trabajos mas
recientes (Kitamura et al. 2007 y Yuan et al. 2012) realizaron un estudio de expresion de
HLA en pacientes con cancer renal utilizando s6lo el anticuerpo monoclonal EMRS-5,
observando una baja regulacion (38.3%) en la expresion de HLA de clase I en pacientes
con cancer renal de células claras. Sin embargo este anticuerpo, aunque ha sido validado
en inmunohistoquimica y ampliamente utilizado para investigar la expresion de HLA de
clase I en muchos tipos de canceres humanos (Tsukahara et al, 2006.; Kikuchi et al,

2007), no reconoce la expresion en superficie de las moléculas HLA.

Nuestro estudio incluye tejidos tanto en parafina como muestras criopreservadas. Hemos
analizado tejidos de tumores renales de células claras, crom6fobos y papilar, y utilizado

un amplio panel de anticuerpos monoclonales (frente a HLA-ABC, p2m, HLA-A, HLA-
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B, HLA-BC intracitoplasmatico y HLA de clase II). Observamos diferencias importantes
en el nivel de expresion de moléculas HLA de clase I en los tejidos tumorales, en

comparacion con el tejido renal normal.

La expresion de estas moléculas en el tejido neopldsico, podria interpretarse o en el
contexto de la transformacion celular, o que fuera secundaria a la presencia y liberacion
de citocinas en el microambiente tumoral. Nuestros resultados han puesto de manifiesto
diferencias de transcripciéon notables al comparar los niveles de ARNm especificos en
muestras microdisectadas mediante PCR cuantitativa. Estos resultados confirmaron que la
ausencia de expresion de HLA de clase I en las células tubulares se asociaba a una
reduccion significativa en los niveles de ARNm. Un estudio confirmatorio mas reciente
(Stickel et al. 2011) ha desarrollado un método cuantitativo de analisis molecular para la
comparacion de las cantidades de HLA de 47 muestras de tejido normal, tumor primario y
metastasis en pacientes con cancer renal, usando la degradacion de Edman. Sus resultados
revelaron también un incremento de la produccion de la molécula de HLA de clase I del
tumor primario y metastatico en comparacion con el tejido renal normal. También
observaron una mayor cantidad de moléculas HLA de clase I en las metastasis distantes

en comparacion con las metastasis en ganglios locales.

A la luz de nuestros resultados, tanto en tejido normal autdélogo como en cancer,
concluimos que la transformacion maligna del tejido renal comporta, en contra de lo que
ocurre en otras neoplasias, un notable incremento en la expresion de moléculas HLA

clase I.

En un estudio anterior demostramos que la expresion de HLA de cadena pesada y f2m
se asocid, a su vez, con la expresion de quimiocinas y citocinas proinflamatorias
(Romero et al. 2006). Describimos una mayor expresion de varias quimiocinas (MIP-1-
a, RANTES) y citocinas (TGF-B, VEGF-c, IL-10 y de IFN-y) en el tumor
comparativamente con el tejido normal renal. Particularmente relevante fueron los
resultados referidos a IFN-y, un potente inductor de HLA de clase I en el tejido tumoral.
Sin embargo, aunque el mecanismo exacto del aumento de la expresion de HLA de
clase I en cancer renal no estd aclarado en estos estudios, nosotros favorecemos la
hipdtesis de que existe una expresion constitutiva de HLA de cadena pesada y 2m tras

la transformacion neoplasica, y que el incremento de expresion no seria producto de la

154



Discusion

secrecion local de citoquinas. Para apoyar esta hipdtesis nos basamos en el hecho de que
los patrones de expresion observados son, en general, homogéneos y no focales, ademas
de no encontrarse asociados a una mayor o menor infiltracion inflamatoria (datos no
mostrados). En este sentido, el cancer renal en cuanto a expresion de moléculas HLA
tendria esta particularidad con respecto a la mayoria de tipos de cancer. Llama también
la atencién que, en relacion a alteraciones por pérdida de expresion, el cancer renal
presenta ademas la mas baja incidencia. Cabe destacar que la genética del cRCC es
distinta comparada con otros tipos de tumores. Casi todos los cRCC tienen mutaciones
de inactivacion de origen germinal o somatico en el gen VHL. Estas mutaciones no se
dan en otros tipos de tumores. Se conocen una gran cantidad de protooncogenes que
frecuentemente se encuentran mutados en otros tumores epiteliales adultos, y que no
ocurren frecuentemente en el cRCC. Algunos ejemplos son el gen: RAS, BRAF, TP53,
RB (también conocido como RB1), CDKN2A, PIK3CA, PTEN, EGFR and ERBB2. Por
el contrario, se han descubierto mutaciones en cRCC en genes modificadores de
histonas (Dalgliesh et al. 2010). Interesantemente, entre los factores modificadores de
la cromatina que son reclutados en el promotor HLA por la proteina maestra CIITA se
incluyen las enzimas modificadoras de histonas (Choi NM et al. 2011; Kobayashi KS et
al. 2012). En este sentido, es bien conocido que la metilacion, junto a otros factores
epigenéticos, juega un posible papel en la regulacion de la expresion de HLA. Nuestro
grupo demostrd como alteraciones en el patron de metilacion estaban involucrados en la
expresion constitutiva (Serrano et al. 2001) e inducible en melanomas (Rodriguez et al.
2007). No obstante, si la neoexpresion de moléculas HLA de clase I es secundaria a la
participacion de estos factores oncogénicos del cRCC es algo que necesita de

comprobacion experimental adicional.

La neoexpresion de antigenos HLA de clase I se ha visto también en células pre-
malignas y malignas. Asi, ha sido observada en el nevus displasico (Zeff et al. 1997)
ademas de algunas formas de carcinoma hepatocelular y testicular (Chang et al. 2005;
Campoli et al. 2008). Igualmente, la aparicion de estas moléculas HLA de clase [ y II en
el nevus displasico se ha correlacionado también con el grado de atipia celular y

comporta un riesgo de transformacion a melanoma.

Por otra parte la mayoria de los estudios de expresion HLA en el cancer reportan

alteraciones en la expresion. La pérdida total o selectiva de HLA clase I se ha observado
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en practicamente todos los tipos de cancer. En el primer caso, se ha encontrado en el
90% de los carcinomas de cuello uterino (Keating et al. 1995), el 73% de los carcinomas
de colon (Cabrera et al. 1998), el 88% de los carcinomas de mama (Cabrera et al. 1996),
el 51% de los melanomas (Kageshita et al. 2005), y el 66% de los carcinomas de laringe
(Cabrera et al. 2000). Por otro lado, la pérdida de haplotipo HLA se inform6 en el 48%
de tumores de células escamosas de cabeza y cuello (Feenstra et al. 2000), el 50% de los
carcinomas de cuello uterino (Koopman et al. 2000), el 49% de los carcinomas de
laringe (Maleno et al. 2002), y el 40% de los carcinomas de colon (Maleno et al. 2004).
A diferencia de lo observado en la mayoria de los tumores, el carcinoma renal mostro
una baja frecuencia de pérdida completa en la expresion de HLA de clase I. Del mismo
modo, un estudio previo que se realizo en nuestro laboratorio, confirmo que habia
también una baja frecuencia de perdida haplotipica en cRCC (6.6%) en comparacion con

otros tipos tumoral anteriormente mencionados (Maleno et al. 2004).

Diversos estudios han demostrado la relacion que existe entre la expresion de HLA de
clase I y el pronostico en pacientes con varios tipos de canceres humanos. La mayoria de
estos estudios sugieren que los pacientes con cancer con expresion de HLA de clase I
tienen un mejor prondstico que aquellos con pérdida o reduccion de la expresion de
HLA de clase I, y que la baja regulacion de HLA de clase I podria reflejar el escape de
las células malignas del sistema inmunolégico humano. Sin embargo, éstos datos no son
definitivos dado que otros estudios muestran que la baja regulacion de HLA de clase 1
se correlaciona con fases tempranas del tumor y un mejor prondstico en varios tipos de
tumores malignos humanos, tales como cancer de mama (Gudmundsdottir et al; 2000),
melanoma (Krishnakumar et al.; 2004), cancer de pulmén (Ramnath et al.; 2006), y

cancer de colon (Menon et al.; 2002).

Existen dos estudios en cancer renal que relacionan la expresion del HLA de clase [ y la
progresion del tumor (Kitamura et al. 2007; Yuan et al. 2012). En los dos trabajos, y
como se ha comentado anteriormente, se observo una baja regulacion (38.3%) en la
expresion de HLA de clase I en pacientes con cancer renal de células claras. Mientras
que Yuan J et al. observaron una correlacion significativa entre la baja regulacion de
HLA de clase I y el estadio TNM, la metéstasis de ganglios linfaticos, y el grado
nuclear, Kitamura et al. no observaron ninguna asociacion entre la expresion de HLA de

clase I y los parametros clinico-patologicos de los pacientes. Esta discrepancia podria
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explicarse por el pequefio nimero de pacientes que comprendia el segundo estudio. Sin
embargo, los dos estudios sugieren que la baja expresion de HLA de clase I se asocia
con una menor supervivencia de los pacientes con cancer renal de células claras y que el
HLA de clase I es un factor potencial de prondstico de la supervivencia global. En
nuestro estudio realizado teniendo en cuenta que la casuistica de tumores que pierden
expresion de HLA es inferior al 5%, no encontramos ninguna asociacion entre la
expresion de HLA de clase I y los parametros clinico-patologicos de los pacientes (datos

no mostrados).

Finalmente, para profundizar en el significado de la expresion HLA de clase I en cancer
renal quisimos investigar si, como se ha observado en otros tipos de cancer, el estimulo
inmunitario tras vacunacion puede llevar aparejado cambios en la expresion HLA. El
cancer renal es precisamente de los pocos tipos de neoplasias en donde la inmunoterapia
ha tenido cierto éxito y hasta hace poco constituia la Unica estrategia terapéutica. Se
podria especular que el éxito relativo de la inmunoterapia en el carcinoma renal (Yagoda
et al. 1995; Bleumer et al. 2003) fuera atribuible a la baja frecuencia de alteraciones en

la expresion de HLA clase I.

En nuestro trabajo fueron analizados tejidos normales, tumorales y metastaticos en
pacientes tratados con inmunoterapia. Observamos que la inmunoterapia inespecifica
(IL2/TFN-a) o especifica (péptidos) no parece provocar escape inmunoldgico del tumor
por descenso en el nivel de expresion de antigenos HLA de clase I. Nuestros resultados
podrian explicarse porque los péptidos especificos usados en la vacunacion no inducen
ningun tipo de respuesta, probablemente, por no ser componentes del verdadero antigeno
tumoral de rechazo. Otra interpretacion es que la progresion del tumor ocurre por
inactivacion de mecanismos de respuesta inmunitarios que no involucran la destruccion
de la maquinaria de procesamiento antigénico. En este sentido, entre los factores que
podrian contribuir al fracaso de la inmunoterapia en los pacientes de carcinoma renal
han sido postulados la falta de expresion de moléculas coestimuladoras (ligandos para la
activacion de las células T) que puede inducir la tolerancia a las células neoplésicas (Zou
et al. 2005). También las células tumorales producen factores de supresion inmunitaria
(VEGF (Carmeliet et al. 2000), factor de crecimiento transformante-b [TGF-b],
interleuquina 10 [IL-10] y prostaglandina E2 [PGE2] (Sombroek et al. 2002), que tienen

efectos sistémicos en las funciones de las células inmunes. Por ultimo, las alteraciones
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en la diferenciacion, maduracion, migracion y funcion de las células dendriticas son de
especial importancia en el fracaso del control inmunitario, porque son las mas potentes
células presentadoras de antigenos (APC) del sistema inmunitario, induce la interaccion

con las células T y modula la respuesta inmunologica (Zou et al. 2005).

En conclusion, y analizando nuestros resultados, podemos decir que la neoexpresion de
antigenos HLA de clase I en el cancer renal lo diferencia de la mayoria de los tipos de
cancer. Su significado biologico estd todavia por esclarecer. En segundo lugar, las
alteraciones de HLA de clase I son raras en el carcinoma renal y probablemente no son

un factor clave en el escape inmunoloégico del tumor.
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Papel del sistema inmunoldgico en el microambiente tumoral

del cancer renal

La prediccion clinica en céncer se consigue normalmente por la evaluacion
histopatolégica (clasificacion de la AJCC / UICCTNM) de muestras de tejido obtenidas
durante la reseccion quirtrgica del tumor primario. El estadio tumoral (AJCC /
UICCTNM) resume los datos sobre el tamafio y ubicacion del tumor (T), la presencia de
células cancerosas en el drenaje y los ganglios linfaticos regionales (N) y evidencia de
metastasis (M). Esta clasificacion, basandose Unicamente en pardmetros de invasion
tumoral, ha demostrado ser valiosa en la estimacion de la evolucion de los pacientes en
varios tipos de tumores (Locker et al. 2006; Sobin y Wittekind 2002; Weitz et al. 2005).
En la actualidad se piensa que ésta proporciona una informacion limitada para el
pronostico, y que no predice la respuesta al tratamiento. Es bien sabido que el resultado
clinico puede variar significativamente entre pacientes dentro del mismo estadio tumoral
(Nagtegaal et al. 20011). En los ultimos afios se ha publicado una cantidad importante de
trabajos que apoya la hipotesis de que el desarrollo del cancer se ve afectado por el
sistema inmunoldgico del huésped. Se observd que la infiltracion por células T CD8+ es
un factor predictivo de buen prondstico en el cancer colon-rectal, y en alguno de los
trabajos se concluyd que una combinacion de una alta poblacion de células T CD8+ y
baja poblacion de células T CD4+ tenia un mejor prondstico (Jochems y Schlom 2011).
En el carcinoma hepatocelular se vio que un alto nimero de células T CD8+ y células
dendriticas en el microambiente tumoral era un factor predictivo de buen pronostico,
mientras que la presencia de las células T reguladoras y células TH17 fue un factor de
mal prondstico (Gao et al. 2007; Kobayashi et al. 2007; Cai et al. 2006; Zhang et al.
2009). Fukunaga et al. encontraron que un alto grado de infiltracion de células T CD4+
y CD8&+ era un factor de buen prondstico en pacientes con carcinoma de pancreas (n =
80, P, 0.01) (Fukunaga et al. 2004). Hiraoka et al. investigaron la prevalencia de las
células Treg en el carcinoma pancreatico descubriendo que una alta prevalencia de estas
células era un factor negativo de la supervivencia (n = 198, P, 0.001) (Hiraoka et al.
2006). El estudio realizado por Schumacher et al. explicaba que la presencia
intratumoral de células T CDS8 + era un factor de buen prondstico tanto en células
escamosas y adenocarcinomas del es6fago (n = 70, P, 0,001) (Schumacher et al. 2001).

Cho et al. también encontraron que los pacientes con carcinoma de es6fago con un alto
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porcentaje de linfocitos T CD4 + y CD8 + en el tumor tenian una tasa de supervivencia
significativamente mayor que los pacientes con bajos niveles de uno o los dos
subconjuntos de células T (n = 122, P, 0,0001) (Cho et al. 2003). En el cancer de vejiga
se vio que una densa infiltracion por linfocitos en el tumor era un factor de buen
pronostico (n =514, P, 0.01) (Lipponen et al. 1992). De acuerdo con estos resultados, en
un estudio reciente realizado por Sharma et al. se demostré que los pacientes con
carcinoma urotelial avanzado con un mayor numero de células T CD8 + en el tumor
tenian un mejor pronostico (n = 69, P=0,001) y supervivencia (P= 0.05) (Sharma et al.

2007).

Existen trabajos que han analizado la infiltracion en el carcinoma renal. Jensen et al.
informaron que la presencia de neutrofilos intratumorales en el carcinoma de células
renales fue un factor de pronostico asociado con la supervivencia libre de recidiva a
corto plazo (n =121, P= 0.0001) (Jensen et al. 2009). Esta, a cinco afios, fue del 53% en
pacientes con neutréfilos intratumorales en comparacion con el 87% en pacientes sin
neutrofilos en el microambiente tumoral. Donskov et al. también encontraron que la
presencia de neutrdfilos intratumorales era un factor de mal pronodstico (n = 85, P=
0,001). Ademas, se encontrd que una baja poblacion de células NK intratumorales era
tambien un factor de mal pronostico (P= 0,01) (Donskov F et al. 2006). En un estudio
realizado en 24 pacientes con carcinoma renal (no se especificaba el subtipo), se observo
que en los tumores de cancer renal con un incremento en el microambiente tumoral de
células T se asociaban a aumento en la recurrencia del tumor (Kolbeck et al. 1992).
Igualmente, Nakano et al (Nakano et al. 2001), estudiaron 221 muestras de pacientes con
cancer renal (incluian los subtipos: células claras, células granulares, mezcla de células
granulares y claras, cromofobo, papilar) y demostraron que los tumores renales con
niveles altos de linfocitos T CD8+ se asociaron con una disminucion de la
supervivencia. En este estudio, sin embargo, no identificaron una correlacion entre los
niveles intratumorales de los linfocitos T CD8+ y el estadio TNM. Por el contrario,
Bromwich et al. (Bromwich et al. 2003) estudiaron 73 pacientes con carcinoma renal (no
especificaron el subtipo) y demostraron que no existia una correlacion entre los niveles
intratumorales de los linfocitos T CD8+ y la supervivencia del paciente. Sin embargo,
sugirieron que un aumento en los niveles de los linfocitos T CD4+ estaba asociado con
una peor supervivencia con independencia del grado tumoral. Estos resultados

contradicen el estudio realizado por Igarashi et al. donde se demuestra en los pacientes
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con enfermedad en estadio III-IV, un aumento de la infiltracion de células T CD4 + y
una disminucién de la infiltracion de células T CD8 + constituia un factor de buen
prondstico (n = 79, P, 0,01) (Igarashi et al. 2002). Un estudio reciente de W. Scott
Webster sefiala que la presencia de la infiltracion por células mononucleares,
independientemente del fenotipo celular (linfocitos CD8+, CD4+, NK, macréfagos,
linfocitos B), representa un factor de mal pronostico en el tumor renal de células claras.
Se demostr6 que la infiltracion por las células mononucleares en los tumores renales de
células claras se correlacionaba con una disminucioén de la supervivencia del paciente.
Mediante la citometria de flujo en 25 pacientes, observaron que en los tumores existia
una mezcla de poblaciones linfocitaria CD8+ y CD4+, células NK y macréfagos. La
poblacion de linfocitos B se encontré en muy pocos tumores y en niveles muy bajos
(Webster et al. 2006). Es evidente que hay una necesidad de mas estudios de la
infiltracion tumoral en el carcinoma de células renales ya que los estudios anteriores no

han sido concluyentes.

Nuestro grupo también ha contribuido al andlisis de la infiltracion leucocitaria en el
cancer renal y su significado bioldgico. En un estudio previo a éste, demostramos una
progresiva disminucion de los niveles de infiltracion de células Thl de fenotipo
CD4+CXCR3+CCRS5+. Estas células son productoras de IFN-y, una citocina inductora
de HLA de clase I y que paralelamente potencia las respuestas citotoxicas por linfocitos
T CD8+. La presencia de los linfocitos TH1 disminuye en tumores mas avanzados en los
que la proporcion de células de fenotipo TH2 (CD4+CCR4+) se incrementa. Estos
cambios en la composicion de los TILs, con una alteracion del balance TH1/TH2 puede
suponer una ventaja selectiva para el crecimiento tumoral al desfavorecer respuestas
citotoxicas protectoras potenciadas por linfocitos TH1 (Cozar et al 2005). En este
sentido cabe destacar también que en otro trabajo de nuestro grupo (Romero et al 2006)
pudimos confirmar, en consonancia con estos datos de subpoblaciones, una disminucion
de citocinas, particularmente IFN-y, asociadas a la presencia de linfocitos THI1 en

tumores mas avanzados.

En nuestro estudio hemos profundizado en la composicion del infiltrado inflamatorio,
mediante andlisis inmunohistoquimico en 19 muestras de tumor primario y 8§ muestras
de tejido normal renal autdlogo. Estas muestras fueron seleccionadas a partir de

pacientes que habian tenido una evolucidon favorable o desfavorable por fallecimiento
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atribuible al cancer. Ademas en este estudio incluimos la investigacion simultanea de
subpoblaciones T y de macréfagos. Se han definido por tanto, linfocitos T CD8 y CD4,
células NK, macréfagos M1 y M2 y cadena CD3-&. Analizando el grado de infiltracion,
observamos que de las 19 muestras tumorales estudiadas el 32% (6 casos) tenian una alta
infiltracion (+++), el 21% (4 casos) tenian una infiltracion moderada (++), el 26% (5
casos) una infiltracion moderada baja (+/++) y el 21% (4 casos) tenia una baja
infiltracion (+). De los 8 casos de tejido normal autdlogo estudiados, 4 casos (50%),
tenian una infiltracion moderada (++), 2 casos (25%) una infiltracion alta (+++) y 2

casos poca infiltracion (+).

Ademas del fenotipo, hemos analizados la ubicacion o patron de la infiltracion de las
células inmunologicas, el cual, ha sido demostrado ser un factor muy importante. Por
ejemplo, se ha observado que el microambiente del tumor, en diferentes regiones del
tumor, influye en el sistema inmunolégico para promover ya sea la inmunidad
antitumoral o la progresion del tumor. Se vio, por ejemplo, que cuando las células T
CD8+ se encontraban dentro de los nidos tumorales, los pacientes de cancer colon-
rectal y cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC) tenian un mejor pronostico
que cuando estas células se encontraban en otras areas del tumor (Jochems y Schlom
2011). Observamos que en el 79% de los casos tumorales (15 casos) su patréon de
infiltracién era intratumoral mientras que en el 21% (4 casos) era intersticiales.
Destacamos que todos los tumores de células claras tenian un patréon intratumoral
mientras que todos los tumores de croméfobos y el tumor papilar tenian un patrén de

infiltracidon intersticial.

Quisimos relacionar el estudio de infiltracion leucocitaria con las caracteristicas clinico-
patologicas y prondstico de los pacientes. Como hemos comentado antes, tanto el tipo de
infiltracién como la ubicacion de ella deberia influir en las caracteristicas del tumor de
nuestros pacientes; sin embargo, no encontramos ninguna significacion entre grado de
infiltracion, el patron de infiltracion y el predominio de un tipo de infiltrado con las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes (tamafio tumoral, estadio, grado
nuclear y supervivencia). Aunque observamos una tendencia entre el aumento de la
poblacion leucocitaria y una menor supervivencia del paciente, no hemos encontrado

significacion. Nuestros resultados coincidirian con lo observado por W. Scott Webster.
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En la actualidad se ha establecido un “inmunoscore” como marcador clinico de
prondstico basado en la contabilizacion de dos poblaciones linfocitarias (CD3/CD45RO,
CD3/CD8 o CD8/CD45R0), tanto en el centro como en el margen invasivo del tumor
(Pages F et al. 2009). La diversidad en el tipo de malignidad y el estadio de la
enfermedad sugieren que el “immunescore” puede ser de ayuda adicional para la
evaluacion de muchos tipos de tumores. Aunque no se ha podido llegar a un consenso
universal en lo referente al “immunescore”, existen unas caracteristicas comunes en la
respuesta inmunologica del huésped en muchos tipos de canceres. Considerando el mas
que probable caréacter universal del control inmunologico del cancer, es esencial el no
ignorarlo como un factor de prondstico (Bindea et al. 2010) e introducirlo como un
marcador para la clasificacion de los tumores (Mlecnik et al. 2011, Pages et al. 2009).
Este marcador tiene una ventaja doble: la primera, parece que es el factor de pronostico
mas importante para determinar si el paciente esta libre de la enfermedad y para la
supervivencia total, particularmente en los estadios tempranos del tumor. En segundo,

sirve como herramienta objetiva para la implementacion nuevas terapias.

En nuestro estudio, el “inmunoescore” fue realizado al estudiar el patron de linfocitos
CD3 vy linfocitos T citotoxicos CD8+ en nuestras muestras y relacionarlo con los
parametros clinico-patologicos. De este segundo analisis destacamos que Unicamente
existia un grado de infiltracion alta (+++) de linfocitos T CD8+ en un 27% de los casos,
y dentro de este grupo, el 80% de los pacientes habian fallecido. En lo referente al patron
de infiltracion, el 85% de los casos tenian un patron de infiltracion intratumoral de
linfocitos T CD8+. Hemos observado una tendencia entre el aumento de la poblacion de
linfocitos T CD8 y una menor supervivencia del paciente. Aunque no hemos encontrado
significacion, probablemente por el tamano de la muestra analizada, nuestros datos
coinciden con los reportados por Nakano et al. 2001.

En nuestro estudio, también quisimos investigar la expresion de CD3-§, . La cadena
CD3-&, es necesaria para el inicio de la cascada de sefalizacion intracelular después de
que el TCR se una al HLA y su péptido ligando, provocando una secrecion de citocinas
y granulos citotoxicos. Niveles bajos de expresion de la cadena CD3-§ fueron
frecuentemente observados en linfocitos con patron intratumoral o peritumoral en
diferentes tipos de cancer, como el de cabeza y cuello, melanoma y pancreas (Whiteside
2004), y han sido considerados como un elemento mas a tener en cuenta que puede

explicar el fendmeno de inmunoevasion. Las observaciones encontradas en los tumores
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renales son contradictorias: algunos trabajos demostraron expresion sin perturbaciones
mientras que otros observaron una baja regulacion de CD3-& en linfocitos (Finke et al.
1993; Tartour et al. 1995; Cardi et al. 1997; Bukowski et al. 1998; Ochoa et al. 2007).
En nuestro estudio hemos observado que no existia aparentemente una baja regulacion

de la cadena CD3-¢ en los pacientes con cancer renal analizados.

Finalmente, en relaciéon a los macrofagos, estas células fueron identificadas como un
componente importante de la infiltracion tumoral en el carcinoma renal. Ademas se ha
observado que un aumento en el nimero de macréfagos se encuentra también asociado a
un alto riesgo de fallo en la inmunoterapia en pacientes con cancer renal (van Bezooijen
et al. 1996; Donskov et al. 2006, 2004). Se ha demostrado que los macrofagos asociados
a tumores favorecen la angiogénesis y, por lo tanto, al aumento del crecimiento tumoral.
Sin embargo, hasta ahora no se ha hecho ninguna aproximacion al andlisis funcional de
los macréfagos, entre los que se consideran protectores (Ml1), y aquellos que
favorecerian la progresion tumoral (M2). En nuestros pacientes, en un 79% de de los
casos el predominio era de macrdfagos y dentro de ellos, el 27% tenia una infiltracion
por macrofagos M2 (CD163, CD206). Sélo en un 11% encontramos un predominio de
linfocitos CD8. En un caso (5%) se vio un patrén de infiltracion por células NK y otro

caso tenia una infiltracion similar de macréfagos y linfocitos T CDS.

En conclusion de este estudio, limitado por la casuistica, podemos decir que nuestros
resultados sugieren que en el carcinoma renal, el grado, tipo y patron de infiltracion del
sistema inmunoldégico en el microambiente tumoral no influye sobre las caracteristicas

clinicopatologicas del cRCC.
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Polimorfismos genéticos de citocinas implicadas en la

progresion tumoral

Un amplio numero de estudios en los ultimos afios han demostrado la correlacion entre
un aumento en el riesgo de padecer cancer y la inflamacion. En estos estudios se han
visto evidencias de una asociacion de la progresion del tumor con el aumento de
moléculas proinflamatorias, especialmente durante las ltimas etapas de la enfermedad
(Nelson D et al. 2006, Coussens et al. 2002). La inflamacion cronica, junto con las
propiedades intrinsecas de las células premalignas y otros determinantes, puede ser una
de las fuerzas motrices de la iniciacién y promocion del tumor. Se ha observado que la
expresion anormal de numerosos mediadores liberados en la inflamacion cronica
promueven el crecimiento e invasion celular, induciendo mutaciones genéticas e
incrementando la angiogénesis (Balkwill et al. 2005). Diferentes trabajos han asociado
los polimorfismos genéticos de diferentes citocinas inflamatorias (los cuales pueden
influir en la expresion o funcion de estas citocinas) con el riesgo de padecer cancer, con
el crecimiento tumoral y la metastasis tanto en el carcinoma renal como en otros tipos de
tumores (Sdenz-Lopez et al. 2008; Romero et al. 2009; Kawai et al. 2007). De todos los
polimorfismos que hemos analizado, hemos centrado nuestra discusion en los
polimorfismos genéticos de la IL-10 (-1082 G/A, -819 C/T y -592 C/A), de la IL-18 (-
137 G/C y -607 A/C) y del VEGF (-2578 C/A, -460 T/C, +405 C/G, Y +936 C/T), los
cuales estan incluidos en los articulos publicados que forman parte de esta Tesis

doctoral.
IL-10

La IL-10, mediante sus efectos pleiotropicos, estd involucrada como mediador en
muchos aspectos diferentes de la respuesta inmunologica, tanto de la respuesta innata
como en la adaptativa (Pestka et al. 2004). Los polimorfismos genéticos de la IL-10 se
han asociado con el riesgo y el prondstico de padecer una enfermedad maligna.
Dependiendo del tipo de tumor, tanto una alta como una baja expresion de la citocina se
ha asociado con la susceptibilidad o un peor prondstico del tumor (Howell et al. 2006).

Por lo tanto, el genotipado alto productor IL-10 (-1082 GG) fue significativamente mas
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frecuente en los pacientes con cancer de pulmon y carcinoma oral de células escamosas
(Seifart et al. 2005), mientras que el genotipo bajo productor IL-10 (-1082 AA) se asocid
con el riesgo de cancer de prostata y melanoma (Turner et al. 1997; Vairaktaris et al.
2008; Howell et al. 2001; McCarron et al. 2002). El polimorfismos IL-10-1082 A/G fue
asociado con alto riesgo de padecer cancer renal en una poblacion inglesa, encontrando
una frecuencia mayor del homocigoto AA en pacientes en comparacion a los controles
(Havranek et al. 2005). Estas diferencias no se han observado en la poblacidon espanola.
En nuestro trabajo no hemos encontrado una asociacion de los polimorfismo genéticos
de la IL-10 (-1082 A/G, -819 C/T y -592 C/A) con el riesgo de padecer cancer renal.
Esta discrepancia en los resultados puede explicarse por los efectos de la heterogeneidad
genética y diferentes interacciones gen-ambiente. En dos estudios de polimorfismos
genéticos de la IL-10 en pacientes con melanoma se encontraron discrepancias similares
en la distribucion alélica, entre poblacion inglesa (Giordani et al. 2003) y espafiola
(Alonso et al. 2005). Estas diferencias se atribuyeron a una sobrerepresentacion del
genotipo AA en el polimorfismo IL-10 (-1082 A/G) en la poblacion espafiola. La
distribucion de las frecuencias alélicas en nuestro estudio fue similar a los hallazgos de

otros estudios espafioles (Rueda et al. 2007).

La IL-10 puede afectar a diferentes aspectos de la inmunidad contra el cancer, pudiendo
facilitar el crecimiento del tumor mediante la supresion de la respuesta citotoxica por
parte de los linfocitos Th-1 y también actuando como wuna potente citocina
inmunosupresora Th-2 (Pestka et al. 2004). Por el contrario, la IL-10 puede actuar
también como una citocina inmunoestimuladora, por ejemplo, mediante un aumento en
la actividad de las células NK. Este fendmeno se observo en la regresion del melanoma y
la metastasis del cancer de mama en varios modelos preclinicos in vivo (Zheng et al.

1996; Kundu et al. 1996; Kaufman et al. 1999; Huang et al. 1999).

La IL-10 puede influir en el crecimiento y progresion del tumor mediante su actuacion
en otros fendmenos tales como la angiogénesis y proliferacion/apoptosis (Mocellin et al.
2005). IL-10 actiia mediante la inhibicion, tanto de la formacion del estroma tumoral a
través de diferentes células diana interfiriendo con el desarrollo de un suministro de
sangre por parte del tumor (Linet al. 2005), como de la accion de los macréfagos, que
son importantes en la progresion del tumor y la neovascularizaciéon y que se encuentran

presente en casi todos los tumores sdlidos (Polverini et al. 1985; Lin et al. 2001).
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Ademas, se ha observado una reduccion de la sintesis del VEGF en los tumores o en el
microambiente tumoral, donde existe una alta produccion de IL-10, inhibiéndose la

angiogénesis (Di Carlo et al. 1998; Huang et al. 1996).

En nuestra opinion, la composicion y la intensidad de la reaccion del estroma y el nivel
de la produccion local de la IL-10 puede ser crucial para una u otra respuesta, explicando

los resultados aparentemente contradictorios en diferentes tipos de tumores.

En el estudio que nos ocupa, el estado heterocigoto (A/G) del polimorfismos IL-10 (-
1082 A/G) fue el principal factor de riesgo para un alto tamafio tumoral (p=0.001),
estadio tumoral (p=0.002) y presencia de adenopatia (p=0.006), pero no se encontrd
ninguna asociacion con la supervivencia. Debido a que ain no se ha alcanzado la
mediana de supervivencia (50% de mortalidad), la influencia estadistica de esta variable
como un factor de prondstico no se puede descartar. Sin embargo, hemos sido capaces

de detectar una ligera tendencia a una mayor mortalidad en los pacientes heterocigotos.

IL-18

La molécula IL-18, citocina proinflamatoria con funcion dual en el desarrollo del tumor,
activa la progresion tumoral y, a su vez, contribuye a la eliminacién del cancer por
medio del sistema inmunolégico (Park et al. 2007). En nuestro estudio se analizaron
algunos polimorfismos genéticos de la region promotora del gen IL-18, los cuales han
demostrado ser un factor significativo comun en varios tipos de cancer, incluyendo los
de estdmago, mama, pulmon, prostata, colon-rectal y en el melanoma (Ye et al. 2007;
Eissa et al. 2005; Cho et al. 2000; Farhat et al 2008; Liu et al. 2007; Nikiteas et al.
2007). No hemos encontrado ninguna asociacion entre los polimorfismos de IL-18
estudiados y el riesgo de padecer cancer renal. Sin embargo, como en otros estudios
(Eissa et al. 2005; Farhat et al 2008), estos polimorfismos se correlacionaban con
estadios avanzados del tumor. Nuestros resultados apoyan la reciente idea de que la
funcion dual de la citocina IL-18 hace que tenga actividad pro y anti tumoral (Park et al.
2007). De hecho, la actividad de la IL-18 estd influenciada por el microambiente
tumoral. La IL-18 puede ejercer una funcion anti-tumoral aumentando la produccion de
IFN-y en presencia de IL-12 (Nakanishi et al.2001). Sin embargo, datos recientes

también sugieren una actividad pro-tumoral para esta citocina multifuncional bajo ciertas
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condiciones, tales como la respuesta inmunoldgica del tumor en diferentes sitios del
tumor y del componente genético (Okamura et al. 1995; Cho et al. 2006). De acuerdo
con nuestro grupo de pacientes de cancer renal, los polimorfismos de IL-18 estudiados
no se asocian con la susceptibilidad de padecer cancer renal; sin embargo, una vez que el
tumor aparece, una produccion alta de la molécula de IL-18 promueve el grado tumoral
avanzado, T, M y el estadio. Estos resultados pueden explicarse ya que la molécula de
IL-18 induce la produccion de factores angiogénicos y de crecimiento (Kim et al. 2008,

Cho et al. 2006).

Ha sido demostrado que la IL-18 activa al HIF (Kim et al. 2008) y el VEGF (Cho et al.
2006), y puede activar la angiogénesis en los nidos tumorales (Park et al. 2007). Una alta
produccion de la IL-18 estd asociada con una desdiferenciacion de las células tumorales
que conlleva un aumento en el grado tumoral y estadio agrupado. La expresion elevada
de IL-18 se descubri6 que se relacionaba con el riesgo de padecer melanoma (Park et al.
2001) y con la progresion en el cancer de mama (Eissa et al 2005). Por lo tanto, la IL-18
puede promover directamente la proliferacion mediante la regulacion de los

estimuladores proliferativos.

La IL-18 se ha visto que estd implicada en la migracion del cancer de pulmén (Jiang et
al. 2003) y lineas celulares humanas de melanoma mediante la activacion mitogenética
de las vias de las proteinas kinasas (Jung et al. 2006). Las citocinas proinflamatorias
también inducen la formacion de receptores de células endoteliales para la fijacion de las
células tumorales en el proceso de metastasis (Langley et al 2001). En nuestro estudio,
los polimorfismos relacionados con la produccion de IL-18 se asociaron con el
desarrollo de metéstasis y la afectacion ganglionar. Sin embargo, la metéstasis es un
proceso altamente complejo que puede implicar numerosos genes. Esto afiade mayor
complejidad al andlisis de un polimorfismo especifico, ya que cada gen individual es
probable que contribuya s6lo moderadamente al riesgo (Balkwill 2003). Esto puede
explicar la baja correlacion encontrada en nuestro estudio, en el que la produccion de IL-

18 solo desempenaria un papel secundario.

La asociacion entre la supervivencia y los polimorfismos de IL-18 también fue
analizada. Debido a que la media de supervivencia no llegaba al 50% no podemos

confirmar o descartar la influencia estadistica de esta variable como factor pronoéstico.
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Los polimorfismos relacionados con la produccion de IL-18 estudiados estan
fuertemente correlacionados con estadios mas avanzados del carcinoma de células
renales, lo que explica la tendencia a una asociacion con el riesgo de muerte [p = 0,083].
El analisis de Cox reveld que los polimorfismos IL-18 no son factores de supervivencia
independientes. El polimorfismo IL-18-137 no influyd en el riesgo de muerte en los
pacientes analizados. Proponemos que la influencia del polimorfismo IL-18-607 (p=
0.083) es mas significativa que la de IL-18-137 (p = 0.918), fomentando fenotipos de
mayor riesgo, como también se ha observado en el carcinoma nasofaringeo (Nikiteas et

al 2007).

VEGF

La molécula VEGF, un factor del crecimiento que regula la angiogénesis, juega un papel
fundamental y sirve como factor de pronodstico en cdnceres de mama y colon-rectal
(Dassoulas et al. 2009; Jin et al. 2005). En el carcinoma renal de células claras, la
molécula VEGF es un elemento clave en la via de desarrollo de la angiogénesis tumoral,
y la inhibicion de €l se ha utilizado como diana terapéutica (Albiges et al. 2011). Se ha
demostrado que la inactivacion del gen supresor tumoral von- Hippel-Lindau (VHL),
conlleva una sobreexpresion de VEGF en la mayoria de los casos de cancer renal de
células claras (Neufeld et al. 1999). Por otra parte, varios estudios en cancer renal han
puesto de manifiesto que la expresion de VEGF se correlaciona significativa y
positivamente con el tamafio del tumor, su estadio y grado nuclear (Jacobsen et al. 2000;
Paradis et al. 2000). Jacobsen J et al. demostraron que los sueros que contenian VEGF se
asociaban significativamente con el estadio tumoral, grado, y una baja supervivencia en

pacientes con carcinoma renal.

El gen VEGF es altamente polimorfico (Jakubowska et al. 2008). Numerosos estudios
sobre el cancer se han centrado en los polimorfismos que hemos estudiado sobre VEGF
debido a su papel en la produccion de esta citocina. Los resultados de los pocos estudios
sobre la asociacion de los polimorfismos de VEGF con las caracteristicas o la
supervivencia de los pacientes con cancer renal han sido motivo de controversia, y no ha
habido ningln trabajo previo sobre casos y controles espafioles que hayan estudiado esta
relacion. Nosotros no encontramos diferencias significativas en las frecuencias alélicas,

en el genotipo o en la distribuciéon de haplotipos entre los casos y controles, lo que
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sugiere que los genotipos examinados no contribuyen al cancer renal. En el estudio que
hemos realizado, el polimorfismo VEGF (-460 T/C) no modificé el riesgo de padecer
cancer renal. Estos resultados se encuentran en desacuerdo con el trabajo en una
poblacion caucasica de Bruyere et al. en el que se demostraba que el polimorfismos
VEGEF -460 se relacionaba con riesgo de padecer cancer renal (Bruyére et al. 2010). En
nuestro estudio, con un tamafio muestral mayor que en el trabajo de Bruyere, la
distribucion genotipica en los casos y controles no se desvio significativamente del
equilibrio de Hardy-Weinberg, mientras que en el trabajo de Bruyere et al. se
encontraban en desequilibrio de Hardy-Weinberg. La desviacion puede indicar un
problema en los ensayos de genotipado ya que utilizaron para el andlisis de los
polimorfismos un determinado método, el cual, se ha visto que tiene poca precision y
reproducibilidad (Ding et al. 2003). Las ventajas comparativas de nuestro estudio
incluyen, la homogeneidad étnica de la poblacion de estudio y el gran niimero de casos.
Nuestros resultados de genotipado estan de acuerdo con las conclusiones de otras series
de controles en las poblaciones espafiolas (Garcia-Closas et al. 2007; Rodriguez-
Rodriguez et al. 2011), y los haplotipos identificados y su frecuencia son similares a los

hallados en otra poblacion caucdsica (Zhao et al. 2008).

Los polimorfismos en el gen del VEGF han sido asociados con una serie de
caracteristicas diferentes de cancer. En general, el impacto de estos polimorfismos varia
en funcion de la etnia y el tipo de cancer (Heist et al. 2008; Dassoulas et al. 2009).
Ninguno de los polimorfismos solos (VEGF -2578, -460, +405 o +936) o haplotipos
tuvieron una asociacion significativa con el riesgo de padecer cancer de prostata, mama
y de estomago ([Langsenlehner et al 2008 ; Wang et al. 2011; Zhou et al. 2011). En el
carcinoma renal se han visto diferentes resultados dependiendo de los grupos étnicos
estudiados. Por ejemplo, el genotipado CA+AA del polimorfismo VEGF (-2578 C/A) se
asocio débilmente con una menor frecuencia de metastasis en nodulos linfaticos y tenia
una asociacion significativa con una supervivencia favorable al tumor en un poblacion
japonesa (Kawai et al. 2007) pero no en una poblacidon caucésica, aunque este ultimo
trabajo solo contaban con una casuistica de 51 pacientes (Bruyere et al. 2010). En
nuestra poblacidon caucésica, no encontramos ninguna correlacion de la supervivencia

con el genotipado de los polimorfismos de VEGF, ni con sus haplotipos.

170



Discusion

Dada la importancia que parece tener esta proteina en la generacion y conservacion de la
vascularizacion tumoral especialmente en el cadncer renal, con una sobreexpresion en la
mayoria de las muestras del tumor, puede parecer sorprendente que ninguno de los
polimorfismos estudiados estuviese relacionado con el riesgo o los pardmetros clinicos
del cancer renal. La sobreexpresion de la molécula VEGF en el cancer renal puede ser
debida a las caracteristicas biologicas mismas del cancer, y no por los polimorfismos en
la molécula de VEGF. En este cancer, la funcion anémala de la proteina VHL induce
constitutivamente una desregulacion permanente de la proteina HIF-a, que como ya se
hablo antes es un factor regulador positivo de los genes de la hipoxia inducidos en los
cuales se incluye el VEGF (Neufeld et al. 1999). La inactivacion bialelica del gen VHL,
observado en el carcinoma renal de células claras, podria explicar la sobreexpresion de
esta citocina (al menos en el tejido tumoral) en la mayoria de los cancer renales de
células claras (que representan el 74.52% de nuestros casos), independientemente de las
variaciones genéticas del VEGF. Por lo tanto, apoyamos la hipotesis de que el gen
VEGEF no esta regulado normalmente en el cancer renal de células claras y que el exceso
de produccion de esta citocina es debido a la expresion permanente del HIF- o, anulando

el posible efecto de los polimorfismos genéticos en la expresion del gen VEGF.

De acuerdo con nuestros tres estudios sobre polimorfismos genéticos realizados en IL-

10, IL-18 y VEGF concluimos que:

o El estado heterocigoto (A/G) del polimorfismo para el gen de la IL-10 (-1082
G/A) esta asociado con una mayor agresividad clinica en el carcinoma renal. Nuestra
hipotesis es que el genotipo IL-10-G / A, asociada con una produccion intermedia de
esta citocina, puede ejercer un efecto inmunosupresor eficaz mediante la inhibicion de
las respuestas citotoxica y proinflamatoria Th-1, sin inducir un efecto antiangiogénico

potente, lo que favorece la progresion del tumor en el cancer renal.

J Los polimorfismos genéticos de la region promotora estudiados en IL-18 afectan
a la progresion y el pronostico del cancer renal. La IL-18 se correlaciona fuertemente

con mayor tamafio del tumor, grado y estadio, la afectacion ganglionar y metéstasis.

J Los polimorfismos genéticos del VEGF no parecen ejercer una influencia

significativa en el riesgo, progresion y el pronodstico del cancer renal, al menos en la
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poblacion espafiola. Sin embargo, como el VEGF es altamente polimorfica, no podemos
descartar la posibilidad de que otros polimorfismos VEGF podrian contribuir en el

riesgo de padecer cancer renal.

Se deben realizar estudios de genotipado en un grupo mayor de pacientes y controles,
estratificada por etnia, género, etiologia y localizacion del tumor, para confirmar estos
hallazgos, e incluir otros posibles polimorfismos genéticos funcionales que intervienen
en la inmunidad innata y la inflamacion crénica. Estudios adicionales podrian ayudar a
identificar terapias especificas contra tumores basadas en el conocimiento del genotipo
del paciente. Por ejemplo, en el caso de pacientes con un genotipado de alto productor
de IL-18, el tratamiento con inhibidores farmacologicos diana frente a HIF y VEGF

podria resultar eficaz como terapia del cancer (Kung et al. 2004).

En resumen, se han descrito en este trabajo algunas caracteristicas del cancer renal, las
cuales lo hacen distinto a gran parte de las neoplasias. Por una parte, esta neoplasia se
caracteriza por presentar una muy baja frecuencia de alteraciones de la maquinaria de
presentacion antigénica. No se han descrito mutaciones en el gen de B2m y la incidencia
de pérdida de heterocigosidad es también comparativamente muy baja. La
transformacion neopléasica en el cancer renal provoca en mas del 90% de los casos la
neoexpresion de antigenos de histocompatibilidad HLA de clase I. Los tumores ademas
de expresar altos niveles de moléculas HLA de clase I, se encuentran también
densamente infiltrados, caracteristicas que en principio los haria muy inmunogénicos.
Estas caracteristicas son compatibles con el hecho de que el cancer renal haya sido
considerado diana para multiples ensayos de inmunoterapia. Sin embargo, a pesar de la
enorme heterogeneidad celular puesta de manifiesto recientemente, ni la progresion
tumoral ni la inmunointervencion parecen modificar la expresion de antigenos HLA de
clase I y no hay constatacion por tanto de inmunoseleccion de variantes débilmente
inmunogénicas, como se han descrito en melanomas, colon, vejiga etc. En este contexto
una posible explicacion seria que la proliferacion tumoral mantenida quizas por los altos
niveles de produccion de VEGF, superaria la cinética de una potencial respuesta
antitumoral. Es probable, que la produccion de factores inmunosupresores impidan una
respuesta antitumoral eficaz y hacen innecesario el deterioro de la maquinaria de
presentacion antigénica. En este sentido, por ejemplo, tenemos datos (no mostrados en

esta tesis) que intratumoralmente se estdn expresando niveles mas altos de factores
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inmunosupresores tales como IDO y Arginasa. La presencia de macréfagos como un
elemento celular relevante en el infiltrado de estos canceres puede estar relacionada con
este hallazgo y con la inmunosupresion. También, datos previos de nuestro grupo,
revelaron un cambio progresivo en el balance de infiltracion TH1/TH2 durante la
progresion tumoral y una disminucién significativa en los niveles de produccion de
citocinas proinflamatorias y aumento de citocinas del tipo TGF-beta. En muchos
tumores estas citocinas modifican de forma determinante el curso del tumor. No obstante
del estudio de los polimorfismos genéticos que hemos realizado, se podria deducir que el
componente inflamatorio contribuiria antes que al inicio, a la progresion e incluso
desarrollo metastatico del cancer renal. No obstante queda bastante por conocer acerca
de la compleja interaccion entre el tumor y el sistema inmunitario en aras de establecer

nuevos protocolos mas eficientes de inmunoterapia.
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El tejido renal normal se caracteriza por presentar niveles de expresion de
antigenos HLA de clase I no detectables por las técnicas inmunohistoquimicas
convencionales. La ausencia de expresion de estas moléculas se circunscribe s6lo
a unos pocos tejidos caracterizados por privilegio inmunoloégico: sistema

nervioso, cornea, higado, testiculos, cdmara anterior del ojo, citotrofoblastos etc.

La transformacion neopldsica conlleva un incremento notable en la expresion de
moléculas HLA de clase I que es debida a un incremento en el nivel de

transcripcion de estos genes.

El escape inmunologico en el cancer renal, no parece transcurrir por alteraciones
en la expresion de antigenos HLA de clase 1. De hecho, las alteraciones en la
expresion de estas moléculas (pérdida total o parcial ) son excepcionales en esta
neoplasia. Ademds tampoco la inmunointervencidon (inmunoterapia inespecifica
(IL2/TFN-a) o especifica (péptidos) induce cambios importantes en el nivel de
expresion de estas moléculas. Estas caracteristicas contrastan con lo observado

en otras neoplasias

El grado, tipo y patréon de infiltracion del sistema inmunoldgico en el
microambiente tumoral no influye en el tamafo, estadio del tumor y en la
supervivencia del paciente. Aunque nuestros resultados s6lo muestran una
tendencia a la significacion, hemos observado un aumento de linfocitos T-CDS8
intratumorales en pacientes con menor supervivencia. Estos resultados necesitan
confirmarse en una serie mayor, pero también serian opuestos a lo descrito en

otros canceres.

Ninguno de los polimorfismos de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias
estudiados estan involucrados en el riesgo de padecer cancer renal, lo cual
podria sugerir que la inflamacidon no es un factor importante en las etapas
iniciales del desarrollo de esta neoplasia. Esta caracteristica también es diferente
a lo observado en otras tumores en los que la de inflamacion cronica persistente

constituye un elemento importante de riesgo de transformacion neoplasica .
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Conclusiones

6. Polimorfismos de IL10 y IL18 se han encontrado asociados a progresion y

178

desarrollo metastasico del cancer renal. Si bien en IL10, su efecto sobre el
crecimiento tumoral es complejo y va a depender de un delicado balance entre
los efectos antiangiogénicos (antitumoral) e inmunosupresores (protumoral), la
asociacion encontrada en IL18 puede explicarse mas en el contexto del papel que
esta citoquina tienen en angiogénesis antes que en su participacibn como

regulador de la respuesta inmunoldgica.

Polimorfimos genéticos de VEGF que modifican la expresion de esta citoquina,
no se asocian a riesgo de cancer renal probablemente porque el nivel de

produccion de esta citoquina ya se encuentra desregulado en el céancer renal.
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