
 

 

                                             TESIS DOCTORAL 

 

MECANISMOS DE EVASIÓN DE LA RESPUESTA INMUNITARIA EN 

CÁNCER DE PULMÓN: PAPEL DE LAS MOLÉCULAS HLA EN LA 

INTERACCIÓN HUÉSPED-TUMOR 

 

Francisco Javier Perea García 

 

Directores 

Francisco Ruiz-Cabello Osuna 

Abel Sánchez-Palencia Ramos 

                                                                                      

Programa Oficial de Doctorado de Bioquímica y Biología Molecular 

Granada, 2017 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales  
Autor: Francisco Javier Perea García 
ISBN: 978-84-9163-810-0 
URI: http://hdl.handle.net/10481/50097 
 

 

 



3 

El doctorando Francisco Javier Perea García y los directores de la tesis Francisco Ruíz-Cabello 

Osuna y Abel Sánchez-Palencia Ramos garantizamos, al firmar esta tesis doctoral, que el trabajo 

ha sido realizado por el doctorando bajo la dirección de los directores de la tesis y hasta donde 

nuestro conocimiento alcanza, en la realización del trabajo, se han respetado los derechos de otros 

autores a ser citados, cuando se han utilizado sus resultados o publicaciones.   

 

Granada,  a  22  de Diciembre  de 2017 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fdo.: Director de la Tesis 

Abel Sánchez-Palencia Ramos 

Fdo.: Director de la Tesis 

Francisco Ruíz-Cabello Osuna 

Fdo.: Doctorando 

Francisco Javier Perea García 





5 

El trabajo de esta tesis doctoral ha sido dado a conocer mediante la exposición de varias 

comunicaciones en congresos nacionales e internacionales, y la publicación de dos artículos 

científicos en las revistas International Journal of Cancer y Oncotarget, y una revisión en la 

revista Vaccines. 

 

1. Publicaciones en  International Journal of Cancer, Vaccines y Oncotarget: 

 

 Perea F, Bernal M, Sánchez-Palencia A, Carretero J, Torres C, Bayarri C, Gómez-
Morales M, Garrido F, Ruiz-Cabello F. The absence of HLA class I expression in non-
small cell lung cancer correlates with the tumor tissue structure and the  pattern of T cell 
infiltration. Int J Cancer. 2017 Feb 15;140(4):888-899. doi: 10.1002/ijc.30489. Epub 
2016 Nov 7. PubMed PMID: 27785783. 

 Perea F, Sánchez-Palencia A, Gómez-Morales M, Bernal M, Concha A, Mendez-García 
M, González-Ramirez A, Kerick M, Martín J, Garrido F, Ruiz-Cabello F, Aptsiauri N. 
HLA class I loss and PD-L1 expression in lung cancer: impacto on T-cell infiltration 
and immune escape. Oncotarget 2017. 

 Garrido F, Perea F, Bernal M, Sánchez-Palencia A, Aptsiauri N, Ruiz-Cabello F. The 
Escape of Cancer from T Cell-Mediated Immune Surveillance: HLA Class I Loss and 
Tumor Tissue Architecture.Vaccines (Basel). 2017 Feb 27;5(1). pii: E7. doi: 
103390/vaccines5010007. Review. Pubmed PMID: 28264447. 

 

2. Congresos Internacionales 

 Valenzuela Membrives MM, Sánchez-Palencia Ramos A, Perea García FJ, Ruiz 
Cabello-Osuna F, Jímenez Gámiz P, Farez Vidal ME. Comparative analysis of 
lymphoid subsets in perifheral bloood and tumor-infiltrating lymphocytes of lung 
cancer patients.European Respiratory Society (ERS) International Congress, 
Amsterdam, Netherlands, 26-30 Septiembre 2015. 

 Valenzuela Membrives MM, Sánchez-Palencia Ramos A, Perea García FJ, Ruiz 
Cabello-Osuna F, Rodríguez A, Farez Vidal ME. Peripheral blood lymphocytes indicate 
an immunosuppressive status in  lung cancer. European Respiratory Society (ERS) 
International Congress, Amsterdam, Netherlands, 26-30 Septiembre 2015. 

 Francisco Perea, Mónica Bernal, Abel Sánchez-Palencia, Javier   Carretero, Cristina 
Torres, Clara Bayarri, Mercedes Gómez-Morales, Francisco Ruiz-Cabello and Federico 
Garrido. The absence of HLA class I expression in non-small cell lung cancer correlates 
with the tumor tissue structure and the pattern of T cell infiltration. 31st European 
Immunogenetics and Histocompatibility Conference (EFI, European Federation for 
Immunogenetics), Mannheim, Heidelberg, Germany, 30Mayo-2Junio 2017.  

 Francisco Perea, Mónica Bernal, Abel Sánchez-Palencia, Natalia Aptsiauri, Pilar 
Jiménez, Mercedes Gómez-Morales, Francisco Ruiz-Cabello and Federico Garrido. T 



6 

cell infiltration and macrophage polarization correlates with HLA class I expression in 
non-small cell lung cancer. 31st European Immunogenetics and Histocompatibility 
Conference (EFI, European Federation for Immunogenetics), Mannheim, Heidelberg, 
Germany, 30Mayo-2Junio 2017. 

 

3. Congresos Nacionales 

 Francisco Javier Perea García, María del Mar Valenzuela Membrives,   Abel Sanchez-
Palencia Ramos, Mónica Bernal Sanchez, María Esther Farez Vidal, Francisco Ruiz-
Cabello Osuna. Increased numbers of CD14+/ DR- cells in peripheral blood of lung 
cancer patients. 39º Congreso de la Sociedad Española de Inmunología (SEI), Alicante, 
España, 5-7 Mayo 2016. 

 Francisco Javier Perea García, Mónica Bernal Sánchez, Abel Sánchez Palencia Ramos, 
Maria del Mar Valenzuela Membrives, Francisco Ruiz-Cabello Osuna, Federico 
Garrido Torres-Puchol. Tumor HLA class I loss forms different stromal patterns in lung 
cancer. 39º Congreso de la Sociedad Española de Inmunología (SEI), Alicante, España, 
5-7 Mayo 2016. 

 Francisco Javier Perea García, María del Mar Valenzuela Membrives, Abel Sanchez-
Palencia Ramos, Mónica Bernal María Esther Farez Vidal, Francisco Ruiz-Cabello 
Osuna. Analysis of malignant lesions and peripheral blood natural killer cells in lung 
cancer patients. 39 Congreso de la Sociedad Española de Inmunología (SEI), Alicante, 
España, 5-7 Mayo 2016. 

 Cristina Torres Durán, Otero Mar, Eva García, Mónica Bernal, Marta López,  Francisco 
Perea, Teresa Cabrera, Francisco Ruiz-Cabello, Federico Garrido and Angel Concha. 
Colorectal cancer microsatellite instability is associated with a higher HLA class II 
expression frequency and a different leukocyte infiltration pattern. 39º Congreso de la 
Sociedad Española de Inmunología (SEI) Alicante, España, 5-7 Mayo 2016. 

 Miguela Méndez García, Francisco Javier Carretero Coca, José Francisco Flores-
Martín, Francisco Javier Perea García, Jose Manuel Cozar, Abel Sánchez-Palencia 
Ramos, Francisco Ruiz-Cabello, Federico Garrido, Natalia Aptsiauri HLA class I and 
PDL-1 expression in lung and bladder tumors and cancer cell lines treated with anti-
“immune checkpoint” antibodies or HLA correcting gene therapy. 39º Congreso de la 
Sociedad Española de Inmunología(SEI), Alicante, España, 5-7 Mayo 2016. 

 

4. Otras publicaciones  

 Del Mar Valenzuela-Membrives M, Perea-García F, Sanchez-Palencia A, Ruiz-Cabello 
F, Gómez-Morales M, Miranda-León MT, Galindo-Angel I, Fárez-Vidal ME. 
Progressive changes in composition of lymphocytes in lung tissues from patients with 
non-small-cell lung cancer. Oncotarget. 2016 Nov 1;7(44):71608-71619. doi: 
10.18632/oncotarget.12264. PubMed PMID: 27689405; PubMed Central PMCID: 
PMC5342105. 



7 

Agradecimientos 

Estos han sido 3 años de duro trabajo y esfuerzo reflejados en la presente tesis. Me he 

llevado también buenos momentos y me quedo con eso. En primer lugar quería agradecer todo 

el apoyo  recibido a mis directores de tesis. Al Dr. Francisco Ruiz-Cabello gracias por todo lo 

que me has enseñado en este tiempo y por acogerme en tu laboratorio y confiar en mí desde el 

primer momento. No hay palabras para agradecer todo lo que me has enseñado y ayudado en 

esta etapa de mi vida, por tus consejos que me han ayudado a mejorar como profesional, gracias 

se queda corto, y que decir la persona magnífica que eres. Dr. Abel Sánchez Palencia-Ramos, 

co-director de tesis y el cirujano que me proporciona las muestras para este estudio, sin tu 

colaboración este trabajo no hubiera sido posible, gran profesional, gran persona también, 

gracias por tu ayuda. 

 

Al Dr. Federico Garrido por acogerme en su laboratorio y mostrarme su confianza. Por 

todo lo que he aprendido junto a él,  por sus críticas acertadas sobre la calidad en el diseño 

experimental y en la elaboración de los trabajos. Finalmente, por haberme mostrado su 

confianza para integrarme en su grupo de investigación. 

 

A la Dra. Mónica Bernal por su ayuda infinita en esta etapa en el hospital. Gracias por tu 

apoyo en los momentos que presentaba dificultades, por aguantarme todo este tiempo, por todo 

lo que me has enseñado y, sobre todo, me quedo con que no sólo has sido una compañera de 

trabajo sino que has sido una amiga con la que he compartido grandes momentos. 

 

A la Dra. Teresa Rodríguez por su ayuda en las inmunohistoquímicas, las veces que te 

dado la lata con los anticuerpos, el escáner, etc. Gran persona, desde luego.   

 

A la Dra. Natalia Aptsiauri por su acogida y su disponibilidad, una persona agradable y 

trabajadora. Siempre me has ayudado cuando te lo he pedido sin ningún inconveniente. 

 

A la Dra. Pilar Jiménez por acogerme también en el laboratorio como uno más y 

enseñarme los secretos que esconde la citometría de flujo. 

 

A Rocío y Teresa Miranda por su ayuda con el análisis estadístico, por enseñarme 

vuestros trucos y por todo lo que he aprendido de estadística, más que en la carrera incluso. Ha 

sido todo un placer trabajar con ustedes.  

 

A todo el Servicio de Análisis Clínicos del Hospital Universitario, toda esa gente que me 

ha ayudado en el laboratorio, técnicos y residentes,  gracias a todos: A Eva por ser mi principal 



8 

maestra cuando llegue al laboratorio. Gracias por dedicarme una parte de tu tiempo, y por todo 

lo que me has aportado. A las chicas del biobanco Anabel, Isa, Virginia y Ana gracias por 

vuestra paciencia y por compartir conmigo vuestra simpatía. A Svetlana por su enorme trabajo y 

cooperación. Alonso, Pilar, Toñi, Laura, Antonio, Paola, Esther, Cristina gracias por todo, por 

los buenos momentos que hemos pasado. 

 

Por supuesto, mencionar que esta investigación ha sido posible gracias al instituto de 

Salud Carlos III (PI11/01386, PI16/00752), a la Unión Europea (FEDER, Fondo Europeo de 

Desarrollo Regional), a la fundación Neumosur (PI 16/2014), a la Junta de Andalucía (Grupos 

CTS-143, CTS-695, CTS-3952, CVI-4740) a  la fundación FIBAO, y a la empresa Beckton 

Dickinson  y Beckman Coulter por su ayuda para el fomento de la Investigación  en nuestro 

Servicio. 

 

A los pacientes de este estudio que generosamente han donado sus muestras a través del 

BIOBANCO del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada y del Complejo 

Hospitalario Universitario de La Coruña, ya que sin ellos no hubiera sido posible esta 

investigación. 

 

Por supuesto, agradecer a mi familia todo su apoyo incondicional. Mis padres y 

hermanos, esos con los que río, lloro, conocen mi sufrimiento, mis defectos y mis virtudes. Esa 

familia que siempre ha estado cuando lo he necesitado, la que está en los buenos y los malos 

momentos, y la que hace que afrontar la vida no sea tan duro. Y sobre todo, a mis padres por la 

educación recibida y los valores que me habéis inculcado y por enseñarme que la vida no te 

regala nada, que si quieres conseguir algo tienes que hacerlo con ganas, trabajo y esfuerzo.Que 

no hay que tener miedo, que si uno se estanca que tire para adelante, que ya saldrá por algún 

lado, porque siempre hay una salida. 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

ÍNDICE GENERAL 

I. ABREVIATURAS USADAS EN EL TEXTO ......................................................... 11 

II. RESUMEN ................................................................................................................ 13 

III. INTRODUCCIÓN .................................................................................................. 17 

1. Papel del sistema inmunitario en el cáncer ........................................................ 19 

2. Antígenos tumorales ............................................................................................. 20 

3. Control tumoral por el microambiente ............................................................... 22 

4. Inflamación y cáncer ............................................................................................ 23 

4.1 Mediadores inflamatorios promueven la proliferación y supervivencia 
celular ........................................................................................................... 23 

4.2 La inflamación provoca angiogénesis ........................................................... 24 

5. Presentación antigénica ........................................................................................ 25 

6. Escape tumoral del control del sistema inmunitario ......................................... 28 

6.1 Selección natural de variantes tumorales ....................................................... 28 
6.2 Mecanismos intrínsecos que afectan a la inmunogenicidad del tumor .......... 30 

6.2.1 Pérdida de expresión de antígenos HLA y/o proteínas de la maquinaria 
de presentación del antígeno (APM) ................................................ 31 

6.2.2 Otros mecanismos intrínsecos de escape tumoral ............................... 34 
 
6.3 Mecanismos extrínseco que contribuyen al escape inmunológico: 

microambiente tumoral y células inmunitarias del microambiente .............. 37 

6.3.1 Efectos supresores de los facotres derivados del tumor (FDTs): 
microambiente tumoral ..................................................................... 38 

6.3.2 Actividad supresora de las células inmunitarias del microambiente 
tumoral .............................................................................................. 41 
 

6.4 Mecanismos de evasión de las células NK .................................................... 46 

7. Composición celular del microambiente tumoral y resultados clínicos .......... 49 

7.1 Células T ........................................................................................................ 50 
7.2 Células B ........................................................................................................ 51 
7.3 Células NK .................................................................................................... 52 
7.4 Macrófagos asociados a tumor ...................................................................... 53 
 

IV. HIPOTÉSIS Y OBJETIVOS ................................................................................. 57 

V. METODOLOGÍA ..................................................................................................... 61 

1. Pacientes y muestras ............................................................................................. 63 



10 

2. Estudio de citometría de flujo .............................................................................. 64 

2.1 Procesamiento de las muestras .................................................................... 64 
2.2 Anticuerpos monoclonales .......................................................................... 65 
2.3 Selección de las diferentes subpoblaciones celulares ................................. 65 

3. Estudio de inmunohistoquímica .......................................................................... 68 

3.1 Estudio de la infiltración tumoral ................................................................ 70 

4. Aislamiento de ADN y microdisección ................................................................ 71 

5. Estudio molecular de las muestras tumorales .................................................... 71 

5.1 Secuenciación del gen β2-microglobulina .................................................. 71 
5.2 Tipaje genómico tumoral de HLA de clase I .............................................. 72 
5.3 Estudio de expresión génica por RT-PCR................................................... 72 

6. Estudio de líneas celulares de cáncer de pulmón ............................................... 73 

6.1 Análisis de hibridación genómica comparativa basada en array (array-

CGH) en líneas celulares de cáncer de pulmón ....................................... 74 

7. Análisis estadístico ................................................................................................ 74 

VI. RESULTADOS (Artículos y Revisión) ................................................................. 75 

1. Perea F,  Bernal M, Sánchez-Palencia A, Carretero J, Torres C, Bayarri C, 
Gómez-Morales M, Garrido F, Ruiz-Cabello F. The absence of HLA class I 
expression in non-small cell lung cancer correlates with the tumor tissue 
structure and the pattern of T cell infiltration. Int. J. Cancer 2017, 140, 888–
899. 
 
2. Perea F, Sánchez-Palencia A, Gómez-Morales M, Bernal M, Concha A, Méndez-
García M, González-Ramírez A, Kerick M, Martin J, Garrido F, Ruiz-Cabello F, 
Aptsiauri N. HLA class I loss and PD-L1 expression in lung cancer: impacto 
and T-cell infiltration and immune escape. Oncotarget 2017. 
 
3. Garrido F, Perea F, Bernal M, Sánchez.Palencia A,  Aptsiauri N, Ruiz-Cabello F. 

The escape of cancer from  T-cell mediated immune surveillance: HLA class 
I loss and tumor tissue architecture.  Vaccines 2017, 5, 1-10.  

 

VII.  DISCUSIÓN ........................................................................................................ 141 

VIII. CONCLUSIONES ............................................................................................. 163 

IX. BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................... 167 

X. ANEXOS ................................................................................................................. 191 

 



11 

I. RELACIÓN DE LAS PRINCIPALES ABREVIATURAS EMPLEADAS EN 

EL TEXTO 

 

      AICD….Muerte Celular Inducida por Activación 
ADN…..Ácido DesoxirriboNucleico 
APCs….Células Presentadoras de Antígenos 
ARN…Ácido RiboNucleico 
β2m…..β2 microglobulina 
COX….…Ciclooxigenasa 
CSF1R…. Receptor del Factor Estimulante de Colonias 1 
CTCs…Células Tumorales Circulantes 
CTLs…… Linfocitos T citotóxicos 
CTLA……Antígeno de Linfocitos T Citotóxicos 
DC………Células Dendríticas 
EGF….. Factor de Crecimiento Epidermal 
FADD….Dominio de Muerte Asociado a FAs 
FGR…. Factor de Crecimiento de Fibroblastos  
HLA….. Antígenos Leucocitarios Humanos 
IDO…. Indolamina 2,3-dioxigenasa 
IL….Interleuquina 
iNOS…. Óxido Nítrico Sintasa inducible 
MHC…..Complejo Principal de Histocompatibilidad 
MDSCs….Células Supresoras Derivadas Mieloides 
NK……….. células Natural Killer 
NFκB…. factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas 
NSCLC…..Carcinoma de Pulmón no microcítico 
PD…..receptor de Muerte Programada 
PDGF…. Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas 
ROS……Especies Reactivas del Oxígeno 
SCLC…….Carcinoma de Pulmón de Células Pequeñas 
STAT…. Factor de Transcripción Transductor de Señales y Activador de Trancripción 
TAP…..Transortador Asociado al Procesamiento del Antígeno 
TCR…..Receptor de las Células T 
TGF….. Factor de Crecimiento Transformante 
Th……Linfocito T CD4 Helper 
TME…..Microambiente Tumoral 
TNF…Factor de Necrosis Tumoral 
TRAIL…..Ligando Inductor de Apoptosis Relacionado con TNF  
Treg………Linfocitos T Reguladores 
VCAM….Molécula de Adhesión Vascular 

       VEGF…. Factor de Crecimiento Endotelio Vascular 
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II. RESUMEN 

El cáncer de pulmón es uno de los tumores más malignos que se han diagnosticado y es 

una de las principales causas de muerte a escala mundial en ambos géneros. Su tratamiento es 

difícil ya que cuando se detecta, en muchos casos se encuentra en fases avanzadas. La 

carcinogénesis, es un proceso complejo que incluye constantes cambios celulares a nivel 

genético y molecular que dan lugar a un el crecimiento celular incontrolado. Sin embargo, el 

desarrollo tumoral no se puede entender si no se tiene en cuenta el contexto celular estromal en 

el que se produce. Numerosas evidencias sostienen que células del estroma influencian 

notablemente el crecimiento tumoral. Muchas de las células que componen el estroma son 

células de la inmunidad tanto innata como adaptativa y constituyen lo que hoy se denomina 

inmuno-contexto que es probablemente el factor más importante a nivel pronóstico. Los 

leucocitos y especialmente los linfocitos T pueden infiltrar el tejido tumoral y se ha observado 

que este infiltrado es heterogéneo y se distribuye de forma organizada entre los distintos tipos 

de tumor e incluso es distinto entre pacientes. El análisis del tipo, densidad y localización de 

leucocitos (“Immunoscore”) ha cobrado una importancia vital en la prognosis de la enfermedad.  

Es conocido que estos linfocitos T citotóxicos pueden llevar a cabo un control del crecimiento 

tumoral. Sin embargo, la evolución natural del cáncer sucede en varias fases en las que 

sucesivamente se van seleccionando clonas con baja inmunogenicidad.  

 

En nuestro estudio  una gran parte de los tumores de pulmón analizados presentan 

alteraciones totales o parciales en la expresión de moléculas HLA de clase I. Nuestros resultados 

muestran los mecanismos por los que se producen esas alteraciones de expresión de moléculas 

HLA-I en cáncer de pulmón: la pérdida de heterozigosidad (LOH) en genes HLA-I en el 

cromosoma 6 y una disminución de la expresión de genes implicados en la maquinaria de 

procesamiento antigénico. Hemos observado que en contraste a lo que se observa en otros 

tumores como los de colon o el melanoma el gen de β2m no es una diana mutacional en el 

cáncer de pulmón. Por el contrario la LOH en 6p21 es frecuente y probablemente ha sido 

subestimada hasta el momento. A ello ha contribuido que ni la inmunohistoquímica, ni la 

secuenciación masiva, son herramientas adecuadas para poner de manifiesto este tipo de 

alteraciones al tratarse de un sistema multialélico y que las mutaciones  representan la pérdida 

de gran parte del genoma. Estos mecanismos de pérdida de HLA tiene evidentes implicaciones 

para la inmunoterapia antígeno-específica. En la actualidad la inmunoterapia con inhibidores 

frente a los “immunocheckpoints” es la primera línea de tratamiento en el cáncer de pulmón 

metastásico no microcítico. Sin embargo, esta terapia beneficia sólo a una fracción de pacientes 

con NSCLC.  Es conocido, que esta terapia requiere la integridad de la expresión de moléculas 

HLA-I. La existencia de LOH en el cromosoma 6 y la ausencia de mutaciones en el gen β2m 
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dificulta la realización de estrategias de rescate antigénico dado que se trata de mutaciones 

genéticas irreversibles y que no permiten la recuperación antigénica con inmunomoduladores 

biológicos como el interferón. Por tanto, creemos que tumores HLA-I positivos podrían ser más 

susceptibles a tratamiento con inhibidores de “inmunocheckpoints” porque el mecanismo del 

reconocimiento antigénico permanece inalterado y el patrón de reactividad estromal e 

infiltración tumoral es “permisivo”. Por el contrario, los tumores HLA-I negativos 

(especialmente aquellos que portan mutaciones truncadoras irreversibles por  pérdida de genes 

HLA) pueden explicar la resistencia adquirida a la inmunoterapia con anti PD-1. Otro hallazgo 

importante de este estudio ha sido la observación de que la expresión HLA-I condiciona la 

densidad y el patrón de infiltración linfocitario de los tumores de pulmón. Observamos una 

asociación entre la expresión de HLA-I clase I y el nivel de infiltración por linfocitos CD8+. 

Además, nuestros resultados muestran una correlación directa entre la expresión tumoral de 

HLA-I, y los patrones de infiltración tumoral de linfocitos/macrófagos, y la reacción estromal. 

Cuando el tumor es HLA-I positivo, los linfocitos CD45RO+ (memoria), CD3+ y CD8+, así 

como macrófagos CD64+ (M1) están en estrecho contacto con las células malignas dentro de los 

nidos del tumor en una estructura que hemos denominada como “permisiva” para el rechazo 

inmunológico. Mientras, en tumores HLA-I negativos los leucocitos preferentemente se 

localizan fuera nido  tumoral, en el estroma y sin un estrecho contacto con las células tumorales, 

en una estructura que hemos denominado “no permisiva” caracterizada por una densa malla de 

fibroblastos FAP+. La presencia de estos dos patrones de reacción estromal correlaciona con 

cambios en la polarización de los macrófagos M1/M2.  

 

Hemos analizado otros componentes del estroma tumoral mediante un análisis conjunto 

de citometría de flujo e inmunohistoquímica. Nuestra investigación sostiene que en el 

microambiente de los tumores NSCLC, se conforma un microambiente tumoral inmunosupresor 

con una proporción alta de células Treg, así como alteraciones fenotípicas en otras células 

efectoras como son las células NK. Describimos también una disminución de expresión de 

marcadores de activación como NKp46 y CD161, podrían disminuir la actividad de las células 

NK. Estos mecanismos de supresión se reflejan tanto en la sangre de los pacientes como en las 

inmediaciones del tumor y no están relacionadas con la expresión de HLA-I del tumor pero que 

pueden colaborar también al escape inmunológico. 

 

Hemos analizado también la expresión de PD-L1 en el tejido tumoral. Creemos que del 

análisis de la expresión de HLA-I y PDL-1 presenta notables ventajas a la propuesta actual 

como marcadores de respuesta a la inmunoterapia por varias razones. En primer lugar, la 

expresión HLA-I está frecuentemente alterada en tumores de diferentes tipos histológicos. 

Además, la emergencia de variantes tumorales HLA-I negativas ocurre durante la historia 
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natural del cáncer o tras inmunoterapia como resultado de la inmunoselección. Finalmente, el 

análisis de HLA-I impacta sobre los patrones de infiltración y conjuntamente con PD-L1 

permite la identificación fácil de fenotipos de rechazo y progresión. Encontramos una 

asociación  entre  la  expresión de HLA y PD-L1 con la afectación ganglionar (N): una alta 

proporción de pacientes con tumores  de  fenotipo  HLA- PD-L1+ presentaron  afectación  de  

uno  o  varios  ganglios linfáticos (fases N1+N2) mientras que una minoría de los pacientes con 

tumores de fenotipo HLA+ PD-L1- (fenotipo de rechazo tumoral) se encontraban en esas fases N 

avanzadas. Desde nuestro punto de vista, el fenotipo HLA- PD-L1+ es el más agresivo (fenotipo 

de progresión) y está caracterizado por presentar mayor tamaño tumoral,  mayor afectación 

linfática, estadío tumoral más avanzado, y menor infiltración por linfocitos T citotóxicos. Los 

linfocitos en tumores con este fenotipo presentaron además localización  preferentemente 

estromal.     

En resumen, nuestro estudio muestra cambios en el microambiente tumoral que 

afectan a la inmunogenicidad de la célula tumoral y al infiltrado leucocitario que favorecerían 

el escape inmunológico y la progresión del cáncer. Hemos observado que las alteraciones HLA 

resultan determinantes en la configuración del microambiente tumoral: tipo y patrón de 

infiltración observado. Hemos demostrado, que el mecanismo de LOH-HLA es el más 

importante para generar tumores con baja inmunogenicidad. Creemos también imprescindible 

evaluar la existencia de LOH-HLA en pacientes candidatos a inmunoterapia específica, al ser 

la expresión HLA el factor crítico determinante para la eficacia terapéutica. Finalmente la 

combinación del estudio de HLA y PD-L1, presenta notables ventajas a la propuesta actual que 

contempla la expresión de PD-L1  e immunoscore, ya que permitiría identificar fenotipos 

particularmente agresivos y potencialmente no respondedores a inmunoterapia antígeno-

específica.  
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III. INTRODUCCIÓN 

El cáncer de pulmón es uno de los tumores malignos más comúnmente diagnosticados y 

se ha convertido en una de las principales causas de muerte en los países desarrollados en ambos 

géneros (1). La carcinogénesis es un proceso complejo y dinámico que incluye varios cambios 

celulares a nivel genético que desemboca en crecimiento celular descontrolado. Los análisis 

histopatológicos en diferentes tumores han demostrado la infiltración de células inflamatorias y 

linfocíticas. Los estudios intratumorales detallados determinan que esos infiltrados se 

distribuyen de forma organizada y localizada en el centro del tumor, en los bordes peritumorales 

y en órganos linfoides terciarios. Los infiltrados inmunológicos son heterogéneos y diferentes 

entre los distintos tipos de tumores e incluso entre pacientes. Se han descrito distintos tipos de 

células inmunológicas en el tumor incluyendo: macrófagos, células dendríticas (DCs), 

mastocitos, células natural killer (NK), células nativas, células de memoria, linfocitos B y 

linfocitos T, que incluyen varios subtipos de células: Th1, Th2, Th17, células T reguladoras, 

(Treg), linfocitos T citotóxicos (CTLs). Analizar la localización, densidad y funcionalidad de 

los diferentes biomarcadores inmunológicos ha permitido identificar componentes que son 

beneficiosos y otros que se relacionan de forma negativa con la supervivencia (2). Ante estos 

resultados, una evaluación celular inmunológica podría dar información sobre el pronóstico de 

la enfermedad y ayudar a identificar pacientes susceptibles a un tratamiento (3). 

Los carcinomas de pulmón se pueden clasificar en dos tipos: carcinoma de pulmón 

microcítico (SCLC, Small Cell Lung Carcinoma) y carcinoma de pulmón no microcítico 

(NSCLC, Non-SCLC). NSCLC son aproximadamente el 80% de todos los casos de cáncer de 

pulmón e incluye tres tipos histológicos: carcinoma celular epidermoide, adenocarcinoma y 

carcinoma de células grandes (4). 

El éxito limitado de la quimioterapia ha enfatizado la necesidad de desarrollar nuevas 

estrategias terapéuticas como la inmunoterapia. Sin embargo, la naturaleza multifacética de los 

mecanismos de escape inmunitario de las células tumorales de pulmón es un principal obstáculo 

para la aplicación potencial de inmunoterapia. Es necesario aclarar y caracterizar esos 

mecanismos de escape inmunitario para desarrollar estrategias que los contrarreste. 

 

1. Papel del sistema inmunitario en el cáncer. 

Un aspecto fundamental de la inmunología del cáncer es que el sistema inmunitario es 

capaz de reconocer células del huésped que sufren transformaciones malignas y controlar el 

crecimiento tumoral. En la evolución del proceso tumoral en la interacción con el sistema 
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inmunitario se han propuesto 3 fases de desarrollo (la teoría de las tres E): Eliminación, 

Equilibrio y Escape. Este proceso es lo que se conoce como “Inmunoediting” (5). La idea es que 

el sistema inmunitario reconoce células malignas y las elimina. En ocasiones, algunas células 

tumorales proliferan lo suficientemente rápido para compensar la eliminación mediada por el 

sistema inmunitario y se produce la fase de equilibrio. En la tercera fase, por determinadas 

características que adquieren las células tumorales, el sistema inmunitario no es capaz de 

reconocerlas y eliminarlas, y escapan creciendo de forma descontrolada (edición del tumor). 

Hoy en día se plantea el reto de lograr eliminar esas células que escapan del control inmunitario 

para lo que se han propuesto numerosas estrategias de inmunoterapia con diferentes resultados 

que se detallarán más adelante. 

 

2. Antígenos tumorales. 

El sistema inmunitario adaptativo es capaz de discriminar entre antígenos propios de 

extraños. La distinción es clara en el caso de patógenos invasivos, pero las células tumorales son 

células del huésped transformadas y podrían, por lo tanto, pensarse que pertenecen a lo propio. 

La transformación maligna de células normales implica mutaciones (6) en rutas que controlan la 

proliferación, resistencia apoptosis y otras características fundamentales de los cánceres (7). 

Estas mutaciones podrían codificar epítopos que no se expresan en células normales del huésped  

y podrían considerarse, por lo tanto, como extraños, haciendo a las células malignas 

susceptibles de eliminación por el sistema inmunitario (Figura 1). Las mutaciones hace que se 

codifiquen péptidos mutados capaces de provocar una respuesta inmunitaria adaptativa. Se 

conocen como neoantígenos. Se han encontrado clones de células T CD8+ específicos de 

antígenos tumorales contra quinasa dependiente de ciclinas 4 (CDK4) (8) o β-catenina mutada 

(9) en melanoma y la molécula del complejo principal de histocompatibilidad de clase I (MHC-

I) HLA-A2 expresada en carcinoma renal (10). 

Interesantemente, proteínas no mutadas del huésped se encontraron ser objetivo del 

sistema inmunitario adaptativo. En particular, proteínas que son expresadas en células MHC-I 

negativas como espermatozoides o trofoblasto, y aberrantemente expresadas en células 

cancerígenas, son capaces de producir una respuesta inmunitaria. El primer ejemplo en humanos 

fue un epítopo de MAGEA1 (11), una proteína restringida a los testículos que aberrantemente se 

expresa en melanoma. Más tarde, se encontraron antígenos de proteínas codificados por la 

familia de antígenos MAGE y otros genes específicos de la línea germinal como Bage1, Gage1, 

Xage1B, Ctga2, Ctga1 y Ssx2, en melanoma y otros carcinomas como pulmón, colorectal, 

mama y próstata (12) 
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Figura 1. Los dos ejes inmunitarios con sus efectos opuestos en el desarrollo tumoral. Los genomas 
alterados de tumores pueden codificar neoantígenos que promueven  respuestas adaptativas con objetivos 
tumorales. Estas son caracterizadas por una alta densidad de células T CD8+, células B, células 
dendríticas (DCs) maduras  así como una polarización Th1 en el microambiente tumoral. Por otro lado, 
alteraciones genómicas provocan una producción aberrante de citoquinas en células tumorales, que 
pueden aumentar la angiogénesis, activar fibroblastos y células mieloides, resultando en la producción de 
factores de crecimiento y supervivencia que inhiben la actividad inmunitaria adaptativa frente al tumor. 
Imagen adaptada de Becht  et al. Advances in Immunology 2016, 130: 95-148. 

 

Aún más sorprendente, algunas proteínas constitutivamente expresadas por células no 

malignas fueron capaces de producir respuestas inmunitarias también. Esas proteínas son 

sobreexpresadas en células tumorales provocando activación mediada por el  receptor de las 

células T (TCR) de los correspondientes linfocitos específicos (12), mientras que su expresión 

es tan baja en células normales para llegar al límite para provocar activación de células T. Un 

ejemplo de estos antígenos es el antígeno HER2/neu codificado por el gen Erb2 en cánceres de 

próstata (13, 14) de mama y ovario, así como la proteína Melan-A en melanoma (15-17). 

Una clase sencilla de antígenos asociados a tumor son los péptidos asociados con virus 

carcinogénicos. Esos péptidos se expresan en células transformadas y pueden provocar una 

respuesta inmunitaria, como se mostró con el virus de papiloma humano en carcinoma 

epidermoide de cuello y cabeza (18), virus de Eipstein-Barr en linfoma de Hodgkin, carcinoma 

nasofaríngeo, linfoma NKT y linfoma de Burkitt (19). Todos estos ejemplos juntos muestran 
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que aunque las células tumorales son derivadas de células normales  pueden expresar antígenos  

que pueden ser reconocidos como extraños. 

Está bien documentado que la expresión de antígenos tumorales es muy heterogénea, 

incluso dentro de un mismo tumor. Por ejemplo, se ha observado que una expresión disminuida 

de antígenos de diferenciación de melanocitos de melanoma como gp100, antígeno de 

melanoma reconocido por células T 1 (MART1) y tirosinasa está asociada con progresión de la 

enfermedad. En un estudio, las células fueron 100% MART1+ en lesiones en estadío I y sólo el 

75% en estadío IV. Un aumento de expresión ha sido encontrado también en tumores tras 

vacunación. En otro estudio se observó que con vacuna del péptido gp100 (209-2M) se produjo 

una disminución en la expresión de gp100 en tumores después de tratamiento (47% frente 32%), 

mientras que la expresión de MART1 no cambió en otro estudio (54% frente 54%). Además, la 

cantidad de antígeno tumoral expresado puede ser también importante para el reconocimiento 

(17). 

El mecanismo exacto que controla la disminución de expresión de antígenos tumorales 

permanece desconocido en la mayoría de casos. Sin embargo, la propagación de esas variantes 

con pérdidas de antígenos podría ser facilitada por inmunodominancia de epítopo. El fenómeno 

de inmunodominancia podría pensarse que es como la inmunodetección preferente de uno de los 

pocos epítopos entre los muchos que se expresan en un objetivo dado. La teoría de la 

inmunodominacia, ya que está relacionada con el escape tumoral, predice que una de las 

maneras de que las variantes con pérdidas de antígeno dentro de un tumor son protegidas de la 

presión inmune es que las células tumorales parentales que llevan el epítopo inmunodominante 

sirve como “bandera roja” para el ataque inmunitario, de este modo desvían la atención de la 

variante tumoral. Una vez las células parentales se han eliminado, se establece una nueva 

jerarquía entre las variantes y epítopos anteriormente inmunorecesivos llegan a ser dominates. 

Una variante tumoral que ha perdido la restricción a alelos de HLA de clase I (HLA-I) mientras 

retiene el antígeno inmunodominante podría hacer una presentación de este antígeno a CTLs 

CD8+ por células dendríticas y mantener una respuesta inmunodominate a un objetivo 

“fantasma”, ya que no puede ser reconocido por el linfocito, a expensas de respuestas más 

apropiadas y efectivas contra otros antígenos (20). 

 

3. Control tumoral por el microambiente 

El control tumoral resulta en modificaciones genéticas y epigenéticas de células 

transformadas que tienen lugar en el microambiente tumoral, el cual  contiene células 

inmunitarias. Así, en varias situaciones en las que un estado precanceroso puede ser estudiado 

individualmente, un cambio desde un patrón inmunológico con una orientación Th1 hacia un 
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microambiente proinflamatorio correlaciona con invasión y agresividad. Esto se ha ilustrado en 

carcinoma cervical en el que una alta expresión de genes  que codifican citoquinas Th1 en 

neoplasia in situ cervical donde la expresión de interferón γ (IFN-γ) se pierde y la expresión de 

la citoquina proinflamatoria interleuquina 6 (IL-6) es alta en carcinoma cervical invasivo y 

agresivo (21). Un cambio de citoquinas hacia un patrón Th2 se ha observado en la evolución de 

neoplasia de epitelios hacia carcinoma invasivo (22). Un cambio similar se ha descrito en cáncer 

pancreático donde se produjo un decremento de la densidad de células T CD8+ y DCs maduras 

desde lesiones con un grado bajo de premalignidad dentro de adenocarcinoma ductal invasivo 

(23). 

 

4. Inflamación y cáncer. 

Está bien establecido que la inflamación crónica en un tumor favorece el crecimiento de 

células neoplásicas. La inflamación está asociada con muchos eventos carcinogénicos. Una 

mutación activadora de la señal de transducción del receptor de IL-6 (IL-6 ST) provoca un 

programa proinflamatorio en hepatocitos favoreciendo la formación de adenoma que más 

adelante puede convertirse en hepatocarcinoma (24). Las condiciones exógenas pueden 

favorecer también señales inflamatorias. Helicobacter pylori es una bacteria  asociada a cáncer 

gástrico (25), una infección viral con hepatitis B o C está asociada con el desarrollo de 

carcinoma hepatocelular (26) y la exposición al humo del tabaco provoca inflamación crónica 

de pulmón que favorece el desarrollo de un carcinoma (27). La asociación de parásitos como 

Schistosoma haematobium y Opistorchis viverrini/Clonorchis sinensis con alta incidencia de 

cáncer de vejiga y colangiocarcinoma, respectivamente, revelan una carcinogénesis similar 

favorecida por inflamación (28, 29). Una Inflamación preexistente puede promover 

carcinogénesis directamente a través de efectos mutacionales. En particular, las especies 

reactivas del oxígeno (ROS) se ha probado que directamente modifican la secuencia de ADN 

(30). Las reacciones inflamatorias pueden provocar también modificaciones epigenéticas en el 

ADN (31). Se ha propuesto que un 15% de los cánceres diagnosticados son producidos por 

infección (32). A continuación, se detallan algunos de los efectos que promueven el desarrollo 

tumoral asociados con inflamación a través de efectos directos sobre las células cancerígenas. 

 

4.1 Mediadores inflamatorios promueven la proliferación y supervivencia celular. 

Los factores inflamatorios como IL-6, IL-1β o IL-22 inducen respuestas inflamatorias 

provocando una activación del factor de transcripción transductor de señales y activador de 



Introducción 

24 

trancripción 3 (STAT3) y factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células 

B activadas (NFκB) en células cancerígenas. Estas rutas pueden provocar la activación de 

moléculas antiapoptóticas (33), como Bcl-2 (34), Bcl-x (35) que promueven supervivencia, por 

ejemplo, en células B malignas en linfoma folicular (36). Se ha observado que la ruta IL-6-

STAT3 tiene actividades procancerígenas en muchos tipos de cáncer como adenocarcinoma 

ductal pancreático (37), carcinoma intraepitelial (38), adenocarcinomas de pulmón (39) y 

gástrico (40). La activación de NFκB promueve la supervivencia celular por inhibición de 

apoptosis mediada por el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) (41). La inflamación también 

provoca proliferación de células malignas por un notable aumento de la expresión de ciclinas B, 

D1 y D2  relacionadas con la progresión del ciclo celular (35, 42). 

 

4.2 Inflamación y angiogénesis 

Cuando el tumor alcanza cierto tamaño el suministro de oxígeno es tan limitante para 

difundirlo a todas las áreas del tumor y las condiciones de hipoxia aumentan. La inflamación es 

uno de los mecanismos alterados por los tumores para mantener la angiogénesis y aumentar el 

suministro de sangre. Los mediadores inflamatorios liberados por células malignas, 

hematopoyéticas u otras células estromales pueden aumentar la angiogénesis local. La IL-1β 

liberada por células cancerígenas simultáneamente provoca  angiogénesis y el reclutamiento de 

células inflamatorias hacia los nidos tumorales, como se observó en ratones modelo en cáncer 

pancreático (43). Durante mucho tiempo se ha conocido que las células tumorales inducen 

angiogénesis. Sin embargo, la contribución de las células del estroma y, en particular, las células 

del sistema inmunitario innato a la angiogénesis se ha descubierto recientemente (44-46), 

notablemente a través de la liberación de factores de crecimiento endotelio vasculares (VEGFs), 

factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGR2), TNF-α, 

factor de crecimiento transformante (TGF-β), factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGFs), factor de crecimiento placental, neuropilina-1 e IL-8 (47). Dentro de la inmunidad 

innata, los macrófagos son los más abundantes en el tumor y se ha observado que son los que 

controlan la angiogénesis en ratones modelo con cáncer de mama (48) a través de su capacidad 

de secretar VEGF-A (Figura 1). La inhibición del receptor de factor estimulante de colonia 1 

(CSF1R), que es requerido por el macrófago para su diferenciación y supervivencia, se mostró 

que inhibía la vascularización en un modelo de glioma (49). 
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5. Presentación antigénica. 

La presentación de péptidos en superficie  es llevada a cabo por un conjunto de proteínas 

que forman lo que se conoce como complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Existen 

dos tipos de MHC. Para explicar esos dos tipos es necesario hablar del proceso de recambio de 

proteínas en la célula, es decir, como se degradan y se producen otras que remplazan a las 

primeras. La degradación de la mayoría de proteínas celulares ocurre por una de las dos 

principales rutas proteolíticas: la ruta lisosomal y la ruta del proteosoma por ubiquitinización. 

La ruta lisosomal degrada proteínas captadas por endocitosis (procedentes del medio 

extracelular) y por autofagia (procedentes del citosol). Por el contrario, la ruta del proteosoma 

está involucrada principalmente en la degradación de proteínas citosólicas como proteínas 

reguladoras (proteínas de vida corta que se eliminan poco después de completar su función), 

proteínas dañadas, incluyendo productos ribosomales defectuosos, así como proteínas mutadas 

en células cancerígenas y proteínas procedentes de virus en células infectadas. En ambas rutas, 

las proteínas se cortan en fragmentos de oligopéptidos que son presentados a las células T por 

moléculas de MHC. Mientras que los péptidos procedentes de proteínas degradadas por la ruta 

lisosomal son presentados principalmente por moléculas de MHC de clase II (MHC-II), los 

péptidos generados por la ruta del proteosoma son presentados por moléculas de MHC de clase 

I (MHC-I) (Figura 2). Una excepción importante a esta regla es la presentación cruzada, un 

proceso específico en células presentadoras de antígeno (APCs) en el que péptidos derivados de 

la ruta lisosomal pueden ser presentados por moléculas MHC- I (50). 

En humanos, existen tres principales moléculas MHC-I que son llamadas también por el 

nombre del gen, Human Leukocyte Antigen (HLA): HLA-A, HLA-B, HLA-C. Están formadas 

por una cadena pesada y una cadena ligera llamada β-2-microglobulina (β-2m). La principal 

función de las moléculas MHC-I, que son expresadas sobre la superficie celular de la mayoría 

de tipos celulares, es presentar  péptidos a los CTLs CD8+. Los péptidos derivados de  proteínas 

de células normales (propios) son ignorados por las células T CD8+, mientras que aquellos que 

proceden de proteínas mutadas y de virus (no propias) y otros patógenos intracelulares no lo son 

y provocan una respuesta inmunitaria a través de su receptor TCR (50).  

Para que las moléculas MHC-I presenten péptidos propios y no propios a las células T 

CD8+,  los péptidos deben ser producidos  primero por proteólisis en la ruta del proteosoma. Las 

proteínas objetivo de degradación son marcadas por unión covalente de múltiples copias de la 

proteína ubiquitina. El proteosoma es un complejo multimérico de proteínas que se encuentra 

tanto en el citosol como en el núcleo de la célula. Cuando las proteínas poliubiquitinadas llegan 

al proteosoma se produce un proceso complejo que prepara a los antígenos para presentarlos 

sobre las moléculas MHC-I. Este proceso consiste en cuatro principales etapas: 1) generación 
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del péptido; 2) transporte del péptido; 3) ensamblaje del complejo de carga MHC-I; 4) 

presentación antigénica (Figura 3). 

 

 

Figura 2. Rutas de presentación antigénica MHC-I y MHC-II. a) Los antigenos intracelulares, como 
los procedentes de virus o tumores, se procesan en péptidos por el inmunoproteosoma, que esta 
compuesto de múltiples subunidades incluyendo LMP2. Los péptidos se transportan al retículo 
endoplasmático (ER) donde se cargan en la ranura del complejo MHC-I, que está compuesto de una 
cadena pesada y cadena β-2 microglobulina (β2m). El complejo MHC-I presenta antígenos en la 
superficie a las células T CD8+. Las proteínas en la ruta de MHC-I que son codificadas por genes 
regulados por el transactivador  NLRC5 se muestran en los cuadros amarillos. b) Los antígenos de fuentes 
extracelulares como bacterias, se procesan por enzimas endosomales en péptidos. Esos péptidos se unen a 
la ranura del complejo MHC-II por desplazamiento del péptido asociado a la cadena invariable de clase II 
(CLIP) que deriva de la cadena invariable  asociada a clase II (li). HLA-DO y HLA-DM regulan el 
proceso de carga del antígeno. El complejo MHC-II presenta antígenos a las células T CD4+. La proteinas 
en la ruta MHC-II que son codificadas por los genes regulados por el transactivador CIITA se muestran 
en los cuadros rojos. Imagen adaptada de Koichi et al. Nature Rev 2012, 12: 813-820.  

 

Cuando el proteosoma está activado, las proteínas ubiquitinadas pasan a través del hueco 

y pierden la cadena de poliubiquitina a través de la acción de enzimas desubiquitinizantes. Las 

proteínas se rompen en pequeños péptidos que se liberan al citosol. Los péptidos liberados al 
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citosol son transportados al retículo endoplasmático por un transportador llamado transporatdor 

asociado con el procesamiento del antígeno (TAP). TAP es un complejo heterodimérico 

compuesto por dos subunidades (TAP1 y TAP2) que son miembro de la familia de proteínas 

transportadoras unidas a ATP. TAP forma un poro transmembrana en el retículo endoplasmático 

que abre y cierra dependiendo de la unión e hidrólisis de ATP. Dentro del retículo 

endoplasmático los péptidos son degradados aún más por enzimas para encajar en la ranura  de 

las moléculas MHC-I. A continuación se produce la carga del péptido en moléculas MHC-I con 

la ayuda  de  proteínas  chaperonas: calrreticulina, ERp57, calnexina y  tapasina. Estas proteínas   

 

 

Figura 3. Principales etapas del procesamiento del antígeno (MHC de clase I). 1) Generación del péptido; 
2) transporte del péptido; 3) ensamblaje del complejo de carga MHC de clase I; 4) presentación del 
antígeno. Imagen adaptada de Leone et al. J Natl Cancer Inst 2013, 105: 1172–1187. 

 

junto con moléculas MHC-I y TAP forman el complejo de carga MHC-I que combina las 

actividades de transporte del péptido y carga en las moléculas MHC. Específicamente, una 

nueva cadena pesada MHC de clase I se transloca al retículo endoplasmático y adquiere un resto 

de glicano que sirve como elemento de reconocimiento para las chaperonas unidas a membrana 

calrreticulina y calnexina. La cadena pesada de MHC-I interactúa con calnexina que facilita su 
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plegamiento correcto. En este punto, la cadena pesada es reconocida conformacionalmente por 

β2m. Su unión provoca la liberación de calnexina. El cambio conformacional resultante da al 

heterodímero cadena pesada/β2m una forma abierta que interactúa con calrreticulina. La unión 

del péptido requiere la participación adicional de TAP, que asegura un “pool” de péptidos, y 

tapasina. Esta chaperona hace de puente entre las moléculas MHC-I y TAP, permitiendo a los 

péptidos tener acceso al retículo endoplasmático para unirse a la molécula MHC-I. Esto 

estabiliza el heterodímero y optimiza la carga del péptido. Tras la unión del péptido, las 

chaperonas residentes del retículo endoplasmático se liberan y el complejo péptido-MHC-I sale 

del retículo a través de vesículas que atraviesan el aparato de Golgi y migran hacia la membrana 

celular con la que se fusiona, con lo que el péptido en la molécula MHC-I queda expuesto 

extracelularmente. Una vez en la membrana, el complejo péptido-MHC-I puede ser reconocido 

e interactuar con las células T CD8+ a través de su TCR (50).  

 

6. Escape tumoral del control del sistema inmunitario  

El sistema inmunitario a través de la interacción con las células neoplásicas y como 

consecuencia de la intensa inmuno-vigilancia, esculpe el fenotipo del cáncer 

(“Inmmunoediting”) y favorece la selección de variantes tumorales menos inmunogénicas, que 

finalmente conducen al sobrecrecimiento del tumor. El escape tumoral puede ocurrir por esta 

inmuno-selección de variantes tumorales con alteraciones que les permiten resistir, evitar o 

suprimir la respuesta inmunitaria antitumoral, pero también por la inducción de una plétora de 

mecanismos inmunosupresores que comprenden la secreción de citoquinas específicas y la 

presencia de células inmuno-reguladoras en el microambiente tumoral (Figura 4). 

Las células tumorales pueden ser reconocidas a través de los CTLs por receptores 

presentes en superficie en ambas células. Muchos tumores escapan de ese reconocimiento por el 

sistema inmunitario. La presentación antigénica es un proceso primordial en esta 

inmunovigilancia. 

 

6.1 Selección natural de variantes tumorales 

El establecimiento de una inmunoterapia parcialmente exitosa es uno de los escenarios 

que se puede esperar que resulte en escape tumoral. Uno de los factores más importantes que 

favorecen la supervivencia y propagación de organismos en evolución es la diversidad genética. 

Es interesante, en vista a la supervivencia del cáncer desde un punto de vista darwiniano, en el 

que la supervivencia de las células cancerígenas individuales está basada en variaciones 
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hereditarias y supervivencia diferencial asociada con ciertos genotipos. La selección natural es 

un proceso pasivo por el que un organismo tiene una ventaja de supervivencia simplemente por 

poseer ciertos genes beneficiosos. La inestabilidad genética, una propiedad inherente 

compartida por todos los tumores, provoca un aumento en la diversidad genética, como se 

manifiesta por el gran grado de heterogeneidad visto en los tumores. 

 

 

 

Figura 4. Mecanismos de escape tumoral del sistema inmunitario en la evolución del proceso 
tumoral. Las células tumorales van acumulando mutaciones y se ven afectados genes de β-2 
microglobulina y HLA clase I que hace que determinadas células tumorales pierdan la expresión de 
moléculas HLA-I (inmunoselección). Las células tumorales son incapaces de ser eliminadas por los 
linfocitos T CD8+, escapan y proliferan (células de color rojo). Además el tumor genera un microambien 
inmunosupresivo con factores como IL-10, TGF-β, indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) o favorece la 
infiltración de células inmunosupresoras como linfocitos T reguladores (Treg), células mieloides 
supresoras (MDSCs) y macrófagos tipo M2 que favorecen la progresión tumoral.Imagen adaptada de 
Bernal et al. Inmunoterapia del cáncer. Realidades y perspectivas.Sociedad Española de Inmunología. 
Cap 2, 2015, 9-19 Editorial Elsevier ISBN: 978-84-9022-887-6. 

 

La selección natural está en función cuando las células cancerosas que poseen rasgos 

genéticos y epigenéticos, que son beneficiosos para su supervivencia y/o proliferación, tienen un 

crecimiento ventajoso sobre otras células. El resultado de este proceso pasivo es determinado 

por múltiples factores en el microambiente tumoral, como factores de crecimiento, suministro 

de nutrientes y presión inmunitaria. La inestabilidad genómica simplemente crea un amplio 

repertorio de células tumorales que serán seleccionadas acorde a los factores ambientales. Por lo 

tanto, los términos como “evasión tumoral” o “escape tumoral” son nombres equivocados 
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porque evasión y escape implica adquisición activa de ciertas características o fenotipos más 

que propagación diferencial de clones tumorales (Figura 5a). El mismo concepto también se 

aplica al crecimiento frente a una inmunoterapia efectiva (20) (Figura 5b). 

 

 

Figura 5. Selección natural de variantes tumorales en la generación de fenotipos de escape tumoral. 
a) La inestabilidad genética provoca un aumento de diversidad genética en los tumores. La selección 
natural de variantes tumorales ocurre por una propagación diferencial de subclones en su microambiente. 
b) El mismo concepto también se aplica al crecimiento tumoral después de una inmunoterapia efectiva. 
Imagen adaptada de Khong et al. Nat Immunol 2002, 3: 999–1005. 

 

6.2 Mecanismos intrínsecos que afectan a la inmunogenicidad del tumor 

Uno de los mecanismos propios de las células tumorales (intrínsecos) para evadir el 

sistema inmunitario es la pérdida de antígenos HLA de clase I, que son vitales en el 

reconocimiento tumoral. Los tumores lo consiguen por diferentes vías, bien por pérdidas totales 

o selectivas, o desregulando los componentes de la maquinaria de procesamiento del antígeno. 

También forman parte de esos mecanismos intrínsecos producidos por el tumor para el escape 

inmunitario los receptores de control inmunitario responsables de apoptosis de linfocitos 

efectores antitumorales como PD-L1, FasL y galectinas. Determinadas moléculas de adhesión, 

expresadas por los tumores, también pueden afectar a la inmunogenicidad y favorecer el escape 

tumoral dificultando el tráfico de los linfocitos T hacia el tumor. Otro mecanismo de escape 

tumoral tiene que ver con CD47, una molécula que juega un papel importante en los tumores, 

inhibiendo la fagocitosis de las células malignas en circulación favoreciendo el proceso de 

metastatización y, por tanto, contribuyendo al escape tumoral. Los tumores también pueden 
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disminuir la expresión de co-estimuladores afectando así a la respuesta inmunitaria y 

permitiendo el escape inmunológico.  

 

6.2.1 Pérdida de expresión de moléculas HLA-I y/o de moléculas de la maquinaria de 

procesamiento del antígeno (APM) 

Pérdidas de expresión de moléculas HLA-I 

Las moléculas HLA de clase I juegan un papel crucial en la interacción entre las células 

tumorales y el sistema inmunitario. Unen péptidos antigénicos derivados de proteínas 

endógenas tumorales y los presenta a los linfocitos T CD8+ citotóxicos (CTLs), para ser 

reconocidos por sus receptores de membrana (TCRs) (51). El reconocimiento de estos péptidos 

por los CTLs desencadena una serie de eventos que pueden terminar en la lisis de la célula 

tumoral. También están implicadas en la interacción de las células malignas con las células NK. 

En concreto, estos linfocitos lisan células tumorales que no expresan uno o más alelos HLA I 

(52). El ensamblaje correcto del complejo cadena pesada-B2m-péptido y su transporte hasta la 

superficie celular, sigue un proceso dependiente de la maquinaria de procesamiento antigénico 

(APM), como se ha mencionado anteriormente. Cualquier defecto en el proceso de ensamblaje 

conducirá a una expresión anómala de antígenos de clase I. 

Desde hace tiempo se conoce que la transformación maligna de las células se asocia a una 

alteración en la expresión y/o función de las moléculas HLA de clase I, y que estas anomalías 

proporcionan vías de escape del reconocimiento por parte del sistema inmunológico. El estudio 

de la expresión HLA I se ha realizado en una gran cantidad y variedad de tumores eliminados 

quirúrgicamente mediante técnicas de inmunohistoquímica y empleando anticuerpos 

monoclonales específicos frente a determinantes HLA I. Estos análisis han permitido identificar 

en las lesiones malignas varios fenotipos de la expresión alterada de HLA clase I (53-55). Estos 

fenotipos incluyen: (I) Pérdida total de la expresión HLA case I; (II) Pérdida selectiva de un 

haplotipo HLA; (III) Baja regulación selectiva de los productos génicos de los locus HLA-A, B o 

C; (IV) Pérdida selectiva de un alelo HLA de clase I; (V) Fenotipos complejos que representan 

una combinación de los fenotipos I-IV; o (VI) Incapacidad de incrementar la expresión de HLA 

de clase I debido a un bloqueo en la vía de señalización del IFN. Los tumores más estudiados a 

lo largo de los años han sido carcinomas de mama, pulmón, colon, riñón, cérvix, próstata y 

melanomas cutáneos. Las frecuencias de pérdida total o baja regulación de antígenos HLA de 

clase I en lesiones primarias, van desde un 16% en melanomas a un 50% en el cáncer de 

próstata. En el cáncer de colon, los datos de pérdida total son de un 27%. Las pérdidas de locus 

o alélicas tienen frecuencias desde un 16% en cáncer de colon, hasta un 35% en melanomas, 
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mientras que en cáncer de pulmón son sólo del 4% (53, 56, 57).A continuación vamos a 

desarrolar cada uno de los fenotipos de escape tumoral relacionados con la alteración de la 

expresión de HLA-I (Figura 6). 

 

          

Figura 6. Diferentes fenotipos de HLA alterados en tumores: pérdida total, pérdida de haplotipo, pérdida 
de locus, pérdida alélica, fenotipos compuestos y fenotipo de falta de respuesta a IFN. Imagen adaptada 
de Bernal et al. Libro Inmunoterapia del cáncer. Realidades y perspectivas.Sociedad Española de 
Inmunología. Cap 2, 2015, 9-19 Editorial Elsevier ISBN: 978-84-9022-887-6. 

 

Pérdida total de antígenos HLA-I (Fenotipo I) 

El defecto molecular más frecuente causante de la pérdida total de moléculas HLA de 

clase I en las células cancerosas, es la presencia de alteraciones en el gen que codifica la β2m y 

que resultan en la falta de expresión de una cadena funcional (58). Con frecuencia, la 

inactivación bialélica del gen B2m es el resultado de una mutación en una copia del gen, en 

combinación con la pérdida de la otra copia en un proceso de pérdida de heterocigosidad (Loss 

of Heterozygosity, LOH) (59, 60). Se han identificado mutaciones en el gen B2m, que abarcan 

desde grandes deleciones, hasta inserciones o deleciones de nucleótidos simples, así como 

también sustituciones de nucleótidos con diferentes consecuencias funcionales. El resultado es 

que se afecta la expresión de la cadena β2m, porque se inhibe la transcripción del gen, o en la 

mayoría de los casos, porque se impide la traducción del ARNm, o por la síntesis de una 

proteína no-funcional (61). Las mutaciones en el gen B2m que conducen a una pérdida total de 

moléculas HLA de clase I, se han descrito principalmente en el cáncer de colon y en líneas 

celulares de melanoma (62-64). 
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Pérdidas selectivas de antígenos HLA-I (Fenotipos II, III, IV) 

Entre las pérdidas selectivas de moléculas HLA de clase I destacan las pérdidas de 

haplotipo (Fenotipo II), de locus (Fenotipo III) y de alelo (Fenotipo IV). La pérdida de un 

haplotipo HLA-I surge como consecuencia de defectos en la segregación cromosómica o debido 

a recombinaciones mitóticas, que causan la pérdida del brazo corto del cromosoma 6 donde 

residen los genes de cadena pesada de HLA de clase I (65-67). Alteraciones en la regulación 

transcripcional y, concretamente en factores de transcripción de genes que codifican las cadenas 

pesadas de HLA de clase I, originan la baja regulación selectiva de los locus HLA-A y HLA-B 

(68). Las pérdidas selectivas de alelos HLA de clase I, pueden deberse a una pérdida del gen que 

codifica la cadena pesada o bien a mutaciones que inhiben la transcripción o traducción (58, 67, 

69, 70). 

 

Fenotipos mixtos (Fenotipo V) 

 Los fenotipos mixtos o comopuestos son el resultado de la combinación de dos 

alteraciones diferentes, por ejemplo, una pérdida de haplotipo HLA y una falta de expresión del 

locus HLA B o A (combinación de los fenotipos II y III). En este caso, el resultado final es una 

célula tumoral que expresa uno o dos alelos HLA (69)  

Falta de respuesta a IFNs (Fenotipo VI) 

Algunas células tumorales expresan o no antígenos HLA de clase I en condiciones 

basales, y no responden a ciertos agentes activadores como citocinas e IFN-α ó γ (71, 72). La 

molécula de IFN es un potente inductor de la exprexión de HLA de clase I. 

 

Alteración de los componentes de la maquinaria de procesamiento del antígeno (APM) 

Una de las causas de la alteración de la expresión de moléculas HLA-I es su baja 

regulación que se debe fundamentalmente a una baja expresión o a una pérdida de los 

componentes de la APM (73), aunque tampoco debe descartarse que sea consecuencia de un 

mecanismo epigenético que suprima la transcripción de genes que codifican la cadena pesada de 

HLA I. (74). Entre los componentes de la APM, TAP1 es el que se ha investigado de forma más 

exhaustiva. La baja expresión o pérdida del gen TAP1 se ha descrito en carcinomas de mama, 

colon, riñón, cérvix y próstata y en melanomas cutáneos, con una frecuencia de mutación entre 

10-84% (58, 73). Se ha observado una disminución en la expresión de las subunidades LMP2 y 

LMP7 del complejo multicatalítico del proteosoma y del transportador de péptidos TAP1 y 

TAP2 en cáncer de pulmón (75). También se ha descrito una baja regulación de los genes TAP2 
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y LMP7, contribuyendo junto a la LOH, a la pérdida de HLA de clase I en cancer colorectal con 

(76). Se han encontrado mutaciones en TAP1, TAP2, Tapasina, Calreticulina, Calnexina y 

ERp57, aunque las frecuencias de mutación son del 10% o incluso menores para cada gen (77).  

 

6.2.2  Otros mecanismos intrínsecos de escape tumoral 

Señalización PD-1/PD-L1 

Al igual que otras células del sistema inmunitario, los linfocitos T CD8+ expresan de 

manera constitutiva o después de activarse, receptores inhibitorios (“inmunecheckpoints”) que 

juegan un papel fundamental en el control de la actividad inmunitaria. Los tumores son capaces 

de alterar este mecanismo y evitar su eliminación a través de las células T CD8+. Un ejemplo 

claro de este fenómeno es la expresión de ligandos de muerte programada 1 (PD-L1) por células 

tumorales. El receptor de muerte programada 1 (PD-1) es un receptor inhibitorio expresado por 

una gran variedad de células del sistema inmunitario incluyendo células T, células B y células 

mieloides. Uno de sus ligandos, PD-L1 se ha observado que se expresa constitutivamente  en 

células T, células B, macrófagos y células dendríticas (78). No sólo se expresa en células 

inmunitarias, se ha demostrado que células  endoteliales de diferentes tejidos como corazón, 

páncreas y cerebro pueden expresarlo (79). Sin embargo, la expresión de otro de sus ligandos, 

PD-L2, está más regulada observándose  sólo en células dendríticas y macrófagos activados 

(78). Se ha observado que IFN-γ, una citoquina producida principalmente por células Th1 y 

CD8+ induce la expresión de PD-L1 y PD-L2 en células circundantes (80). PD-1 puede unirse a 

PD-L1 o a PD-L2 resultando en una reducción de las capacidades citotóxicas, proliferativas y de 

respuesta a estimulación del TCR en los linfocitos T (81, 82).  Hay estudios que muestran que 

altos niveles de expresión de PD-L1 en células mieloides asociadas al tumor en el 

microambiente tumoral sirven como un mecanismo de inmunoescape importante (83).  

Estos descubrimientos han propulsado el desarrollo de estrategias terapéuticas para el 

bloqueo de la señalización PD-1/PD-L1 que han tenido éxito en superar este mecanismo de 

tolerancia. Anticuerpos que bloquean PD-L1 pueden proteger a los linfotitos T CD8+ de la 

apoptosis in vitro y aumentar los efectos antitumorales de células T por transferencia adoptiva 

(84) y vacunas basadas en células tumorales (85). Además, ensayos clínicos con anticuerpos 

anti-PD-1 y anti-PD-L1 mostraron una regresión tumoral duradera y una estabilización 

prolongada de la enfermedad en NSCLC, melanoma y cáncer renal (86-88). Están bajo 

desarrollo otros enfoques nuevos con objetivo en PD-L1, incluyendo ARN de interferencia o 

pequeñas moléculas (81), y PD-1 soluble el cual puede unirse a PD-L1 y hacerlo inactivo (90).  
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Señalización Fas/FasL 

Los ligandos de receptores de muerte juegan un papel importante en la 

inmmunovigilancia del tumor. Uno de estos ligandos importantes son Fas ligando (FasL). 

Defectos en la señalización del receptor de muerte pueden contribuir a la supervivencia y a la 

proliferación de las células tumorales. Los receptores de muerte tienen secuencias 

citoplasmáticas denominadas dominios de muerte, que son esenciales para la transmisión de la 

señal apoptótica vía cascada de caspasas. Fas es una proteína transmembrana que pertenece a la 

superfamilia TNF. Tras el contacto del receptor de muerte Fas (también conocido como CD95) 

con su ligando, el dominio de muerte asociado a Fas (FADD) acopla caspasa-8, que a su vez se 

autoactiva y corta otros sustratos de la cascada como caspasa-3, caspasa-6 y caspasa-7 (91). 

Mecanismos dependientes de contacto pueden mediar la eliminación de células T, como Fas-L, 

expresado por células tumorales que se unen al receptor Fas expresado por linfocitos, 

induciendo su apoptosis (92). El papel más importante en la interacción Fas-FasL en el 

ambiente tumoral puede ser la inducción de muerte celular inducida por activación (AICD) de 

células T antitumorales. Tras activación por reconocimiento del antígeno tumoral, la célula T 

expresa altas cantidades de FasL, lo que induce apoptosis de esas células T (“suicidio”) y entre 

células T (“fraticidio”) (Figura 7) (93). 

Sin embargo, el papel de FasL parece no estar claro. Hay estudios contradictorios 

sugiriendo un efecto positivo contra el tumor. Por ejemplo, la expresión de FasL en el tumor 

podría conferir efectos antitumorales y proinflamatorios (94, 95). Los investigadores, por lo 

tanto, hipotizan que se requieren otros factores inmunosupresores para que FasL lleve a cabo su 

función supresora. Como se muestra a continuación, Galectina-1 puede ayudar a crear un 

ambiente inmunosupresor en favor de la acción de FasL. A pesar de su debatible papel de 

contraatacar al sistema inmunitario, FasL representa todavía una diana potencial para terapia del 

cáncer. 

 

Galectinas 

Las galectinas sobreesexpresadas en tumor se ha observado que tiene efectos que 

contribuyen a la inmunoevasión del tumor. Por jemplo, galectina-1 sobreexpresada en tumores 

favorece el escape tumoral por apoptosis de células T. Galectina-1 es una proteína de unión a β-

galactosidasa implicada en la adhesión célular (96), interacciones de la matriz celular (97), 

homeostasis inmunitaria (98, 99) y crecimiento celular (99). También se asocia a angiogénesis 

(100), transformación maligna (101), y pobre prognosis (100, 102, 103). 
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Figura 7. Modelo alternativo para la inducción de muerte  de la célula T inducida por FasL después 
del encuentro con las células tumorales. a) AICD de células T después del reconocimiento de las 
células tumorales. El reconocimiento tumoral conduce a activación de las células T y aumentan la 
expresión de Fas y FasL en la superficie de la celula T matándose a sí misma (“suicidio”) y a otras células 
T (“fraticidio”). b) Modelo propuesto de “contraataque” tumoral. Las células tumorales expresan FasL 
funcional y matan a las células T infiltrantes que expresan Fas al interaccionar con FasL, lo que conduce a 
escape tumoral. Sin embargo, la unión de Fas expresado en células de la inmunidad innata como 
neutrófilos macrófagos y células dendríticas (DCs) inmaduras con FasL expresado en las células 
tumorales puede provocar la liberación de múltiples citoquinas y quimioquinas proinflamatorias iniciando 
la fase de rechazo tumoral. Imagen adaptada de Khong et al. Nat Immunol 2002, 3:999–1005. 

 

 

Influencia en el tráfico de las células T: moléculas de adhesión 

Aunque las células T juegan un papel en la eliminación de tumores, un fallo en el acceso 

a estos representa un obstáculo importante. Los tumores pueden afectar al tráfico de células T 

por disminución de expresión de moléculas de adhesión como moléculas de adhesión 

intracelular (ICAM-1/2), molécula de adhesión vascular 1 (VCAM-1), y CD34 en la pared de 

los vasos para impedir la infiltración de las células T al tumor (104).  Los tumores también 

pueden afectar adversamente al tráfico de células T por sobreexpresión de VCAM-1 (105). 

VCAM-1 se conoce ampliamente como una glicoproteína de la superficie celular expresada en 

células endoteliales que media la extravasación de linfocitos en el sitio inflamatorio por unión a 

la integrina 4α de la célula T (105). Recientemente, se ha propuesto como un mecanismo 

importante para la metástasis del tumor y el escape inmunitario la sobreexpresión de VCAM-1 

(106).  
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Expresión de  CD47 e inhibición de la fagocitosis  

Varios estudios detallados han destacado la importancia del papel que desempeña el 

antígeno de superficie de leucocitos CD47 en cáncer, en concreto en la evasión de la fagocitosis 

de las células tumorales. (107). CD47 se une a su ligando proteína α reguladora de la señal 

(SIRPα, también conocido como receptor de fusión de macrófagos), que se expresa en células 

dendríticas y en macrófagos, consecuentemente inhibiendo la fagocitosis por estos tipos 

celulares (108). El aumento de expresión de CD47, una señal antifagocítica, puede permitir a las 

células tumorales escapar de las consecuencias del aumento de las señales profagocíticas 

inducidas por daño celular y, por tanto, las secuelas inmunitarias evocadas tras reconocimiento 

de las células tumorales en el contexto de inmunidad  adaptativa (107).  

Falta de coestimulación 

La mayoría de tumores parece crecer en un microambiente no inflamatorio que no 

conduce a una activación inmunitaria. Histológicamente, los tumores conviven inocuamente con 

tejido normal, aparentemente sin dar o inducir señales de activación inmunitaria, especialmente 

durante la fase temprana de crecimiento. El reconocimiento de los antígenos tumorales por 

células dendríticas bajo estas condiciones no conduce a activación y maduración de la célula 

dendrítica. Además, la falta de expresión de moléculas co-estimuladoras por las células 

tumorales puede dar lugar a anergia de células T (109) y activación no óptima de células NK. 

En un ambiente experimental, la inserción de genes que codifican para las moléculas B7-1, B7-2 

o ambas en los tumores generalmente aumenta la inmunogenicidad de esos tumores pero no 

necesariamente conduce a regresión (110). 

 

6.3 Mecanismos extrínsecos que contribuyen al escape inmunológico: microambiente 

tumoral y células inmunitarias. 

Los mecanismos extrínsecos que contribuyen al escape inmunológico de los tumores 

comprende todo el microambiente tumoral, desde enzimas que regulan la disponibilidad de 

ciertos nutrientes para las células efectoras, cuya eliminación resultaría en escape tumoral, como 

indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), arginasa e óxido nítrico sintasa inducible (iNOs); hasta 

citoquinas con carácter supresor de la respuesta inmunitaria como TGF-β e IL-10, y otros 

factores como gangliósidos que pueden contribuir a la evasión del sistema inmunitario. En el 

microambiente también existen células del sitema inmunitario tanto adaptativo como innato con 

actividad supresora, como células Treg, células mieloides supresoras (MDSCs), y macrófagos, 

que contribuyen a la evasión tumoral. También células del estroma como los fibroblastos 

pueden contribuir al escape inmunológico del tumor.  
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6.3.1 Efectos supresores de los facotres derivados del tumor (FDTs): microambiente 

tumoral  

IDO 

Las células tumorales utilizan un gran número de rutas metabólicas alteradas que 

contribuyen a un ambiente desfavorable para la expansión de las células T. Indolamina 2,3-

dioxigenasa (IDO), es una enzima que es sobrexpresada en tumores y su sobreexpresión se ha 

correlacionado con pobre prognosis en varios tipos de cáncer (111-113). También se ha 

encontrado una sobrexpresión de IDO en células estromales inmunitarias, sobre todo en células 

dendríticas y MDSCs (114), donde reduce los niveles de triptófano, un nutriente esencial para la 

célula T. Esta función tiene muchos efectos en la limpieza de células tumorales. Las células T 

son muy sensibles a la falta de triptófano, por lo que una privación de triptófano acaba dañando 

la proliferación en el microambiente tumoral por un arresto en fase G1 del ciclo celular (115). 

La depleción de triptófano puede causar disminución de la cadena ζ del TCR en células T CD8+ 

lo que daña la función de la célula T. Además, IDO puede convertir el triptófano en metabolitos 

tóxicos como kinurenina, que daña las funciones de la célula T e induce apoptosis en ellas 

(116). Se ha descrito además, que IDO derivada del tumor puede reclutar células T reguladoras 

en el microambiente tumoral y favorecer su diferenciación desde células T vírgenes, ejerciendo 

así un efecto inmunosupresor (117). Aunque el mecanismo que regula la expresión de IDO no 

parece estar claro, un estudio ha mostrado que IDO está bajo control genético del gen supresor 

de tumores Bin 1. Una expresión elevada de IDO puede estar relacionada con una pérdida de 

Bin 1 en tumores (118). 

Por consiguiente, el bloqueo de IDO puede permitir una respuesta inmunitaria efectiva 

contra los tumores. Varios estudios han mostrado que la inhibición de IDO con 1metiltriptófano 

(1MT) u otros inhibidores de moléculas pequeñas, incluido tiohidantoína derivada del triptófano 

o por ARN interferente pueden promover efectos antitumorales por el restablecimiento de la 

inmunidad de las células T (118, 119). 1MT no tiene efectos secundarios ya que inhibe IDO 

mientras ahorra triptófano dioxigenasa, una enzima hepática que regula los niveles de triptófano 

corporales (120). 

 

Arginasa y óxido nítrico sintasa (iNOS) 

La alteración de la ruta implicada en el catabolismo de L-arginina está vinculada a la 

supresión células T en expansión. Dos enzimas importantes implicadas en el metabolismo de la 

arginina son arginasa y  óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (121). La arginina es usada por 

la enzima iNOS como precursor para la producción de óxido nítrico (NO). Por lo tanto, altos 
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niveles de arginasa e iNOS eliminan arginina del microambiente tumoral, un nutriente esencial 

para la célula T (121, 122). Varios tipos de tumores muestran altos niveles de arginasa e iNOS 

(123, 124) y MDSCs reclutadas en el microambiente tumoral (125, 126) se ha mostrado que 

producen arginasa (106). La depleción de arginina por los niveles altos de arginasa provoca 

disminución de la expresión de la cadena ζ del TCR y está asociado con el arresto del ciclo 

celular de las células T (123, 127). Un aumento de la expresión de iNOS por MDSCs y, por 

tanto, altos niveles de NO, puede inducir también arresto del ciclo celular de células T y se ha 

mostrado estar asociado con progresión del tumor y angiogénesis (128). Además, un aumento 

de NO bloquea la producción de IL-2 de las células T (129), una citoquina que estimula la 

proliferación de células T. 

 

 Por consiguiente, el uso de de inhibidores de arginasa/iNOS como N ω-Hidroxi-nor-L-

arginina (nor-NOHA), N ω-Hidroxi-L-arginina (NOHA) (130, 131), o el inhibidor de iNOS NG-

Monometil-L-arginina, sal de monoacetato (L-NMMA), se ha mostrado que restauran la 

expansión de células T y bloquean el crecimiento tumoral en modelos de ratón (132, 133). El 

bloqueo de NO puede permitir efectos anti-tumorales. Un estudio mostró que la inhibición de 

NO usando nitroaspirina (NCX-4016) combinado con una vacuna tumoral mejoró el número y 

las funcines efectoras de células T, provocando una disminución del crecimiento tumoral y 

aumentando la supervivencia de los ratones (134). Aunque análogos de la arginina que bloquean 

arginasa están disponibles para investigar esta ruta biológica (135), no se están usando 

actualmente para estudios clínicos por seguridad asociado con la alteración del papel natural de 

la arginina en el ciclo de la urea. 

 

TGF-β 

Otro de los FDTs que se encuentran en el microambiente tumoral es TGF-β. Una 

sobreexpresión de TGF-β, una citoquina conocida que regula el crecimiento y la actividad de las 

células T, suprime fuertemente sus respuestas efectoras. Varios tumores que producen TGF-β 

explotan esta estrategia para evadir la respuesta inmunitaria (136). El mecanismo de supresión 

de las células T es a través de numerosas rutas de señalización TGF-β. En términos de 

activación y función, TGF-β se puede unir a los receptores de TGF-β sobre las células T e 

inhibir la producción de IL-2, la activación de los CTLs, la expansión clonal de linfocitos T 

CD8+ memoria, y la expresión de perforinas, esencial para la muerte de las células tumorales 

mediada por los CTLs (137). Otro papel inmunosupresor igualmente importante de TGF-β es 

que inhibe la diferenciación de los linfocitos Th1 y Th2 inhibiendo sus factores de transcripción 

que determinan el linaje (138, 139). TGF-β está también implicado en la inducción del factor de 

transcripción Foxp3 que, en última estancia, promueve el crecimiento y la diferenciación de las 
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células Treg CD4+ CD25+ (140). TGF-β puede promover también el desarrollo y mantenimiento 

de células Th17 (141). La función de las células Th17 en el microambiente tumoral parece ser 

un arma de doble filo. Además de su papel en la respuesta inflamatoria procarcinógena, las 

células Th17 también juegan un papel importante en la inmunidad antitumoral como han 

demostrado varios estudios en cánceres humanos y en modelos de ratón (142, 143). También  

TGF-β interfiere en la función de las células NK. Se ha observado que inhibe la expresión de 

receptores activadores NKG2D y NKp30 de las células NK (144).  

 

Interleuquina 10 

La IL-10 es una citoquina anti-inflamatoria que suprime la activación de células T y NK 

promoviendo así la supervivencia de células tumorales (145). Se ha observado en tumores 

humanos recién extirpados y líneas celulares de cánceres de diversos orígenes la presesencia de 

IL-10 tanto a nivel de ARNm como de proteína (146-148). Esta citoquina puede ser liberada al 

microambiente por células tumorales (149) o macrófagos asociados al tumor (150). Esta 

citoquina inhibe la presentación antigénica, la producción de IL-12 e inducción de respuestas 

tipo Th1 (20). La IL-10 puede bloquear la diferenciación y proliferación celular Th1 e inhibe la 

producción de citoquinas tipo Th1 (151), lo que impactaría negativamente en la proliferación de 

los CTLs. Puede potenciar la susceptibilidad a lisis autóloga de células NK (152). La IL-10 

puede ejercer un efecto inhibidor en la diferenciación de DCs desde precursores 

hematopoyéticos (153). La IL-10 actúa como activador del factor de transcripción STAT, que a 

su vez inhibe la diferenciación de DCs y células mieloides inmaduras a través de la activación 

de STAT3 (154). Además, el estatus funcional de la DC también es comprometido por IL-10. 

Las células mieloides inmaduras se convierten en MDSCs que ejercen efectos 

inmunosupresores sobre las células T CD8+ a través de varios mecanismos como se detallará 

más adelante (ver sección de MDSCs). También potencia la apoptosis espontánea de DCs (155). 

La IL-10 puede proteger al tumor del reconocimiento por los linfocitos T citotóxicos por 

disminución de la expresión de moléculas de HLA-I y II y molécula de adhesión intercelular 1 

(ICAM-1) (156). La disminución de expresión de HLA-I mediada por IL-10 puede deberse a la 

disminución de expresión de las proteínas TAP1 y TAP2 en los tumores (157).  Además, se ha 

observado que IL-10 afecta a los mecanismos efectores inmunitarios como la lisis de las células 

tumorales mediada por los linfocitos T CD8+ (158). 
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Gangliósidos 

Los tumores son capaces de escapar de la destrucción del sitema inmunitario adoptando 

estrategias que afectan a la función de la célula T en el microambiente tumoral. Uno de los 

mecanismos propuestos implica la liberación de gangliósidos por parte del tumor. Los 

gangliósidos son glucofosfolípidos que se encuentran formando “clusters” en la superficie de las 

células de los mamíferos que regulan la respuesta celular así como el crecimiento y 

diferenciación (159). Sin embargo, muchos tumores expresan grandes cantidades de 

gangliósidos que no se expresan en su tejido de origen normal o sobreexpresan ciertos tipos de 

gangliósidos del tejido que con frecuencia liberan al microambiente. Este fenómeno se ha 

observado en varios tipos de cánceres humanos (159). Los gangliósidos solubles que se liberan 

al microambiente pueden desrregular la función de la célula T de múltiples maneras. Por 

ejemplo, hay evidencia de que estos gangliósidos solubles inhiben la proliferación de las células 

T específicas del tumor (160) e inducen apoptosis en ellas (161). Los gangliósidos pueden tener 

un papel en interrumpir la producción de citoquinas como IFN-γ en células tipo Th1 (162) e IL-

5 en células Th2 (163). Además, los gangliósidos solubles pueden desviar la respuesta de las 

células T contra el tumor hacia una respuesta Th2 que corresponde con una limpieza del tumor 

mucho menor que la respuesta Th1 (164). Se ha mostrado que los gangliósidos solubles también 

interrumpen la función de NFκB en las células inmunitarias (165), así como el tráfico de 

gránulos líticos y exocitosis en células T CD8+ (166). Así, los gangliósidos que son liberados de 

manera soluble al microambiente tumoral pueden interrumpir las funciones normales de las 

células T de varias formas.  

 

 

6.3.2  Actividad supresora de las células inmunitarias del microambiente tumoral 

En la Figura 8 se muestran los principales tipos de células del sistema inmunitario que 

pueden desarrollar un papel supresor importante en el microambiento tumoral. Pueden ser de 

origen linfoide como las células T reguladoras, o bien de origen mieloide como MDSCs, células 

dendríticas y macrófagos. 

Supresión mediada por células de origen linfoide 

Células T reguladoras 

Muchas rutas supresoras involucran múltiples poblaciones celulares del microambiente 

tumoral. Las células dendríticas inmaduras que presentan antígenos específicos a las células T 

transmitirán señales tolerogénicas para reprimir la capacidad de respuesta de la célula T a futura 

estimulación del TCR o favorecer la diferenciación hacia un fenotipo de célula T reguladora 
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(Treg), definidas como CD4+ CD25+ CD127low. Se ha observado que el factor de transcripción 

Foxp3 es un paso crítico para el desarrollo funcional de las células Treg (167). Están 

involucradas en funciones supresoras antígeno-específicas. Tras activación del TCR las células 

Tregs liberan citoquinas inmunosupresoras como IL-10 que disminuye la producción de 

citoquinas Th1 y moléculas co-estimuladoras en células presentadoras de antígenos. Las células 

Treg se diferencian bajo la influencia de TGF-β e IL-2 a través del receptor de alta afinidad de 

IL-2, CD25 (168).  

 

 

 

Figura 8. Infiltrado celular en el microambiente tumoral. Los cánceres establecidos consisten en una 
amplia variedad de células del sistema inmunitario que contribuyen al estroma tumoral de una malignidad 
en crecimiento. Los tumores poseen células infiltradas tanto de la inmunidad innata como adquirida, 
como MDSCs, macrófagos, DCs mastocitos, esoinófilos, neutrófilos, células NK y linfocitos. Estas 
células forman coordinadamente una compleja red reguladora que promueve el crecimiento tumoral por 
creación de un microambiente que permite a los cánceres evadir la inmmunovigilancia y destrucción. G-
CSF, Factor estimulante de colonias de granulocitos; GM-CSF, Factor estimulante de colonias de 
macrófagos de granulocitos, NO, óxido nítrico. Imagen adaptada de Kerkar et al. Cancer Resarch 2012, 
72,  3125-3130. 
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La eliminación de estas células que constituye un 5-10% de las células T humanas induce 

enfermedades autoinmunes en ovarios, la glándula tiroides, las glándulas salivares y la mucosa 

de revestimiento del estómago e intestino delgado. Se han descrito varios mecanismos de 

evasión inmunitaria mediada por células Treg. Entre estos mecanismos son de importancia la 

secreción de TGF-β e IL-10 que crean un microambiente supresor que altera las respuestas 

efectoras antitumorales de linfocitos T CD4+, CD8+ y células NK.  Las células Treg expresan un 

receptor heterotrimérico (CD25: cadena α; CD122: cadena β; y CD132: cadena γ) que tiene 100 

veces más afinidad por la IL-2 que la forma dimérica a la que le falta CD25-cadena α. Esta 

diferencia funcional probablemente resulta en que las células Treg actúan como sumideros 

competitivos de IL-2, interleuquina inflamatoria importante, dentro del microambiente tumoral 

(167). Además, es probable que funcionen como sumideros de otras citoquinas homeostáticas y 

antitumorales como IL-7, IL-12 e IL-15 (169). 

 

Las células Treg también expresan moléculas en superficie como Antígeno de Linfocitos 

T Citotóxicos (CTLA-4), receptor de muerte programada 1 (PD-1) y gen relacionado con la 

familia de receptores TNF inducido por glucocorticoides (GITR, también conocido como 

TNFRSF18), que interactúan con sus respectivos ligandos (CD80/CD86, PD-L1 y GITR-L) 

presentes en las células presentadoras de antígeno. La interacción entre estas células en los 

tumores mantiene y propaga un ambiente supresor y tolerogénico (170). CTLA-4 se une a los 

mismos ligandos que CD28, pero lo hace con una avidez y afinidad mayor, sobre todo por B7-1. 

Por lo tanto, CTLA-4 puede competir  con CD28 por la unión a sus ligandos atenuando la 

respuesta de las células T. La señalización de CTLA-4 provoca la producción de citoquinas 

reguladoras como TGF-β, que inhibe la presentación antigénica por las APCs y la función de las 

células T (171). La expresión predominante de CTLA-4, se ha especulado que podría requerirse 

para la supresión mediada por contacto celular y se asocia a la producción de las citoquinas 

supresoras IL-10 y TGF-β. De hecho, ratones “knockout” para CTLA-4 con ausencia de 

expresión de este en el compartimento celular de Treg, se caracterizaron por linfoproliferación 

sistemática sugiriendo que la deficiencia de CTLA-4 por sí misma en las células Treg puede 

cambiar la homeostasis inmunitaria (172).   

En vista de su papel inmunosupresor, se han hechos varios estudios con terapias mediante 

anticuerpos monoclonales con diana en CTLA-4 bloqueando su acción. Se han desarrollado dos 

anticuerpos monoclonales, Ipilimumab y Tremelimumab, que se unen ambos a CTLA-4 y 

bloquea su interacción con sus ligandos aumentando la activación de las células T y su 

proliferación (170). En varios estudios en pacientes con melanoma metastásico avanzado en 

fase III, Ipilimumab demostró una mejora de la supervivencia (170,173) Aunque Ipilimumab se 

ha demostrado tener efecfos beneficiosos, también en esos estudios se han observado efectos 
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perjudiciales con efectos inflamatorios. En un reciente ensayo clínico en humanos, anticuerpos 

que fueron diseñados para inhibir la señalización mediada por CTLA-4 y PD-1 mostró la 

capacidad de inducir inmunidad antitumoral endógena que resultó en la regresión de cánceres 

establecidos (172). La depleción de las células Treg más inyección de anticuerpo capaz de 

bloquear CTLA-4 potenció la reactividad a un antígeno asociado a tumor conocido (TAA) 

(172). La identificación de GITR, expresado sobre células Treg podría permitir nuevas 

oportunidades terapéuticas, ya que la estimulación de GITR con un anticuerpo activador 

revertiría la supresión mediada por las células Treg (174).  

 

Supresión mediada por células de origen mieloide 

Está bien establecido que las subpoblaciones de células mieloides son capaces de inhibir 

las respuestas inmunitarias frente a tumores usando una gran variedad de mecanismos. Muchos 

trabajos describen las propiedades inhibidoras de las células mieloides en cáncer. Las células 

mieloides representan numerosas poblaciones distintas y heterogéneas de células de origen 

hematopoyético (175). El marcador CD11b (también conocido como αM-integrina) representa 

un antígeno importante de diferenciación de linaje mieloide. Colectivamente, las células 

mieloides crean un ambiente inflamatorio crónico y son mediadores críticos de la iniciación 

tumoral, angiogénesis y metástasis (176). También las células mieloides contribuyen a la 

formación del estroma tumoral y da forma al ambiente inmunitario en masas tumorales que se 

expanden (177). Las subpoblaciones mieloides más importantes que contribuyen a disfunción 

inmunitaria dentro del estroma tumoral incluyen MDSC, macrófagos y células dendríticas. 

MDSCs 

Las MDSCs clásicamente se han descrito como una población de células CD11b+ Gr-1+ 

en ratones con tumores con capacidades demostradas de suprimir la inmunidad antitumoral de 

linfocitos T CD8+ (178). Se ha descubierto que el factor estimulante de colonias de macrófagos 

de granulocito (GM-CSF) es un factor clave en conducir la expansión de estas células (179). En 

humanos, el marcador para MDSCs no está claramente definido, debido en gran parte a la falta 

de un Gr-1 homólogo. Basándose en estudios previos, se piensa que el fenotipo para MDSCs 

humanas probablemente se encuentra en una población de células LIN─ HLA-DR─ CD33+ 

(180). 

 

Las MDSCs portan los mismos marcadores que las células mieloides no supresoras que se 

encuentran bajo condiciones fisiológicas normales en el huésped. Sin embargo, en ratones con 

tumores y pacientes con cáncer, las células mieloides se inducen a un estado supresor y se 

encuentran con perfiles de diferenciación alterados que se asocia con un fenotipo inmaduro 
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(180).  Estas células mieloides inmaduras poseen la capacidad de diferenciarse a macrófagos, 

DCs y neutrófilos (181). Además, presentan plasticidad entre diferentes linajes, como se ha 

destacado en estudios la capacidad de las MDSCs CD11b+ Gr-1+ de diferenciarse a células 

endoteliales CD31+ (182).  

 

Los múltiples mecanismos por los que las células mieloides median inmunoevasión se 

están descubriendo en modelos de ratón. La mayoría de estudios han destacado el requerimiento 

de contacto célula-célula de MDSCs para mediar supresión de células T, sugiriendo que los 

mediadores de vida corta o la interacción directa entre células inducen la disfunción inmunitaria. 

Ahora está bien aceptado que las MDSCs expresa altos niveles de óxido nítrico sintasa 

inducible y arginasa (177). La producción de óxido nítrico impone un papel supresor directo en 

células T por inducción de apoptosis en ellas, inhibición de la señalización STAT5 y la 

formación de peroxinitrito, un potente oxidante que induce nitración y nitrosilación de 

aminoácidos que son esenciales para la función de la célula T (179). El aumento de la actividad 

y producción de arginasa 1 elimina L-arginina del microambiente tumoral y afecta a la 

capacidad proliferativa de las células T (182). Otros mecanismos de supresión inmunitaria 

inducida por MDSCs que se han descrito incluye el secuestro de cisteína provocando una 

disponibilidad limitada de este aminoácido esencial para las células T, la secreción de citoquinas 

supresoras (por ejemplo, IL-10), y la hiperproducción de ROS (183). Interesantemente, trabajos 

recientes sugieren que MDSCs  tienen la capacidad de desvíar la diferenciación de células T 

CD4+ a células Treg (184), aunque se necesitan más análisis que muestren un enlace 

inmunoregulador. Estos estudios revelan que las MDSCs facilitan el crecimiento tumoral no 

solo produciendo factores proangiogénicos sino también empelando numerosos mecanismos de 

inmunosupresión que dificulta las respuestas efectoras de las células T. 

 

Macrófagos alternativamente activados 

Aunque muchos focos en la capacidad supresora de las células mieloides están puestos en 

las MDSCs, los macrófagos también juegan un papel importante en la inmunoevasión de los 

tumores. Estas células estromales, que son identificadas por la expresión de CD11b y F4/80 en 

ratones; y CD11b, CD14, CD33 y CD68 en humanos; se han descrito clásicamente como ser 

desviadas hacia un perfil funcional alterado tipo M2 (185). Los macrófagos M2 producen bajas 

cantidades de citoquinas proinflamatorias como IL-1β, TNF-α, IL-12, y altas cantidades de 

mediadores inmunosupresores como IL-10, TGF-β y VEGF (186). Los macrófagos también 

tienen la capacidad inherente de presentar antígenos a los linfocitos T y proporcionan un apoyo 

co-estimulador en el microambiente adecuado. Esta capacidad de montar una respuesta 

inmunitaria es perturbada en el microambiente tumoral y probablemente juega un papel en la 

interrupción de la inmunidad mediada por la célula T. Los macrófagos disfuncionales también 
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presentan fallos en la capacidad de mediar lisis directa de células cancerígenas. Estudios han 

mostrado que la activación bajo condiciones inflamatorias, los macrófagos pueden mediar 

citotoxicidad contra las células tumorales a través, probablemente, de factores solubles como 

TNF-α, radicales del oxígeno, y metaloproteinasas de la matriz extracelular (186). Por tanto, 

divisando las estrategias para re-educar a los macrófagos infiltrantes en un macrófago activado 

tipo M1 podría mejorar tanto la muerte directa y la autorización indirecta de la respuesta 

inmunitaria antitumoral adaptativa (187). 

 

DCs funcionalmente dañadas 

Las DCs se han descrito como células presentadoras de antígenos profesionales por su 

capacidad de educar las células T en los órganos linfoides secundarios (188). Sin embargo, en el 

ambiente tumoral, las DCs en estrecho contacto con células tumorales desarrollan defectos 

funcionales y fallan a la hora de preparar a las células T en el mismo modo en el que las DCs 

residen en los órganos linfoides bajo condiciones no patológicas (189). 

Las DCs asociadas al tumor possen defectos en la maquinaria de presentación del 

antígeno y disminuyen la expresión de moléculas HLA de clase I y II además de genes 

asociados con la presentación del antígeno como TAP, y proteínas de bajo peso molecular 

(185). Por lo tanto, los tumores han desarrollado una compleja red que altera  la diferenciación 

de las DCs y dañan la capacidad de esas células para montar respuestas inmunitarias adaptativas 

contra antígenos tumorales. 

Fibroblastos  

Los fibroblastos también pueden modificar la respuesta de las células T a través de varios 

mecanismos. Como principales productores de matriz extracelular controlan el tráfico de células 

T desde el margen invasivo hacia el estroma tumoral. Pueden inhibir directamente la inmunidad 

antitumoral mediada por TNF-α e IFN-γ (190), alterar la maduración de células dendríticas 

(191) e inhibir la proliferación de células T (192). Además se ha observado que expresan 

“inmunecheckpoints” como PD-L1 y su expresión es aumentada tras estimulación con IFN-γ 

(193). 

 

6.4 Mecanismos de evasión a las células NK 

La descripción de pérdida parcial o completa de HLA de clase I como mecanismo de 

inmuno escape con frecuencia haría a la célula tumoral susceptible de ser eliminada por las 

células NK pero, ¿por qué las variantes tumorales con pérdida de HLA-I continúan creciendo y 

no son destruidas por las células NK?. Las células NK expresan receptores activadores como 
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NKG2D, que se une a ligandos inducidos por estrés (MICA and MICB) cuya expresión puede 

ser aumentada en una variedad de tumores. La activación de células NK a través de esta ruta de 

señalización puede superar el efecto inhibitorio de los receptores que se unen a HLA-I (KIRs). 

Así, aunque los tumores HLA-I negativos deberían de ser susceptibles a morir por células NK, 

la pérdida o disminución de la expresión de MICA o MICB por tumores con crecimiento activo 

representa una estrategia de escape potencial, pero una que todavía no ha sido demostrada en 

tumores humanos (20). 

 

Explicaciones alternativas de por qué las células tumorales que han perdido HLA-I no son 

destruidas por células NK podrían derivar del modelo activación-inhibición (Figura 9). Las 

células NK son rápidamente activadas en presencia de factores estimulantes como IL-2, IL-12, 

IL-15 o IFNs tipo I en respuesta a condiciones inflamatorias asociadas con infección 

microbiana. En microambientes “estériles”, como el observado en tumores o trasplantes, esos 

factores estimulantes podrían no estar disponibles y la interacción entre células dendríticas y el 

resto de células NK que induce su activación podría no ocurrir. Además una falta de expresión 

de moléculas co-estimulantes como B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), CD40 y CD70 por tumores 

podría dificultar la activación óptima de células NK vía la co-estimulación de CD28 y CD27. Es 

posible que en algunas situaciones, los tumores puedan producir citoquinas inmunomoduladoras 

como TGF-β o factor inhibitorio de migración de macrófagos (MIF), el cual puede inhibir 

directamente la activación y la función de la célula NK (20). 

Otra manera  por la que los tumors evaden el reconocimiento inmunitario es la  pérdida 

de ligandos de NKG2D incluyendo moléculas MICA, MICB y las proteínas de unión UL16. 

Los ligandos de NKG2D son glicoproteínas que comparten un superdominio 1α 2α en común 

con MHC-I y se unen a la membrana a través de los dominios transmembrana o ancladas a 

glicofosfatidilinositol (GPI) (194). En su forma de unión a membrana, los ligandos de NKG2D 

son sobreexpresados en tumores en resupuesta a una infección, transformación maligna, u otros 

estreses celulares a través de varias rutas resultando en activación potenciada de células NK y 

células T CD8+ así como los efectos citotóxicos sobre las células que expresan ligandos de 

NKG2D (194). Sin embargo, las células tumores pueden liberar ligandos de NKG2D al 

microambiente tumoral a través de su muerte, por secreción de exoxomas, o proteolisis por 

metaloproteinasas de la matriz extracelular (195). Estos ligandos de NKG2D solubles o 

exoxomales pueden unirse a receptores NKG2D de las células T e inducir internalización y 

degradación del mismo en células T CD8+ infiltradas en el tumor. La degradación de NKG2D 

en células T provoca una disminución de la activación de las células T tras concacto con la 

célula tumoral contribuyendo a la inmunoevasión del tumor (196).  
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Figura 9. Activación y supresión durante la progresión tumoral. La activación inmunitaria durante la 
progresión temprana del tumor podría ser provocada por la expresión de neoantígenos. Además el 
crecimiento progresivo de los tumores podría estar asociado con la invasión y destrucción de tejido 
circundante normal. Otros factores que podrían causar activación inmunitaria incluyen la generación de 
proteínas de choque térmico (Hsps) que resultan del estrés celular, y ROS como OH- y H2O2. Esa 
activación inmunitaria podría impedirse por una falta de coestimulación apropiada, la presencia de 
citoquinas inmunosupresoras como VEGF, IL-10 y TGF-β, y el impacto de células inmunorreguladoras 
como células T CD4+ CD25+ y NKT. Ya que el tumor crece, estos eventos ocurren en la presencia de 
apoptosis y necrosis masiva de células tumorales, células inmunitarias infiltrantes y células estromales de 
alrededor. El destino de los tumores puede ser dictado por el efecto neto de activación e inhibición 
inmunitaria. Imagen adaptada de Khong et al. Nat Immunol 2002, 3:999–1005 

 

En algunos cánceres humanos MICA y MICB en suero se ha relacionado con estadio de 

la enfermedad y supervivencia y, por lo tanto, puede usarse como predictor de prognosis (194). 

Los inhibidores de desacetilasa de histonas (HDACis) están siendo testados como tratamiento 

para aumentar la expresión de MICA y MICB (194). Otras sustancias con el objetivo de la 

liberación de ligandos de NKG2D también se están explorando para potenciar la muerte de las 

células tumorales por los linfocitos T CD8+.  

 

Así mismo, está documentado que células tumorales secretan o experimentan una ruptura 

de ligandos del receptor NKG2D, disminuyendo su expresión en la superficie de la célula 

neoplásica y perjudicando el reconocimiento y función de la célula NK (197). 
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7. Composición celular del microambiente tumoral y resultados clínicos en cáncer 

Una vez producida la transformación maligna de la célula y el crecimiento tumoral, 

invade localmente y se dispersa hacia otros órganos distantes, todavía interactúa con el 

microambiente tumoral y, en particular, con células  inmunitarias en el órgano donde se 

desarrolló el tumor primario, pero también en el órgano donde ha metastatizado. La 

composición del microambiente tumoral no es homogénea. Se observa heterogeneidad entre 

diferentes tipos de tumores y aún entre tumores de pacientes con el mismo tipo de cáncer. 

Algunos tumores muestran una baja infiltración por células inmunitarias. Otros, sin embargo, 

presentan una alta infiltración por linfocitos. Dentro de estos, la arquitectura del microambiente 

tumoral, con la localización de las células inmunitarias en el frente invasivo y en el centro 

tumoral, la presencia de agregados linfoides organizados adyacentes al tumor y el tipo de 

contexto inflamatorio determina el impacto pronóstico del infiltrado inmunitario. Por tanto, la 

descripción del contexto inflamatorio en tumores humanos es de gran importancia en los 

diferentes niveles de cuidado de los pacientes. Eso completa los estudios de análisis de 

mutaciones, transcripcionales y de patrones epigenéticos  de las células malignas y abre nuevas 

vías para entender cómo las células tumorales modulan su microambiente inmunitario y es 

modulado por la reacción inmune. Eso proporciona marcadores pronósticos como el 

“Immunoscore” que son altamente predictivos de la supervivencia de los pacientes en lugares 

primarios y metastásicos del tumor, y son independientes de los usados clásicamente como el 

sistema de clasificación tumoral TNM, los niveles de lactato deshidrogenasa en sangre o el 

“score de Gleason” en cáncer de próstata. Esto ayuda a seleccionar pacientes que probablemente 

se beneficien de las inmunoterapias identificando el contenido tumoral de células inmunitarias 

que expresan immunochecpoints inhibidores como CTLA-4 y/o PD-1, o que expresan nuevos 

objetivos de inmunomodulación. Además, tumores pobremente diferenciados podrían 

identificar pacientes que se beneficiarían de terapias adoptivas de células T (198). Un aumento 

del conocimiento del microambiente tumoral e inmunitario debería  revelar que móleculas son 

objetivo para enfoques innovadores de inmunoterapias. 

Los tumores están compuestos por células malignas transformadas que interactúan con 

diferentes componentes del tejido donde crecen. Fibroblastos, sangre y vasos linfáticos 

encontrados en tejidos normales están presentes y disfuncionales en tumores. Además, las 

células tumorales se rodean por células infiltrantes de origen hematopoyético incluyendo 

linfocitos, células dendríticas, macrófagos, mastocitos, y células polimorfonucleares. Esas 

diferentes poblaciones celulares no están diseminadas en los tumores, sino que están localizadas 

en áreas selectivas de estos, pudiendo ser encontradas en el centro tumoral, en el margen 

invasivo y en agregados organizados linfoides adyacentes a los nidos tumorales. A continuación 

se habla del papel de los diferentes tipos celulares en el cáncer. 
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7.1 Células T. 

Numerosos estudios han evaluado el infiltrado inmunitario en cánceres humanos y han 

investigado su correlación con la prognosis. En la gran mayoría de casos, una alta infiltración 

por células T memoria con una orientación hacia Th1 y una gran proporción de células T CD8+ 

correlaciona con un pronóstico favorable. Se han publicado estudios en los que se observa esta 

relación, y concluyen que altas densidades de células T CD3+, T citotóxicas CD8+ y T memoria  

CD45RO+ están claramente asociadas con una supervivencia más prolongada en diferentes tipos 

de tumores  como melanoma, cabeza y cuello, mama, vejiga, urotelial, ovario, colorectal, renal, 

próstata y pulmón (2). Sin embargo, algunos estudios muestran un pronóstico pobre o nulo en 

tumores de próstata (199), pulmón (200), carcinoma renal (201) y endometrial (202). En la 

mayoría de casos en los que se observó un pobre infiltrado de células T CD8+ con frecuencia 

mostraron grados histológicos más altos caracterizados por diferenciación, vascularización 

prominente e inflamación. Interesantemente, algunos estudios han evaluado también sitios 

metastásicos y han encontrado consistentemente que un aumento de células T CD8+ 

correlaciona con una supervivencia prolongada en metástasis de hígado procedente de colon 

(203) y metástasis de pulmón (204). 

Para otras subpoblaciones el panorama es menos sencillo. Parece haber una correlación 

inversa entre el impacto clínico de células Th2 y Th17. Por ejemplo, en cáncer gástrico, ovárico 

o pancreático, una alta densidad de células Th2 correlaciona con un peor pronóstico. Sin 

embargo, una alta densidad de células Th17 correlaciona con un mejor pronóstico en cáncer 

gástrico u ovárico. Al contrario, altas densidades de Th2 en cáncer colorrectal, pulmón o mama 

correlaciona con un buen pronóstico, en los que una alta densidad de Th17 correlaciona con un 

mal pronóstico (205). Aunque estos estudios  se han llevado a cabo en diferentes cohortes de 

pacientes y en diferentes tipos de tumores sugieren que diferentes tumores, en distintos órganos 

pueden contribuir a modular el microambiente tumoral en el que el impacto de una determinada 

subpoblación de células T depende de la organización del contexto inmunitario y del balance 

entre inflamación aguda y crónica.  

El caso de las células Treg es más complejo. Muchos estudios han mostrado un impacto 

deletéreo de las células Treg en cáncer de ovario, mama, melanoma, pancreático, hepático y 

pulmón también (2). Sin embargo, otros estudios han reportado una supervivencia prolongada  

asociada a altas densidades de células Treg en cáncer de cabeza y cuello, colorectal y vejiga (2). 

Esta controversia puede ser debida a la falta relativa de especificidad de Foxp3 como marcador 

de estas células y al hecho de que las células Treg pueden tener diferentes impactos clínicos 

dependiendo del subtipo de cáncer estudiado. 
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El hecho que las poblaciones de células inmunológicas estén situadas en diferentes zonas 

de un tumor y que estas varíen entre los distintos tipos de cáncer, sugiere que las células 

inmunológicas pueden tener diferentes funciones en el control tumoral. 

 

7.2 Células B. 

El papel deletéreo o benéfico de las células B en la inmunidad antitumoral ha sido un 

tema de debate. Algunos estudios sugieren que podrían tener una función protumoral. De hecho, 

la detección de anticuerpos específicos en suero o en mama de pacientes con cáncer se asoció a 

un mal pronóstico (206). De manera similar, en cáncer colorectal avanzado se pudo observar 

una disminución significativa del tamaño tumoral tras depleción de las células B con 

anticuerpos anti-CD20 con Rituximab (207). Muchos estudios en ratones modelo han intentado 

explicar este efecto protumoral como la formación de inmmunocomplejos capaces de activar al 

sistema complemento que provoca inflamación (208) o promueve la degradación de la matriz 

extracelular y angiogénesis en una manera dependiente de macrófagos y granulocitos (209). 

También se ha observado que inhiben la actividad citotóxica de los linfocitos T en varios 

modelos de tumor (206), o directamente favorecen el crecimiento tumoral y metástasis a través 

de linfotoxinas (210). Estudios recientes han revelado la existencia de una subpoblación de 

células B con función inmunomoduladora que pueden favorecer la progresión tumoral. Se 

denominan células B reguladoras (Breg) y se desarrollan a partir de células B “naive” (vírgenes) 

a través de TNF-α. Se ha observado que estas células Breg pueden producir  TGF-β lo que 

favorece la diferenciación de células T CD4+ hacia células Treg inmunosupresoras. Además 

producen IL-10 que junto con el TGF-β inhiben la actividad antitumoral de los linfocitos T 

CD8+ (211). 

Por el contrario, muchos estudios han reportado un papel beneficioso de las células B en 

diferentes tipos de tumor. Por ejemplo, en un modelo de melanoma de ratón se observó que la 

depleción de las células B aceleró el crecimiento tumoral y disminuyó la proporción de células 

T CD4+ y T CD8+ (212). Paralelamente, numerosos estudios clínicos han demostrado que una 

alta densidad de células B en el microambiente tumoral está asociada con un aumento de la 

supervivencia y mejor prognosis, por ejemplo en cáncer colorectal (47) y en pulmón (213-215). 

Interesantemente, han aumentado el número de estudios que reportan ahora que no sólo la 

densidad sino también la organización del infiltrado de células B puede asociarse positivamente 

con el resultado clínico de los pacientes. En un estudio de cáncer de pulmón se observó  la 

presencia de estructuras terciarias linfoides en el microambiente tumoral caracterizadas por la 

presencia de células dendríticas maduras formando “clusters” con las células T, rodeado por 
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células B organizadas en folículos (216). Más tarde, estudios han reportado una asociación entre 

la presencia de los folículos de células B y resultado clínico de los pacientes. Por ejemplo, en 

pulmón en NSCLC, una alta densidad de células B CD20+ en estructuras terciarias linfoides se 

asoció con supervivencia prolongada de los pacientes independientemente del tratamiento 

recibido (217). Existen varios mecanismos que pueden explicar el efecto positivo de las células 

B en la inmunidad antitumoral. Se ha demostrado que ex-vivo, por ejemplo, las células B 

infiltradas de NSCLC humanas son capaces de producir una gran cantidad de anticuerpos 

antitumorales específicos (217). Además de su capacidad de provocar citotoxicidad dependiente 

del complemento o de anticuerpos, los anticuerpos cuando se unen a su antígeno pueden formar 

inmunocomplejos capaces de activar a células dendríticas y favorecer la generación de 

respuestas inmunitarias de células T CD8+ antígeno-específicas (218). En paralelo a la 

producción de anticuerpos antígeno-específicos, las células B pueden actuar también como 

células presentadoras de antígenos. Gracias a varias parejas de ligando/receptor involucradas en 

la interacción célula B-célula T (CD80-CD86/CD28, CD40/CD40L, CD27/CD70, 

OX40L/OX40) se ha mostrado que las células B juegan un papel importante en la expansión 

inicial de células T CD4+ (219, 220), son capaces de realizar una presentación cruzada a los 

linfocitos T CD8+ (221), y promover supervivencia y proliferación de los CTLs (222). En base a 

estas funciones, un estudio de cáncer ovárico en el que las células B infiltradas en el tumor 

estaban en estrecho contacto con las células T CD8+, expresaron moléculas de MHC-I, MHC-II, 

CD80 y CD86 y la presencia combinada de células B y T CD8+ estuvo asociada con 

supervivencia prolongada de los pacientes (223).  

 

Algunos estudios sugieren que las células B podrían actuar como verdaderas asesinas de 

células tumorales a través de la expresión de granzima B y TRAIL (224) o incluso de manera 

dependiente de FasL (225). 

 

7.3 Células NK 

Las células NK se han descrito como otra de las principales poblaciones del sistema 

inmunitario capaces de mediar respuestas antitumorales. Estas células expresan una amplia 

variedad de receptores (incluyendo receptores activadores, inhibidores, moléculas de adhesión y  

receptores de citoquinas) que les permiten identificar las células tumorales y discriminarlas de 

las normales. La integración de esas señales determina si las células NK llegan a ser activadas y 

eliminan o no a su objetivo. Los dos mecanismos más importantes de reconocimiento de las 

células tumorales por las células NK son la disminución de expresión de moléculas HLA de 
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clase I la expresión de ligandos inducidos por estrés de los receptores de activación de las 

células NK  (por ejemplo, MICA o MICB que se unen a NKG2D) en las células tumorales. 

Las células NK se pueden dividir en varias  subpoblaciones con diferentes funciones  

basadas en la expresión de marcadores de superficie CD16 y CD56. Estos grupos son: 1) células 

NK CD56bright CD16- ; 2) células NK CD56bright CD16dim; 3) células NK CD56dim CD16-; 4) 

células NK CD56dim  CD16bright; 5) células  NK CD56- CD16bright . En general, las células NK 

CD56bright son células con una capacidad citotóxica baja y producen quimioquinas y citoquinas 

con una actividad inmunoreguladora. Por el contrario, las células NK CD56dim, son las 

mayoritarias en sangre periférica y las que mayor actividad citotóxica presentan, contienen más 

cantidad de perforinas, granzimas y gránulos citolíticos. Además, las células NK CD56dim 

presentan una mayor proporción de receptores inhibidores, como distintos receptores KIR, ILT2 

y CD94/NKG2A. El repertorio de receptores de quimioquinas también es diferente. Las células 

NK CD56bright son las únicas que expresan CCR7 y producen CXCR3 en una densidad mayor 

que las células NK CD56dim. Sin embargo, estas últimas expresan CXCR1 y CX3CR1 

exclusivamente. La consecuencia de ese diferente repertorio de receptores de quimioquinas es 

que presentan diferentes propiedades de migración: las CD56bright migran hacia órganos 

linfoides mientras que las CD56dim migran hacia sitios de inflamación aguda (226). 

El impacto pronóstico de la infiltración por células NK ha sido estudiado en algunos 

tumores y un aumento en su densidad se ha asociado con un resultado clínico favorable. Esta 

asociación se ha observado en cáncer colorrectal (47), gástrico (227), esofágico (228) y NSCLC 

(213).  

Sin embargo, otros estudios en NSCLC y mama no han encontrado ninguna asociación 

entre el infiltrado de células NK y prognosis donde mostraron un fenotipo inhibidor y 

disminuyeron las capacidades funcionales (229). Se necesitan más estudios de impacto 

pronóstico asociado a la infiltración de células NK. 

 

7.4 Macrófagos asociados a tumor. 

Debido a su papel fisiológico en la amplificación de la cascada inflamatoria no sería un 

error creer que la infiltración por macrófagos en el tumor podría estar asociada a una prognosis 

pobre en cánceres humanos. De hecho, varios estudios han encontrado que el resultado clínico  

asociado con el número de macrófagos asociados a tumor depende del tipo de tumor. Algunos 

estudios han reportado que un aumento de las densidades de esta población está asociado con 

resultado clínico favorable en cáncer colorrectal (230), NSCLC (231) y próstata (232). Por el 
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contrario, otros estudios han mostrado una asociación con mal pronóstico en melanoma (233), 

vejiga (234) y NSCLC (235).  

Los macrófagos pueden provenir de dos fuentes: de monocitos de sangre procedentes de 

médula ósea o macrófagos residentes de tejido originados a partir de precursores del saco 

vitelino (236). La mayoría de estudios argumentan que los macrófagos infiltrados en el tumor 

proceden de monocitos de sangre periférica reclutados por el tumor a través de la quimioquina 

CCL2 (237). En el caso de los monocitos, después de llegar al tumor sufren un proceso de 

maduración específica, en los que se producen cambios en la expresión de marcadores de 

superficie como Ly6C y moléculas de MHC de clase II. Los monocitos Ly6C+ entran al sitio de 

inflamación y aumentan en tamaño y granulosidad y secuencialmente se convierten en 

macrófagos que expresan MHC de clase II  (294) (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Modelo esquemático del desarrollo de macrófagos asociados a tumor (TAMs). Monocitos 
CCR2+ y Ly6C+ entran en el tejido tumoral y sufren una serie de cambios funcionales y fenotípicos, 
incluyendo cambios de expresión de marcadores de superficie como la pérdida de Ly6C y la adquisición 
de MHC de clase II. Imagen adaptada de Ostuni et al.Trends in Immunology, 2015, 36: 229-239. 

 

El desarrollo de los macrófagos asociados a tumor depende de las señales producidas por 

el microambiente tumoral. Estas señales pueden ser clasificadas en tres categorías dependiendo 

del proceso biológico del que proceden: respuesta inmunitaria en la zona tumoral, muerte de 

células tumorales y metabolismo de las células tumorales. Respecto a las señales derivadas de la 

respuesta inmunitaria, existen varios factores que controlan el desarrollo de macrófagos  

asociados a tumor que coinciden con las que conducen a la activación de macrófagos como IL-

10, IL-4, IL-13 y TGF-β. La mayoría de esas señales son producidas por células inmunitarias 

infiltradas en el tumor e influye en la función de los macrófagos a través de diferentes rutas 

(Figura 11). Por ejemplo, las inmunoglobulinas procedentes de células B se ha mostrado que 

pueden producir activación alternativa de los macrófagos adquiriendo un fenotipo protumoral 

potenciando la progresión neoplásica y el desarrollo del tumor. Las citoquinas proinflamatorias 
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se ha visto también que pueden conferir fenotipos protumorales a los macrófagos del tumor. Por 

ejemplo IFN-γ, en sí mismo, puede provocar la producción de enzimas inmunosupresoras como 

NOS2 e IDO (237). Las células estromales también son una fuente importante de producción de 

señales que controlan las funciones de los macrófagos asociados a tumor. Se conoce que los 

tumores estimulan la mielopoyesis a través de la producción de factores de crecimiento y 

supervivencia para macrófagos y granulocitos como M-CSF, GM-CSF, y G-CSF (también 

conocido como  CSF-1, CSF-2, and CSF-3, respectivamente) (238). 

La muerte de células tumorales espontánea o producida por terapias contra el cáncer se ha 

asociado con la liberación de señales de peligro dentro del microambiente tumoral. Estas señales 

son captadas por células inmunitarias incluidos los macrófagos del tumor que pueden estimular 

respuestas antitumorales. La exposición en superficie de calrreticulina, secreción de ATP y 

liberación de HGMB1, una proteína de la cromatina no histónica, por células tumorales provoca 

la activación de la inmunidad innata de células dendríticas vía inflamasoma o la ruta de TLR4 

(238).  

 

Figura 11. Señales ambientales que controlan el fenotipo de los macrófagos asociados a tumor 
(TAMs). Las señales procedentes del sistema inmunitario (en rojo) son determinantes en la polarización 
de los macrófagos; incluye citoquinas, quimioquinas  y otras moléculas reguladoras liberadas en la zona 
tumoral por células inmunitarias infiltrantes así como células tumorales o las propias células tumorales. 
Las señales derivadas del metabolismo de las células tumorales (en azul) como lactato, un producto de la 
glicolisis aerobia, puede también controlar la adquisición de propiedades protumorales en los macrófagos. 
Finalmente, las señales de peligro (en verde) liberadas en el espacio extracelular tras la muerte celular 
tumoral espontánea (por tumores inmunogénicos) o provocada por terapia pueden activar y estimular las 
funciones proinflamatorias en los macrófagos. Abreviaciones: MDSCs: células mieloides supresoras, 
TAMs: macrófagos asociados a tumor. . Imagen adaptada de Ostuni et al.Trends in Immunology, 2015, 
36: 229-239. 
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Respecto a las señales derivadas del metabolismo tumoral, el microambiente tumoral es 

típicamente hipóxico y caracterizado por una concentración de lactato (Figura 11). Altos niveles 

de ácido láctico en el tumor son debidos al efecto Warburg, es decir, el cambio metabólico que 

ocurre en células que proliferan altamente que convierten la glucosa en lactato aún en presencia 

de oxígeno. Este modelo de producción de energía, se piensa que apoya el crecimiento tumoral 

a través de la producción de intermediarios metabólicos que actúan como precursores de las 

rutas biosintéticas y difiere marcadamente de las células normales que utilizan la oxidación 

mitocondrial del piruvato generado por glicolisis. Recientes estudios señalan que las señales 

metabólicas del tumor pueden afectar al fenotipo y función de los macrófagos asociados a 

tumor. Se ha descrito que el ácido láctico induce en macrófagos la expresión de Vegf y Arg1, 

genes conocidos como protumorales. La expresión de Vegf1 es típicamente controlada por el 

factor de transcripción HIF1α, que es estabilizado en respuestas a baja concentración de 

oxígeno. La expresión de Arg1 puede ser provocada también por HIF1α bajo condiciones 

hipóxicas e identificar otra modalidad de ARG1 en macrófagos asociados a tumor distinta de la 

conocida a través de IL-4 o IL-3 (238). 

La asociación heterogénea entre las densidades de los macrófagos asociados a tumor y el 

resultado clínico dentro de diferentes tumores podría reflejar la plasticidad de esta población. 

Un papel protector en la tumorogénesis ha sido propuesto para macrófagos M1 a través de 

mecanismos que incluyen la activación de respuesta Th1 y por antagonismo de actividades 

supresoras de células inmunitarias reguladoras, mientras que macrófagos M2 se ha mostrado 

que promueven el crecimiento tumoral, invasión, metástasis, remodelación estromal y 

angiogénesis (238).   

La ausencia de marcadores específicos de las dos subpoblaciones de macrófagos M1/M2 

ha sido el principal obstáculo en la evaluación del resultado clínico de cada subtipo. Hasta la 

fecha se ha estado usando CD11c y NOS2 para identificar macrófagos tipo M1 y CD163, 

CD204 o CD206 para identificar macrófagos tipo M2. Parece ser que un aumento de densidad 

de macrófagos asociados a tumor M1 está asociado con resultado clínico favorable en NSCLC 

(239), mientras que los macrófagos M2 están asociados a mal pronóstico en varios tumores, 

incluido NSCLC (240). 
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IV. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

1. Hipótesis 

La utilización de la inmunoterapia antígeno-específica frente a puntos de control 

inmunitario en el cáncer ha representado uno de los avances en biomedicina más importantes en 

los últimos años. Sin embargo, la experiencia clínica demuestra que existe una enorme 

variabilidad en la respuesta clínica de los pacientes con un porcentaje significativo que no se 

benefician de este tipo de terapias.  Hasta el momento, los factores de predicción de respuesta 

no están del todo aclarados y han sido propuestos entre otros, la carga de mutaciones 

relacionada con la aparición de neoantígenos, la expresión de PD-L1 en el tejido tumoral y el 

patrón de reacción inmunitaria (immunoscore). Sin embargo, ninguno de estos factores ha sido 

capaz de predecir de forma satisfactoria la respuesta de los pacientes. En este sentido, otros 

mecanismos genéticos y no genéticos necesariamente deben de estar implicados. Nuestra 

HIPOTESIS de trabajo establece que entre estos factores deben de estar aquellos que 

contribuyen de forma natural al escape inmunológico. En este proyecto queremos estudiar los 

mecanismos de evasión intrínsecos de la célula tumoral que conducen a una baja 

inmunogenicidad. Paralelamente, vamos a estudiar la naturaleza de la composición del infiltrado 

inflamatorio pre-existente en el tumor (“immunoscore” , immunecontexto) y el patrón estromal 

que pueden también arrojar luz a las diferencias observadas en los pacientes. 

 

2. Objetivos 

OBJETIVO PRINCIPAL: Analizar e identificar cambios en las células tumorales  o en el 

microambiente tumoral  que puedan explicar la evolución clonal del cáncer de pulmón no 

microcítico en un contexto de inmunoevasión. Evaluar así mismo, si estas alteraciones podrían 

explicar la ausencia de respuesta de los pacientes sometidos a inmunoterapia antígeno-

específica.  

Los objetivos ESPECÍFICOS de este estudio son los siguientes: 

 Estudio de las características inmunogénicas del tumor en cáncer de pulmón. Para 

ello se estudiará la expresión de moléculas HLA de clase I y II en el tumor utilizando 

anticuerpos frente a cadena pesada HLA-A,B,C (clase I) y HLA-DR (clase II); y cadena 

ligera (β2-microglobulina, HLA clase I). También se analizará la expresión de PD-L1 en 

el tumor.  
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 Estudio del microambiente tumoral. Se realizará un estudio de las diferentes 

poblaciones implicadas en la respuesta inmunitaria tanto innata como adaptativa 

utilizando marcadores linaje específicos y otros que definen el estado funcional de las 

células. Este análisis se llevará a cabo mediante el uso conjunto de técnicas 

inmunohistoquímicas y de citometróa de flujo.   

 

 Estudio de los mecanismos de inmunoescape tumoral. A partir de los objetivo 

anteriores se profundizará en el estudio de los mecanismos de escape tumoral de la 

respuesta inmunitaria y analizar la posiblilidad de revertir la resistencia a los 

mecanismos de citotoxicidad. 
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V. METODOLOGÍA  

El estudio consiste en un doble análisis en paralelo en el que por un lado las muestras de 

tumores de pulmón de los pacientes son analizadas en fresco mediante técnicas de citometría de 

flujo y por otro lado son congeladas y analizadas mediante técnicas de inmunohistoquímica. 

Ambas técnicas tienen como objetivo analizar la expresión de moléculas HLA de clase I en 

tumores y estudiar el infiltrado de células del sistema inmunitario. 

 

1. Pacientes y muestras. 

Se analizaron un total de 77 muestras de pacientes con NSCLC. Se obtuvieron un total de  

57 varones y 20 mujeres con un rango de 46-82 años con una edad media de 66 años. Las 

muestras procedieron del Biobanco de tumores del Hospital Virgen de las Nieves (Granada) y 

del Complejo Hospitalario Universitario de La Coruña. Las muestras recién extraídas de cada 

uno de los pacientes fueron procesadas y analizadas. Se obtuvieron 3 muestras por cada 

paciente: una muestra se adquirió de la zona tumoral, otra muestra se cogió de la zona adyacente 

al tumor representando una zona de aspecto macroscópicamente no tumoral, obtenida a 1 cm de 

distancia de la zona tumoral, y la tercera muestra corresponde con tejido pulmonar no 

neoplásico del paciente. Cada paciente tenía apareada una muestra de sangre periférica.  Las 

características de los pacientes se muestran en la Tabla 1. Se usó como grupo control la sangre 

periférica de 54 pacientes, un total de 36 varones y 18 mujeres con un rango de edad 45-80 años 

con una media de edad de 65 años. Para las muestras de sangre se aprovechó la muestra del 

excedente del tubo de hemograma de la analítica de rutina realizada a los pacientes. Las 

muestras de sangre periférica fueron extraídas por el personal de Enfermería, en tubos de 

EDTA. Las muestras de tejidos fueron remitidas inmediatamente al laboratorio clínico y 

conservadas y registradas en el Banco de Tumores de nuestro Hospital. Antes del estudio, todas 

las secciones tumorales fueron revisadas por un oncólogo y un patólogo. Los pacientes fueron 

informados de la naturaleza del estudio mediante una hoja de consentimiento informado. En 

todo caso, en las distintas fases del estudio se respetará lo establecido por la Ley 14/2007 de 3 

de Julio sobre investigaciones Biomédicas y se han mantenido la confidencialidad de todos los 

datos de carácter personal (ley Orgánica 15/1999 de protección de datos de carácter personal) 

quedando anonimizadas en la base de datos central. 
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Tabla 1. Características clínicas de los pacientes NSCLC y controles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.  Estudio de citometría de flujo.      

2.1 Procesamiento de las muestras. 

Cada una de las muestras fue procesada inmediatamente tras su obtención en quirófano. 

Una vez embebidas en PBS se pasaron a unos tubos de procesado MACSTM Tubes 

(miltenybiotec), Alemania y a continuación se disgregaron usando un disociador Gentle MACS 

Características clínicas  NSCLC 
N=77 

Contoles 
N=54 

Sexo     
Varones  57 (74%)  36 (67%) 
Mujeres  20 (26%)  18 (33%) 
     
Edad media   66 (46‐80)  65 (45‐80) 
     
Historia fumadora     
Fumador  66 (86%)   
No Fumador  11 (14%)   
     
T. Neoadyuvante     
SÍ     7  (9%)   
NO   70 (91%)   
     
TNM     
Tumor primario (T)     
T1  22 (29%)   
T2  45 (58%)   
T3+T4  10 (13%)   
     
Afectación linfática (N)     
N0  59 (77%)   
N1+N2  16 (23%)   
     
Estadio tumoral     
I  40 (52%)   
II+III  37 (48%)   
     
Diferenciación     
Bien/moderado  46 (60%)   
Pobre  31 (40%)   
     
Histología     
Epidermoide  36 (47%)   
Adenocarcinoma  39 (51%)   
Carcinoma de células grandes    2  (2%)   
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Dissociator Milteny Bioted, Betgish Gladbach, Alemania. Cada muestra fue procesada 2 veces y 

posteriormente se filtraron  usando unos filtros de tubos Falcon (Falcon BD Bioscience, San 

José, USA). A continuación se centrifugaron durante 5 minutos a 2000rpm. Posteriormente se 

eliminó el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en unos 100 μl de PBS. A continuación,  20 

μl de la suspensión celular de cada una de las muestras (tejido tumoral, tejido adyacente al 

tumor, tejido no neoplásico y sangre periférica) se añadieron a los tubos preparados con los 

anticuerpos específicos para cada una de las subpoblaciones linfocitarias. Una vez incubada la 

suspensión celular con los anticuerpos se añadieron unas gotas de tampón de lisis (ClNH4) para 

eliminar los hematíes y se dejó incubando a temperatura ambiente durante unos 20 minutos. 

Después de incubar se le añadió 1ml de tampón de lisis y pasados unos 10 minutos se 

adquirieron en un citómetro (Becton Dickinson FACS CantoTM II) para medir el porcentaje de 

las diferentes subpoblaciones linfocitarias usando el software Facsdiva. El análisis de las 

diferentes subpoblaciones celulares se realizó a través del software Infinicyt V 1.6. 

 

2.2 Anticuerpos monoclonales.  

Se utilizó un amplio panel de anticuerpos monoclonales específicos para marcadores de 

superficie usados en la identificación de las distintas subpoblaciones linfocitarias: anti-CD57-

FITC, anti-CD4-PE, anti-CD8-Percp, anti-CD45RO-Pecy7, anti-HLA-DR-APC, anti-CD3-

Pacific Blue (V450), simultest anti-CD4-FITC/anti-CD25-Pecy7/anti-CD127-APC, anti-CD20-

PE, anti-CD20-Pacific Blue (V450), pack anti-CD3-APC-H7, anti-CD56-PE, antiCD16-FITC, 

anti-CD45-Amcyam (V500), anti-EPCAM-Percp, anti-CD64-FITC, anti-CD11b-PE, anti-CD14 

FITC, anti-CD33-Percp, anti-CD39-PE, anti-NKp46-Pecy-7, anti-NKG2D-Percp, anti-CD161-

APC (BD Bioscience, San José, California, USA) y anti-HLA-ABC-APC (eBioscience, San 

Diego, CA). El volumen usado de cada monoclonal para cada tubo con las diferentes muestras 

(tumor, adyacente al tumor, no neoplásica y sangre periférica) fue de 5 μl para todos los 

monoclonales. 

 

2.3 Selección de las diferentes subpoblaciones celulares 

Las diferentes subpoblaciones inmunitarias se obtuvieron de la siguiente manera. A partir 

del grafico SSC-A vs CD45 se seleccionó la nube de puntos como se muestra en la Figura 12, 

que corresponde a los leucocitos. A partir de ahí, se abrieron nuevas ventanas (estrategia de 

“gating”) donde se mostraron los marcadores CD3, para la población de linfocitos T (Th CD4+ y 

Tc CD8+), y una combinación de CD56 y CD3 (CD56+ CD3-) para células NK. En las 

poblaciones de células T tanto CD4+ como CD8+ se analizaron las células T activadas (DR+) y 
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de fenotipo memoria (CD45RO+). Se analizaron también las diferentes subpoblaciones de 

células NK según su fenotipo. En este caso, a partir de la ventana con las células NK 

identificadas (CD56+ CD3-), se abrió una  nueva ventana con  los  marcadores  CD56  y  CD16. 

La  combinación diferente  de estos marcadores definieron las diferentes subpoblaciones de 

células NK, que se definieron como sigue: CD56bright CD16- , células NK de fenotipo no 

citotóxico; y CD56+ CD16+, células de fenotipo citotóxico y maduras. A partir del total de 

células NK se analizó también la expresión de marcadores de activación de células NK como 

NKp46, NKG2D y CD161, y el porcentaje de células positivas para esos marcadores se analizó 

sobre el total de células NK (Figura 13). 

 

Figura 12. Representación de la selección de subpoblaciones linfocitarias. Diagramas de citometría de 
flujo en el que se representa la selección de las diferentes subpoblaciones linfocitarias: a partir del 
diagrama SSC-A vs CD45 que representa los leucocitos se abrió una nueva ventana con los marcadores 
CD4 vs CD8 para identificar las poblaciones de células T CD4+, TCD8+ y Tγδ+. A partir de CD4 se 
abrieron nuevas ventanas con marcadores CD4 vs DR y CD4 vs CD45RO para identificar las 
subpoblaciones de células T CD4+ activadas y de fenotipo memoria, respectivamente. La misma 
estrategia se utilizó para identificar los linfocitos T CD8+ activados y de fenotipo memoria (no mostrado 
en la figura). 

 

Otro tipo celular analizado fueron los monocitos. Estos fueron identificados a partir del 

diagrama que representa el tamaño y la complejidad celular (SSC-A vs FSC-A). A partir de ahí, 

se abrió una nueva ventana mostrando marcadores CD14 vs HLA-DR. Los monocitos fueron 

identificados como CD14+ y se midió la intensidad media de florescencia (IMF) de la expresión 

de HLA-DR (Figura 14). 
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A 

 

B 

 

C 

 

Figura 13. Selección de las diferentes subpoblaciones de células NK. A) Selección de células NK y T. 
A partir del diagrama de los leucocitos, se abrió una nueva ventana mostrando la combinación de 
marcadores CD56 y CD3 para identificar las células NK (CD56+ CD3─) y células T (CD3+). B) Selección 
de las diferentes subpoblaciones de células NK en función de la expresión de los marcadores CD56 y 
CD16: NK CD56bright CD16- de fenotipo no citotóxico y NK CD56+ CD16+ de fenotipo citotóxico. C) 
Selección de las diferentes subpoblaciones de células NK según marcadores de activación. A partir del 
diagrama de las células NK se abrieron sucesivas ventanas para mostrar las células NKp46+, NKG2D+ y 
CD161+. Estas subpoblaciones se expresaron sobre el porcentaje total de células NK. 
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3. Estudio de inmunohistoquímica 

En el estudio de inmunohistoquímica se analizaron sólo las muestras de tejido tumoral. 

Un total de 77 muestras de NSCLC fueron analizadas, 60 criopreservadas y 17 embebidas en 

parafina. Los especímenes incluyen 36 carcinomas epidermoides, 39 adenocarcinomas y 2 

carcinomas de células grandes basados en los criterios de clasificación histopatológica de la 

Organización Mundial de la Salud (241). Los tumores se clasificaron en fase I (n=40), y fase II 

y III (n=37) basada en American Joint Committee on Cancer (AJCC) guidelines for 

postsurgical, Tumor-Node-Metastasis (TNM) (242).  

 

Las muestras tumorales fueron cogidas de tumores malignos primarios de pulmón por 

excisión de un fragmento de masa tumoral. Tras la toracotomía y la resección de pulmón la 

mitad de la pieza fue congelada a -80oC. Se cortaron secciones de tejido tumoral congelado de 

un espesor de 4-8μm con un microtomo criostático (Bright), se secaron a temperatura ambiente 

durante 4-18h, se fijaron en acetona a 4oC durante 10min y se conservaron a -40oC hasta tinción. 

La otra mitad de la pieza fue fijada en formalina neutral al 10% y embebida en parafina. 

Secciones de tejido de unos 4μm fueron montadas en portas pretratados. 

 

                  

 
Figura 14. Selección de la población celular de monocitos. Los monocitos fueron identificados como 
CD14+ a partir del diagrama que representa los monocitos según tamaño y complejidad celular (SSC-A 
vs FSC-A). En los monocitos se midio la IMF de la expresión de DR.  
 

Para la realización de las técnicas de inmunohistoquímica se utilizó el sistema Biotina-

Estreptavidina (supersensitive Multilink HRP/DAB kit, BioGenex, The Hague, Holanda). Para 

las muestras criopreservadas, primero se incubaron con bloqueo de proteínas durante 5 min. 

Después se enjuagaron y se lavaron con PBS y permanecieron en PBS durante 10 minutos. 
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Después se secaron con cuidado sin tocar el tejido y se procedió a añadirle los anticuerpos. Se 

utilizaron anticuerpos para estudiar la expresión de HLA de clase I: W6/32 que reconoce el 

complejo cadena pesada HLA A,B,C-β2 microglobulina (un regalo del Dr. Bodmer Imperial 

Cancer Research Fund Laboratories, Londres, UK); GRH-1 que reconoce la cadena β2 

microglobulina libre y asociada a la cadena pesada de HLA clase I producida y caracterizada en 

nuestro laboratorio; HC10 contra la cadena pesada libre de moléculas HLA-B y HLA-C;  anti-

HLA-A que reconoce un conjunto de productos génicos codificados por el locus HLA-A y 

42IB5 contra productos génicos codificados por el locus HLA-B. También se estudió la 

expresión de moléculas de HLA de clase II usando GRB-1, anticuerpo monoclonal que 

reconoce moléculas HLA-DR, producido y caracterizado en nuestro laboratorio.  

 

Para evaluar la expresión de PD-L1 se usó el anticuerpo monoclonal anti PD-L1 (clona 

22c3) y el kit IHC PD-L1 22C3 pharmDx (DAKO) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante en secciones de 2,5 μm usando el sistema EnVision FLEX (DAKO, Santa Clara, 

USA). Las secciones se secaron durante 24h a 37ºC seguido de una hora de incubación a 60ºC. 

La recuperación del antígeno se realizó usando el reactivo PT LINK (DAKO) a bajo pH. Las 

secciones inmunomarcadas se analizaron digitamente usando el scanner Ultrafast 1.6 (Philips) y 

las imágenes se visualizaron y fotografiaron usando Intellisite Pathology solution Image 

Management System 2.4 (Philips). Las muestras tumorales se consideraron PD-L1 negativas 

cuando menos del 25% de las células se tiñeron positivamente. Clasificamos los tumores en 2 

grupos: tumors PD-L1 negativos y tumores con expresión de PD-L1 positiva o heterogénea.  

 

Para caracterizar el infiltrado tumoral se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales 

de ratón: GRT-2 (anti-CD45) que reconoce todos los leucocitos, producido en nuestro 

laboratorio. OKT3 (anti-CD3 ATCC, Teddington, UK), OKT8 (anti-CD8 ATCC), anti-

CD45RO (clon UCHL1, Thermo Fisher), anti CD64 (clon 10.1 BD Biosciences), anti-CD206 

(receptor de manosa de macrófagos, clon 19.2 BD Biosciences), anti-CD56 (clon123C3.Dako) y 

anti-FAP (Proteína de Activación de Fibroblastos, clon F11-24, Merck Millipore). El anticuerpo 

primario fue remplazado por PBS para los controles negativos. No se detectó marcaje 

inmunohistoquímico en las preparaciones control. La cantidad usada de cada anticuerpo fue 

aproximadamente entre unos 25-50μl. Se dejó incubar con los anticuerpos durante 45 minutos a 

temperatura ambiente. A continuación se eliminó el exceso de anticuerpo, se lavó y se secó 

como anteriormente. Más tarde se añadió el bloqueo del anticuerpo primario durante 30 

minutos. De nuevo se eliminó el exceso, se lavó y se secó. Posteriormente se añadió 

Streptavidina-Peroxidasa y se dejó incubar durante 30 minutos. Después se lavó con PBS 

durante 10 minutos de nuevo. A continuación se añadió Diaminobencidina más sustrato de 

diaminobencidina en una dilución 1:50. Se dejó incubando durante 5 minutos y se lavó con 
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PBS. A continuación se procedió a la tinción de los cortes con hematoxilina durante 30 

segundos. Después se lavó con agua normal y se fue pasando por etanol de menor a mayor 

concentración del 50% hasta del 100% para deshidratar. Después se hizo pasar por xilol durante 

30 segundos por tres veces. Por último se montó el cubre con la resina DPX. Destacar que 

durante los diferentes procesos de incubación, los portas con los cortes de los tejidos 

permanecieron en humedad en unas cubetas con agua para evitar que se sequen.  

 

En las muestras de tejido embebidas en parafina se realizó un proceso de 

desparafinización a través de xilol y alcohol y se bloqueó la actividad peroxidasa endógena 

usando una solución de peróxido de hidrógeno durante 10 minutos. Para la recuperación del 

antígeno las secciones se trataron con un buffer de citrato de sodio (pH 6.0). Después se 

continuó la inmunohistoquímica siguiendo el mismo procedimiento que en las muestras de 

tejido criopreservadas. Para las muestras de parafina sólo se estudió la expresión de moléculas 

HLA de clase I usando los anticuerpos EMR8-5 contra cadena pesada HLA-ABC (clone 

ab70328, abcam), L-368 contra la cadena β-2 microglobulina (un regalo del Dr. Ferrone, 

Universidad de Harvard) y HC10 específico para cadena pesada libre HLA-B y C. Una vez 

desparafinados las secciones de tejido, la técnica inmunohistoquímica se continuó de forma 

similar a las muestras de tejido criopreservadas. 

 

 

3.1 Estudio de la infiltración tumoral. 

3 observadores independientes analizaron los infiltrados de los tejidos tumorales usando 

objetivos de 10x y 40x. El infiltrado tumoral se definió usando los anticuerpos monoclonales 

anti-CD45, anti-CD8, anti-CD3, anti-CD45RO y anti-CD64 como sigue: 1) infiltración tumoral 

con linfocitos (TILs) y macrófagos junto con la infiltración estromal. Se observaron TILs en 

estrecho contacto con las células epiteliales neoplásicas (20-70 TILs por campo a objetivo de 

40x) y 2) infiltración estromal (el infiltrado inflamatorio sólo encapsula la masa tumoral, sin 

penetrar en ella permaneciendo en el estroma del tejido). La infiltración global por células 

positivas para CD45, CD3, CD8, CD45RO y CD64 fue evaluada en 5 campos diferentes bajo el 

objetivo de 40x y puntuado como: + (≤30 células/campo), ++ (30-70 células/campo) +++ (70-

120 células/campo) y ++++ (≥120 células/campo). Para cada muestra tumoral criopreservada se 

calculó la puntuación  (1-4) para cada marcador: (CD45, CD3, CD8, CD45RO y CD64) dando 

un punto por cada cruz asignada (+) para el correspondiente análisis estadístico. 

 

Las subpoblaciones de macrófagos fueron estudiadas usando anticuerpos monoclonales 

frente CD64 (M1 o marcador de macrófagos inflamatorios) y CD206 (M2 o marcador de 

macrófagos inmunosupresores). Las secciones de tejido marcadas con ambos anticuerpos fueron 
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escaneadas usando el scanner Pannoramic MIDI Scanner (3DHISTECH). Para cada muestra 

tumoral las subpoblaciones M1 y M2 fueron cuantificadas en 5 campos diferentes por dos 

observadores independientes usando Viewer MIDI software y objetivo de 40x y, 

consecuentemente, la ratio M1/M2  fue calculada en cada caso. De igual manera, las muestras 

marcadas para CD8 fueron escaneadas y se contaron el nº de células por campo de 40x dentro 

del nido tumoral (TILs), realizando 5 observaciones para cada muestra y se hizo la media para 

comparar en los diferentes grupos de expresión de HLA-I.   

 

4. Aislamiento de ADN y microdisección. 

Las secciones de tejido criopreservado de 4‒8-μm de espesor, fijadas en 70% etanol y 

teñidas con una solución de azul de toluidina 0.05% w/v  fueron microdisectadas usando un 

micromanipulador (PALM MicroLaser Systems, ZEISS). Los fragmento microdisectados 

fueron recogidos en tapones adhesivos PALM. Se aisló el ADN del tumor de los fragmentos 

microdisectados usando el kit QIAamp Tissue Kit (QIAGEN, Holanda). En todos los casos se 

obtuvo ADN autólogo normal de linfocitos de sangre periférica (PBLs) usando también el kit de 

aislamiento de DNA QIAGEN DNA siguiendo las indicaciones del fabricante. 

 

5. Estudio molecular de las muestras tumorales. 

El ADN y  ARN obtenido de tumores HLA-I negativos y controles (PBLs) fueron 

evaluados mediante análisis de secuenciación del gen β2-microglobulina, tipaje genómico de 

HLA-I, pérdida de heterozigosidad  (LOH) y estudio de expresión génica por RT-PCR a tiempo 

real.   

 

5.1 Secuenciación del gen β2-microglobulina 

El ADN de los tumores fue usado para la secuenciación del exón 1 y 2 del gen β2-

microglobulina. Los “primmers” usados para la amplificación fueron para el exón 1 los 

siguientes: B2-1Fw 5’-TGCAGGTCCGAGCAGTTAAC-3’ y B2-1Bw 5’-

CAGAGCGGGAGGGTAGGAGA-3’; Exon2: B2-C (Fw) 5’-CGATATTCCTCAGGTACT-3’ 

y B2-NC (Bw) 5’-CAACTTTCAGCAGCTTAC-3’. El producto de PCR se purificó usando el 

kit de purificación de PCR QIAquick (QIAGEN Wetsbsurg, Leusden, Holanda). La 

secuenciación se realizó usando Big Dye Terminator v1.1Cycle Sequencing kit (Applied 

Biosystems, Warrington,UK) y los mismos “primers” que en la reación de  amplificación. La 

purificación de la reacción de secuenciación se realizo usando el kit DyeEx 2.0 Spin (QIAGEN) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se usó el software ABI 3130x/Genetic 

Analyzerand SequencingAnalysis v5.2 (Applied Biosystem) para los análisis. 
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5.2 Tipaje genómico tumoral de HLA de clase I. 

El ADN aislado de células tumorales microdisectadas y de células autólogas se usó para 

llevar a cabo el tipaje genómico de HLA de clase I con los kits LIFECODES HLA-A, B y C 

Typing Kits – Rapid (IMMUCOR, Stanford, EE.UU) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

El sistema Luminex 100/200TM, basado en la tecnología xMAP (Luminex®, Austin, Texas, 

EEUU), se usó para analizar el tipaje de HLA de clase I, y consecuentemente, para detectar 

pérdida de haplotipo, locus o alélica en genes HLA de clase I en muestras tumorales comparado 

con el tipaje de HLA normal en linfocitos de sangre periférica. 

 

5.3 Analisis de pérdida de heterozigosidad (LOH) en ADN de tejido tumoral  

Para confirmar los resultados obtenidos del tipaje HLA también se analizó la región de 

microsatélites que rodea a la región de HLA de clase I. Se determinó el estado de 

heterozigosidad de marcadores de microsatélite específicos asociados con la región HLA del 

cromosoma 6 (6q21) (D6S105, D6S265, D6S276, D6S291, D6S473) y del gen β2-

microglobulina en el cromosoma 15 (15p21) (D15S126, D15S153). Estos marcadores de 

microsatélites se amplificaron de ADN de tumores microdisectados y de PBLs normales 

autólogos. El extremo  5’ de cada  “primer” del conjunto de “primers” fue marcado con un 

marcador fluorescente (Applied Biosystems). Se empleó una estrategia de múltiples PCRs para 

la combinación de varios marcadores (usando diferente marcaje) usando una concentración de 

10pmol de cada “primer” (forward   y reverso).   

 

El análisis de LOH se determinó usando ABI 3130x/Genetic Analyzer con 16 capilares y 

el software GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems). Se consideró ser una prueba LOH-positiva 

en caso de una reducción de la señal de más de un 25% en el marcador de microsatélites. Estos 

análisis de datos fueron descritos previamente (243). 

 

5.4 Estudio de expresión génica por RT-PCR  

En el estudio de expresión génica se usaron 5 muestras tumorales HLA clse I negativas y 

8 muestras de PBLs (Controles). El ARN tumoral se extrajo de los fragmentos microdisectados 

usando el kit was miRNeasy Mini (QIAGEN) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. 

El ARN normal se aisló de muestras de PBLs usando también el kit de aislamiento de ARN 

QIAGEN. La síntesis del ADN complementario (cDNA) se realizó con el kit iScript cDNA 

Synthesis (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Los productos de RT-PCR se analizaron para la expresión de β2-microglobulina, genes 

cadena pesada de HLA, componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico (APM) 

como TAP1, TAP2, Tapasina, LMP2, LMP7, Calnexina, Calrreticulina y el gen regulador 

NLRC5 por PCR a tiempo real cuantitativa (Q-PCR). Todas las reacciones se realizaron usando 

el sistema 7500 Fast Real-time PCR  usando TaqMan PCR master mix y “primers” específicos 

de Applied Biosystems (UK). Los niveles de expresión final de los genes objetivo en muestras 

tumorales y controles se dieron relativos a los niveles de expresión  del gen β-Glucuronidasa 

(GUSB) para controlar las variaciones en las cantidades de ARNm. 

 

6. Estudio de líneas celulares de cáncer de pulmón 

Se obtuvieron 6 líneas de cáncer de pulmón que fueron las siguientes: A-427 (carcinoma 

epidermoide), A-549 (adenocarcinoma), SKLU-1 (adenocarcinoma), SKMES, 

(adenocarcinoma) CALU-1(carcinoma epidermoide) y CALU-6 (carcinoma de células grandes). 

Las líneas fueron cultivadas en nuestro laboratorio en RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand 

Island, NY) con 10% de suero bovino fetal inactivado por calor a 37°C a una atmosféra del 5% 

de CO2. Todas las líneas celulares se obtuvieron de la American Type Tissue Collection. Las 

líneas celulares se mantuvieron en medio Dulbecco's Modified Eagle (Sigma-Aldrich) 

suplementado con 10% FBS (Life Technologies), 2 mmol/L glutamina (Sigma-Aldrich), y 

antibióticos. En algunos experimentos, las líneas celulares se trataron con 100 U/mL IFN-γ 

durante 48 horas (Sigma-Aldrich). Tras incubación, las células fueron cosechadas por 

tratamiento EDTA-PBS y preparadas para citometría de flujo. 

 

Para el análisis de HLA y PD-L1 se usaró los anticuerpos monoclonales  APC-Nu-TH/I 

(anti-CD274, BD) y PE-W6/32 (anti-HLA, e-Bioscience). Las células se incubaron con los 

anticuerpos primaries durante 30 min a 4 °C  y se analizaron por un citómetro FACSCanto (BD 

Biosciences). Se usó como control de isotipo Igs G de ratón conjugadas con FITC, PE, o APC.  

Debido a que todas las líneas celulares testadas expresaron antígenos de HLA-I los resultaros se 

expresaron como media de florescencia. Se establecieron 2 grupos de líneas: cada una de las 

líneas celulares que fueron tratadas con IFN-γ constituyen un grupo y el otro grupo no fue 

tratado. Se midieron los niveles de expresión por citometría de flujo de HLA-I y PD-L1 basales 

(primer grupo) y tras inducción con IFN- γ (segundo grupo). Además, se obtuvo ADN y ARN 

de cada una de las líneas celulares con o sin tratar. El estudio molecular fue desarrollado de 

manera similar al del estudio de inmunohistoquímica, pero en este caso no se realizó estudio de 

LOH porque no se tenía muestra control de sangre para comparar con las líneas celulares. Se 

realizó tipaje genómico HLA de clase I y II con el ADN extraído, y con el ARN se realizó un 

estudio RT-PCR a tiempo real siguiendo el mismo procedimiento anteriormente citado. 
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6.1 Análisis de hibridación genómica comparativa basada en array (array-CGH) en líneas 

celulares de cáncer de pulmón.  

Las muestras de ADN procedentes de líneas celulares tumorales de pulmón y los 

controles se genotiparon usando la prueba Illumina Infinium en el Immunochip acorde al 

protocolo del fabricante, el cual detecta sobre 200.000 SNPs seleccionados basados en GWAS 

de enfermedades del sistema inmunitario. Los datos para el análisis de pérdida de 

heterozigosidad (LOH)  y el análisis de del número de copias se obtuvo del software de estudio 

Illumina Genome con valores "theta" y "R". "Theta" representa la frecuencia del alelo B y "R" 

la de la intensidad de florescencia unida  de ambos canales. Mientras "theta" puede interpretarse 

directamente para detectar LOH usando e.g. bcftools [PMID:26826718], "R" necesita 

compararse al standard para detectar regiones de número de copias perdidas o ganadas. Usamos 

los datos del inmunochip de 1632 muestras no relacionadas de ancestros europeos para obtener 

un valor medio de fluorescencia por prueba para crear un standard y consequentemente obtener 

los Log-ratios. Una distribución Log-ratio alrededor de cero puede considerarse como número 

de copias (CN) neutral, mientras que los intervalos cromosomales de log-ratios principalmente 

positivos (o negativos) pueden interpretarse como ganancia de CN (o pérdida). Los tramos 

cromosomales de las frecuencias de alelo B con valores de cero o uno pueden interpretarse 

como LOH.  

 

7.  Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron usando el software IBM-SPSS Ver.21. Las 

variables con distribución normal se expresaron como la media y desviación estándar. Las 

variables que presentaron una distribución distinta a la normal se hizo con el rango promedio. 

Para comprobar la normalidad de las variables se usó el test de Kolmogorov-Smirnov. En el 

caso de normalidad de las variables las diferencias entre los diferentes grupos se evaluaron 

usando el test T-Student. En el caso de no cumplir normalidad las variables, las diferencias entre 

los diferentes grupos se evaluaron usando el test no paramétrico U- Mann Whitney. Para evaluar 

diferencias entre más de 2 grupos en caso de normalidad se realizó un test de ANOVA y en caso 

de no cumplir normalidad se realizó un test de Kruskal Wallis. Las variables cualitativas (sexo, 

estadío tumoral, tipo histológico de tumor…) se analizaron usando el test Chi-cuadrado (χ2) o 

test exacto de Fisher en caso de no cumplir las condiciones de validez. Las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas para una p<0.05. 
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RESUMEN 
 
Objetivo: Nuestro objetivo en este studio fue analizar si la expresión de HLA de clase I (HLA-

I) influye en el patrón de infiltración de células inmunitarias y la reaccióncelular estromal en el 

microambiente tumoral. Material y métodos: Los tejidos tumorales obtenidos de 57 pacientes 

diagnosticados de cáncer de pulmón se analizaron para la expresión de HLA y el infiltrado 

leucocitario. Resultados: 28 de 57 pacientes fueron completamente negativos para la expresión 

de HLA-I (49.1%) o mostraron una pérdida de expresión selectiva del locus HLA-A (3 

pacientes, 5.2%). En  26 de 57 tumores (47.8%) detectamos una expresión positiva de HLA-I 

pero con un porcentaje de células nehativas tumorales entre el 10 y 25%. El fenotipo HLA-I 

negativo se produjo por una combinación de pérdida de haplotipo y una desregulación 

transcripcional de β2-microglobulina (β2-m) y los genes de la maquinaria de procesamiento del 

antígeno LMP2 y LMP7. El análisis y localización de las diferentes poblaciones celulares 

inmunitarias revelaron la presencia de dos patrones principales y reproducibles. Un patrón que 

designamos como “microambiente tumoral inmmuno-permisivo”, caracterizado por una 

expresión positiva de HLA-I, infiltración intratumoral de linfocitos T citotóxicos CD8+, 

macrófagos tipo M1 inflamatorios, y un patrón difuso de fibroblastos asociados a cáncer  FAP+. 

Por el contrario, el otro patron definido como “microambiente tumoral no permisivo” se 

encontró en tumores HLA-I negativos con una interacción estromal fuerte, linfocitos T CD8+ 

rodeando los nidos tumorales, una capa densa de fibroblastos FAP+ y macrófagos tipo M2 

reparadores. Conclusión: Este estudio revela diferencias notables entre los tumores con 

expresión HLA-I positiva y negativa relacionada con la estructura del tejido, la composición del 

infiltrado y el microambiente estromal. 
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What’s new? 

Immune cell infiltration in tumors has great clinical significance, but the factors pre-

determining different infiltration patterns remain unclear. Many tumors are however known to 

evade T lymphocyte responses by down-regulating HLA-I expression. Here, the authors 

demonstrate, in lung cancer, that tumor tissue structure strongly correlates with HLA-I 

expression and identify two patterns of leukocyte infiltration. HLA-I-positive tumors are 

heavily infiltrated by CD8+ T lymphocytes and M1 macrophages mixed with stromal cells in an 

immune-permissive tumor microenvironment (TME). In contrast, HLA-I-negative tumor 
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nodules are encapsulated by a stroma with CD8+ T lymphocytes, M2 macrophages and FAP+ 

fibroblasts in a non-immunepermissive TME. 

 

Abstract 

We wanted to analyze whether tumor HLA class I (HLA-I) expression influences the 

pattern of the immune cell infiltration and stromal cell reaction in the tumor microenvironment. 

Tumor tissues obtained from 57 patients diagnosed with lung carcinomas were analyzed for 

HLA expression and leukocyte infiltration. 28 patients out of the 57 were completely negative 

for HLA-I expression (49.1%) or showed a selective HLA-A locus downregulation (three 

patients, 5.2%). In 26 out of 57 tumors (47.8%) we detected a positive HLA-I expression but 

with a percentage of HLA-I negative cells between 10 and 25%. The HLA-I negative phenotype 

was produced by a combination of HLA haplotype loss and a transcriptional downregulation of 

b2-microglobulin (b2-m) and LMP2 and LMP7 antigen presentation machinery genes. The 

analysis and localization of different immune cell populations revealed the presence of two 

major and reproducible patterns. One pattern, which we designated “immune-permissive tumor 

microenvironment (TME),” was characterized by positive tumor HLA-I expression, 

intratumoral infiltration with cytotoxic T-CD8+ cells, M1-inflammatory type macrophages, and 

a diffuse pattern of  FAP+ cancer-associated fibroblasts. In contrast, another pattern defined as 

“non-immune-permissive TME” was found in HLA-I negative tumors with strong stromal-

matrix interaction, T-CD8+ cells surrounding tumor nests, a dense layer of FAP+ fibroblasts 

and M2/repair-type macrophages. In conclusion, this study revealed marked differences 

between HLA class I-positive and negative tumors related to tissue structure, the composition of 

leukocyte infiltration and stromal response in the tumor microenvironment. 

 

Introduction 

Leukocytes and especially T lymphocytes can infiltrate tumor tissue independently of the 

histological type. This infiltration has been described in melanoma 1 esophageal,2 colorectal,3–5 

pancreatic,6 ovarian,7 gallbladder,8 breast,9 prostate,10 and lung carcinomas.11 Recently, attention 

focused on the type, density and location of leukocyte infiltration in human tumors and its 

impact on prognosis. The clinical significance of a detailed analysis of the cellular infiltration 

(called“immunoscore”) appeared to be greater than that of TNM tumor classification.12 

However, the factors that predetermine the different patterns of tumor infiltration are not known. 

Some tumor tissues have different types of leukocytes, including CD8+ T cells, which surround 

tumor cells and are restricted exclusively to the peritumoral-stroma and the invasive margin. In 

contrast, in other tumors, the presence of CD8+ tumor-infiltrating T lymphocytes is observed 
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within tumor islets. Recently, it has been proposed that the matrix architecture contributes to 

these distinct patterns of infiltration and migration of T cells into the stroma, preventing direct 

contact with tumor cells and contributing to immune evasion.13,14 The reason why the tumor 

tissue architecture changes so dramatically from the infiltration to the non-infiltration stage is 

not known.  

 

A high proportion of human tumors can evade T lymphocyte responses by losing or 

downregulating the expression of HLA-I molecules.15–17 This immune escape mechanism is well 

documented and has been reported and confirmed by different groups.18–20 Total or selective 

HLA-A,B,C losses have been reported in a large variety of human tumors derived from HLA-I 

positive epithelia.21–23 The molecular mechanism responsible for HLA-I losses is crucial for the 

possible restoration of the expression of these molecules. If the molecular mechanism is 

reversible (soft), HLA-I molecules will be recovered after the release of TH1 type cytokines in 

the TME and the tumor will be rejected by CTLs.24 In contrast, if the mechanism is irreversible 

due to structural alterations in HLA-I or b2-m genes (hard lesions), the HLAI expression will not 

be recovered and the tumor will continue growing and will eventually kill the host.24 

 

 In this paper we present evidence of a direct correlation among patterns of tumor HLA-I 

expression, patterns of tumor infiltrating lymphocytes/macrophages, and the tissue 

stroma/matrix architecture in lung cancer. When the tumor is HLA-I positive CD45RO, CD3, 

and CD8-positive T lymphocytes, as well as CD64 and CD206-positive macrophages are in 

close contact with tumor cells inside the tumor nests. In contrast, these cells are in the stroma in 

HLA-I negative tumors and outside the tumor tissue. Interestingly, we found that the presence of 

these two patterns of stromal reaction correlates with the ratio of macrophage M1/M2 

polarization. 

Material and Methods 

Clinical and histopathological characteristics of tumor sample 

57 NSCLC (Non-small cell lung cancer) patients were included in this study. Patient 

samples were obtained from Virgen de las Nieves University Hospital (Granada, Spain). 

Demographic, clinical and histological characteristics of studied subjects are summarized in 

Table 1. Before the study, all medical records and tumor sections were reviewed by an 

oncologist and a surgical pathologist. Informed consent was obtained from all the patients, 

which was approved by the Ethics Committee of our institution. The specimens included 30 

squamous cell carcinomas (SCC), 25 adenocarcinomas and two large cell carcinomas based on 

WHO criteria of histopathological classification.25 The tumors were classified as stage I (n=30), 
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and stage II and III (n=24) based on the American Joint Committee on Cancer guidelines for 

postsurgical, tumor-node-metastasis (TNM).26 Five cases received radiation or chemotherapy 

before surgery.  

 

Immunohistological analysis of cryopreserved and paraffin embedded tissue samples 

57 NSCLC tumors were analyzed in the present study, including 40 cryopreserved and 17 

paraffin embedded tissues. Tumor samples were taken from primary malignant lung tumors by 

excision of a fragment of tumor mass during the initial surgery for the disease. After 

thoracotomy and lung resection, half of the piece was immediately stored at ─80ºC. Frozen 

tumor tissue sections of 4–8-μm-thick tissues were cut on a microtome-cryostat (Bright), 

allowed to dry at room temperature for 4–18 hr, fixed in acetone at 4ºC for 10 min, and stored at 

2408C until staining. The other half of the piece was fixed in 10% neutral formalin and 

embedded in paraffin. 4 μm-thick sections were mounted on pretreated slices. 

Immunohistological techniques were performed with the Biotin-Streptavidin System 

(supersensitive Multilink HRP/DAB kit, BioGenex, The Hague, The Netherlands). 

 

The following mouse monoclonal antibodies (mAbs) were used in cryopreserved tumor 

tissues to analyze HLA-I expression: W6/32 against HLA-A, B, and C heavy chain/b2-m 

complex (a gift from Dr Bodmer, Imperial Cancer Research Fund Laboratories, London, UK); 

GRH-1, which recognizes free and HLA class I heavy chain-associated b2-m chain, produced 

and characterized in our laboratory; HC-10 against free heavy chain of HLA-B and C 

molecules, anti-HLA-A which recognizes a subset of HLA-A locus-encoded gene products and 

42IB5 against HLA-B locus-encoded gene products. We also studied HLA class II expression 

by using GRB1 mAb against HLA-DR molecules, produced and characterized in our laboratory. 

These mAbs were previously reported.5,10 Total loss of HLA-I molecules was defined by 

negative staining withW6/32 and GRH-1 mAbs according to the criteria established by the HLA 

and Cancer component of the 1996 International Histocompatibility Workshop.27 Paraffin 

embedded tissues were stained for EMR8-5 against HLAABC heavy chain (Clone ab70328, 

abcam), L-368 which recognizes b2-m chain (a gift from Dr. Ferrone, Harvard University) and 

HC-10, specific for HLA-B and C free heavy chain.5 Before immunolabeling paraffin sections 

were deparaffinized and endogenous peroxidase activity blocked using a solution of hydrogen 

peroxide for 10 minutes. For antigen retrieval, sections were treated with sodium citrate buffer 

(pH 6.0). 
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Mouse mAbs used to stain tumor infiltrates in cryostatic sections were: GRT2 (anti-

CD45), produced in our laboratory,5 OKT3 (anti-CD3, ATCC, Teddington, UK), OKT8 (anti-

CD8, ATCC), anti-CD45RO (Clone UCHL1, Thermo Fisher), anti-CD64 (Clone 10.1, BD 

Biosciences), anti-CD206 (Macrophage mannose receptor; Clone 19.2, BD Biosciences), anti-

CD56 (Clone 123C3, Dako) and an anti-FAP (Fibroblast Activation Protein), (Clone F11-24, 

Merck Millipore). Paraffin-embedded tissue sections were also stained for CD45, CD4, CD8, 

using prediluted antibodies supplied by Master Diagn_ostic (CD45: Ref MAD-002066QD, 

batch:0108–01; CD4: Ref: MAD-00600QD, batch:0107–02-10, clone EP 204; CD8: Ref MAD-

000618QD, batch 0183–11, clone SP16. Immunohistochemical staining was carried out using 

the of UltraVision Quanto (peroxidase) immunohistochemistry detection system (MAD-

021881QK/MAD-001881QK Master Diagn_ostica) following manufacturer’s instructions. The 

primary antibody was replaced with PBS for negative controls; no immunohistochemical 

staining was detected in control preparations. 

 

Study of tumor infiltration 

Three observers analyzed tissue tumor infiltrates, using 10x and 40x objectives and 

defining the tumor infiltration using anti-CD45, anti-CD8 and anti-CD64 mAbs as follows: (1) 
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tumor infiltration with lymphocytes (TILs) and macrophages along with stromal infiltration. 

TILs were observed in close contact with neoplastic epithelial cells (20–70 TILs per field at 40x 

magnification) and (2) stromal infiltration (inflammatory infiltrate only encapsulating tumor 

mass). Global infiltration by CD45, CD3, CD8, CD45RO and CD64 positive cells was 

evaluated in 5 different fields under 40x objective and scored as:+ (≤ 30 cells/field), + + (30–70 

cells/field), + + + (70–120 cells/field) and + + + + (≥120 cells/field). For each cryopreserved 

tumor sample we calculated the infiltration score (1–4) for each marker (CD45, CD3, CD8, 

CD45RO and CD64) by adding one point for each assigned cross (+) for subsequent statistical 

analysis. Macrophage subpopulations were studied using mAbs against CD64 (M1 or 

inflammatory macrophage marker) and CD206 (M2 or immunosuppressive macrophage 

marker). Tissue sections for staining with both mAbs were scanned using Pannoramic MIDI 

Scanner (3DHISTECH). For each tumor sample, M1 and M2 subpopulations were quantified in 

five different fields by two independent observers using Viewer MIDI software and 40x 

objective, and subsequently the M1/M2 ratio was calculated in each case. 

 

Statistical analysis 
 

All statistical analyses were performed using the Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS), version 20.0. Variables with normal distribution are expressed as means with 

standard deviation. Variables with non-normal distribution are expressed as medians and 

interquartile range. In the case of quantitative variables, differences among all study groups 

were evaluated by using a t test in case of normality or a non- parametric test (Wilcoxon or 

Mann Whitney Test) for non-normal variables, when two groups were compared. To check for 

normality we used Shapiro Wilk and Kolmogorov- Smirnov tests.  

 

Categorical variables, such as sex, smoking history, tumor stage, HLA-I expression were 

coded in two groups and analyzed using the χ2 or Fisher’s exact test. Differences were 

considered statistically significant at p < 0.05. 

Microdissection and DNA isolation 
 

Cryopreserved tissue sections 4–8-μm-thick, fixed in 70% ethanol and stained with a 

0.05% w/v solution of toluidine blue, were microdissected using a laser micromanipulator 

(PALM MicroLaser Systems, ZEISS). Microdissected fragments were collected in PALM 

Adhesive Caps. Tumor DNA was isolated from microdissected tumor fragments using QIAamp 

Tissue Kit (QIAGEN, the Netherlands). In all cases, normal autologous DNA was obtained 

from peripheral blood lymphocytes (PBLs), also using the QIAGEN DNA isolation kit 

following the manufacturer’s protocol. Molecular study of tumor samples DNA and RNA 
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obtained from HLA-I negative tumors and controls (PBLs) were evaluated for B2M gene 

sequencing, HLA-I genomic typing, loss of heterozygosity (LOH) analysis and gene expression 

study by RT-PCR (see Supporting Information Material and Methods) 

 

Results 

HLA class I expression on tumor tissues 

The expression of HLA-I antigens was evaluated in 57 primary lung cancer tissue 

samples using immunohistochemical staining with monomorphic determinants of HLA-ABC 

and locus-specific and anti-b2-m antibodies. Leukocytes and other interstitial cells revealed a 

strong cell surface HLA-I expression. However, we detected various HLA-I alterations in 32 out 

of 57 samples (56.1%) (Table 2 and Supporting Information Table S1). 

 

The most frequent alteration detected in cryopreserved sections was total loss or 

downregulation of HLA-ABC molecules, which was observed in 22 out of 40 cases (55%) 

(Table 2). These alterations affected both HLA heavy and light chains, since no immunolabeling  

was  detected  when either anti-HLA-ABC-b2-m complex (W6/32) or anti-b2 m (GRH-1) 

antibodies were used. Interestingly, in 9 cases out of 22 (40.9%), we observed positive 

intracellular labeling of free heavy chains (HC-10 mAb positivity). In 3 tumor samples (7.5%) 

we detected a selective loss of HLA-A locus expression. In 15 out of 40 tumors (37.5%) the 

HLA-I expression was positive, but with the presence of 10–25% of HLA-I negative cells. 

 

Only 17 paraffin embedded samples were available (Supporting Information Table S1); 

out of which 6 tumors (35.3%) showed a complete loss of HLA-I expression. For a more 

detailed HLA analysis, we followed the protocol suggested by the HLA and Cancer component 

of the XII International Histocompatibility Workshop.27 We also studied the HLA class II 

expression using the monoclonal antibody against HLA-DR (GRB-1); 32 out of 40 

cryopreserved samples (80%) were negative and six were positive for HLA-DR. These results 

are presented in Table 2. 

 

Table 1 summarizes different clinico-pathological parameters (histology, pathological 

stage, nodal status). No significant association was found between HLA-I expression and any of 

the parameters analyzed.  
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Immune infiltration pattern in tumor tissues  

In 40 frozen tumor samples, we analyzed the composition and localization of the tumor 

leukocyte infiltration, especially of cytotoxic T cells. For this purpose, we used mAbs against 

molecules expressed by leukocytes (CD45), cytotoxic T cells (CD3 and CD8), activated 

memory lymphocytes (CD45RO), M1 (CD64) and M2 (CD206) macrophages, and NK cells 

(CD56). Lymphocyte/macrophage infiltration was classified into two patterns based on their 

localization: (a) pattern with immune cells mainly present in stromal tissue and low or moderate 

intratumoral infiltration by lymphocytes (TILs) and macrophages; (b) stromal pattern when 

lymphocytes/macrophages reside only outside tumor nests, encapsulating them. 

 

We observed that all of the tumors with HLA-I total loss showed a stromal pattern with 

absence or very low numbers of TILs. In 16 out 22 tumors (72.7%) with HLA-I total loss, we 

detected a stromal pattern with absence of HLA-I positive cells within the tumor. In these cases, 

all positive cells for leukocyte/lymphocytes /macrophage markers were outside the tumor islet, 

in the stromal tissue. In 5 HLA-I negative tumors (22.7%), we observed a very low presence of 

CD8+ T cells inside tumor nests (≤20 TILs per field at 40x magnification). Only one HLA-I 

negative tumor (P11) showed a moderate presence of TILs (20–70 TILs per field at 40x 

magnification). Interestingly, this tumor was also positive for DR expression (Table 2).  

 

In contrast, in tumors with HLA-I positive or heterogeneous immunolabeling, cellular 

infiltration was clearly detectable close to tumor cells and the tissue structure was diffuse, with a 

mixture of both tumor cells and lymphocytes/macrophages. Only one HLA-I positive tumor 

(P21) presented the stromal pattern observed in the HLA-I negative tumor group, suggesting the 

existence of a yet unknown HLA-associated tumor escape mechanism. Similarly, this absence 

of leukocytes (lymphocytes/ macrophages) was also detected in 2 out of 3 tumors with selective 

loss of HLA-A locus expression (P20, P31) (Table 2), whereas the remaining case (P42) 

showed the presence of TILs. Once again, this case showed positive tumor HLA-DR expression 

(Table 2). 
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NOTE 1 ‘‘–’’ 75–100% negative tumor cells, ‘‘+’’ >75% positive tumor cells, “H” Heterogeneous, 25–75% positive 
tumor cells, “N” No results.2 We show the global tumor infiltrate by leukocytes (CD45), including T lymphocytes 
(CD3), cytotoxic T cells (CD8), activated memory lymphocytes (CD45RO) and macrophages (CD64). The tumor 
infiltration is classified as follows:+(≤ 30 cells/field), + + (30–70 cells/field), + + + (70–120 cells/field) and + + + + 
(>120 cells/field). We also classify tumor infiltration by lymphocytes (TILs) (CD3+ CD8+) as follows: “+” (20–70 
TILs/ field); “+/–” (≤ 20 TILs/field); “–” (absence of TILs). Absence or few isolated CD56+ NK cells was observed 
in tumors. 
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The statistical analysis revealed an association between tumor HLA-I expression and 

tumor infiltration pattern, i.e., HLA-I total loss was associated with stromal pattern and HLA-I 

positive expression with the presence of TILs (p=0.009) [Supporting Information Fig. S1(a)]. 

We name these two different situations as permissive and non-permissive TME (see Figs. 1 and 

2 and Table 2). 

 

 

 
Figure 1. Positive HLA class I expression and CD8+ infiltration patterns in NSCLC tumors. Tumor 
tissue was stained with anti-HLA-class I and anti CD8 monoclonal antibodies. Most of the cancer cells 
were HLA-class I positive in both tumor samples, P4 (large cell carcinoma in stage I) (Figs. 1a and 1b) 
and P24 (squamous cell carcinoma in stage II) (Figs. 1c and 1d). HLA-I positive tumor cells and HLA-I 
positive immune cells are not clearly distinguishable from each other (Figs. 1a-1d). A significant CD8+ 
infiltration was observed both within tumor nests and in the tumor-surrounding stroma (Figs. 1b-1d). The 
tissue structure is “permissive,” allowing TILs to enter the tumor mass and achieve direct contact with 
cancer cells. This pattern in HLA-I positive tumors differs from that observed in HLA-I negative tissues 
and described in Figure 2 (see below). Original magnification: Figure 1a x40 (scale bar=50 μm) and 
Figures 1b-1d x20 (scale bar=100 μm). Images in Figures 1b and 1d are obtained from paraffin-embedded 
tissues, and those in Figures 1a and 1c from cryopreserved tissue samples. 
 

Furthermore, based on a previous study10, we quantified the infiltration by leukocytes 

(CD45), including T lymphocytes (CD3), cytotoxic T cells (CD8), activated memory 

lymphocytes (CD45RO) and macrophages (CD64) in all cryopreserved tumor samples (Table 

2). We found a higher infiltration by CD45RO positive cells in the HLA-I positive tumor group 

than in HLA-I negative samples (p=0.007). CD56 mAb was used to study the presence of NK 
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cells in cryopreserved tumor tissues. Complete absence or the presence of a few isolated NK 

cells was observed in both HLA-I positive and negative tumors. 

 

 

Figure 2. Negative HLA class I expression and CD8+ infiltration patterns in NSCLC tumors. In contrast 
to Figure 1, tumor tissues of patient P16 (squamous cell carcinoma in stage II) (Figs. 2a and 2b) and P60 
(squamous cell carcinoma in stage I) (Figs. 2c and 2d) are HLA class I negative (Figs. 2a and 2c). The 
CD8+ cells are restricted almost exclusively to the peritumoral stroma that surrounds the tumor nest in a 
“non-permissive” tissue zone. Original magnification: Figures 2a22d 320 magnification (scale bar=100 
μm). Figure 2a comes from cryopreserved and Figures 2b-2d from paraffin-embedded tissue samples. 
 

 
Tumor tissue architecture is associated with macrophage polarization 
 

We also investigated the presence and distribution of FAP+ fibroblasts in the tumor 

environment in association with tumor HLA-I expression and immune cell infiltration. We 

observed that in the majority of HLA-I positive tumors with presence of TILs [8 out of 14 

(57.1%)], FAP+ fibroblasts were mixed with tumor cells and lymphocytes/macrophages, 

forming a loose network without clearly defined tumor nests (Figs. 3a and 3b). In contrast, 

HLA-I negative samples showed a dense network of FAP+ fibroblasts isolating tumor nests 

with a stromal/encapsulated structure [14 out of 17 (82.3%)] (Figs. 4a and 4b). In this context, 

we found no statistically significant association between tumor tissue structure (HLA-

negative/stromal/encapsulated tumors or HLApositive/TILs tumors) and type of FAP+ 

fibroblast localization (p=0.128). 
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Figure 3. Tumor tissue architecture of HLA class I positive samples is correlated with greater infiltration 
by M1 macrophages. (a) P4 and (b) P37 are HLA-I positive tumors with presence of TILs. In these HLA-
I positive samples, FAP+ fibroblasts are in close contact with neoplastic cells and leukocytes 
(lymphocytes/macrophages), forming a mixed tissue structure. HLA-I positive tumors with TIL/mixed 
structure show a predominant infiltration by M1 (CD64+) rather than M2 (CD206+) macrophages (mean 
ratio M1/M2=1.3). These results contrast with the data obtained from HLA-I negative tumors described in 
Figure 4 (see below) Original magnification: Figure 3a and 3b x10 (scale bar=200 μm). 

 

 

Figure 4. Tumor tissue architecture of HLA class I negative samples is correlated with a greater 
infiltration by M2 macrophages. (a) P16 and (b) P34 are HLA-I negative tumors with stromal infiltration. 
In contrast to HLA-I positive tumors (Fig. 3), FAP1 fibroblasts in these HLA-I negative tumors shape a 
dense network that encapsulates tumor nests. These HLA-I negative tumors with stromal/encapsulated 
structure show a higher presence of M2 (CD206+) than M1 (CD64+) cells (mean ratio M1/M2=0.72) 
(p=0.005). The dense layer of FAP+ fibroblasts isolating tumor nests in HLA-I negative tumors is 
correlated with a prevalence of M2/type repair-immunosupressor macrophages. Original magnification: 
Figure 4a and 4b FAP staining x5 (scale bar=500 μm) and Figures 4a and 4b M1 and M2 staining x10 
(scale bar=200 μm). 
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We observed differences in the infiltration by macrophage subpopulations according to 

the localization of FAP+ fibroblasts in the tumor environment. All tumors with a mixed network 

of fibroblasts/tumor cells/leukocytes (predominantly HLA-I positive tumors with presence of 

TILs) showed a balanced presence of M1 and M2 macrophages or a higher infiltration by M1 

cells (mean M1/M2 ratio=1.3). In contrast, tumors with a dense network of fibroblasts around 

tumor nests (fundamentally HLA-I negative tumors with stromal/ encapsulated structure) 

showed a predominance of M2 macrophages over M1 cells (mean M1/M2 ratio=0.72) [Figs. 3 

and 4 and Supporting Information Fig. S2(b)]. Significant differences in M1/M2 ratio were 

found between tumors with a dense network of fibroblasts and samples with a mixed network 

(p=0.005). Thus, the pattern of FAP+ fibroblasts described in most HLA-I negative tumors with 

stromal/encapsulated structure is associated with a marked M2 macrophage polarization, 

whereas the infiltration by M1 cells is related to HLA-I positive tumors with a mixed network 

of fibroblasts/tumor cells/leukocytes. 

 

Molecular mechanisms involved in total HLA-I loss 
 

One of the objectives of our work was to investigate the molecular mechanisms involved 

in total loss of HLA-ABC in HLA-I negative tumors identified by the immunohistochemical 

study (Supporting Information Material and Methods). We performed a study of gene 

expression using tumor mRNA from five HLA-I-negative tumors using laser capture 

microdisection. mRNA from six PBL samples was used as Controls. We analyzed the 

expression of Heavy-Chain HLA-I (HC) genes, B2M genes, antigen processing machinery 

(APM) genes (TAP1, TAP2, Tapasin, LMP2, LMP7, Calnexin and Calreticulin) and NLRC 

genes involved in regulation of HLA-I expression. We found a strong downregulation of B2M 

gene in tumor tissues compared to PBL group (controls) (p<0.006) (Supporting Information 

Table S2).LMP2 and LMP7 gene mRNA levels were also reduced in lung tumors as compared 

to Controls (LMP2, p<0.008; LMP7, p<0.041). We also detected a lower expression of HC and 

TAP1 genes in tumor samples, but the difference with the control did not reach statistical 

significance. Similarly, the observed upregulation of TAP2, Tapasin, Calreticulin and Calnexin 

and NLRC5 in lung tumor samples was not statistically significant (Supporting Information 

Table S2). 

 

Furthermore, we performed HLA-I genomic typing using tumor and normal autologous 

DNA from 10 HLA-I negative lung tumors to evaluate the presence of HLA-I gene losses. We 

observed that 6 out of 10 tumors showed a hemizygosity pattern compatible with a HLA-I 

haplotype loss. Only one tumor retained six HLA-I alleles typed using normal autologous DNA, 

whereas in three other cases the results were not conclusive (Supporting Information Table S3). 
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We confirmed these typing results with a LOH study using six STRs (Short Tandem Repeats) 

associated with HLA region (6p21). Tumors with HLA haplotype loss showed LOH in 1–4 

microsatellite markers of chromosome 6. However, no LOH in chromosome 6 was detected in a 

tumor without haplotype loss (P25) (Supporting Information Table S3). We also included in this 

study two microsatellite markers flanking the B2M gene. We detected LOH in at least one 

marker flanking B2M gene in 5 out of 10 HLA-I negative tumors. Interestingly, we did not 

detect mutations affecting the B2M gene after sequencing exon 1 and 2 in 10 HLA-ABC-

negative tumors (Supporting Information Table S3).  

 

Discussion 

Lung cancer (NSCLC) is one of the most immunogenic tumors, and multiple peptides 

derived from non-synonymous mutations can potentially be recognized by cytotoxic T-CD8 

lymphocytes.28 However, malignant lesions attempting to escape immunosurveillance establish 

a complex immunosuppressive network that evolves towards the selection of low immunogenic 

HLA-I negative or deficient clones and culminates in complete resistance to T-cell 

attack.16,19,29,30 No published data are available on the possible relationship between the immune 

contexture (density and localization of leukocyte infiltration) and tumor HLA-I expression. The 

present findings indicate that tumor HLA-I expression is strongly correlated with the 

lymphocyte/macrophage infiltration pattern and tumor tissue architecture and reveal how an 

immuneprivileged compartment with ineffective anti-tumor immunity is generated in the 

development of lung cancer. We observed a significant percentage of lung tumors with total loss 

or down-regulation of HLA-I molecules. Moreover, HLA-I negative tumors could be correlated 

with a reproducible and particular distribution of different leukocytes and macrophages in 

stromal tissue. 

 

We reported in 1991 that lung cancer cells downregulated HLA-I antigens in 25% of the 

studied patients.31,32 In the present series, the percentage of HLA-I deficient tumor samples rose 

to 56.1%, consistent with previous publications.33,34 The reasons for the discrepancy in the 

percentage of alterations (i.e., tumors with HLA loss) between our previous study and the 

present investigation are unknown, although it may be attributable to the utilization of more 

sensitive immunohistochemistry methods or to changes in the epidermoid/adenocarcinoma ratio 

in the patient population. We observed that LOH at 6p21.3 is an important cause of HLA 

haplotype loss in a significant number of cases analyzed. Haplotype loss of HLA-I antigens was 

found in 40% of lung cancer cell lines,35,36 and is one of the most common causes of abnormal 

HLA-I expression in various tumor types.18,36 In this context, our group reported an immune 

selection process in a human metastatic melanoma in which early onset of HLA-I loss caused by 

sequential mutations of the B2M gene led to a gradual decrease in immunogenicity.29,37,38 
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Interestingly, we found no B2M mutations in our DNA analyses of HLA-I negative lung tumors 

in the present study. In contrast, the RT-PCR experiments revealed a strong down-regulation of 

B2M and heavy chain gene transcription. We can conclude that lung cancer possesses two 

independent molecular mechanisms responsible for the HLA-I total loss: HLA haplotype loss, 

and transcriptional downregulation of HLA-I genes.  

 

The possibility that the heavily infiltrated HLA class I positive and TIL-free HLA class I 

negative tumors are completely different tumor types cannot be ruled out. However, we favor 

the proposition that, in most cases, the distinct tumor tissue structures and T cell infiltration 

patterns represent different phases of tumor development. Our hypothesis is based on the 

observation that NSCLC originates from healthy HLA I positive cells. A dynamic interaction 

between tumor cells and CD8 positive cells is reflected in the observation of heterogeneous 

tumor samples with different percentages of HLA I positive and negative tumor cells.27 

Additionally, we have consistent data pointing to the existence of a chronological sequence in 

the appearance of tumor HLA class I loss variants in successive metastatic lesions obtained 

from patients with melanoma and bladder cancer.29,38,39 These observations support our 

hypothesis, based on our ongoing research, that there are two phases of tumor evolution with 

distinct patterns of immune cell infiltration. In phase 1, when the tumor is HLA-I positive or 

heterogeneous, it contains lymphocytes and macrophages, and there is an immune-permissive 

TME in which tumor and infiltrating T cells are in close contact with each other (Fig. 1). In this 

phase, stroma cannot be distinguished from tumor tissue when staining for HLA-I (Fig. 1). We 

observed a positive correlation between the presence of tumor infiltrating CD8+ T cells (TIL 

pattern) and positive tumor HLA-I expression [Supporting Information Fig. S2(a)], and a 

similar observation has previously been reported in lung cancer.33 In the present study, HLA-I 

expression was also found to be correlated with the intra- and peritumoral distribution of CD8+ 

T lymphocytes, which is in turn associated with different tumor evolution phases with distinct 

tissue reorganization patterns and M1/M2 ratios. 

 

In phase 1, it is likely that tumor cells with a “normal”HLA-I expression are destroyed by 

CTLs during antigen presentation via the tumor cell surface HLA-b2m-peptide complex. We 

highlight that all HLA-DR positive tumor tissues (six cases) contained TILs, regardless of their 

HLA-I status (Table 2). We support the idea that HLA I positive tumor cells are actively killed 

by CTLs in phase I, leading to a progressive T-cell immune selection of HLA-I deficient tumor 

cells (phase II). We do not know precisely how long it may take to pass from phase I to phase 

II, but we could speculate that this period would not be prolonged. Phase II (Fig. 2) is 

characterized by the absence of tumor infiltrating cells and a clear-cut separation between tumor 

and stroma cells. T lymphocytes and other leukocytes remain outside the tumor mass, probably 
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because all HLA-I positive tumor cells have been eliminated. We believe that the peripheral 

distribution of leukocytes in the stroma, outside tumor tissues, is frequent in various types of 

cancer and is associated with HLA-I loss or downregulation, i.e., an immune escape phenotype 

(Fig. 2). In this case, tumor escape variants are “encapsulated” and surrounded by different 

leukocytes, with a clear barrier between tumor and stroma, in a non-immune-permissive TME 

(Fig. 2). In this regard, it can be theoretically proposed that NK cells attack HLA-I negative 

tumors and destroy them, but we found no significant presence of NK cells in the studied 

tumors. It is difficult to explain the lack of NK cells at the tumor site, but it is possible that the 

immunosuppressive tumor microenvironment alters NK activity and limits NK cell recruitment 

from healthy distal lung tissue to the tumor nest.40 

 

We also observed major quantitative changes in the M2/M1 macrophage ratio in phase II, 

with a predominance of M2 repair-type over M1/inflammatory macrophages. These M2 cells 

promote wound healing and tissue repair, tumor progression and stroma deposition, and inhibit 

adaptive immunity through their production of growth factors, cytokines and 

angiogenic/chemotactic factors.41 In addition, a dense matrix reaction containing numerous 

FAP+ cancer associated fibroblasts is also present in HLA-I negative tumor samples (Figs. 4a 

and 4b). It has been reported that IL-10 and TGF-beta produced by these cells are responsible 

for HLA-I downregulation, protecting tumor cells from immune recognition by specific CTLs.42 

We favor the notion that this stromal reaction contributes to the creation of an 

immuneprivileged compartment around HLA-I negative tumor nests, generating an 

encapsulated tumor and excluding and limiting the capacity of T-cells to infiltrate and 

accumulate among tumor cells. 

 

We hypothesize that the Phase II pattern is likely the most commonly observed one 

because of its longer duration during the natural history of tumor development. This may also 

explain why this tissue structure linked to the absence of HLA-I is frequently observed in the 

routine pathological diagnosis of tumor tissues. In fact, our group and other researchers 

observed the same tissue structural organization in various human tumors with HLA-I loss, 

including HLA-I deficient melanomas, colorectal, breast, bladder and prostate cancers, and 

other types of malignancy.10,13,21 It is noteworthy that this immune escape type of tumor tissue 

structure (Fig. 2) resembles that observed in different TH2 granulomas, in which the pathogen 

cannot be destroyed but is isolated from the body by a biological barrier.43  

 

An alternative hypothesis that must be considered is that these are two distinct types of 

tumor (HLA class I-positive and HLA class I-negative) rather than different development 

phases, with profoundly different biological characteristics associated with the anti-tumoral 
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efficacy of the local immunity response. It is possible that some HLA-I positive tumors use 

escape methods other than HLA-loss related mechanisms, in which case the additional loss of 

tumor HLA would not appear to offer a selective advantage; therefore, the hypothesis of two 

development phases would not be supported in these cases.  

 

Finally, immune checkpoint therapy requires the molecular integrity of HLA-I molecules 

and only benefits a fraction of patients with different types of cancer, including NSCLC.44,45 

Interestingly, the response rate to pembrolizumab was reported to be 45.2% in one series of 

NSCLC patients,46 similar to the rate of HLA-I loss mediated by reversible and non-reversible 

(LOH) mechanisms in the present study. We suggest that HLA class I positive tumors may be 

more susceptible to treatment with immune checkpoint inhibitors because the mechanism of 

antigen recognition remains unaltered and the pattern of stromal reactivity and tumor infiltration 

is “permissive”. In contrast, HLA-negative tumors (especially those with loss-of-function 

irreversible truncating mutations in the genes encoding HLA, B2M, APM and IFNG signaling 

pathway 24,47–49) do not have signal 1 for lymphocyte activation or an adequate infiltration with 

CD8+ T cells, which are trapped outside the tumor nest in the stroma and have no direct contact 

with cancer cells (non-permissive pattern). This pattern may be related to the acquired resistance 

to PD-1 blockade reported in cancer patients. In fact, truncating mutations in the B2M, and 

JAK1/JAK2 genes have recently been described in recurrent lesions from four patients with 

metastatic melanoma.50 

 

Given these observations of a stromal rearrangement in HLA-I negative tumors that limits 

T cell trafficking within the tumor, a combination of checkpoint blockade therapy with 

regimens targeting stroma and the upregulation of antigen presentation may be beneficial for 

patients harboring soft HLA-I molecular lesions. 
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Supporting Information 

  

Material and Methods 

Sequencing of B2M gene 

Tumor DNA was used for sequencing exon 1 and exon 2 of β2-m gene. Primers used for 

amplification were exon 1: B2-1Fw 5’-TGCAGGTCCGAGCAGTT AAC-3’and B2-1Bw 5’-

CAGAGCGGGAGGGTAGGAGA-3’; Exon2: B2-C (Fw) 5’-CGATATTCCTCAGGTACT-3’ 

and B2-NC (Bw) 5’-CAACTTTCAGCAGCTTAC-3’. 

PCR product was purified by using QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN Wetsbsurg, 

Leusden, theNetherlands). Sequencing was performed by using the Big Dye Terminator 

v1.1Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Warrington,UK) and the same primers as in the 

amplification reaction. The sequencing reaction purification was performed using DyeEx 2.0 

Spin kit (QIAGEN) following the manufacturer’s recommendations. ABI 3130x/Genetic 

Analyzerand SequencingAnalysis v5.2 software (Applied Biosystem) were used for the 

analyses.  

 

HLA class I Tumor Typing 

DNA from microdissected tumor and normal autologous cells were used to perform HLA 

class I genomic typing with the LIFECODES HLA-A, -B and -C Typing Kits – Rapid 

(IMMUCOR, Stanford, EE.UU) following the manufacturer’s instructions. The Luminex 

100/200TM System, based in xMAP Technology (Luminex®, Austin, Texas, EEUU), was used 

to analyze HLA class I typing, and consequently, to detect haplotype, locus or allele loss in 

HLA class I genes in tumor samples compared with normal HLA typing. 

 

LOH Analysis on DNA from Tumor Tissue 

To confirm the results obtained from the HLA typing whether cells we also analyzed 

microsatellite region surrounding HLA class I region. We determined the status of 

heterozygosity of specific microsatellite markers associated with HLA region of chromosome 

6q21 (D6S105, D6S265, D6S276, D6S291, D6S473) and B2M gene on chromosome 15p21 

(D15S126, D15S153) (33, 34). These microsatellite markers were amplified from 

microdissected tumor DNA and normal autologous PBLs. The 5’end of one primer of each 

primer set was tagged with a fluorescent label (Applied Biosystems). We employed a multiplex 

PCR strategy for combinations of several markers (with different staining) using 10pmol of 

each primer (forward and reverse).   
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LOH analysis was determined using the ABI 3130x/Genetic Analyzer with 16 capillaries 

and GeneMapper v4.0 software (Applied Biosystems). A probe was considered to be LOH-

positive in case of a signal reduction of >25% in the microsatellite marker. Details on the data 

analysis were described previously.38 

 

Gene expression study by Real Time RT-PCR  

5 tumor samples HLA class I-negative and 8 PBL samples (Controls) were used in the 

gene expression study. Tumor RNA was extracted from microdissected tumor fragments using 

miRNeasy Mini Kit (QIAGEN) according to the manufacturer’s recommendations. Normal 

RNA was isolated from PBL samples also using the QIAGEN RNA isolation kit. cDNA 

synthesis was performed with the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) following the 

manufacturer’s instructions.  

 

RT-PCR products were analysed for the expression of B2M and Heavy-Chain genes, 

components of the Antigen Processing Machinary (APM) such us TAP1, TAP2, Tapasin, 

LMP2, LMP7, Calnexin; Calreticulin and NLRC5 regulator gene by quantitative Real Time 

PCR (Q-PCR). All reactions were performed using 7500 Fast Real-time PCR System using 

TaqMan PCR master mix and target-specific primers/probes from Applied Biosystems (UK). 

The final expression levels of target genes in tumor and stromal samples were given relative to 

the expression levels of β-Glucuronidase (GUSB) gene to control for variations in amounts of 

mRNA. 
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Figure legend 

 

 

Supporting information figure S1 legend. Representative images of leukocyte (CD45+) infiltration 
patterns in HLA Class I positive and negative NSCLC specimens.  Tumors with positive HLA class I 
expression, P4, P35, and P24 (a, b and c, respectively), showed a high degree of intra-tumor infiltration 
with immune cells permitting their direct contact with cancer cells, while most of the immune cells in 
HLA class I negative tumors P16 , P23 and P8 (d, e and f, respectively) remained in the stroma 
surrounding the tumor nests. (magnification x20). Figures b,d,e and f come from cryopreserved and 
Figures a and c from paraffin-embedded tissue samples. 
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Supporting information figure S2 legend. (a) Density of CD8+ tumor infiltrating cells (TILs) in tumors 
with positive and negative HLA class I expression. HLA class I positive tumors showed significantly 
higher density of CD8+ TILs than HLA class I negative tumors. (b) M1/M2 ratio was determined in 
tumors with different tissue structures: a “permissive pattern” was observed in HLA class I positive 
tumors,  characterized by a diffused tissue structure in which leukocytes are in a direct contact with tumor 
cells; a “non-permissive pattern” was observed in HLA class I negative tumors, with 
stromal/encapsulated tissue structure in which leukocytes are located outside tumor nests. HLA class I 
positive tumors showed a higher M1/M2 ratio in comparison to HLA class I negative tumors, with a 
larger proportion of M2 macrophages (lower M1/M2 ratio). P-values were calculated using the Mann 
Whitney U-test. 
 

Supporting Information Table S1. Immunohistochemical analysis of HLA-ABC expression in paraffin 
embedded samples of lung cancer. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Note: “+” >75% positive tumor cells; “−“ 100% negative tumor cells; “H” Heterogeneous, “N” No data. 

 

 HLA class I Expression 

Samples 
HLA‒ABC 
heavy chain 

HLA‒BC free 
heavy chain 

β2m chain 

P49 N + + 
P50 + + + 
P51 N + + 
P52 − − + 
P53 N + + 
P54 − − − 
P55 + + + 
P56 + + + 
P57 + + + 
P58 + + + 
P59 − + + 
P60 − − − 
P61 − − + 
P62 − − − 
P63 H H H 
P64 − − − 
P65 N + + 
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Supporting Information Table S2. Summarized results of quantitative real-time RT-PCR analysis in 
lung tumors. 

 

 

 

 

 

 

Expression results of target genes by RealTime RT-PCR showed a down-regulation of B2M, LMP2 and 
LMP7 genes in tumor samples compared to PBL samples (Controls) (p<0.05). HC HLA and TAP1 genes 
were also down-regulated in lung tumors as compared to Control, but no significant differences were 
found. Similarly, the expression of other gene sequences in tumors did not show any significant 
differences compared to controls. 

a Mean values of target gene mRNA copy numbers normalized against GUSB  mRNA copy numbers. 

 

Supporting  Information Table S3. Summary of the microsatellite analysis (LOH affecting B2M and 

HLA class I genes) and B2M gene sequencing 

 
NOTE   a  “N”  No results 
              b   “+”   LOH in 1-4 microsatellite markers at chromosome 6;  “˗”  Retention of Heterozygosity 
(ROH);   “N” no results 
              c   “+”  LOH in at least one marker at chromosome 15;   “N”   No results 
              d     “˗”   No mutations detected in exon 1 and exon 2 of B2M gene 

Target Gene  aRatio Tumor aRatio PBL P-value
LMP2  123.79  1263.64 0.008
LMP7  49.87  246.99 0.041
B2M  1315.12  24002.5 0.006
HC HLA  601.93  13409.6 0.14
TAP1  46.82  105.81 0.190
TAP2  53.09  30.89 0.204
Tapasin   1058.63  891 0.615
Calnexin   2759.18  280.69 0.201
Calreticulin   6353.84  428.89 0.176
NLRC5  71.19  40.66 0.237

  a LOH Study d Mutation 
Study   HLA class I PBLs Typing    HLA class I Tumor Typing   Microsatellite markers 

Tumor 
Samples  A*  B*  C*  A*          B*  C* 

b Chromosome 
6 

c Chromosome 
15  B2M gene 

P8  03:01/03:01  35:01/44:03  02:02/04:01  03:01       35:01  04:01  +  +  ˗ 

P11  35:03/35:08  04:01/04:01  02:01  35:08       04:01  +  N  ˗   

P16  02:01/66:01  15:03/45:01  05:01/12:03  66:01          N  12:03  +  +  ˗ 

P19  29:02/32:01  07:02/44:03  16:01/07:02  29:02          N  N  +  +  ˗ 

P23  26:01/30:02  14:01/18:01  05:01/08:02 30:02      18:01 05:01 +  N  ˗

P25  18:01/35:02  04:01/12:03  24:02/24:02  18:01/35:02  04:01/12:03  ˗  +  ˗   

P26  02:01/03:01  27:07/40:01  03:04/15:02  03:01          N  03:04  +  +  ˗ 

P32  02:01/68:01  44:02/51:01  02:02/05:01  68:01       44:02  05:01  N  N  ˗ 

P33  02:01/68:02  44:02/53:01  04:01/05:01  68:02       44:02  05:01  N  N  ˗ 

P34  33:01/68:01  15:17/27:02  02:02/07:01  68:01        27:02  02:02  +  N  ˗ 
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RESUMEN 

Introducción: Los inhibidores de “inmunocheckpoints” muestran resultados esperanzadores en 

el tratamiento del cáncer, pero el beneficio clínico se limita exclusivamente a una parte de los 

pacientes. Objetivos: Nuestro objetivo fue profundizar en la posibles causas de esas diferencias 

observadas en el tratamiento de los pacientes y proponer una mejor estrategia a la hora de 

seleccionar los pacientes para tratamiento con inmunoterapia. Material y Métodos: Analizamos 

la densidad y composición de la infiltración tumoral de células T en NSCLC en relación con la 

expresión de HLA-I y PD-L1. Se analizó la expresión de HLA-I en 68 muestras tumorales y de 

PD-L1 en 52. También se estudiaron en 6 líneas celulares tumorales de pulmón la expresión de 

HLA-I y PD-L1 y se analizó la pérdida de heterozigosidad de genes HLA-I mediante un array 

de SNPs (Inmunochip). Resultados: Descubrimos que la expresión positiva de HLA-I, 

independientemente de PD-L1, es un factor clave que determina un aumento del infiltrado 

inmunitario. Cuando ambos marcadores se analizaron simultáneamente, identificamos 4 

fenotipos de co-expresión de HLA-I y PD-L1. Estos, demostraron diferentes patrones de 

infiltración tumoral y diferentes características clinicopatológicas, incluyendo el tamaño tumoral 

(T) y afectación linfática (N). Todos los tumores HLA-I+ PD-L1+ tuvieron una alta infiltración 
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con linfocitos T CD8+, mientras que la pérdida de HLA-I se asoció con un número reducido 

significante de linfocitos infiltrantes del tumor (TILs) con  la mayoría de células restringidas al 

estroma rodeando los nidos tumorales. Los tumores HLA-I- PD-L1+ tuvieron un tamaño tumoral 

mayor (T) y un bajo grado de infiltración de células T CD8+ representando un fenotipo de 

inmuno escape que combina dos mecanismos independientes de inmuno evasión: pérdida de 

HLA-I y aumento de expresión de PD-L1. Mediante un análisis de array de SNPs (Inmunochip) 

de líneas tumorales de pulmón descubrimos que la pérdida de heterozigosidad (LOH) con 

delección completa o parcial de genes HLA-I es el principal mecanismo de alteraciones HLA-I. 

Este defecto irreversible, que potencialmente podría disminuir la eficacia clínica de la 

inmunoterapia de cáncer de pulmón, parece estar infravalorado. Conclusión: Nuestros 

resultados sugieren que el análisis de HLA-I puede mejorar la selección de pacientes 

potencialmete respondedores a inmunoterapia del cáncer. 
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ABSTRACT 

 
Immune-checkpoint inhibitors show encouraging results in cancer treatment, but 

the clinical benefit is limited exclusively to a subset of patients. We analyzed the density 
and composition of tumor T-cell infiltration in non-small-cell lung carcinoma (NSCLC) in 
relation to PD-L1 and HLA class I (HLA-I) expression. We found that positive HLA-I 
expression, independently on PD-L1 status, is the key factor determining the increased 
density of the immune infiltrate. When both markers were analyzed simultaneously, we 
identified four phenotypes of HLA-I and PD-L1 co-expression. They demonstrated 
different patterns of tumor infiltration and clinicopathologic characteristics, including the 
tumor size and lymphatic spread. All HLA-I+/PD-L1+ tumors had a high degree of 
intratumoral infiltration with CD8+T-lymphocytes, whereas HLA-I loss was associated 
with a significantly reduced number of tumor infiltrating T-lymphocytes mostly 
restrained in the stroma surrounding the tumor nest. HLA-I-negative/PD-L1- positive 
tumors had bigger size (T) and lower grade of infiltration with CD8+T-cells. It represents 
a cancer immune escape phenotype that combines two independent mechanisms of 
immune evasion: loss of HLA-I and upregulation of PD-L1. Using GCH-array analysis of 
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human lung cancer cell lines we found that the loss of heterozygosity (LOH) with complete 
or partial deletion of HLA-I genes is the principal mechanism of HLA-I alterations. This 
irreversible defect, which could potentially decrease the clinical efficacy of lung cancer 
immunotherapy, appears to be underestimated. In conclusion, our results suggest that the 
analysis of HLA-I is very important for the selection of potential responders to cancer 
immunotherapy. 

 

INTRODUCTION 

 

Immunotherapy with antibodies blocking immune checkpoints, including anti-PD-L1, 

showed durable tumor regression in advanced human cancers [1]. Nevertheless, since only a 

minority of the patients demonstrates a positive clinical response to check-point inhibitors, the 

identification of predictive markers and the mechanisms of resistance to immunotherapy 

become essential. Several studies have proposed that tissue PD-L1 expression, the mutational 

load, the composition of the inflammatory infiltrate, the presence of Tregs or MDSCs are some 

of the factors influencing the response to immunotherapy with anti-CTLA-4 and anti-PD-L1 

blocking antibodies [2, 3]. There are reasons to believe that the leading cause of the resistance to 

immunotherapy is the lack of tumor cell immunogenicity, including the loss of tumor 

expression of HLA class I (HLA-I) antigens, which has been reported in the majority of human 

malignancies. The expression of HLA-I molecules on tumor cells is an essential factor for the 

activation of cytotoxic T-lymphocytes. There are only few studies that have analyzed the 

expression of HLA in the tumor tissue in patients undergoing immunotherapy with “immune 

checkpoint” inhibitors and only limited data are available on the correlation between the 

expression of PD-L1 and HLA-I in cancer. It has been known since long time ago that tumors, 

and particularly non-small cell lung cancer (NSCLC), frequently present alterations in the 

expression of HLA-I genes, which leads to partial or total absence of these molecules on the 

surface of tumor cells. This immune escape mechanism is well documented and has been 

reported and confirmed by us and other groups [4–8]. It has been demonstrated in mouse 

experimental models and in human cancers that during natural cancer progression tumors 

gradually lose MHC-I expression as a result of a T-cell mediated immune selection. At early 

cancer stages MHC-I positive malignant cells are destroyed by cytotoxic T-cells (CTLs), while 

tumors at more advanced stages become MHC-I negative. This transition to MHC-I negative 

tumors is also characterized by important changes in tumor microenvironment and tissue re-

organization [9, 10]. It has been also shown that the pre-existing CD8+T cells at the invasive 

tumor margin are closely associated with PD-1/PD-L1 expression and may predict the response 

to the treatment with antibodies [11]. Hence, density and localization of the CD8+T-cells may 

substantially affect the clinical efficacy of the anti- PD-1/PD-L1 therapies. Interestingly, a new 
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classification of cancer has been proposed based on the pattern of T-cell infiltration and 

expression of PD-L1 [12] and four different tumor microenvironment phenotypes have been 

identified in association with the clinical response to anti-PD-L1 therapy. Recent findings have 

demonstrated different immune profiles in non-responders, suggesting a potential role of the 

tumor immune microenvironment in the response to anti-PD-L1 therapy [13]. 

 

Recently, Zou and colleagues proposed a definition of two different tumor 

microenvironment profiles related to the clinical response to anti-PD-1 therapy: ‘inflamed 

cancer’ characterized by an active response to treatment, and ‘non-inflamed cancer’ with limited 

or zero response. An ‘inflamed cancer’ responsive to PD-1 pathway blockade could be 

characterized by several biomarkers, including high levels of PD-L1 expression, Th1-type 

chemokines, infiltrating T-cells, mutations, and low levels of immune suppressive elements 

[9,20]. Although all these elements are important for predicting the possible objective responses 

to immunotherapy, we believe that one of the most essential and critical predictive factors of a 

positive response to immunotherapy is an intact antigen presentation machinery in tumor cells.  

In this context, in a recent study we found a close association between the HLA-I expression 

and an inflammatory pattern in tumor tissues [21]. We characterized two types/stages of tumor 

tissue organization:  so-called “permissive” type, with T-cells infiltrating tumor mass in a direct 

contact with HLA-I positive cancer cells; and a “non-permissive” structure with TIL-free HLA-I 

negative tumor encapsulated by stroma. The latter one is an example of tumor escape phenotype 

with high probability of resistance to immunotherapy, since it is negative for HLA-I expression 

and has a dense mesh of stromal tissue surrounding tumor nest, which restrains CD8+ T-

lymphocytes and other immune cells [21]. 

Here we examined the density of tumor infiltration, its composition and association with 

the expression of PD-L1 and HLA-I in both freshly collected cryopreserved and paraffin-

embedded tissues from patients with NSCLCs. We analyzed the correlation between the 

obtained data and patients´ clinicopathologic characteristics in order to identify potential 

predictive biomarkers of response to cancer immunotherapy.  

RESULTS 

Immunohistochemical analysis of PD-L1 and HLA-I expression in human NSCLCs 

samples.  

The expression of HLA-I antigens was evaluated in 68 tissue lung cancer tissue samples 

by immunohistochemical staining using antibodies against monomorphic determinants of HLA-

ABC complex,  locus-specific antibodies and anti-β2-microglobulin (B2M) antibodies. The 
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most frequent alteration detected in cryopreserved sections was a total loss or downregulation of 

HLA-ABC molecules, which was detected in 30 out of 68 cases (44%), although we also 

observed partial losses of HLA-A and HLA-B loci. No significant association was found 

between HLA-I expression and clinicopathologic characteristics of the patients (Table 1). Figure 

1 depicts representative images of different HLA-I immunolabeling patterns in the studied 

tumor samples. 

The expression of PD-L1 by immunohistochemistry was evaluated in 52 tumors (Table 2) 

and three different patterns of expression were observed: negative for PD-L1 (31 samples out of 

52), positive PD-L1 expression and heterogeneous PD-L1 expression (21 tumors altogether). In 

PD-L1 negative tumor samples some stromal cells, morphologically similar to macrophages, 

were labeled positively for PD-L1. In tumors with heterogeneous PD-L1 expression some tumor 

cells and macrophages were labeled positively. In PD-L1 positive tumors the majority of tumor 

cells were positive with various intensity of immunolabeling. For statistical analysis we 

classified all the tumors in two groups: PD-L1-negative tumors and positive/heterogeneous 

tumors. Representative immunolabeling patterns of PD-L1 expression in the studied tumors are 

shown in Figure 2. Correlation between the PD-L1 expression and clinical characteristics of the 

patients are summarized in Table 2. We did not see any significant correlation between PD-L1 

expression and most of the clinical parameters. However, we found an association between 

positive PD-L1 expression and tumor stage. The majority of PD-L1positive/heterogeneous 

tumors were at more advanced stages II+III as compared to PD-L1-negative tumors (Table 2).     

We did not find any significant correlation between HLA-I and PD-L1 expression. There 

were both HLA-I positive/PD-L1 negative and HLA-I negative/PD-L1 positive cases. Although 

there was no direct association between  tumor stage/grade and HLA-I or PD-L1 expression 

analyzed separately, we saw interesting results when we combined HLA-I and PD-L1 

expression and classified tumors into the following four groups: 1) HLA-I+/PD-L1+, 2) HLA-

I+/PD-L1-, 3) HLA-I-/PD-L1+ and 4) HLA-I-/PD-L1-. We found an association between HLA-

I/PD-L1 expression and tumor grade (Table 3) and were able to demonstrate what impact has 

HLA-I expression in PD-L1-positive tumors, as well as the value of PD-L1 expression in HLA-I 

negative tumors. Thus, HLA-I expression appeared to be an important factor associated with 

primary tumor size (T) in PD-L1-positive tumors: the majority of HLA-I-/PD-L1+ tumors had 

larger tumor size (T3+T4), as compared to HLA-I+/PD-L1+ tumors (p<0.023) and HLA-I-/PD-

L1- tumors (p<0.008) (Table 3). Interestingly, HLA-I+/PD-L1- tumors demonstrated phenotype 

most favorable for tumor rejection with the majority of these cases (64%) having stage I (not 

shown). 
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HLA-I /PD-L1 tumor expression and immune infiltration 

We analyzed inflammatory infiltrate in immunolabeled NSCLC samples, including the 

distribution and quantification. Figure 1 depicts representative images of tumor infiltration with 

CD8+ T-cells. None of the analyzed cell populations (CD45+, CD45RO+, CD3+ and CD8+) 

showed any association with the clinicopathologic characteristics of the tumors/patients. 

However, analysis of the association between HLA-I expression and tumor infiltration revealed 

that the mean rank of CD8+ cell numbers was significantly higher in HLA-I positive tumors 

than in HLA-I negative ones, (p<0.0001) (Figure 3A). Similar results were obtained using the 

CD45RO memory T cell which prevail in HLA-I positive as compared to HLA-I negative 

tumors, (p<0.007) (data not shown). There were no significant differences for other studied 

markers (CD45, CD3 and T regulatory Foxp3+ cells, data not shown).  
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Figure 1: Representative images of tumor HLA-I expression and CD8+ T-cell infiltration patterns. 
(A) HLA-I positive and highly infiltrated cryopreserved tumor, (B) HLA-I negative tumor with mostly 
peritumoral stromal infiltration pattern, (C) tumor with heterogeneous HLA-I expression and 
heterogeneous pattern of infiltration. Intratumoral T-cells in HLA-I positive zone and stromal/ 
peritumoral T-cell localization in HLA-negative areas. In B and C the samples were paraffin-embedded. 
All Images are at 10× magnification. 

 

The analysis of the association between PD-L1 expression and infiltration did not reveal 

statistically significant correlations. We found a greater infiltration in PD-L1 

positive/heterogeneous than PD-L1 negative tumor, but the differences were no statically 

significant (p=0.250, Figure 3B). Importantly, when we combined the expression of HLA-I and 

PD-L1 we found that the phenotypes with the highest degree of tumor infiltration with CD8+ T-

cells were  HLA+/PDL+  and  HLA+/PDL1-, while HLA-/PDL+ tumors almost did not have 

any intratumoral lymphocytes (Figure 4).   
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In a previous study we were able to distinguish different patterns of infiltration and 

localization of different immune cell subpopulations in relation to tumor nest and stroma: 1) 

pattern of intratumoral infiltration with T-cells and macrophages and only few immune cells in 

the stroma; 2) stromal pattern with lymphocytes/macrophages residing only outside the tumor 

nest in the surrounding stroma [21]. We also observed a significant correlation between tumor 

HLA-I expression, the infiltration pattern and tumor/stroma tissue organization. Tumors with 

HLA-I expression demonstrated a “permissive” tissue architecture when tumor cells have a 

direct contact with infiltrating CD8+ T-cells and are not surrounded by highly organized stromal 

margin. On the contrary, tumors with lost or significantly reduced HLA-I expression showed 

predominantly peritumoral localization of activated immune cells with tumor nest encapsulated 

by well-formed stromal tissue. 

Here we investigated the association of these two types of tumor tissue patterns with the 

expression of PD-L1. Based on the obtained results we classified tumors into following groups 

based on the expression of HLA-I and PD-L1: 1) HLA-I+/PD-L1+, 2) HLA-I+/PD-L1-, 3) 

HLA-I-/PD-L1+ and 4) HLA-I-/PD-L1-. We discovered that the infiltration pattern depends on 

the HLA-I phenotype more than on the expression of PD-L1. Interestingly, in tumors with 
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heterogeneous HLA-I expression we were also able to see such an HLA-I-dependent 

distribution of CD8+ T-lymphocytes (Figure 1), where TILs can be seen only in HLA-I-positive 

tumor nests, while in HLA-I negative areas tumor-infiltrating cells are restricted only to the 

stromal area in the tumor margin. Among all the observed HLA-I/PD-L1 combinations (Table 

3), HLA-I negative tumors demonstrated higher incidence of a stromal infiltration along the 

tumor border without TILs, while all double positive tumors had intratumoral infiltration. Thus, 

100% of the HLA-I+/ PD-L1+ tumors had TILs, while in tumors with loss of HLA-I and 

positive expression of PD-L1 (HLA-I-/PD-L1+) the percentage of tumors with TILs was 

reduced to 37% (p<0.003, Table 3). Similarly, a comparative analysis of HLA-I+/PD-L1+ and 

HLA-I-/PD-L1- tumors demonstrated  that double negative  tumors have lower incidence of 

intratumoral lymphocyte infiltration compared to double positive ones (p<0.001) (Table3). 

                        

Figure 2:. Representative images of three paraffin-embedded tumors with different patterns of PD-
L1 expression. (A) homogeneously positive, (B) heterogeneous pattern with PD-L1-positive and -
negative cell, and (C) negative PD-L1 expression. Immunohistochemistry kit PD-L1 22C3 pharmDx was 
used to detect the expression of PD-L1, which was defined as positive when tumor cells showed a 
membranous staining of any intensity. All Images are at 40x magnification. 
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Analysis of HLA-I and PD-L1 expression in human lung cancer cell lines  

As shown in Supplementary Table 1, all the studied cell lines demonstrated positive but 

variable levels of expression of HLA-I y PD-L1 as measured by flow cytometry. HLA-I 

expression was positively correlated with qRT-PCR levels of expression of B2M y NLRC5, a 

transcriptional factor regulating HLA-I expression (Supplementary Figure S1). However, we 

did not see a correlation with mRNA expression levels of HLA-I heavy chain and components 

of the antigen presentation machinery (APM), including TAP1/2, LMP2/7, tapasin, and 

calreticulin (data not shown). Notably, loss of HLA-I haplotype detected in some cell lines 

(Supplementary Table 2) did not result in reduced cell surface expression of HLA-I. Thus, SK-

LU-1 y CALU-6 cell lines have second and third highest MFI numbers despite the loss of one 

HLA-I heavy chain gene copy due to the haplotype loss. IFN-gamma treatment increased HLA-

I expression in all studied cell lines except for SK-LU-1 cells. PD-L1 expression both in 

baseline conditions and after incubation with IFN-gamma also varied between the cell lines 

(Supplementary Table 1).   

 

Loss of heterozygosity (LOH) in HLA-I region of chromosome 6 in human lung cancer cell 

lines 

The results of HLA genotyping in the studied cell lines showed homozygosity for the 

HLA-A/B/C and HLA-DR/DP/DQ genes in 3 out of 6 cell lines and homozygosity for HLA-

B/C in cell line A-427 (Supplementary Table 2). Since we did not have autologous normal DNA 

corresponding to the studied cell lines we investigated the possibility of loss of heterozygosity 

(LOH) in the chromosome 6 using Infinium Global Screening Array-24 (Figure 5).  A joined 

analysis of copy number (CN) and beta-allele frequencies of chromosome 6 using a genotyping 

array demonstrated extended LOH in SK-LU-1  and CALU-6 (not shown) on both arms of 
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chromosome 6. LOH was also observed in A427 cells, but restricted to the HLA-B and HLA-C 

region. SK-MES cells showed intermediate results, with extensive LOH only on the short arm 

of chromosome 6. LOH analyzed together with the CN data uncovered a complex pattern. A427 

cells showed no CN changes in LOH regions, while SKLU-1 showed deletions in LOH regions 

of HLA Class I and II genes. SK-MES have the most CN aberrations with deletions in all 

classical HLA alleles (A/B/C/DR/DP/DQ). Taken together, obtained results of HLA genotyping 

and gene arrays suggest a pattern of hemizygosity indicating the deletion of all or part of the 

HLA region. These results are comparable with the data previously obtained from 

microdissected tumor nests of HLA-I negative tumors [21]. 

 

 
 

Figure 3: Immune infiltration and HLA-I and PD-L1 expression in cryopreserved tumor samples. 
(A) HLA-I positive tumors with higher degree of CD8+T-cell infiltration according to cell counts (p < 
0.05); (B) no statistically significant difference in CD8+ infiltration between PD-L1 
positive/heterogeneous and PD-L1 negative tumors (p = 0.250). U Mann Whitney test was used to 
evaluate statistical differences. 

 

 
DISCUSSION 

Reduced expression of tumor HLA-I is an important immune escape mechanism from 

cytotoxic T-cells (CTL) described in various types of cancer, which frequently is associated 

with poor prognosis and resistance to immunotherapy [10-14,22]  In addition, a specific 

mechanisms through which cancer adapts to evade an antitumor immune response, is 

upregulation of inhibitory checkpoint molecules, including PD-L1, a molecule also expressed 

by tumor cells which induces inhibition of CTL activation by binding to its receptor PD-1[1-4] 

The development of novel immunotherapy agents, such as antibodies blocking immune 

checkpoint inhibitors PD-1 and PD-L1, improves the capacity of the immune system to attack 

tumors  cells, including  lung  cancer. However,  many  patients either  do  not show any clinical  
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Figure 4: Combined HLA-I/PD-L1 expression phenotypes and CD8+ T-cell infiltration in 
cryopreserved NSCLC tumors. HLA-I+ tumors (with or without PD-L1 expression) showed a greater 
infiltration with CD8+ cells than HLA-I–/PD-L1+ tumors (measured as number of cells per field at 40x 
magnification) (p = 0.000036) . Kruskal- Wallis test was used to evaluate statistical differences between 
the groups. 

 

Figure 5: HLA-I gene deletion in human lung cancer cell lines. Joined copy number (CN) and loss of 
heterozygosity (LOH) analysis of (A) chromosome 6 and as a zoom B) the extended MHC region of three 
cell lines (A427, SKLU-1, SKMES). The upper part of each subfigure depicts the CN analysis in the form 
of Log2-ratios while the lower part shows the corresponding LOH analysis in the form of B-allele 
frequencies. Log2 ratios were calculated by comparing the samples fluorescence values (Illuminas 
Genome Studio: “R”) to a standard obtained as the median of 1632 unrelated samples. All values have 
been plotted equidistant ordered by chromosomal position to facilitate the detection of LOH and CN 
aberrations. 
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response or do not develop durable response [23]. Hence, identification of the factors that can 

predict the efficacy of these treatments is yet to be defined. Tumor expression of PD-L1 has 

been suggested as one of such predictive biomarkers along with tumor immunogenicity and 

tumor microenvironment with T-cell infiltration, which had been already recognized as positive 

prognostic indicators in a variety of cancers [8,24-28]. However, the efficacy of “immune 

checkpoint” blocking antibodies targeting PD-1/PD-L1 axis depends on tumor expression of 

HLA-I molecules and the limited clinical efficacy of immunotherapy could be partially 

explained by the tumor HLA-I loss. Only very limited data have been reported to date on the 

correlation between the expression of PD-L1 and HLA-I in different human tumors.  

In this study, we aimed to analyze NSCLC for the expression of tumor PD-L1 and HLA-I 

in association with the pattern of immune cell infiltration to identify prognostic and predictive 

markers of cancer progression and response to immunotherapy. Based on the obtained results 

we grouped studied tumors in four distinct phenotypes of HLA-I and PD-L1 expression, which 

potentially could have a different association with the response to cancer immunotherapy with 

antibodies blocking the PD-1/PD-L1 axis. These tumor immunophenotypes showed 

considerably different patterns of tumor inflammatory infiltration (both the type and the density 

of the infiltrating immune cells) associated with certain clinicopathologic characteristics, 

including primary tumor size (T). 

Based on the existing knowledge of the mechanisms of cancer immune escape and 

modulation of the immune response, loss of tumor HLA-I along with positive expression of PD-

L1 represent two routes of natural adaptive tumor immune evasion mechanisms and might 

contribute to the resistance to anti-tumor immunity [22,29-32]. However, the consequence of 

any of these immune evasion mechanisms can be fundamentally different in the context of 

immunotherapy with immune checkpoint inhibitors. In this study, tumor expression of PD-L1, 

of HLA-I and the immune infiltrate subsets (when all studied separately) did not show a 

correlation with the clinicopathologic parameters. When we analyzed the HLA-I and PD-L1 

expression together (as a reflection of tumor immunogenicity), we saw a significant correlation 

with clinical characteristics of the patients. Thus, tumors with HLA-I-/PD-L1+ phenotype have 

more tumor primary extension (T) (Table 3), and less intra-tumor infiltration with CD8+ T-cells 

(Figure 4) than HLA-I+/PD-L1+ tumors (p<0.023), which makes this phenotype (HLA-I-/PD-

L1+) more aggressive from the immunological point.  Furthermore, HLA-I-/PD-L1- tumors had 

smaller size (T) than HLA-I-/PD-L1+ tumors (p<0.008, Table 3), which confirms more 

aggressive tumor immunophenotype of HLA-I-/PD-L1+ phenotype, which is associated with 

two mutually exclusive immune-evasion mechanisms: down-regulation of T-cell mediated 

immunity by PD-L1 expression and  silencing of self-antigen presentation by down-regulation 
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of the HLA-I complex [33]. This phenotype can be responsible for the resistance to immune 

checkpoint therapy in some patients with high expression of PD-L1 in tumor samples [34]. 

Remarkably, we also found differences between these immunophenotypes in relation to 

the localization of CD8+ T-cell infiltrate. HLA-I+/PD-L1+ tumors more frequently show a 

pattern of intratumoral infiltration, which allows a direct contact with tumor cells (Figure 1). On 

the contrary, the localization of T-cells in HLA-I-/PD-L1+ tumors is mostly peritumoral/stromal 

(p<0.003).  These two immunophenotypes (HLA-I+/PD-L1+ versus HLA-I-/PD-L1+) could 

potentially be associated with the response versus resistance to immunotherapy with tumor 

HLA-I expression being a pivotal factor and a driving force of tumor ejection in response to 

immunotherapy. In fact, in an earlier study, expression of HLA-I in NSCLC was clearly 

associated with the pattern of inflammatory infiltration, which we previously classified into two 

main types and named them as "permissive" (HLA-I positive and highly infiltrated) and "non-

permissive" (HLA-I negative with immune infiltrate restrained in the marginal zone of tumor 

nest) [21]. 

Teng and co-authors have recently proposed a classification of tumors based on the 

pattern of tumor PD-L1 expression and infiltration with T-cells [18]. In general, assessment of 

PD-L1 and the tumor immune contexture as potential predictive markers of the response to 

checkpoint blockade have some controversies and limitations. It could be attributed to the 

limitations of the immunohistochemical analysis when only T-cell infiltration is evaluated, and 

which is not enough to define the complexity of the tumor microenvironment [35-38]. This 

complexity of the immunoscore evaluation increases due to the fact that infiltration patterns are 

often heterogeneous even within the same tumor specimen (Figure 1). In addition, the difference 

in the response may be also associated with the requirement of an increased density of CD8 + T 

cells in close proximity to PD-1/PD-L1 expressing cells at the invasive tumor margin and inside 

the tumors [17,39].  Furthermore, the optimal level of tumor PD-L1 expression necessary for an 

adequate anti-tumor immune response remains to be established. 

We strongly believe that tumor HLA-I expression should be included into the evaluation 

of patients for therapy selection for several reasons. First of all, the recognition of tumor 

peptides presented by HLA-I to CD8+ T- lymphocytes is the most critical stage during their 

activation. Second, HLA-I expression is frequently altered in tumors of different histological 

types [10,33,40]. Third, the emergence of HLA-I negative tumor variants by B2M mutations 

and defects in genes that regulate the IFN-gamma signaling, occurs during the natural history of 

cancer [32,41] or after immunotherapy as a result of immune selection [25,42,43]. Finally, 

natural resistance to cytotoxicity may be irreversible if is caused by mutations in B2M gene or 

LOH in chromosome 6 harboring HLA-I heavy chain genes.  
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We have data demonstrating that HLA-I loss caused by B2M mutations is not very 

common in NSCLC [21] in contrast to what has been reported in colorectal cancer and 

melanoma [40]. However, LOH seems to have relevance as a mechanism of HLA-I loss in 

NSCLC. This alteration is unnoticed in the majority of HLA-I studies if only 

immunohistochemistry is used. We have previously observed a total HLA-I loss associated with 

two simultaneous defects, LOH in chromosome 6 and a downregulation of HLA-I and APM 

genes [21]. We do not have data on the frequency of LOH at chromosome 6 in tumors with 

positive HLA-I expression according to immunohistology. However, we have reasons to believe 

that the frequency of LOH in cancer, especially in NSCLCs, is substantially underestimated.  In 

this context, the data obtained in this study from flow cytometry of six lung cancer cell lines 

demonstrated that HLA-I positive cells have notable variations in the levels of cell surface 

expression of HLA-I complex (Supplementary Table 1). However, neither flow cytometry nor 

immunohistochemical analysis using monomorphic monoclonal antibodies alone can disclose 

the complexity of all possible alterations in the MHC genes in NSCLCs. In fact, in our study 4 

out of  6 cell lines showed total or partial  HLA haplotype loss (Figura 5). Furthermore, SK-

MES harbored two different alterations: complete LOH of HLA class I and II genes and loss of 

response to IFN-gamma (Figure 5 and Supplementary Table 1). 

These data emphasize the complexity of predicting patients´ responses to immunotherapy 

with high enough probability if all the indicated parameters are not taken into account. In 

addition, we believe that since HLA losses have been demonstrated in patients in the course of 

immunotherapy, it is likely that they can explain the delayed relapses observed in some patients 

after initial tumor regression and despite continuous therapy.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Clinical and histopathological characteristics of tumor samples 

68 NSCLC (non-small cell lung cancer) patients were included in this study. Informed 

consent approved by the Ethics Committee of our institution was signed by all patients included 

in this study. Before the study, all medical records and tumor sections were reviewed by an 

oncologist and a pathologist. Tumor samples were obtained from the Biobank of the Virgen de 

las Nieves University Hospital (Granada, Spain) and Complejo Hospitalario Universitario, A 

Coruña. The specimens included 49% of squamous cell carcinomas (SCC), 48% of 

adenocarcinomas and 3% of large cell carcinomas based on WHO criteria of the 

histopathological classification.  The tumors were classified as stage I (55% of tumors), and 
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stage II and III (45% of tumors) based on the American Joint Committee on Cancer guidelines 

for postsurgical, tumor-node-metastasis (TNM) [44]. 

 

Immunohistological analysis of HLA-I, and PD-L1 expression in tumor tissue samples  

We analyzed 68 NSCLC tumors in total. All 68 samples were analyzed for HLA 

expression (Table 1) and 52 samples for PD-L1 expression (Table 2). Most of the tumor 

specimens were cryopreserved and in some cases both frozen and paraffin-embedded samples 

were used for PD-L1 expression. Tumor samples were taken from primary malignant lung 

tumors by excision of a fragment of tumor mass during the initial surgery. After thoracotomy 

and lung resection, half of the piece was immediately stored at -80ºC. Frozen 4–8-�m-thick 

tissues sections were cut using a microtome-cryostat (Bright), allowed to dry at room 

temperature for 4–18 hours, fixed in acetone at 4ºC for 10 min, and stored at -40ºC. 

Immunohistological analysis was performed using the Biotin-Streptavidin System 

(supersensitive Multilink HRP/DAB kit, BioGenex, The Hague, The Netherlands). 

 

The following mouse monoclonal antibodies (mAbs) were used in cryopreserved tumor 

tissues to analyze HLA-I expression: W6/32 against HLA-A, B, and C heavy chain/B2M 

complex (a gift from Dr. Bodmer, Imperial Cancer Research Fund Laboratories, London, UK); 

GRH-1, which recognizes free and HLA class I heavy chain-associated b2-m chain, produced 

and characterized in our laboratory [45]; HC-10 against free heavy chain of HLA-B and C 

molecules (Nordic-MUbio, Rangeerweg, The Netherlands), anti-HLA-A which recognizes a 

subset of HLA-A locus-encoded gene products (1082C5) [46] and 42IB5 against HLA-B locus-

encoded gene products 42-IB) [47].  Total loss of HLA-I molecules was defined by negative 

staining with W6/32 and GRH-1 mAbs according to the criteria established by the HLA and 

Cancer component of the 1996 International Histocompatibility Workshop [48].  PD-L1 

expression was analyzed in 52 tumor samples. We used monoclonal anti-PD-L1 antibody (clone 

22C3) and IHC kit PD-L1 22C3 pharmDx (DAKO) and EnVision FLEX System (DAKO, Santa 

Clara, USA ) on 2,5 μm sections following the manufacturer`s recommendations The sections 

were dried during 24 hours at 37ºC followed by one hour of incubation at 60ºC. Antigen 

retrieval was done using PT LINK reagent (DAKO) at low pH. The immunolabeled sections 

were digitally analyzed using Ultrafast Scanner 1.6 (Philips) and the images were visualized and 

photographed using the Intellisite Pathology solution Image Management System 2.4 (Philips). 

We classified tumors into 2 groups: PD-L1 negative tumors and tumors with positive or 

heterogeneous PD-L1 expression. Positive PD-L1 expression was defined as positive in tumor 

cells showing a membranous staining of any intensity. 
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Study of tumor infiltration by immunohistochemistry 

All 68 frozen tumor specimens were analyzed for the presence of tumor infiltrating cells 

using immunohistochemistry with a panel of specific antibodies. Positive labeling was 

evaluated by two independent observers who did not know the clinico-pathological 

characteristics of the corresponding patients. The observers evaluated tissue tumor infiltrates 

with 10x and 40x objectives by analyzing tissue immunolabeling with the following antibodies: 

anti-CD45 (clone GRT2 produced in our laboratory) [49], anti-CD45RO (Thermo Fisher, 

Waltham, Massachusetts, USA), anti-CD8 (clone C8/144B DAKO, Glostrup, Denmark), and 

anti-CD3 (clone F7.2.38, DAKO, Glostrup, Denmark). Whole tumor sample infiltration was 

evaluated in 5 different fields under 40x objective and scored as: + (≤ 30 cells/field), ++ (30–70 

cells/field), +++ (70–120 cells/field) and ++++ (≤ 120 cells/field). We determined an infiltration 

score (1–4) for each marker per tumor sample by assigning one point to each cross (+) for 

subsequent statistical analysis. In addition, for we counted the number of CD8 positive T cells 

per microscopic field at a 400x magnification. We calculated the average value of the five 

representative fields examined for each slide.   

 

Baseline and IFN-gamma induced upregulation of HLA-I and PD-L1 in human lung 

cancer cell lines 

The following human lung cancer cell lines were used in this study: A549 

(adenocarcinoma), A427 (epidermoid carcinoma), CALU-1 (epidermoid carcinoma), CALU-6 

(large cell carcinoma), SK-LU-1 (adenocarcinoma), and SK-MES (adenocarcinoma). All cell 

lines were obtained from the American Type Tissue Collection. Cells were maintained in 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma-Aldrich) or RPMI medium supplemented with 10% 

FBS (Life Technologies), 2 mmol/L glutamine (Sigma-Aldrich), and antibiotics. In some 

experiments, cell lines were treated with 500 U/mL IFN-γ for 48 hours (Sigma-Aldrich) before 

FACS analysis. PE-conjugated anti-CD274 (BD Bioscience, San José, California, USA) and 

APC-conjugated anti HLA-ABC monoclonal antibody,  (purchased from e-Bioscience) were 

used for PD-L1 and HLA-I analysis, respectively (eBioscience, Sandiego, California, USA). 

Cells were incubated with primary antibodies for 30 min at 4 °C and analyzed on a FACSCanto 

cytometer (BD Biosciences).  Isotype-matched nonimmune mouse IgGs conjugated with FITC 

and APC served as controls. The results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI).  

 

HLA-I genomic typing in human cancer cell lines  

DNA from NSCLC cell lines were used to perform HLA-I genomic typing with the 

LIFECODES HLA-A, -B and -C Typing Kits – Rapid (IMMUCOR, Stanford, USA) following 

the manufacturer’s instructions. The Luminex 100/200TM System, based in xMAP Technology 
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(Luminex®, Austin, Texas, USA) was used to analyze HLA-I typing, and consequently, to 

detect haplotype, locus or allele losses in HLA-I genes in tumor samples. 

 

Array-based comparative genomic hybridization (array-CGH)  

DNA samples from lung cancer cell lines and controls were genotyped using the Illumina 

Infinium assay on the Immunochip according to manufacturer protocol, which detects about 

200,000 SNPs selected based on GWAS of the diseases of the immune system. Data for loss of 

heterozygosity (LOH) analysis and copy number (CN) analysis were obtained from the Illumina 

Genome studio software as "theta" and "R" values. "Theta" represents the B-allele frequency 

and "R" the joined fluorescence intensity of both channels. While "theta" can be interpreted 

directly to detect LOH using e.g. BCFtools [PMID:26826718], "R" needs to be compared to a 

standard to detect regions of copy number loss or gain. We used immunochip data from 1632 

unrelated samples of European ancestry to obtain a median fluorescence value per probe to 

create such a standard and to subsequently obtain Log-ratios. A Log-ratio distribution around 

zero can be regarded as CN neutral, while chromosomal intervals of mainly positive (or 

negative) log-ratios can be interpreted as CN gains (or loss). Chromosomal stretches of B-allele 

frequencies with values of mainly zero or one can be interpreted as LOH. 

 

Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using the Statistical Package for the IBM-SPSS 

Statistics Ver.21. To check for normality we used Shapiro Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests. 

Variables with normal distribution are expressed as means with standard deviation. Variables 

with non-normal distribution are expressed as medians and interquartile range. In the case of 

quantitative variables, differences among all study groups were evaluated by using a t-test in 

case of normality or a non- parametric test (Wilcoxon or Mann Whitney Test) for non-normal 

variables, when two groups were compared. We performed Kruskal-Wallis test in case of non-

normal variables when more than two groups were compared.   

 

Categorical variables, such as sex, smoking history, tumor stage, PD-L1 expression were 

coded in two groups and analyzed using the chi-square (X²) or Fisher’s exact test in case when 

the validity criteria were not reached. Differences were considered statistically significant at 

p<0.05. 
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SUPPLEMENTARY MATERIALS 

 

                

Supplementary Figure 1: Correlation between HLA surface expression and transcription levels of 
B2M and NLRC5. (A) Spearman correlation analysis between cell surface HLA-I expression and B2M 
transcription levels in lung cancer cell lines. (B) Spearman correlation analysis between cell surface 
HLA-I expression and NLRC5 transcription levels in lung cancer cell lines. HLA-I expression is shown 
as mean florescence intensity (MFI) and the levels of mRNA expression of the B2M and NLRC5 genes as 
Ct normalized against the housekeeping gene GUS used as a control 
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RESUMEN 
 
El escape inmunitario del tumor se asocia con la pérdida de expresión de HLA de clase I 

(HLA-I) comúnmente encontrada en células malignas. Hay evidencia suficiente que sugiere que 

la eficacia de la inmunoterapia depende de los niveles de expresión de moléculas HLA-I en las 

células tumorales. También depende de los mecanismos moleculares que subyacen en la pérdida 

de expresión de HLA, que puede ser reversible “soft” o irreversible “hard” debido a alteraciones 

genéticas en genes HLA, β2-microglobulina o IFN. La selección inmunitaria de las células 

tumorales HLA-I negativas que albergan alteraciones estructurales irreversibles se ha 

demostrado tras inmunoterapia en pacientes con cáncer y en modelos experimentales de cáncer. 

En esta revisión, resumimos descubrimientos recientes indicando que la pérdida de HLA-I 

tumoral también se asocia con una infiltración de células T intratumoral reducida y con una 

reorganización específica del tejido tumoral. La selección inmunitaria de células T de los 

tumores HLA-I negativos resulta en una separación clara entre el estroma y el parénquima 

tumoral con leucocitos, macrófagos y otras células mononucleares restringidas de la masa 

tumoral. Un mejor entendimiento de los cambios funcionales y estructurales que tienen lugar en 

el microambiente tumoral podría ayudar a superar el escape inmunitario y mejorar la eficacia de 

las diferentes estrategias inmunoterapéuticas. También destacamos la urgencia para el diseño de 

estartegias para potenciar la expresión de HLA-I del tumor que podría mejorar el rechazo 

tumoral por los linfocitos T citotóxicos (CTLs). 

 

 

 



Vaccines 2017,5 

128 

The Escape of Cancer from T Cell-Mediated Immune 
Surveillance: HLA Class I Loss and Tumor Tissue 
Architecture 
 
Federico Garrido 1,2,3,*, Francisco Perea 1, Mónica Bernal 1, Abel Sánchez-
Palencia 4, Natalia Aptsiauri 2,3 and Francisco Ruiz-Cabello 1,2,3 
 
1 Servicio de Analisis Clinicos e Inmunologia, UGC Laboratorio Clinico, Hospital  
   Universitario Virgen de las Nieves, Granada, Spain. 
2  Instituto de Investigacion Biosanitaria ibs.Granda, Granada, Spain. 
3  Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular e Inmunologia III, Facultad de Medicina,  
   Universidad de Granada, Granada, Spain. 
4   Unidad de Cirugía Torácica, Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Granada, Spain. 

 

Received: 18 November 2016; Accepted: 17 February 2017; Published: 27 February 2017 

 

Abstract: Tumor immune escape is associated with the loss of tumor HLA class I (HLA-I) 
expression commonly found in malignant cells. Accumulating evidence suggests that the 
efficacy of immunotherapy depends on the expression levels of HLA class I molecules on 
tumors cells. It also depends on the molecular mechanism underlying the loss of HLA 
expression, which could be reversible/“soft” or irreversible/“hard” due to genetic alterations in 
HLA, β2-microglobulin or IFN genes. Immune selection of HLA-I negative tumor cells 
harboring structural/irreversible alterations has been demonstrated after immunotherapy in 
cancer patients and in experimental cancer models. Here, we summarize recent findings 
indicating that tumor HLA-I loss also correlates with a reduced intra-tumor T cell infiltration 
and with a specific reorganization of tumor tissue. T cell immune selection of HLA-I negative 
tumors results in a clear separation between the stroma and the tumor parenchyma with 
leucocytes, macrophages and other mononuclear cells restrained outside the tumor mass. Better 
understanding of the structural and functional changes taking place in the tumor 
microenvironment may help to overcome cancer immune escape and improve the efficacy of 
different immunotherapeutic strategies. We also underline the urgent need for designing 
strategies to enhance tumor HLA class I expression that could improve tumor rejection by 
cytotoxic T-lymphocytes (CTL). 

 

Keywords: HLA class I loss; tumor infiltrating lymphocytes (TILs); tumor immune escape 
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1. Introduction 

There is a general consensus among immunologists that tumor cells can be recognized 

and destroyed by CD8+ T lymphocytes in vitro and in vivo. Data obtained from different groups 

support this concept [1–3]. Tumor antigens are presented to CTLs as small peptides via Major 

Histocompatibility Complex class I molecules (MHC-I, or HLA-I in humans) [4]. It is likely 

that T cell-mediated immune surveillance is, in fact, destroying nascent tumors during our life 

time without any noticeable signs of the rejection process. Nevertheless, tumors grow and 

metastasize without any visible immune control. Different tumor-immune escape mechanisms 

have been described that could explain the paradox of the absence of a CTL-mediated tumor 

rejection and the existence of tumor peptides recognized by CD8+ T cells [5]. 

 

HLA-I loss or downregulation is one of the tumor escape mechanisms widely used by 

cancer cells to evade T cell-mediated immune destruction [6–9]. Our laboratory has been 

analyzing in detail different HLA-I-altered phenotypes in human tumors [10] and we have 

proposed that the molecular mechanism responsible for the HLA-I loss predetermines the 

possibility to recover normal HLA-I expression and the success of T cell-mediated 

immunotherapy [11,12]. When the underlying molecular mechanism is reversible, any 

immunotherapy may activate the release of TH1 type cytokines in the tumor microenvironment, 

leading to upregulation of HLA-I expression and facilitating tumor rejection. In contrast, if the 

molecular mechanism is irreversible/“hard”, caused by mutations or Loss of Heterozygosity 

(LOH) in chromosomes 6 or 15, tumor cells are likely to remain HLA-I negative and 

subsequently escape immune rejection. This review summarizes these findings, focusing on the 

newly described association between tumor “rejection” or “escape” phenotypes and 

corresponding changes observed in tumor tissue architecture. 

 

2. Tumor Immune Escape and HLA Class I Loss 

Evidence obtained from different laboratories, including ours, indicate that HLA-I loss is 

a frequent finding in human primary tumors and in metastases [13,14]. Due to the complexity of 

the HLA genetic system and the difficulties in measuring the HLA-I expression in human tissue, 

the available information on tumor HLA-I expression does not always reflect the real pattern 

and the character of HLA-I alterations [15]. Additional detailed analysis is required to obtain a 

more accurate picture of HLA-I defects and the underlying molecular mechanisms in a given 

type of cancer. It is important to keep in mind that initially most tumors are HLA-I positive and 

the specific T cell-mediated immune reaction should be able to destroy these aberrant cells [13]. 

This process, called “T-cell immune selection”, generates tumors with a different ratio of HLA-I 

positive and -negative cancer cells depending on the strength of the immune response [16]. In 
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1996, our laboratory organized an “HLA and Cancer” component of the International HLA 

workshop [9]. One of the major tasks of the component was to establish criteria to classify HLA 

expression in tumor tissues as HLA-I positive (more that 75% cells stained), heterogeneous 

(between 25% and 75% of cells stained), and HLA-I negative (less than 25% HLA-I positive 

tumor cells). This tumor classification is in concordance with a progressive immune selection of 

HLA-I negative tumor variants with successive formation of tumor lesions mainly composed of 

HLA-I negative cancer cells [17]. In this context, published observations that HLA-I expression 

in pancreatic and lung cancer inversely correlates with the degree of tumor infiltration with 

lymphocytes, suggests an active T cell-mediated immune selection in human tumors [18,19]. 

 

3. T Cell Immune Selection of MHC Class I Negative Tumor Variants 

As indicated earlier, T cell-mediated immune response is an important mechanism of the 

destruction of HLA-I positive tumor cells [20]. At the same time, this response is also the 

mechanism of selection of HLA-I negative tumor variants. There is accumulating evidence that 

T cell immune selection certainly plays an important role in the outgrowth of the MHC/HLA-I 

negative tumor variants [16,17,21]. We have previously reported that a mouse fibrosarcoma 

tumor clone (which is MHC-I negative in baseline conditions, but inducible by IFN-gamma), 

produces “MHC-I positive” spontaneous lung metastasis in immunodeficient nude/nude mice 

lacking T-cell, while in syngeneic immunocompetent mice it generates “MHC-I negative” 

metastases [22]. In other mouse models, it has been demonstrated that positive tumor MHC-I 

expression correlates with tumor immunogenicity and serves as a key predictive marker of the 

response to immunotherapy [23]. 

 

4. Immunotherapy Selects Tumor Cells with Irreversible/“Hard” HLA-I Lesions 

The analysis of different subcutaneous metastases obtained from a melanoma patient with 

mixed response to immunotherapy showed that regression or progression of metastatic lesions is 

associated with the presence of HLA-I molecules on the tumor cell surface [24–26]. Melanoma 

lesions with high HLA-I expression level were heavily infiltrated by CD4+ and CD8+ positive 

T cells and were rejected. In contrast, metastatic lesions with low HLA-I expression were 

resistant to immunotherapy and progressed. These findings strongly suggest that 

immunotherapy induces tumor HLA-I upregulation and rejection of cancer cells with 

“reversible/soft lesions” [12] (Figure 1). Similar results were obtained in spontaneous 

metastases induced in a mouse fibrosarcoma [22]. In this context, it has been recently reported 

that the recurrent lesions in four melanoma metastatic patients treated with monoclonal 

antibodies directed against “immune checkpoint” molecules harbor mutations in β2-

microglobulin and IFN genes, confirming the idea that different types of immunotherapy can 
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activate T cell-mediated immune response and select tumor cells with irreversible/“hard” 

lesions [27] (Figure 1). IFNs and other TH1 type cytokines undoubtedly play a major role in the 

upregulation of tumor MHC-I expression and in the activation of antigen presentation, 

ultimately leading to tumor rejection [28, 29]. 

 

5. Changes in Stromal/Tumor Tissue Organization and HLA Class I Loss 

We have recently obtained evidence indicating that tumor tissue architecture changes 

dramatically with HLA-I loss during cancer progression [13,18]. In lung cancer HLA-I 

expression strongly correlates with lymphocyte/macrophage infiltration pattern and tumor tissue 

organization reflecting how an immune-privileged compartment with ineffective anti-tumor 

immunity is generated during cancer development. These changes also affect the pattern of 

leucocyte infiltration and its localization within or outside the tumor area. We have classified 

these phases or types of tumor tissue organization as follows: permissive Phase I with HLA-I 

positive/heterogeneous expression pattern and tumor infiltrating lymphocytes (TILs); and 

encapsulated/non-permissive Phase II with HLA-I negative tumor cells and peritumoral 

localization of leucocytes and other immune cells [18]. 

 

                  

Figure 1. Recovery of major histocompatibility complex (MHC)/HLA-I antigens in tumors. Different 
Calmette–Guérin (BCG), or tumor peptides, can boost anti-tumor T cell-mediated responses. Currently, 
monoclonal antibodies against “immune checkpoint” molecules are also being actively used in the clinic. 
All these therapies can modify the tumor microenvironment and induce the release of TH1 type 
cytokines. HLA-I deficient tumors can upregulate HLA-I expression depending on the nature of the 
underlying molecular alteration. If the defect is reversible/“soft”, tumor or metastatic lesion can be 

rejected after cytokine-mediated recovery of the antigen presentation capacity. If the alteration is 
irreversible/“hard”, tumor or metastasis will remain HLA-I negative and, most likely, will 
escape T cell responses and continue to grow. 



Vaccines 2017,5 

132 

5.1. A  Permissive  Tumor Tissue Structure Observed in HLA-I Positive Tumors (Phase I) 

When a tumor is HLA-I positive or heterogeneous, it is infiltrated with lymphocytes and 

macrophages owing to an immune-permissive tumor microenvironment (TME), in which tumor 

and TILs are in close contact with each other allowing recognition and destruction of the target 

tumor cells (Figure 2a). Tumors are infiltrated by CD4+ and CD8+ lymphocytes and by other 

leucocytes/macrophages at various degrees depending on the HLA-I positive/negative tumor 

cell ratio within the heterogeneous tumor mass. HLA-I expression was found to be correlated 

with intra or peritumoral distribution of CD8+ T lymphocytes, which, in turn, is associated with 

different phases of tumor evolution, distinct tissue reorganization patterns and different M1/M2 

ratios. HLA-I positive tumor cells are actively killed by CTLs in phase I, leading to a 

progressive T-cell immune selection of HLA-I deficient tumor cells (phase II). 

 

5.2. Encapsulated Tumor Nodes Observed in HLA-I Negative Tumors (Phase II) 

Phase II is characterized by the lack of tumor infiltrating cells and a clear separation 

between HLA-I negative tumor and HLA-I positive stroma cells. It is very likely that due to the 

low cytotoxic activity of CD8+ T lymphocytes and the absence of natural killer (NK) cells, in 

“phase II” the host is trying to isolate tumor cells from the rest of the body, while tumor cells 

are actively creating an immunosuppressive microenvironment by inducing stromal 

reorganization and generation of a structure similar to a TH2 granuloma [30]. As a result, tumor 

architecture changes, generating tumor nodes surrounded by different types of T-

cells/leucocytes/macrophages and probably other elements of the tumor microenvironment, 

including Tregs and MDSCs. Furthermore, this phase is also characterized by a marked 

peritumoral localization of fibroblasts and alternatively activated macrophages providing a 

physical barrier and forming a “non-permissive” tissue structure (Figure 2b) [18]. Such tumor 

tissue organization can be observed in a variety of tumors of different histological type [8], 

however it has not been previously associated with the absence of HLA-I expression in tumors. 

Such an encapsulated HLA-I negative tumor without activated tumor infiltrating immune cells 

(phase II) represents a condition of “immunological silence”. 
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Figure 2. (a) Tissue architecture in HLA-I positive tumors (Phase I). Tumor tissue samples obtained from 
a patient diagnosed with non-small cell lung cancer (NSCLC) were immunostained with monoclonal 
antibodies against HLA-I, β2-microglobulin, HLA class II, CD8, CD3, and CD45 molecules. Most of the 
cancer cells are HLA-I positive and remain in close contact with HLA-I positive immune cells. The tissue 
structure is “permissive”, allowing TILs to enter the tumor mass, producing a significant CD8+ 
infiltration, and permitting a direct contact with cancer cells. Tumor parenchyma and stroma cannot be 
distinguished when immunostained for HLA-I expression. This tissue organization pattern in HLA-I 
positive tumors differs from that observed in HLA-I negative tumors depicted in Figure 2b; (b) Tissue 
architecture in HLA-I negative tumors (Phase II). In contrast to Figure 2a, this lung cancer tissue, 
obtained from another patient, is negative for both HLA-I and -II. T cells and other leukocytes are 
restricted exclusively to the peritumoral stroma that surrounds the tumor nest in a “non-permissive” tissue 
structure. There is a clear separation between tumor parenchyma and surrounding stroma. Tumor nodes 
are composed exclusively of HLA-I negative tumor cells without any infiltrating immune cells (phase of 
“immunological silence”). 
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6. Progressive Exclusion and/or Inactivation of NK and CD8+ T Cells from the Distant 
Non-Tumor Tissue (DNTT) to the Tumor Tissue (TT) 

 
We have observed significant gradual changes in the composition of the inflammatory 

infiltrate in three different areas of cancerous lung tissue: tumor tissue (TT), tissue adjacent to 

the tumor (TAT), and distant non-tumor tissue (DNTT) [31]. Using a combination of  flow 

cytometry and  tumor tissue immunohistology, we found a considerable prevalence of activated 

CD8+DR+ T cells of effector-memory phenotype in tumor tissues (TT) as compared to TAT 

and DNTT areas. At the same time, we observed a remarkable gradual increase in the numbers 

of T-reg cells from the DNTT area towards TT (Figure 3) along with a reduction of the 

CD8/Treg and Th1/Treg ratio in tumor tissue as compared to a healthy counterpart. 

 

The anti-tumor CD8+ T cell-mediated cytotoxicity may be insufficient due to the 

increased presence of Treg cells and high frequency of CD8+ cells expressing CD39 (a marker 

associated with immunological exhaustion and paracrine inhibition of IFN-γ). In fact, CD39+ 

cells have been found to be highly represented in both CD4+ and CD8+ subpopulations in 

tumor tissues and were linked to immunosuppressive functions [32]. We favor the idea that the 

most important factor reducing the cytotoxic potential of CD8+ T-cells is associated with the 

lack of a “direct contact” with HLA-I negative target tumor cells due to an exclusive 

localization in the “stroma”, which creates a physical barrier between the HLA-I negative tumor 

cells and the infiltrating leucocytes/macrophages (see Figure 2b). In our study, using flow 

cytometry analysis of the cellular suspension obtained from the lung tumor samples, we 

observed that increase in the level of tumor infiltrating lymphocytes correlates with the increase 

in the proportion of Tregs (p = 0.012, R = 0.443) and CD8+CD39+ immunosuppressive cells (p 

= 0.015, R = 0.489) in this infiltrate. CD39 is an ectoenzyme, which serves as an integral 

component of the suppressive machinery of Tregs, inactivating and converting extracellular 

ATP into adenosine and allowing the immune escape of tumors. However, the high level of 

CD39 expression in both, CD4+ and CD8+ T cells, causes inhibition of the adhesion molecule 

expression necessary for transendothelial migration into the tumor and may explain the lack of 

infiltrating T-CD8 cells in the tumor nests [33]. 

 

With regards to NK cells, in the same study [31] we observed a significant decrease in the 

total number of these cells in tumor tissue (TT) as compared to the tissue adjacent to the tumor 

(TAT) or distant non-malignant tissue (Figure 3). On the other hand, the TT area is enriched 

with the NK cell subpopulation with the CD56bright CD16─ phenotype and reduced cytotoxic 

activity (Figure 4). Altogether, the obtained results indicate that tumor nests are poorly 

infiltrated with NK cells, and even the small percentage of these cells detected within the tumor 
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mass do not seem to have a cytotoxic potential to reject a tumor. Similar enrichment with 

CD56bright CD16─ NK cells has been reported in NSCLC tumors [34]. Prevalence of the 

CD56+ CD16─ NK subset with pro-angiogenic activity favoring tumor development and 

increased expression of inhibitory receptors in tumor infiltrating NK cells was reported in other 

types of cancer [35,36]. Lung  adenocarcinoma cells  frequently  lose HLA-I expression [18] 

and theoretically should be heavily infiltrated by NK cells capable of eliminating HLA-I 

negative tumor cells. 

 

 

 
Figure 3. Variations in the percentage of lymphocyte subpopulations and natural killer (NK) cells in 
different areas of tumor and “normal” adjacent tissues measured by flow cytometry. DNTT—distant non 
tumor tissue, ATT—adjacent tumor tissue, TT—tumor tissue. The Treg cell subset was defined as 
CD127low CD25bright CD4+. The number of Treg was calculated as a percentage of total number of 
CD4+ cells, while the CD8+ DR+ and CD8+CD39+ cell levels are shown as a percentage of CD8+ cells. 
NK cells were determined by the selection of CD45+ CD3─ CD20─ cells in the FSClow/SSClow gate 
[31]. Tregs and CD8+CD39+ lymphocytes show increased presence closer to the tumor nest, while the 
percentage of NK cells is lower in TT as compared to other areas. 

 
 

However, NK cells are rarely detected in the lung tumor infiltrate. Our findings point to 

the existence of alternative immune escape mechanisms influencing NK cells, such as (a) 

difficulty of homing, which translates to the practical exclusion of NK cells by cancer cells; (b) 

a progressive alteration in the phenotype of NK cells from healthy tissue to tumor tissue, with 

the emergence of a non-cytotoxic phenotype; in tumor tissue, we found a prevalence of CD56 

bright CD16 negative non-cytotoxic cytokine-producing NK cells and detected non-cytotoxic 

CD56/CD16 negative cells with immature phenotype; and (c) the location of scarce NK cells in 

the tumor stroma without a direct contact with cancer cells (particularly in HLA-I negative 

tumors). Altogether, these results suggest that the observed changes are induced by the tumor 

microenvironment which locally impairs NK homing and differentiation, rendering these cells 

less cytotoxic and favoring the immune escape of HLA-I negative tumors. 

 



Vaccines 2017,5 

136 

                       

Figure 4. Changes in the percentage of CD56bright CD16─ NK cells with impaired cytotoxic activity in 
different areas of the tumor and “normal” adjacent tissues analyzed by flow cytometry. TT is enriched by 
CD56bright CD16─ NK cells, the percentage of which gradually increases from DNTT to TT. DNTT—
distant non tumor tissue, ATT—adjacent tumor tissue, TT—tumor tissue. Tumor samples were obtained 
from primary lung tumors of non-treated patients by excision of a tumor mass fragment. ATT samples 
were taken from tumor-adjacent lung tissue located at approximately 1 cm from the periphery of the 
tumor without macroscopic signs of a tumor. DNTT and ATT samples were thoroughly analyzed to 
guarantee the complete absence of epithelial tumor cells. The NK cell subset was determined by the 
selection of CD45+ CD3─ CD20─ cells in the FSC low/SSC low gate and calculated as a percentage of all 
NK cells [31]. 

 
 

7. Conclusions 

There is accumulating evidence that tumor immune escape associated with MHC/HLA-I 

loss is a frequent phenomenon observed in human and experimental tumors. We have recently 

obtained data suggesting that the location of tumor infiltrating lymphocytes (TILs) in humans is 

associated with a particular tumor tissue organization. At the beginning of the T cell-mediated 

immune response, CD8+ T lymphocytes enter the tumor tissue and destroy HLA-I positive 

tumor cells (a permissive Phase I). Later, as a result of T cell immune selection, HLA-I negative 

tumor cell variants appear, ultimately generating a tumor composed only of HLA-I negative 

cells (Phase II). In this phase T lymphocytes and other leucocytes/macrophages reside outside 

the tumor nest. Such tissue structure provides a biological barrier between the tumor and stroma 

(a non-permissive Phase II). This well-established “tumor-parenchyma”-stroma architecture has 

been identified decades ago, but has never been linked to tumor HLA-I loss. We favor the idea 

that this reorganization of tumor tissue structure during cancer development is associated with 

the T-cell immune selection of MHC-I negative tumor cell variants and probably can be 

observed frequently since the percentage of human tumors with HLA-I loss reaches 65%–90% 

in different types of malignancy [8]. These figures are probably underestimated due to the 
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difficulties in detailed analysis of HLA expression in tumor tissues. The expression of HLA-I 

molecules in the tumor cell surface could play a leading role in directing and conducting the 

TH1 response until the total elimination of transformed cells. In some patients, the appearance 

of HLA-I negative tumor variants as a result of immune escape from T cell responses may 

generate tumors composed only of HLA-I negative cells lacking tumor infiltration with immune 

cells and encapsulated by the stroma (“immunological silence”). The status of MHC/HLA-I 

expression in tumor samples could represent the “driving force” that determines tumor 

evolution: either a TH1-mediated tumor rejection or formation of TH2-type granuloma. The 

recovery of HLA-I expression in tumors is a major task for the future, since MHC/HLA 

molecules are playing a key role in antigen presentation and tumor rejection [12,37,38]. 
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TIL                 tumor infiltrating lymphocyte 

TME               tumor microenvironment 

NSCLC           non-small-cell lung carcinoma 
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VII. DISCUSIÓN 
 
El cáncer de pulmón representa una de las principales causas de morbilidad y mortalidad 

relacionada con el cáncer en todo el mundo (244). Los dos principales tipos, el cáncer de 

pulmón microcítico, y el más frecuente, el cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC), 

representan aproximadamente el 95% de todos los casos (245). Alrededor del 20-25% de 

NSCLC son resecables en etapas tempranas, (etapa I-IIIA) en el momento del diagnóstico y 

potencialmente son curables. Sin embargo, hay considerables diferencias en el pronóstico entre 

los estadios I y IIIA basados en los criterios de la International Association for the Study of 

Lung Cancer (IASLC) (246). Otro de los factores asociados a pronóstico, como la 

histopatología del tumor, el grado de diferenciación y la invasión linfática han proporcionado 

datos contradictorios. Finalmente, el genotipado molecular ha permitido la estratificación de los 

pacientes con NSLC fundamentalmente con implicaciones terapéuticas (246, 247). La 

clasificación TNM es importante, nos da una aproximación del grado de progresión tumoral en 

el momento de la intervención quirúrgica, pero no proporciona información adecuada relativa al 

pronóstico. De aquí que nuevas estrategias se estén implementando para la mejora del 

pronóstico de los pacientes. En particular, desde hace algunos años se ha venido observando la 

importancia que tiene la evaluación de la respuesta inmunitaria contra el tumor, lo que se ha 

llamado “Immunoscore”, (TNM-I) (198, 248-251). Algunos tumores presentan una baja 

infiltración por células inmunitarias, mientras otros están sin embargo muy infiltrados. Entre 

estos últimos, la arquitectura de la matriz extracelular (TME), la localización y densidad de las 

células inmunitarias en el frente invasivo y el centro del tumor, el tipo de células, la presencia o 

no de agregados linfoides organizados como tejido linfoide terciario constituyen en sí mismo el 

“contexto inmunitario” que ha demostrado ser una herramienta de estratificación pronóstica 

muy importante, independiente de la TNM y de otros factores clásicamente relacionados con el 

pronóstico en cáncer (251, 198). La composición del microambiente inmunológico (células T, 

células B, células dendríticas, células NK, células supresoras de origen linfoide y mieloide, 

neutrófilos, y macrófagos) es diferente entre pacientes en cánceres del mismo tipo. El sistema 

inmunitario, a través de la interacción con las células neoplásicas favorece la selección de 

variantes tumorales menos inmunogénicas, que finalmente conducen al sobrecrecimiento del 

tumor. En la mayoría de tumores humanos, la capacidad para escapar de la respuesta inmunitaria 

anti-tumoral está a menudo asociada con alteraciones en la expresión de antígenos HLA sobre la 

superficie de la célula neoplásica (53, 55, 252-254). El conocimiento de que los antígenos 

tumorales puedan ser reconocidos por los CTLs, vía HLA de clase I, ha reforzado el desarrollo 

de distintas estrategias de inmunoterapia dirigidas a potenciar la respuesta de las células T 

citotóxicas (IL-2, IFN-α, vacunas con antígenos específicos, DCs cargadas con péptidos, 

transferencia adoptiva). Sin embargo, es una realidad, que la mayoría de tratamientos 
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inmunoterapéutios, hasta hace poco, han reportado escasos resultados. Más recientemente, la 

utilización de la inmunoterapia  frente a los puntos de control inmunitario ha representado ser 

uno de los avances en biomedicina más importantes en los últimos años. Sin embargo, un 

porcentaje significativo de pacientes no se benefician de este tipo de terapias. Se ha establecido 

que mecanismos genéticos (mutaciones en la célula tumoral) y no genéticos (extrínsecos, 

relacionados con el microambiente) pueden estar detrás de la ausencia de respuesta en un 

porcentaje significativo de pacientes. Nuestra hipótesis de trabajo establece que entre estos 

factores deben de estar necesariamente aquellos que contribuyen de forma natural al escape 

inmunológico. Por este motivo nos planteamos como objetivo general analizar e identificar 

cambios en las células tumorales o en el microambiente tumoral que puedan explicar la 

evolución clonal del cáncer de pulmón no microcítico en un contexto de inmunoevasión. 

También evaluar, así mismo, si estas alteraciones podrían explicar la ausencia de respuesta de 

los pacientes sometidos a inmunoterapia antígeno-específica. 

 

 

1. Papel de las moléculas HLA de clase I en el inmunoescape tumoral en cáncer de 

pulmón no microcítico. 

 

1.1   Expresión tumoral de HLA-I en cáncer de pulmón no microcítico 

El cáncer de pulmón es uno de los tumores más inmunogénicos y múltiples péptidos 

derivados de mutaciones no sinónimas pueden ser potencialmente reconocidos por los 

linfocitos T CD8+ (6). Sin embargo, en el microambiente tumoral se establece una compleja 

red inmunosupresora que evoluciona hacia la selección de clones deficientes en HLA de clase I 

o de baja inmunogenicidad que culmina en la resistencia completa al ataque de células T (57, 

254, 255). Entre los tumores que utilizan la pérdida de expresión de moléculas HLA-I como 

mecanismo de evasión de la respuesta inmunitaria, el de pulmón es uno de los que presenta 

este mecanismo en un número significativo de casos. En nuestro estudio encontramos un 48% 

de alteraciones en la expresión de HLA-I, un resultado similar al encontrado en otro estudio 

(256) y parecido a lo detectado para otros tipos de cáncer con la excepción del cáncer renal 

(257-259). 

  

En este estudio, observamos un porcentaje significativo de tumores con pérdida total o 

parcial de móleculas HLA-I. Anteriormente, en 1991, nuestro grupo reportó que las células de 

cáncer de pulmón disminuían la expresión de antígenos HLA-I en un 25% de los pacientes 

estudiados (253, 254), que contrasta con el resultado actual. Las razones de esta discrepancia 

son desconocidas, aunque puede haber influido la distinta técnica inmunohistoquímica usada y, 
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más probablemente, el cambio en la ratio carcinoma epidermoide/adenocarcinoma entre los 

dos estudios. La mayor proporción de adenocarcinomas actualmente se interpreta en los 

cambios habidos en el hábito tabáquico, lo cual a su vez puede tener relación con los 

mecanismos de carcinogénesis (256, 258). 

 

1.2   Expresión de HLA-I y características clínicas de los pacientes de cáncer de pulmón no 

microcítico 

En nuestro estudio analizamos la expresión de HLA-I y las características clínicas de los 

pacientes, entre ellas hábitos de tabaquismo, estadío tumoral, tipo histológico, supervivencia, 

etc. Como discutiremos posteriormente, la expresión de HLA-I favorece el infiltrado por 

CTLs, lo cual puede facilitar  la eliminación del tumor y, por lo tanto, se esperaría un resultado 

clínico favorable de la enfermedad. Sin embargo, no encontramos ninguna asociación 

estadística de la expresión de HLA-I con ninguno de los parámetros clínicos analizados. No 

obstante,  hay varios estudios que han encontrado que la expresión de HLA-I se asocia  a una 

mejora de la supervivencia en NSCLC (256-258). En general, tumores con pérdida severa o 

heterogénea presentaron estadios más avanzados de la enfermedad y peor pronóstico. Es 

probable que los resultados negativos en cuanto a supervivencia de nuestro estudio se deban al 

menor tiempo transcurrido entre el diagnóstico y el registro de fallecimientos actual.  

 

También, se ha encontrado asociación de la expresión de HLA-I del tumor con el estatus 

fumador de los pacientes: sólo un 2,5% de los pacientes que nunca habían fumado presentaron 

tumores con expresión negativa de HLA-I, mientras que el 41% de los pacientes con historia 

fumadora presentaron tumores con pérdida de la expresión de HLA-I (258).  Hay otro estudio 

en el que de los 26 casos que se analizaron como pérdida severa de HLA-I, el 2% de los 

pacientes presentaron una historia no fumadora, mientras que el resto (98%) eran fumadores 

activos o alguna vez habían fumado (256).   

 

1.3  La expresión tumoral de HLA-I está asociada a la infiltración inmunitaria en cáncer de 

pulmón no microcítico 

Uno de los datos más importantes de nuestro estudio está relacionado con la asociación 

encontrada entre la expresión HLA-I y la densidad y el patrón de infiltración leucocitaria. La 

pérdida de expresión HLA-I se asocia a un cambio en el desarrollo estromal que conforma un 

compartimento que podríamos denominar inmuno-privilegiado que no permite una respuesta 

antitumoral efectiva al encontrarse los linfocitos y macrófagos  fuera de los nidos tumorales 

sin posibilidad de contactar con las células cancerígenas. Este patrón contrasta con lo que 

frecuentemente se observa en tumores que expresan HLA-I, los cuales presentan un patrón de 
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infiltración de TILs en el que los linfocitos y macrófagos se encuentran en estrecho contacto 

con las células tumorales. Estos dos tipos de estructura diferenciados los hemos denominado 

en nuestro estudio como Fase I y Fase II, respectivamente, al entender que puede tratarse de un  

proceso progresivo en el que, al principio, el tumor expresa moléculas de HLA-I que 

permitirían el reconocimiento y eliminación de la células tumorales por linfocitos T citotóxicos 

(Figura 16). En una fase posterior, como consecuencia de la inestabilidad genética van 

apareciendo y seleccionándose variantes tumorales con pérdidas de expresión de moléculas 

HLA-I, el tumor se expande y los linfocitos quedan confinados en el estroma peritumoral 

(Figura 17). 

 

Una hipótesis alternativa contemplaría que estos dos tipos de patrones de infiltración y 

desarrollo estromal se deban a características biológicas distintas intrínsecas a los tumores 

HLA-I positivos y HLA-I negativos. Es decir, que los tumores HLA-I positivos y negativos 

tengan un mecanismo de evolución clonal divergente antes que lineal (modelo de 2 fases). En 

este caso, es posible que algunos tumores HLA-I positivos usen otros métodos de escape 

inmunológico, en los que la pérdida adicional de HLA del tumor no suponga una ventaja 

selectiva adicional. La posibilidad de que tumores densamente infiltrados HLA-I positivos y 

tumores libres de TILs (HLA-I negativos) sean tumores completamente diferentes no puede ser 

descartada. Sin embargo, nosotros favorecemos la hipótesis de un modelo bifásico en el que las 

diferentes estructuras del tejido tumoral y los patrones de infiltración de células T representan 

diferentes fases de desarrollo tumoral. 

 

Nuestra hipótesis se basa en que NSCLC se origina a partir de células normales HLA-I 

positivas. Una interacción dinámica entre las células tumorales y células CD8+ se refleja en la 

observación de muestras tumorales heterogéneas con diferentes porcentajes de células 

tumorales positivas y negativas (260). Adicionalmente, tenemos datos consistentes destacando 

la existencia de una secuencia cronológica en la aparición de las variantes tumorales con 

pérdida de HLA-I en sucesivas lesiones metastásicas obtenidas de pacientes con melanoma y 

cáncer de vejiga (60, 261, 262) y tras respuesta a inmunoterapia (263). Nuestro grupo observó 

en pacientes con diferentes metástasis subcutáneas con respuesta variable a inmunoterapia que 

la regresión o progresión de las lesiones metástásicas se asocia a la presencia de moléculas 

HLA-I en la superficie de la célula tumoral. Las lesiones de melanoma con altos niveles de 

expresión HLA-I estaban densamente infiltradas por células T CD4+ y CD8+ y fueron 

rechazadas. Mientras tanto, las lesiones con baja expresión de HLA-I fueron resistentes a la 

inmunoterapia y progresaron (263), poniendo de manifiesto el papel que juega HLA en el 

transcurso del proceso. 
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Figura 16. Infiltración de linfocitos T CD8+ en un tumor con expresión positiva de HLA-I en 
cáncer de pulmón. Se observa de manera homogénea la positividad para HLA-I en el tumor y como los 
linfocitos CD8+ muestran un patrón de infiltración de TILs de manera que están en estrecho contacto con 
las células tumorales formando una estructura “permisiva” que favorece el rechazo tumoral por parte de 
los linfocitos T. 
 
 

 
Figura 17. Infiltración de linfocitos T CD8+ en un tumor con expresión negativa de HLA-I. A 
diferencia del tumor positivo para la expresión de HLA-I, en este si se puede observar la diferencia entre 
el tumor y el infiltrado inmunitario donde el tumor ha perdido la expresión de moléculas HLA-I y se 
muestra claramente una barrera entre el tumor y los linfocitos T CD8+ presentando un patrón de 
infiltración estromal, en el que los linfocitos se quedan en la periferia tumoral circunscritos al estroma 
del tejido sin mantener contacto alguno con los linfocitos T CD8+ formando una estructura “no 
permisiva” que favorece el escape tumoral. 
 

 

Estas observaciones apoyan nuestra hipótesis de que en la fase I existe un 

microambiente tumoral permisivo, en el que las células tumorales HLA-I positivas y las 

células T infiltrantes están en estrecho contacto las unas con las otras (Figura 1 Perea et al IJC 

2017). En contraste, la Fase II (Figura 2 Perea et al. IJC 2017) se caracteriza por la ausencia de 

células infiltrantes tumorales y una clara separación entre células tumorales y estromales, en 

un microambiente tumoral no permisivo (Figuras 2 y 4 Perea et al. IJC 2017). En esta fase, los 

linfocitos se encuentra atrapados en una densa malla estromal de fibroblastos FAP+. Esta 

estructura como discutiremos posteriormente puede ser el resultado de un cambio en la 

polarización funcional del macrófago hacia M2 que favorecería la diferenciación y secreción 

de citoquinas Th2, y la mayor  proliferación de fibroblastos. La producción de citoquinas de 
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IL-10 y TGF-β podría a su vez justificar la baja expresión de moléculas HLA de clase I en los 

nidos tumorales (264). 

 

La misma organización estructural se puede observar en otros tipos de tumores 

incluyendo melanomas, cáncer colorrectal, mama, vejiga y próstata, entre otros (265-267). Sin 

embargo, desconocemos su posible asociación con la expresión HLA. Es interesante destacar 

que reacciones estromales parecidas son llevadas a cabo también por el sistema inmunitario en 

un intento de aislar y evitar la diseminación de patógenos y que dan lugar a la formación de 

granulomas (268). 

 

 Además de la relación con la reacción estromal, hemos encontrado una asociación entre 

la expresión de HLA-I clase I y el nivel de infiltración por linfocitos CD8+ (Figura Supporting 

Information S2 Perea et al IJC 2017). Otros estudios, han reportado también esta asociación 

con HLA-I en cáncer de pulmón para los TILs CD8+. Los autores encontraron significación 

pero sólo cuando se reflejaba el número de linfocitos T en los nidos tumorales, cuando llevaron 

a cabo también el contaje de linfocitos en el estroma del tejido, la asociación con HLA-I  se 

perdía (258). En otro estudio de infiltración en NSCLC, también  observaron un infiltrado 

mayor en el tejido tumoral que en el estroma pero sin alcanzar significación estadística, 

probablemente por el número reducido de casos estudiados (269).  

 

1.4  Mecanismos de alteración de la expresión de HLA de clase I 

Otro de los objetivos de nuestro estudio fue profundizar en los mecanismos responsables 

de la pérdida de expresión de moléculas HLA-I. A partir de tumores con expresión negativa de 

HLA-I se aisló mediante microdisección láser las células tumorales de las que se extrajo ADN 

y ARN para análisis genéticos. Observamos que la pérdida de heterozigosidad (LOH) en la 

regíon p21.3 del cromosoma 6 (6p21.3) es una causa importante de pérdida de haplotipo de 

HLA en un número significativo de casos analizados. Además, el análisis mediante RT-PCR 

reveló una disminución de expresión de genes β2M, genes de cadena pesada HLA (HC HLA) 

y genes de la maquinaria de procesamiento del antígeno LMP2 y LMP7 (Supporting 

Information Table S2 Perea et al. IJC 2017). La conclusión de este estudio es que la pérdida 

total de expresión de moléculas de HLA-I en cáncer de pulmón es producida por un doble 

mecanismo: la LOH en genes HLA, y la disminución de expresión de genes de la maquinaria 

de presentación antigénica, APM. En consonancia con nuestros resultados, en otro estudio se 

encontró la pérdida de haplotipo de antígenos HLA-I en un 40% de líneas de cáncer de pulmón 

(270, 271). La frecuencia de LOH puede ser muy alta en cáncer de pulmón, como lo revela 

nuestro estudio (264) y otro más reciente (272), y puede incluso encontrase subestimada. De 
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hecho, en nuestro estudio el 100% de los casos estudiados que fueron caracterizados como 

HLA-I negativos presentaron LOH en el cromosoma 6, pero desconocemos cual es la 

frecuencia de LOH en tumores HLA-I positivos, que creemos que pueda ser también alta. De 

hecho, hemos podido profundizar en este mecanismo en 6 líneas de cáncer de pulmón con 

expresión aparentemente normal en HLA-I (Figura 18). El tipaje genómico en 3 de ellas reveló 

la existencia de  homo-hemizigosidad compatible con  una  pérdida  de  haplotipo. Otra resultó  

 

 

 
Figura 18. Expresión de HLA-I y PD-L1 en líneas tumorales de pulmón con alteraciones HLA-I en 
condiciones basale e inducción con IFN-γ. A pesar de tener alteraciones genéticas HLA, se observa 
que todas ellas expresan la molécula en superficie y además se induce la expresión tanto de HLA-I como 
PD-L1 tras el tratamiento con IFN en las líneas estudiadas excepto la línea SKLU1.La expresión se mide 
como intensidad media de fluorescencia. 
 

también homozigota para los loci HLA-B y C (Tabla S2 Supporting Information Perea et al. 

Oncotarget 2017). El análisis de hibridación genómica con un array de SNPs (immunochip) 

corroboró los resultados del tipaje genómico, las línea SKLU-1 (Figura 5 Perea et al. 

Oncotarget 2017) y SKMES (Figura 5, Perea et al. Oncotarget 2017) presentaron una pérdida 
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de gran parte del cromosoma 6 y la línea A427 presentó una deleción de parte del brazo corto 

del cromosoma 6 afectando a los loci B y C (Figura 5 Perea et al. Oncotarget 2017). 

 

Esto indica que la alteración de la expresión de HLA-I en tumores es frecuente y que  

puede pasar desapercibida por el uso de estudios comunes: inmunohistoquímica, citometría de 

flujo y secuenciación, que no detectan estas grandes deleciones.  

 

Nuestro grupo descubrió el mecanismo de LOH como mecanismo de escape tumoral en 

diferentes tipos de cáncer incluido pulmón (243, 273), indicando que es probablemente el 

mecanismo genético más relevante en la producción de variantes HLA negativas y por tanto en 

el inmunoescape.  

 

Finalmente pensamos que el gen β2m no parece ser diana relevante en la generación de 

variantes no inmunogénicas en el cáncer de pulmón como si ocurre en el melanoma y en el 

cáncer de colon con fenotipo de inestabilidad de microsatélites. En ninguno de los casos HLA-

I negativos de pulmón que secuenciamos encontramos mutaciones en este gen. Sin embargo, 

los experimentos de RT-PCR revelaron una fuerte disminución en la transcripción de los genes 

β2m y otros genes de la maquinaria APM (Tabla 2 Supporting Information Perea et al. IJC 

2017). 

 

Estos mecanismos de pérdida de HLA tienen evidentes implicaciones para la 

inmunoterapia específica. En la actualidad la inmunoterapia con inhibidores frente a los 

“immunocheckpoints” es la primera línea de tratamiento en el cáncer de pulmón metastásico 

no microcítico. La terapia de “inmunocheckpoints” requiere la integridad de las moléculas 

HLA-I pero beneficia sólo a una fracción de pacientes con NSCLC (274, 275). 

Interesantemente, la tasa de respuesta a pembrolizumab estuvo en torno al  45.2% en una serie 

de pacientes de NSCLC (276), similar a la tasa de pérdida de HLA-I observada en este trabajo. 

Las consecuencias de cara a la inmunoterapia de nuestros resultados van a depender del 

mecanismo intrínseco de pérdida HLA-I. La existencia de LOH en el cromosoma 6 y la 

ausencia de mutaciones en el gen β2m dificultan la realización de estrategias de rescate 

antigénico realizadas por nuestro grupo y otros investigadores para la recuperación de la 

expresión de antígenos HLA-I (259, 277). Si los defectos en la expresión de HLA-I en los 

tumores son leves (“soft lesións”), como una desregulación transcripcional de los diferentes 

genes como β2m, HLA-ABC o APM, su expresión podría ser recuperada tras el tratamiento 

mediante citoquinas Th1 (259). Sin embargo, si se trata de “hard lesions” como la LOH, el 

tratamiento con citoquinas no tendría ningún efecto en la recuperación de la expresión de los 
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alelos HLA-I y se necesitaría restituir la expresión de los alelos HLA que probablemente sean 

los portadores de péptidos antitumorales. 

   

Estas observaciones ponen de manifiesto la complejidad de predecir con suficiente 

seguridad los pacientes que van a responder o no a la inmunoterapia. Además, creemos que 

dado que las pérdidas de HLA-I se han puesto de manifiesto en pacientes en el curso de 

inmunointervención, es probable que puedan explicar la resistencia a los tratamientos en 

algunos individuos. Por tanto, creemos que tumores HLA-I positivos podrían ser más 

susceptibles a tratamiento con inhibidores de “inmunocheckpoints” porque el mecanismo de 

reconocimiento antigénico permanece inalterado y el patrón de reactividad estromal e 

infiltración tumoral es “permisivo”. Por el contrario, los tumores HLA-I negativos 

(especialmente aquellos que portan mutaciones truncadoras irreversibles de pérdida de función 

en los genes HLA (LOH),  β2m, APM y ruta de señalización IFN-γ, (55, 278-281), pueden 

explicar la resistencia adquirida a la inmunoterapia con anti PD-1. 

 

Como conclusión de este apartado, creemos que la expresión de HLA-I del tumor 

debería ser definitivamente incluida en la selección de pacientes al margen de los parámetros 

que actualmente se están considerando. El reconocimiento del péptido tumoral presentado por 

el HLA-I a los linfocitos CD8+ es la fase crítica durante la activación de los linfocitos T. Es 

imposible, por tanto, que con el screening actual (medida de PD-L1) se pueda predecir de 

manera fiable los pacientes que van a responder o no a la inmunoterapia específica.   

 

 

2. Influencia de la expresión tumoral de PD-L1 en las características clínicas e 

infiltración inmunitaria en cáncer de pulmón no microcítico. 

 

PD-L1 es uno de los marcadores de “immunocheckpoints” que en los últimos años ha 

cobrado mucha importancia. El estudio de la ruta de señalización PD-1/PD-L1 en el control de 

la respuesta del sistema inmunitario es de vital importancia en el desarrollo del cáncer, ya que 

representa una vía de escape tumoral. En nuestro estudio el análisis de la expresión tumoral de 

PD-L1 y las características clínicas de los pacientes presentó una tendencia no significativa 

con el estadio de la enfermedad. De los tumores que presentaron expresión positiva para PD-

L1, el 23% se encontraban en estadio I mientras que el 77% se encontraban en estadios más 

avanzados II y III de la enfermedad. Mientras, los tumores con expresión negativa de PD-L1, 

el 55% se encontraban en estadio I y el 45%, menos de la mitad, presentaron estadíos 

tumorales  más avanzados (p=0.055, Figura 19). Interesantemente, obtuvimos una asociación 

estadística con la afectación linfática (N): el 18% de tumores con expresión negativa de PD-L1 
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se encontraron en fases N1+N2 mientras que los tumores en esas fases aumentaron hasta el 

40% en los que eran PD-L1 positivos (p=0.027, Figura 20). 

 

 

Figura 19. Expresión de PD-L1 y estadío tumoral (según la AAJC) de los tumores de NSCLC. Se 
observa una mayor frecuencia de tumores PD-L1+ en estadíos más avanzados (II+III) respecto a los 
tumores que no expresan PD-L1. La diferencia fue analizada mediante el test Chi-cuadrado χ2 usando el 
programa SPSS. La diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0.055). 

 

 

 

Figura 20. Expresión de PD-L1 y afectación linfática (N) en tumores de NSCLC. Se observa sobre 
un 20% de los casos con expresión negativa de PD-L1 en fases N avanzadas (N1+N2), mientras que la 
frecuencia en los tumores PD-L1+ aumenta hasta el 40%. La diferencia se evaluó usando el test Chi-
cuadrado χ2 usando el programa estadístico SPSS a un nive de significación p<0.05 
 

 

El resto de características clínicas no se asociaron con la  expresión de  PD-L1,  entre  

ellas la supervivencia. A diferencia de nuestro estudio, la expresión de PD-L1 no se encontró 

asociada a ningún parámetro clínico, excepto la supervivencia, en otro estudio. Aquellos 

pacientes que tenían tumores con expresión positiva de PD-L1 tenían una supervivencia menor 

que aquellos que eran negativos para su expresión (282). Las razones para estas discrepancias 

todavía hoy patentes en numerosos estudios reflejan la dificultad para estandarizar los patrones 

y el umbral de detección de positividad de PD-L1 en tejidos. Estas dificultades han llevado a 

consensuar internacionalmente la clona de anticuerpos utilizada, el patrón de expresión 
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periférica y considerar positiva cualquier intensidad observada en los estudios 

inmunohistoquímicos.  Las diferencias más notables entre nuestro trabajo y éste, se encuentran  

en la proporción de casos considerados positivos que fue significativamente menor en este 

estudio en relación al nuestro, y también en el tiempo de recogida de datos para los estudios de 

supervivencia que, como hemos considerado anteriormente, fue menor en nuestro estudio. En 

general, el consenso de muchos estudios, es que la expresión de PD-L1 puede ser considerada 

como factor pronóstico independiente asociándose a la supervivencia de los pacientes. Así, se 

ha observado no sólo en cáncer de pulmón (283, 284), también en otros tipos de cáncer como 

cáncer esofágico (285), de mama (286) y ovárico (287), los pacientes presentaban una 

supervivencia pobre si los tumores eran positivos para la expresión de PD-L1.  

 

Cuando fue considerada conjuntamente la expresión de PD-L1 y la infiltración,  si 

encontramos una asociación estadística con la supervivencia. En este caso, la supervivencia 

fue peor en el grupo de pacientes con tumores con presencia de TILs y expresión positiva de 

PD-L1 (PD-L1+ TILs+) comparado con los que presentaban tumores con TILs pero sin 

expresión de PD-L1 (PD-L1- TILs+) (p=0.025, Figura 21). 

 
 

 

Figura 21. Asociación de la expresión de PD-L1 y presencia de TILs con la supervivencia de los 
pacientes de cáncer de pulmón. La supervivencia de los grupos de pacientes fue comparada usando el 
método de Kaplan-Meier. La diferencia en la supervivencia de los pacientes se analizó usando el test 
log-Rank mediante el programa estadístico SPSS. La diferencia fue considerada significativa a un nivel 
p<0.005. 

 

Respecto a la infiltración por linfocitos T CD8+, en nuestro estudio, los tumores con 

expresión positiva de PD-L1 mostraron mayor infiltración que los tumores con expresión 

negativa, aunque la diferencia no fue estadísticamente significativa (Figura 3B Perea et al. 

Oncotarget 2017).  
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3. HLA- PD-L1+ define el fenotipo más agresivo relacionado con características clínicas 

e infiltración inmunitaria adversas en cáncer de pulmón no microcítico. 

Hemos querido analizar también el impacto que pudiera tener la presencia conjunta de 

dos mecanismos de evasión a la respuesta inmunitaria independientes, como es la  pérdida de 

expresión de HLA y  la expresión de PD-L1.  Según su expresión los tumores pudieron 

clasificarse en 4 grupos i) HLA+ PD-L1+, ii) HLA+ PD-L1-, iii) HLA- PD-L1+, iv) HLA- PD-

L1-. Como hemos mencionado en los apartados anteriores al considerar la expresión de HLA-I 

por separado no encontramos asociación estadística con ninguno de los parámetros clínicos 

analizados. Sin embargo, sí obtuvimos diferentes asociaciones significativas al estudiar 

conjuntamente la expresión de HLA-I y PD-L1, y que están relacionadas con el significado 

biológico de estas moléculas en el contexto del inmunoescape. Así, la expresión de PD-L1 

parece ser un  factor importante asociado con el tamaño tumoral en tumores HLA-, la mayoría 

de los tumores HLA- PD-L1+ estaban en fases T3+T4, en comparación a los tumores HLA- PD-

L1- (p=0.006) y HLA+ PD-L1- (p=0.066, en este caso la diferencia no fue significativa, Tabla 

2), haciendo al fenotipo HLA- PD-L1+ más agresivo desde el punto de vista inmunológico. 

Interesantemente, encontramos  que  la  mayoría de tumores con fenotipo de rechazo tumoral 

(HLA+ PD-L1-) presentaron estadíos tumorales menos avanzados en comparación con los 

tumores HLA+ que además expresaban PD-L1 (HLA+ PD-L1+) aunque la diferencia no fue 

estadísticamente significativa (p=0.055,  Tabla 2). Cabe destacar  también la asociación  entre  

la  expresión de HLA y PD-L1 con la afectación ganglionar (N): una alta proporción de 

pacientes con tumores de fenotipo HLA- PD-L1+ (40%)  presentaron afectación de uno o  

varios ganglios linfáticos (fases N1+N2) mientras que sólo un 6% de los pacientes con tumores 

de fenotipo HLA+ PD-L1- (fenotipo de rechazo tumoral) se encontraban en esas fases N 

avanzadas (p=0.028, Tabla 2), ratificando nuevamente que el fenotipo HLA- PD-L1+ es, desde 

nuestro punto de vista, el más agresivo (fenotipo de progresión), caracterizado éste por 

presentar mayor tamaño tumoral,  mayor afectación linfática, estadío tumoral más avanzado, y  

menor infiltración por linfocitos T citotóxicos. Estos linfocitos presentaron preferentemente  

localización  estromal formando la estructura que hemos denominado ”no permisiva”.   
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Tabla 2. Correlación entre tumor primario (T), afectación ganglionar (N), estadio tumoral (basado 

en la AAJC), patrón de infiltración y expresión HLA/PD-L1. 

 

Expresión HLA-I                                         Positivo               Negativo 

Expresión PD-L1                             aPositivo      Negativo  a Positivo Negativo p-valor 

Tumor primario (T)       
           T1: 14 2 (13%) 6 (35%)  3 (30%) 3 (18%) b0.006 
           T2: 35 12 (80%) 8 (47%)  2 (20%) 13 (76%) c0.066 
           T3+T4: 10 1 7(%) 3 (18%)  5 (50%) 1 (6%)  
       
Afectación ganglionar (N)       
            N0: 42        8 (53%) 16 (94%)  6 (60%) 12 (71%) d0.013 
            N1+N2: 17        7 (47%) 1 (6%)  4 40%)  5 (29%) e0.028 
       
Estadío tumoral       
 I:25 3 (20%) 9 (53%)       4 (40%) 9 (53%) f0.055 
 II+III: 34 12 (80%) 8 (47%)       6 (60%) 8 (47%)  
       

Patrón de infiltración      

 TILs: 41 15 (100%) 13 (76%) 5 (50%) 8 (47%) g0.005 

 Estromal: 18 0 (0%) 4 (24%) 5 (50%) 9 (53%) h0.001 
 

a El grupo de tumores PD-L1 positivo incluye tumors con patrones de expresión tanto heterogénea como 
homogénea. 
 

 b p-valor para ladiferencia entre los fentipos tumorales  HLA-I- PD-L1- y HLA-I- PD-L1+ y fases T2 y 
T3+T4 
 

c p-valor para la diferencia entre los fenotipos tumorales HLA-I- PD-L1+ y HLA-I+ PD-L1- y fases T2 y 
T3+T4 
 

d p-valor para la diferencia entre los fenotipos tumorales HLA-I+ PD-L1+ y HLA-I+ PD-L1- 
 

e p-valor para la diferencia entre los fenotipos tumorales HLA-I+ PD-L1- y HLA-I- PD-L1+ 
 
 f p-valor para la diferencia entre los fenotipos tumorales HLA-I+ PD-L1+ y HLA-I+ PD-L1- 
 

g p-valor para la diferencia entre los fenotipos tumorales HLA-I+ PD-L1+ y HLA-I- PD-L1+ 
 

h p-valor para la diferencia entre los fenotipos tumorales HLA-I+ PD-L1+ y HLA-I- PD-L1- 
 

 

En un estudio reciente que también han tenido en cuenta estos dos parámetros realizado 

en colangiocarcinoma intrahepático han encontrado resultados bastante parecidos a los de 

pulmón. Los tumores con pérdidas de expresión de HLA-I presentaban estadíos tumorales más 

avanzadas que los HLA-I positivos y que los pacientes HLA+ PD-L1- mostraron una 

supervivencia significativamente mayor, en comparación con  los HLA+ PD-L1+ (288). En ese 

sentido, en nuestro estudio también observamos que tumores HLA+ PD-L1-  presentaron una 
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mejor supervivencia que los tumores positivos para ambos marcadores, aunque la diferencia no 

alcanzó la significación estadística. (p=0.071, Figura 22).  

  

 

                     

Figura 22. Analisis de la supervivencia y la expresión de HLA-I y PD-L1 en pacientes con cáncer 
de pulmón. La supervivencia de los grupos de pacientes fue comparada usando el método de Kaplan-
Meier. La diferencia en la supervivencia de los pacientes se analizó usando el test log-Rank mediante el 
programa estadístico SPSS. Esta comparación no fue estadísticamente significativa (p=0.071). Pero hay 
una tendencia a una supervivencia peor en los pacientes con tumores HLA+ que además expresan PD-
L1. 

 

Todos estos datos resaltan  la importancia de tomar en consideración tanto la expresión 

de HLA-I como la de PD-L1 a la hora de estudiar un posible tratamiento con inmunoterapia  

con inhibidores de “immunocheckpoints”. Sin embargo, la propuesta actual se basa 

exclusivamente en el estudio de la expresión de PD-L1 y la infiltración con células T (289). En 

general, la mayoría de los estudios evalúan la expresión de PD-L1 y el contexto inmunitario 

tumoral como marcador predictivo potencial de la respuesta.  Sin embargo, esta clasificación 

presenta serias limitaciones. Es conocido que muchos pacientes con tumores fuertemente 

positivos para la expresión de PD-L1 no responden a anti-PD-L1, mientras que otros con baja 

expresión o negativos para PD-L1 demuestran una respuesta clínica objetiva (290). Lo primero 

de todo, el punto de corte de la expresión tumoral de PD-L1 permanece todavía por establecer. 

Además, las diferencias en la respuesta podría asociarse con el requisito de una densidad alta 

de células T CD8+ en estrecha proximidad a las células que expresan PD1/PD-L1 en el margen 

invasivo y dentro del tumor (291). La complejidad de la evaluación del “immunoscore” 

aumenta debido al hecho de que los patrones de infiltración son con frecuencia heterogéneos 

incluso dentro del mismo tumor (Figura 1 Perea et al. Oncotarget 2017). Al margen de esto, 

con la evaluación del infiltrado sólo con técnicas inmunohistoquímicas,  no se profundiza en el 
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aspecto funcional y madurativo de las células. En este sentido, en otro estudio en el que he 

participado como coautor, hemos revelado diferencias fenotípicas importantes en las células T 

CD4 y CD8, que afectan no sólo a la función (citotóxicas, o supresoras), sino al estado 

funcional  (células senescentes  no funcionales) (292). 

  

Creemos que la expresión de HLA-I y PDL-1 presenta notables ventajas a la propuesta 

por Teng y cols (PD-L1  e immunoscore) y que  debería ser incluida en la evaluación de 

pacientes para terapia por varias razones. Primero, la expresión HLA-I es frecuentemente 

alterada en tumores de diferentes tipos histológicos (61, 55, 252). Además, la emergencia de 

variantes tumorales HLA-I negativas ocurre durante la historia natural del cáncer o tras 

inmunoterapia como resultado de la inmunoselección (20, 60, 261). Finalmente el análisis de 

HLA-I impacta sobre los patrones de infiltración y conjuntamente con PD-L1 permite la 

identificación fácil de fenotipos de rechazo y progresión como hemos indicado anteriormente. 

 

 

4. El microambiente tumoral en NSCLC dificulta la respuesta de los efectores 

antitumorales en el cáncer de pulmón no microcítico. 

En nuestro estudio llevamos a cabo un análisis de la infiltración tumoral mediante dos 

técnicas que se complementan entre sí: la inmunohistoquímica y la citometría de flujo. En 

términos globales hubo una correlación entre los resultados obtenidos por inmunohistoquímica 

y los obtenidos mediante citometría de flujo. 

 

Nuestros resultados sugieren que durante el desarrollo tumoral se genera un 

microambiente inmunosupresor. Llevamos a cabo un análisis profundo estudiando las 

diferentes subpoblaciones linfocitarias desde un punto de vista madurativo y funcional.  Este 

análisis se realizó en tres zonas distintas: zona distal del tumor, zona peritumoral y zona 

tumoral. Los resultados referidos a las células T tanto a nivel funcional (Th1, Th2, Th17), 

estado de activación, presencia de células T reguladoras y células NK han sido publicados 

previamente y fueron objeto de otra tesis (292). En este estudio se demostró que células T con  

fenotipo efector memoria, y con marcadores de activación se encontraba más frecuentemente 

en la zona tumoral, pero al mismo tiempo, en esta zona se identificaron una alta concentración 

de  células T con fenotipo Treg y de marcadores asociados a inmunosupresión como CD39 

tanto en población CD4 como CD8 (292). El infiltrado de células Treg por 

inmunohistoquímica se correlacionó con el observado por citometría de flujo (Figura 23). La 

acumulación de células Treg en la zona tumoral ha sido observado como un mecanismo de 

supresión que utilizan los tumores para escapar del sistema inmunitario (292).  
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Figura 23. Correlación entre el  infiltrado inmunitario observado por inmunohistoquimica y el 
observado por citometría de flujo.A) Diagram de citometría de flujo que representa la población de 
células Treg (CD4+ CD25+ CD127low), B) Imagen representativa de un tumor embebido en parafina 
marcado con anticuerpo monoclonal anti Foxp3 con un  patrón de infiltración alto/moderado de células 
Treg teñido por inmunohistoquímica. Tamaño imagen 40x. 
 
 

Interesantemente, en nuestro estudio, el  infiltrado por células Treg se asoció al tipo 

histológico del tumor mostrando que los adenocarcinomas presentan una mayor proporción de 

células Treg en comparación con el tipo histológico carcinoma epidermoide (p=0.015, datos no 

mostrados).  Además encontramos una estrecha correlación en la frecuencia de células Treg en 

sangre periférica y en tumor (292). Sin embargo, una cuestión a resolver es si la frecuencia de  
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células Tregs es superior en tumores HLA-I positivos que en HLA-I negativos. Es decir, nos 

preguntamos si un gran cúmulo de células Tregs como ocurre en algunos tumores HLA-I 

positivos (Figura 24), haría innecesaria la pérdida adicional de HLA-I ya que por sí misma 

podría justificar el escape inmunitario a linfocitos T citotóxicos. Nuestros resultados, en este 

caso, fueron negativos y no encontramos diferencias en la comparación con ambos tipos de 

tumores. Sin embargo, se observó que los tumores  HLA-I+ presentaron una mayor ratio o 

CD8/Treg (Figura 24).  No obstante, nosotros pensamos que la elevación de células Tregs 

podría no influenciar significativamente en el control inmunitario llevado a cabo por los los 

linfocitos T-CD8.  De hecho, en primer lugar,  nosotros no hemos encontrado asociaciones de 

interés entre la frecuencia de Tregs y los parámetros clinico-patológicos incluidos en este 

estudio. En segundo lugar, existió una correlación positiva entre el grado de infiltración total y 

la presencia de células Treg (p=0.012, R=0.433)  (p=0.015, R=0.489) (Figura 25). Es decir, 

una mayor presencia de Tregs se debía a una mayor infiltración global en los tumores 

analizados. 

 

 

                  

 
Figura 24. Ratio de células CD8+/Treg en tumores de pulmón según la expresión de HLA de clase 
I. Tumores HLA-I- mostraron menor proporció de células T CD8+ (baja ratio CD8+/Treg). Análisis 
realizado mediante citometría de flujo multiparamétrica usando el test estadístico U de Mann Whitney 
mediante el programa estadístico SPSS.*p<0.05. 
 

 

Se ha hablado del papel que puede tener estas células en relación a  la quimioterapia, ya 

que algunos fármacos quimioterapéuticos ejercen su efecto antitumoral al menos en parte por 

la eliminación de las células Treg en el tumor y la potenciación de células citotóxicas (293). En 

nuestro estudio, sólo una una pequeña proporción de pacientes (7 pacientes) fue tratada con 

quimioterapia y no ha podido ser valorado este aspecto hasta el momento.  
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Figura 25. A) Correlación de Spearman entre la proporción de células Treg infiltradas en el tumor sobre 
el total  de infiltrado y la proporción de linfocitos sobre el total del infiltrado en el tumor.  
 

 

Por otra parte, teniendo en cuenta el porcentaje significativo de casos HLA-I negativos 

potencialmente sensibles a citotoxicicidad NK y, en segundo lugar, que el pulmón se encuentra 

densamente infiltrado por estas células en comparación con otros tejidos (292), podríamos 

esperar un papel relevante para las células NK en cáncer de pulmón. De nuestro trabajo se 

puede deducir que en contraste con lo que ocurre en el tejido pulmonar no neoplásico, las 

células NK no infiltran bien el tejido tumoral, y son probablemente también excluidas de la 

zona intratumoral. Observamos un descenso gradual de estas células desde la zona tumoral a la 

zona distal analizada (Figura 3 Perea et al. Vaccines 2017). Es probable que la exclusión de 

estas células se deba a factores quimiotácticos o a las alteraciones fenotípicas que afectan a la 

maduración de estas células.  Se encontró un descenso importante en la proporción de células 

con fenotipo citotóxico (CD56+ CD16+) y un enriquecimiento de células NK de fenotipo no 

citotóxico (CD56bright CD16-) indicando una alteración importante en ese tipo celular (292). 

Nosotros hemos querido profundizar más en las características fenotípicas de las células NK y 

para ello se estudiaron marcadores de activación como NKp46, CD161 y NKG2D.  Hemos 

encontrado una disminución significativa de la expresión de marcadores de activación NKp46 

y CD161 en sangre periférica de pacientes de NSCLC respecto al grupo control (Figura 26). 

Estas alteraciones fenotípicas se observan también en las células NK dentro del tumor. Sin 

embargo, el número de casos estudiado para estos marcadores dentro del tumor ha sido  

insuficiente para realizar un anáslisis estadístico apropiado. Finalmente, también investigamos 

si la proporción de células NK difería en relación a la expresión HLA. Nuestros resultados no 

mostraron ninguna asociación con la expresión de HLA. 
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Figura 26. (A) Frecuencia media de células NK NKp46+. (B) Frecuencia media de céluas NK CD161+ en 
sangre periférica de pacientes con NSCLC (barras rojas) y controles (barras verdes) analizados por 
citometría de flujo.*p<0.05 analizado por software SPSS. 

 

                             

El papel de los TILs es por tanto controvertido, probablemente debido a la composición 

variable y distribución heterogénea, incluso dentro del mismo nódulo tumoral. De hecho, la 

mayoría de los estudios que se han publicado resultan conflictivos en el intento de relacionar  

los patrones de expresión funcional de TILs y resultado clínico en cáncer de pulmón (294). 

Nosotros creemos que esta controversia deriva por el uso exclusivo de la inmunohistoquímica 

para caracterizar las células T y que claramente, como hemos demostrado en nuestro estudio, 

es insuficiente para revelar la complejidad del microambiente tumoral (292, 295). Estos datos 

vienen a ratificar nuevamente que la evaluación del inmunoscore como se está haciendo 

actualmente es claramente insuficiente y no puede predecir por sí misma la respuesta de los 

pacientes a la inmunoterapia. Un análisis más comprensivo del contexto inmunitario se puede 

realizar si se integran análisis celulares individuales de la infiltración celular del tumor, con el 

perfil inmunogénico del mismo (expresión de HLA y PD-L1). 

 

Finalmente, dentro del microambiente tumoral también hemos estudiado células de la 

inmunidad innata.  Encontramos cambios cuantitativos importantes en la ratio de macrófagos 

M1/M2  que fueron asociados a la expresión de HLA y a las fases que hemos definido 

anteriormente. Así en la  fase II, hubo un predominio de macrófagos M2 de tipo reparador 

sobre macrófagos M1 inflamatorios. Estos macrófagos M2  han sido  involucrados en procesos  

de reparación tisular y progresión tumoral al inhibir la inmunidad adaptativa mediada por 

células Th1 y linfocitos T citotóxicos. Esta inhibición se lleva a cabo mediante la producción 

de factores de crecimiento, citoquinas y factores angiogénicos y quimiotácticos (296). 

Nosotros pensamos que este cambio en la polaridad M1/M2 que hemos observado en los 
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tumores HLA-I negativos puede estar relacionada con la reacción estromal densa rica en 

fibroblastos asociados a cáncer FAP+ (Figura 4 Perea et al. IJC 2017).  Además, la producción 

de citoquinas (M2) como IL-10 y TGF-β podrían ser responsables de la disminución de 

expresión de HLA-I (297). Nosotros favorecemos la noción de que esta reacción estromal 

contribuye a la creación de un compartimento inmunoprivilegiado alrededor de los nidos 

tumorales HLA-I negativos, que excluye y limita la capacidad infiltrativa de las células T. De 

hecho, la eliminación de las células FAP+ se ha asociado a un cambio en la polarización de los 

linfocitos T de Th2 hacia un fenotipo Th1, marcado por un aumento de la expresión de IL-2 e 

IL-7, una disminución de IL-4 e IL-6 (298) y una mayor infiltración de células CD8+  citolíticas 

(299).  

En conclusión, este estudio muestra cambios en el microambiente tumoral que afectan a 

la inmunogenicidad de la célula tumoral y al infiltrado leucocitario que favorecerían el escape 

inmunológico y la progresión del cáncer.  Hemos observado que las alteraciones HLA resultan 

determinantes en la configuración del microambiente tumoral: tipo y patrón de infiltración 

observado. Hemos demostrado, que el mecanismo de LOH-HLA es altamente frecuente en 

cáncer de pulmón. De nuestros estudios se infiere además, que este mecanismo debe de 

constituir una etapa relevante en la expansión y evolución clonal del tumor. Dada la especial 

relevancia que estas pérdidas pueden tener en el contexto de la inmunoevasión, resulta 

imprescindible evaluar la existencia de LOH-HLA en pacientes candidatos a inmunoterapia 

específica, al ser la expresión HLA el factor crítico determinante para la eficacia terapéutica. 

Finalmente, la combinación del estudio de HLA y PD-L1 permite identificar fenotipos 

particularmente agresivos. Nuestros resultados podrían tener implicaciones para la selección 

óptima de pacientes candidatos a recibir inmunoterapia específica. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

1. El cáncer de pulmón se desarrolla en un contexto desfavorable para el control 

inmunitario. Por una parte, los tumores adquieren frecuentemente características 

fenotípicas que impiden un reconocimiento eficaz por los mecanismos efectores 

antitumorales. Por otra, el desarrollo tumoral se produce en un microambiente 

inmunosupresor que afecta la actividad de los linfocitos T citotóxicos y células NK.  

 

2. La pérdida de expresión total o parcial de antígenos HLA es un evento frecuente en 

cáncer de pulmón no microcítico. La ausencia de estas moléculas es el resultado de la 

combinación de dos diferentes mecanismos: pérdida total o parcial de todos los genes 

del complejo principal de histocompatibilidad y un descenso en la expresión de diversos 

componentes de la maquinaria de presentación antigénica.  

 

3. El gen de la β2microglobulina no es una diana mutacional en cáncer de pulmón no 

microcítico que lo diferencia sustancialmente con lo observado en otros tumores, como 

el de colon y melanoma, y puede estar relacionada con la distinta carcinogénesis. 

 

4. La alta frecuencia de LOH en los tumores HLA negativos en el cáncer de pulmón, 

sugiere que este mecanismo genético se encuentra sujeto a una fuerte presión 

inmunoselectiva que favorecería el escape tumoral. De hecho, la mayoría de las veces se 

observan patrones inmunohistológicos homogéneos que demuestran que este evento 

genético representa una etapa crítica en la expansión y la evolución clonal del tumor.  

 

5. La expresión de HLA se asocia también al patrón de reacción estromal en el cáncer de 

pulmón. La ausencia de estas moléculas se relaciona a un patrón que hemos denominado 

“no permisivo” caracterizado por menor infiltración de linfocitos T CD8+ y por el 

confinamiento de estas células en el estroma que rodea los nidos tumorales. Por el 

contrario, el patrón de infiltración (TILs) se encuentra significativamente asociado a 

tumores HLA-I positivos.  

 

6. La densa reacción estromal con linfocitos,  macrófagos y fibroblastos que es 

característica de muchos tumores HLA negativos, se encuentra asociada  a un cambio en 

la polarización de macrófagos al fenotipo M2 y probablemente a citoquinas Th2. 
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7. La ausencia de HLA y expresión de PD-L1 (fenotipo HLA- PDL1+),  es observada en un 

subgrupo importante de tumores. Estas dos características fenotípicas representan dos 

vías independientes de inmunoevasión. Estos tumores presentan características de mayor 

agresividad: mayor tamaño tumoral, afectación linfática, estadíos tumorales más 

avanzados, menor infiltración de linfocitos T citotóxicos y un patrón de infiltración 

estromal “no permisivo”.  

 

8. Los pacientes con cáncer de pulmón mostraron en sangre periférica una mayor 

frecuencia de células con actividad inmunosupresora (células Tregs)  y  de células NK 

con alteraciones fenotípicas (menor expresión de marcadores de activación como 

NKp46 y CD161). Estos cambios que se detectan tanto en la sangre de los pacientes 

como en las inmediaciones del tumor no están relacionadas con la expresión de HLA-I 

del tumor, y podrían ser relevantes en la evolución de los tumores en los que la 

maquinaria de presentación antigénica permanezca intacta. 

 

9. La frecuente pérdida de HLA a través de LOH-HLA, su carácter irreversible, y su 

asociación con un patrón de respuesta inmunitaria de localización estromal, hace de 

estos tumores potencialmente resistentes a inmnunoterapias antígeno-específica. 

Nuestros resultados apoyarían por tanto que el análisis conjunto de  HLA y PD-L1 en 

los tejidos es un elemento imprescindible que contribuiría a una mejor selección de 

pacientes respondedores a la inmunoterapia  con inhibidores de los puntos de control 

“immunocheckpoints”. 
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2. Figuras adicionales 
 
 

2.1 Pérdida completa de haplotipo HLA de clase I y II en la línea derivada de 
NSCLC SKMES 
 

 

 

Figura A1. Delección de genes MHC en la línea celular de cancer de pulmón SKMES. Se 

representan los genes HLA-A, entre otros, y cada uno de los polimorfismos estudiados. El 

cuadro de abajo representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría retención 

de heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de 

heterozigosidad (LOH). Se observa claramente una LOH en el gen HLA-A. 
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Figura A2. Delección de genes MHC en la línea celular de cancer de pulmón SKMES. Se 
representan los genes HLA-B, entre otros, y cada uno de los polimorfismos estudiados. El 
cuadro de abajo representa la frecuenica de alelos. La distribución central indicaría retención de 
heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de 
heterozigosidad (LOH). Se observa claramente una LOH en el gen HLA-B. 
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Figura A3. Delección de genes MHC en la línea celular de cancer de pulmón SKMES. Se 

representan los genes HLA-C, entre otros, y cada uno de los polimorfismos estudiados. El 

cuadro de abajo representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría retención 

de heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de 

heterozigosidad (LOH). Se observa claramente una LOH en el gen HLA-C. 
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Figura A4. Delección de genes MHC en la línea celular de cancer de pulmón SKMES. Se 

representan los genes HLA-DQB1, entre otros, y cada uno de los polimorfismos estudiados. 

El cuadro de abajo representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría 

retención de heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida 

de heterozigosidad (LOH). Se observa claramente una LOH en los genes HLA-DQ. 
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Figura A5. Delección de genes MHC en la línea celular de cancer de pulmón SKMES. Se 

representan el gen HLA-DRB1 y cada uno de los polimorfismos estudiados. El cuadro inferior 

representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría retención de 

heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de 

heterozigosidad (LOH). Se observa claramente una LOH en el gen HLA-DRB1. 
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2.2 Pérdida seleclectiva de HLA-B, -C en línea derivada de NSCLC A417 

 

 

Figura A6. Delección de genes MHC en la línea celular de cancer de pulmón A427. Se 

representan el gen HLA-A, entre otros,  y cada uno de los polimorfismos estudiados. El cuadro 

inferior representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría retención de 

heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de 

heterozigosidad (LOH). Se observa claramente como el gen HLA-A permanece heterocigoto y 

no se observa ninguna anomalía. 

 

 

 



Anexos 

213 

Figura A7. Delección de genes MHC en la línea celular de cáncer de pulmón A427. Se 

representanl los genes HLA-B y cada uno de los polimorfismos estudiados. El cuadro inferior 

representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría retención de 

heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de 

heterozigosidad (LOH). Se observa claramente una LOH en el gen HLA-B. 
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Figura A8. Delección de genes MHC en la línea celular de cáncer de pulmón A427. Se 

representanl los genes HLA-C y cada uno de los polimorfismos estudiados. El cuadro inferior 

representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría retención de heterozigosidad 

y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de heterozigosidad (LOH). Se 

observa claramente una LOH en el gen HLA-C. 
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Figura A9. Delección de genes genes MHC en la línea celular de cáncer de pulmón A427. 

Se representanl los genes HLA-DQ y cada uno de los polimorfismos estudiados. El cuadro 

inferior representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría retención de 

heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de 

heterozigosidad (LOH). Se observa que no hay ninguna alteración y presenta heterozigosidad en 

los genes HLA-DQ. 
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Figura A10. Delección de genes genes MHC en la línea celular de cáncer de pulmón 

A427. Se representanl el gen HLA-DRB1 y cada uno de los polimorfismos estudiados. El 

cuadro inferior representa la frecuencia de alelos. La distribución central indicaría retención de 

heterozigosidad y la distribución hacia un lado o hacia al otro indicaría pérdida de 

heterozigosidad (LOH). Se observa que el gen HLA-DRB1 presenta heterozigosidad y no hay 

ninguna alteración. 

 




