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Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el
carcinoma renal de células claras

Resumen

El carcinoma renal de células claras (CRCC) es el més frecuente dentro de los
carcinomas renales, constituyendo entre el 70-80% de los casos. Esta neoplasia posee
un gran potencial de crecimiento e invasividad, inclusive antes de manifestarse
clinicamente. Ademas, no responde a los tratamientos oncoldgicos habituales, como
la quimio y la radioterapia, por lo que se han estado utilizando diversas terapias
alternativas, en especial para los casos de CRCC avanzado y/o metastédsico. Entre
ellas, podemos mencionar a la terapia antiangiogénica y a la inmunoterapia, ambas
basadas en la administraciéon de anticuerpos monoclonales neutralizantes, del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o de puntos de control inmunol6gicos
(PCI), respectivamente. Estas terapias han sido probadas extensamente en ensayos
clinicos y han mostrado cierto éxito en el tratamiento del cancer. Sin embargo, en
algunos casos la eficacia clinica ha sido limitada. Por lo que es de gran importancia
ahondar en la biologia tumoral del CRCC para desarrollar nuevos tratamientos que
mejoren la supervivencia del paciente y los resultados clinicos.

El HLA-G es un PCI que, al interactuar con sus receptores inhibitorios, ILT2 e
IL'T4, presentes en la superficie de las células inmunes, genera un microambiente de
inmunosupresion local. Esta proteina tiene una expresion restringida a unos pocos
tejidos adultos sanos, pero aparece en ciertas patologias, como es el caso del CRCC

que la utiliza como un mecanismo de evasiéon. Es por ello que se propone el bloqueo
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de la expresion del HLA-G como nuevo blanco terapéutico, el cual seria tumor-
especifico y generaria pocos efectos adversos.

En el presente trabajo nos propusimos evaluar a nivel proteico la expresion de
factores angiogénicos y del PCI HLA-G/ILTs en muestras de CRCC obtenidas de
biopsias de pacientes. Los resultados mostraron una extensa y heterogénea
distribucion en la marcacion, en todas las muestras tumorales analizadas, por lo que
creemos que estos biomarcadores juegan un rol fundamental en la patogenia del
CRCC. Por otro lado, hemos desarrollado cultivos celulares primarios de células
tumorales (CT) crecidas a partir de las muestras de CRCC recibidas. Estos cultivos
permitieron aislar a las CT del resto de células que conforman el estroma tumoral.
Al medir los marcadores de interés en las CT obtenidas, tanto a nivel proteico como
transcriptémico, confirmamos la extensa expresion del VEGF-A y del HLA-G, pero
ademas, por primera vez encontramos que los principales receptores del HLA-G,
ILT2 e ILT4, se expresan también en las CT.

Ademas, hemos obtenido y caracterizado a células madre mesenquimales de
muestras de cordones umbilicales humanos (CMM-CU), con el fin de estudiar el
efecto que éstas podrian ejercer sobre las CT. Las CMM-CU han sido propuestas en
los tltimos anos como vehiculo de drogas anti-tumorales por sus propiedades
intrinsecas, entre las que podemos mencionar su tropismo hacia el lecho tumoral.
Segin nuestros estudios, estas células generan una inhibiciéon importante en las
células del sistema inmune, en parte debido a que también expresan HLA-G, y
ademas liberan factores de crecimiento a su entorno. Estas caracteristicas las
convierte en células poco recomendables para su utilizacion en terapias oncologicas.

Por ultimo, hemos logrado bloquear la expresion del HLA-G mediante edicion

génica con el sistema de CRISPR/Cas9 en dos lineas celulares tumorales en ensayos



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

in vitro. El silenciamiento de esta proteina gener6 una reactivacion de la actividad
de las células inmunitarias NK.

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo sientan las bases para una
potencial terapia contra el CRCC. El conocimiento generado podria ayudar a
mejorar la efectividad de la terapia antiangiogénica y de la inmunoterapia,
aumentando asi la tasa de supervivencia de los pacientes. Proponemos ademas, que
la combinacion de ambas estratégias terapéuticas generaria una sinergia en el

tratamiento de esta neoplasia.

Palabras clave: Carcinoma renal de células claras, HLA-G, angiogénesis, VEGF,

CRISPR/Cas9.
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HLA-G expression and antitumor immunity in clear cell
renal carcinoma

Abstract

Clear cell renal carcinoma (CCRC) is the most frequent renal carcinoma and
constitutes between 70-80% of total cases. This neoplasia is characterized by a high
potential of growth and invasivity, even before clinical manifestations. Furthermore,
it is unresponsive to habitual oncology treatments, such as chemo and radiotherapy.
The antiangiogenic- and immune-therapy have been proposed as alternative
strategies, especially for advanced or metastatic CCRC. These are based on the
administration of neutralizing monoclonal antibodies to block the vascular
endothelial growth factor (VEGF) or immune-checkpoints (IC), respectively. Both
therapies have been already extensively tested in clinical trials and have shown some
success in cancer treatment. However, the clinical effectiveness has been limited in
some cases. Thus, it would be important to know more about the biology of the
CCRC in order to develop new treatments to improve clinical outcomes and patient
survival.

HLA-G is an IC that, through its interaction with the inhibitory receptors, ILT2
and ILT4, both mainly expressed by immune cells, generates a local
immunosuppressive microenvironment. HLA-G has a restricted expression in normal
adult tissues. However, its expression can be ectopically induced in some pathologies,
such as in CCRC, which uses it as an evasion mechanism. Thus, the HLA-G
expression blockade is a promising therapeutic target for new immunotherapies with

relatively low chances of significant side effects.
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In the present work, we proposed to evaluate the protein expression of angiogenic
factors and the IC HLA-G/ILTs in samples derived from patient biopsies with a
CCRC confirmed diagnosis. Extensive and heterogeneous staining was found in all
tumor samples, thus we believe that these biomarkers play a fundamental role in the
CCRC pathology. Also, we obtained primary cultures of tumor cells (TC) derived
from the CCRC tumor samples, to isolate the TC from the rest of the tumoral
stromal cells. In these samples were measured the same biomarkers, at protein and
transcriptomic level. The results confirmed the extensive expression of HLA-G and
VEGF-A in cultured TC. Moreover, the main receptors of HLA-G, ILT2 and ILT4,
was found expressed for the first time in the cultured TC.

In addition, we have obtained and characterized mesenchymal stem cells from
samples of human umbilical cords (MSC-UC), in order to study their effect on TC.
In recent years, the use of MSC-UC has been considered a promising approach for
the development of cell-based antitumoral drug delivery vehicles because of their
intrinsic properties, including homing ability and tumor tropism. According to our
results, these cells generate a significant inhibition of the immune system, in part
because they express HLA-G, and they also release growth factors into their
environment. Due to the characteristics mentioned, it would not be convenient to
use the MSC-UC in cancer therapies.

Finally, we succeed to block HLA-G expression by gene editing with the
CRISPR/Cas9 system in two tumor cell lines. The silencing of this protein generated
a reactivation of the NK immune cells activity.

The obtained results throughout this work lay the foundations for potential
therapies against CCRC. The knowledge generated could help improve the

effectiveness of antiangiogenic-and immuno-therapy, and therefore increase the
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survival rate of patients. These findings provide the rationale for co-targeting
angiogenesis and the immune checkpoint HLA-G that would produce a synergy in

the treatment of this neoplasia.

Keywords: clear cell renal carcinoma, HLA-G, angiogenesis, VEGF,
CRISPR/Cas9.
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1 Introduccién

El cancer se origina cuando cualquier célula del organismo comienza a crecer en
forma descontrolada evadiendo la vigilancia del sistema inmune y pudiendo adquirir
la capacidad de propagarse a distintos tejidos y o6rganos. Particularmente
abordaremos el carcinoma renal (CR), también conocido como adenocarcinoma de
células renales. E1 CR supone el 80-85% de las neoplasias malignas del rinén en
adultos.

Tiene su origen en el epitelio de los tibulos renales, tanto de la corteza o de la
médula. Esto determina el subtipo histologico, lo que implica diferentes prondsticos
e incluso distintas respuestas al tratamiento médico.

El CR constituye el 3% de todas las neoplasias malignas del adulto y se ha
constatado un aumento progresivo en su incidencia en los tltimos anos,
probablemente como resultado del mayor ntimero de pruebas diagnésticas realizadas
en el contexto del estudio de otras enfermedades o dolencias, como son la tomografia
axial computada y la ecografia abdominal, hallindose de manera incidental la
presencia de masas ocupantes renales anormales (Figura 1.1A).

Segun la Agencia Internacional de Investigacion contra el Cancer (siglas en inglés
TARC) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en la Argentina el CR ocupa
el 5 lugar de incidencia, representando el 3,9% de los nuevos casos de cancer, y
constituye la 8 causa de mortalidad, considerando hombres y mujeres. En el afio
2020, la incidencia en hombres fue de 15,3 casos cada 100.000 habitantes, y en
mujeres fue de 7,4 cada 100.000 habitantes (tasa estandarizada por edad segin
poblaciéon mundial estandar, TEM). La Direccién de Estadisticas e Informacién en

Salud del Ministerio de Salud de la Naciéon (DEIS) informé que en el afio 2018, el
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cancer de rinén y pelvis renal provocé el 3,3% de las muertes por cancer en ambos
sexos. Como podemos observar de los datos estadisticos mencionados, la incidencia
del CR es mayor en hombres que en mujeres (con una relacién aproximada de 2:1)
(Figura 1.1B). El diagnostico ocurre frecuentemente entre los 55 y 74 anos (Figura
1.1C), con un promedio de edad diagnédstico de 64 anos, segun el registro SEER (del
inglés: Surveillance, Epidemiology and End Results Program) del Instituto Nacional

del Cancer (siglas en inglés NCI).
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Figura 1.1: Graficos del SEER del NCI (https://seer.cancer.gov/). A. Tendencias a
largo plazo en las tasas de incidencia ajustadas por edad SEER, 1975-2017. B. Tasas de
incidencia segun el sexo, periodo 2013-2017 (todas las razas, todas las edades, todas las
etapas). C. Tasas de incidencia por edad en el momento del diagnéstico, periodo 2013-

2017. En celeste se muestran los datos del sexo femenino, y en verde del masculino.

1.1 Clasificacion del CR
La clasificacién de las neoplasias renales ha evolucionado en las tltimas décadas.
La mas reciente surgié a partir del Consenso de Vancouver de la Sociedad
Internacional de Patologia Urolégica (ISUP), donde se realizé una revision de la
clasificacion anterior de la OMS de 2004 [1] teniendo en consideracién los nuevos
conocimientos respecto a la patologia, epidemiologia y genética, proporcionando las

bases para la nueva clasificacion de tumores renales 2016 de la OMS [2]. Tabla 1.1.
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Tabla 1.1: Clasificacién histologica de tumores renales (OMS), Traducida al espanol.

Titulo original: “WHO classification of tumours of the kidney” [2]

Tumores de células renales Tumores mesenquimales en el adulto

Carcinoma renal de células claras

Multilocular quistico de bajo potencial
maligno

Carcinoma papilar

Carcinoma renal asociado a
leiomiomatosis hereditaria

Carcinoma de células cromdéfobas

Carcinoma de tubulos colectores

Carcinoma medular

Carcinoma por deficiencia de succinato
deshidrogenasa

Carcinoma tubular mucinoso

Carcinoma tubuloquistico

Enfermedad quistica adquirida asociada
a carcinoma renal

Carcinoma papilar de células claras

Carcinoma de células renales sin
clasificar

Adenoma papilar

Oncocitoma

Tumores metanéfricos

Leiomiosarcoma

Angiosarcoma

Rabdomiosarcoma

Osteosarcoma

Sarcoma sinovial

Sarcoma de Ewing
Angiomiolipoma

Angiomiolipoma epitelioide
Leiomioma

Hemangioma

Linfangioma

Hemangioblastoma

Tumor de células yuxtaglomerulares
Tumor del intersticio renomedular
Schwannoma

Tumores mixtos epitelio-estromales

familiares

Adenoma metanéfrico
Fibroadenoma metanéfrico

Tumor estromal metanéfrico

Nefroma quistico
Tumor mixto epitelial y estromal

Nefroblasticos y quisticos en nifos Tumores neuroenddcrinos

Restos nefrogénicos

Nefroblastoma

Nefroblastoma quistico parcialmente
diferenciado

Nefroma quistico pediatrico

Tumor neuroendécrino bien diferenciado
Carcinoma neuroenddécrino de células

grandes

Carcinoma neuroenddécrino de células

pequenas

Feocromocitoma

Tumores mesenquimales en ninos Otros tumores

Sarcoma de células claras

Tumor rabdoide

Nefroma mesoblastico congénito
Tumor renal osificante de la infancia

Neoplasias renales hematopoyéticas
Tumor de células germinales

Tumores metastasicos
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Si bien en la Tabla 1.1 se mencionan todos los tipos de tumores de células renales,
debemos destacar al carcinoma renal de células claras (CRCC) por ser el mas
frecuente de ellos. El mismo constituye aproximadamente el 70-80% de los casos de
CR, siendo menos comunes los tipos histolégicos papilar, cromo6fobo, tumores del
ducto de Bellini y sarcomatoides [3].

El CRCC es una neoplasia con un gran potencial de crecimiento e invasividad,
inclusive antes de manifestarse clinicamente. Ademas, no responde a los
tratamientos oncolégicos habituales, como la quimio y la radioterapia, por lo que es

de gran importancia conocer su biologia tumoral.

Histopatologia del CRCC

A nivel macroscépico, se presenta como lesiones solitarias y unilaterales que
ocupan la corteza renal, pero al crecer terminan reemplazando al menos
parcialmente la médula y se extienden al tejido perirrenal. Pueden aparecer lesiones
bilaterales sincronicas o asincrénicas en el 2% de los casos, generalmente asociadas
a la enfermedad de Von Hippel-Lindau (VHL) [4]. Cuando se observa un corte en
fresco del tumor, éste presenta una coloraciéon amarillenta o parduzca y un aspecto
blando multilobulado. En los tumores de gran tamano con frecuencia se encuentran
cambios quisticos que pueden sufrir calcificaciones, necrosis y hemorragias intra-
tumorales. Pueden hallarse también areas fibrosas y de aspecto hialino. Estos
tumores estan bien delimitados del tejido renal adyacente por una capsula fibrosa
que puede ser o no continua. Las areas blanquecinas suelen estar relacionadas con
la transformaciéon sarcomatoide que a veces ocurre en este tumor, lo cual le confiere

un aspecto mas sélido. Ocasionalmente, el CRCC esta constituido por quistes hasta
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el punto de ser confundido con lesiones no tumorales. Estos casos se corresponden
con la variante multilocular, un subtipo de carcinoma de células claras raro y de

bajo grado [5].

Figura 1.2: Aspecto macroscépico del CRCC. Hospital “Evita Pueblo” de Berazategui.

A nivel microscépico, el CRCC muestra una histologia altamente caracteristica.
Las células poseen un citoplasma opticamente claro o vacio, que casi no se tifie con
la técnica histolégica de rutina de hematoxilina-eosina (H-E), y una membrana
citoplasmatica muy bien definida. Este aspecto claro se debe a la presencia de
glucégeno y lipidos en el interior celular. En ocasiones las células muestran
citoplasmas débilmente eosindfilos en torno al ntcleo, circunstancia observada en
casos de alto grado nuclear.

Las células tumorales se disponen formando nidos, estructuras alveolares,
cordones y papilas, o tapizando quistes de tamano variable. El estroma contiene
una red capilar muy prominente y tipica, siendo un tumor altamente vascularizado
[6]. Las zonas centrales del tumor pueden mostrar areas cicatriciales, esclerosis o

edema. En los tumores grandes es frecuente encontrar hemorragia y necrosis, y
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suelen verse actimulos de hematies en las luces de las estructuras alveolares. El
nicleo puede mostrar caracteristicas variables en cuanto al tamano y forma, y
dependiendo del tumor puede presentar nucléolos. Estos parametros sirven para

determinar el grado nuclear de Furhman, como se explicarda mas adelante.

Figura 1.3: Aspecto microscopico convencional del CRCC, (H-E, a la izquierda 200X, a
la derecha 400X). Recuperada de https://www.webpathology.com.

Mediante inmunohistoquimica, se realizan ciertas marcaciones para corroborar la
identidad del tumor. Especificamente, los CRCC coexpresan citoqueratinas de bajo
peso molecular (CKs 8, 18, 19) y vimentina. Esta doble tincion caracteristica suele
ser un dato importante a la hora de evaluar el origen tumoral en una metastasis a
distancia de un tumor primario desconocido. Los CRCC también expresan antigeno
de membrana epitelial (EMA), antigeno del CRCC, CD10, MUC1 y MUC3, y suelen

ser negativos para inhibina, A103 y CK7 [7].

Citogenética del CRCC

Mas del 90% de los CRCC muestran la tipica alteracion citogenética en el brazo

corto del cromosoma 3, pudiendo encontrarse desde la pérdida completa del brazo
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hasta translocaciones o deleciones. De hecho, entre el 30% vy el 56% de los CRCC
esporadicos tienen mutaciones en el gen vhl y hasta el 19% tienen silenciamiento
del mismo.

El gen vhl fue mapeado en el brazo corto del cromosoma 3 [8], y se demostr6 que
codifica para una proteina (pVHL) que forma un complejo con actividad de
ubiquitin- ligasa E3. Tras su formacion, este complejo reconoce especificamente las

subunidades a de dos factores de transcripcion, los factores inducibles por hipoxia

(HIF) 1A y 2A, y los dirige para su degradacion a lo largo de la ruta ubiquitina-
proteasoma [9]. En condiciones de normoxia, la hidroxilacién dependiente de oxigeno
de HIF en residuos de prolina especificos desencadena la union de pVHL, la
ubiquitinacion y la posterior degradacion proteosomal de HIF 1A y 2A.

Por el contrario, en condiciones de hipoxia, se inhibe la hidroxilacién de los HIF,
estos no pueden unir la pVHL y las dos proteinas forman un complejo estable con

la subunidad HIF-1B expresada constitutivamente; este complejo se traslada

posteriormente al nicleo celular, se une al ADN en los elementos de respuesta a la
hipoxia (HRE), y de este modo se activa la expresién de una gran variedad de genes.
Las mutaciones o el silenciamiento del gen vhl hacen que la proteina no pueda
unirse a los HIF, simulando una situacion de hipoxia y desencadenando la activacion
transcripcional de una amplia serie de factores reguladores de la angiogénesis, del
crecimiento y del ciclo celular, los cuales llevan al desarrollo de los tumores. Uno de
los genes activados por HIF mejor caracterizados es el factor de crecimiento del
endotelio vascular A (VEGF-A), que codifica la proteina de unién a heparina.
VEGF-A induce de forma robusta la proliferaciéon y migracion de las células

endoteliales vasculares y es esencial para la angiogénesis fisiologica y patologica [10].

DO
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Figura 1.4: Mecanismo de accién de la proteina pVHL. La ausencia de esta proteina
simula un estado de hipoxia y se activan las cascadas transcripcionales asociadas al HIF.

1.4 Signos y sintomas

Imagen traducida de [11].

Muchos tumores renales permanecen asintomaticos hasta bien avanzado el curso

natural de la enfermedad. En la actualidad, mas del 50% de los CRCC se detectan

de manera incidental al utilizar técnicas de diagnoéstico por imagen para evaluar

enfermedades intercurrentes. Muy pocos pacientes, entre un 6-10%, suelen presentar

uno o varios sintomas de la triada clasica: dolor en el flanco, hematuria

macroscopica y masa abdominal palpable. El 78% de los tumores <3cm son

descubiertos incidentalmente, mientras que los >5cm son diagnosticados debido a

algtn tipo de sintoma [12].

Alrededor del 30% de los pacientes con CRCC sintomatico, poseen sindromes

paraneoplasicos que también son estigmas clinicos que deben hacer sospechar la
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presencia de un cancer de células renales. Los sintomas mas comunes son
hipertension, falta de apetito, pérdida de peso, pirexia, sudoracién nocturna,
neuromiopatia, amiloidosis, elevacion de la velocidad de sedimentacion globular,
anemia, disfunciéon hepatica, hipercalcemia y/o varicocele izquierdo de apariciéon
subita [13]. Una minorfa de los pacientes debuta con sintomas directamente
causados por la enfermedad diseminada, como dolor 6seo, tos persistente o deterioro

del estado general, entre otros.

Diagnostico

Si el paciente presenta alguno de los sintomas concordantes con una afeccién renal,
se debe realizar un examen fisico, acompafniado de analisis clinicos de sangre y orina,
y alguno de los estudios por imagenes que se mencionan a continuacion. Los casos
sintomaticos suelen estar asociados a estadios avanzados de la enfermedad y son de
mal pronéstico.

Como mencionamos anteriormente, en la mayoria de los casos de tumores renales,
los pacientes son asintomaticos y se los diagnostica de manera incidental por una
ecografia abdominal, una tomografia axial computarizada (TAC) o una resonancia
nuclear magnética (RNM) realizadas por otros motivos.

El estudio por imagenes de eleccién para el diagnéstico es la TAC de alta
resolucion con medio de contraste oral y endovenoso, ya que permite evaluar el
estadio tumoral, el tratamiento adecuado y la supervivencia esperada para el
paciente. Mediante este estudio se evalia el tumor primario, su extension
extrarrenal y proporciona informacion sobre la afectacién venosa, presencia de

adenomegalias locorregionales, estado de las glandulas adrenales, del higado y el

(N}
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funcionamiento y morfologia del rinén contralateral. La imagen por RNM es
recomendada en casos de diseminacién localizada ya que ofrece gran informaciéon
morfolégica y funcional para caracterizar y estadificar el tumor. Ademas, puede
resultar util en los casos donde el paciente tiene alergia al contraste yodado

intravenoso o en casos de insuficiencia renal donde estd contraindicada la TAC.

Figura 1.5: TAC de abdomen que muestra un tumor renal izquierdo. Paciente del
Hospital “Evita Pueblo” de Berazategui.

Si bien, en la mayoria de los casos se llega a un diagnostico a través del estudio
por imagenes, en algunos pacientes con masas renales dudosas y de aspecto mal
definido puede resultar necesaria la obtencién de una biopsia para confirmar el
diagnostico.

En pacientes con estadios avanzados, se deben realizar estudios adicionales como
la TAC de térax y cerebro para evaluar posibles metastasis a distancia, o una
centellografia 6sea debido a la posibilidad de metéstasis esqueléticas. Un estudio
mas complejo y de mayor sensibilidad diagnéstica es la tomografia por emision de

positrones (PET) que permite visibilizar los sitios mas comunes de enfermedad
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metastasica. En orden de frecuencia, estos sitios incluyen los pulmones, los huesos,
los ganglios linfaticos, el higado, las gldndulas adrenales y el cerebro [14]. Mediante
la identificaciéon de cambios a nivel celular, la PET puede detectar manifestaciones

tempranas de enfermedades antes que otros exdmenes por imédgenes [15].

Estadificacion, invasividad y metastasis

El sistema de estadificacion que se emplea con mas frecuencia para el cancer de
rinén es el sistema tumor- nédulo- metastasis (TNM) que tiene en cuenta el tamano
y la extensién del tumor, la propagacion a los ganglios linfaticos adyacentes (N:
nodulo), y por tultimo la propagacién a sitios distantes (M: metéstasis). Dicha
clasificacion ha sufrido multiples actualizaciones, siendo una de las ultimas las del
American Joint Committee on Cancer (AJCC) en su séptima y octava edicion [16],
[17]. Ademéds, la Sociedad Internacional de Patologia Urolégica (ISUP) ha anadido
recomendaciones adicionales y ha propuesto agregar nuevas neoplasias epiteliales a
la Clasificacién de Tumores Renales de la OMS (gradacién OMS/ISUP) [1].

Los principales cambios, con respecto a la version del anio 2002, son la subdivision
del estadio T2 en T2a (tumores entre 7 cm y 10 cm de tamano) y T2b (tumores
>10 cm), ambos confinados al rinén. La afectacién de la vena renal se reclasifica
como T3a. En la 8 edicién se anade la afectacion pelvicaliceal y elimina el requisito
de identificacion macroscépica de la descripcion de la afectacion de la vena renal y
reemplaza la frase “el musculo que contiene” con el término general “ramas
segmentarias de la vena renal” [18]. Una vez que se han determinado las categorias
T, N y M de un paciente, esta informacién se combina en un proceso llamado

agrupacion por etapas para asignar una etapa general.

(N}

~



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

Tabla 1.2: Sistema de estadificacién TNM para determinar el estadio del carcinoma
renal. AJCC Cancer Staging Manual, 8th edition [16].

TX No se puede evaluar el tumor primario
TO Ausencia de datos de tumor primario
T1 Tumor £ 7 cm en su dimensién maxima, limitado al rinén
Tla Tumor < 4 cm en su dimensiéon maxima, limitado al rinén
T1b Tumor > 4 cm pero < 7 cm en su dimensién maxima
T2 Tumor > 7 cm en su dimension maxima, limitado al rifién
T2a Tumor > 7 cm pero £ 10 c¢m en su dimensiéon maxima
T2b Tumor > 10 cm limitado al rinén
T3 El tumor se extiende a las venas principales o los tejidos perinéfricos, pero no a la
glandula suprarrenal ipsolateral ni sobrepasa la fascia de Gerota.

T3a El tumor se extiende a la vena renal o sus ramas segmentarias, o invade el sistema
pelvicaliceal, o invade la grasa del seno perirrenal y / o renal, pero no sobrepasa la fascia
de Gerota.

T3b El tumor se extiende enormemente hacia la vena cava debajo del diafragma.

T3c El tumor se extiende enormemente hacia la vena cava por encima del diafragma o
invade la pared de la vena cava.

T4 El tumor invade sobrepasando la fascia de Gerota (incluida la extensién contigua a
la glandula suprarrenal ipsolateral)

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Ausencia de metastasis ganglionares regionales

N1 Metastasis en un solo ganglio linfatico regional

N2 Metastasis en mas de un ganglio linfatico regional

MO Ausencia de metéstasis a distancia
M1 Metéastasis a distancia

Estadio I T1 NO MO
Estadio IT T2 NO MO
Estadio IIT T3 NO MO

T1, T2, T3 N1 MO
Estadio IV T4 Cualquier N MO

Cualquier T Cualquier N M1
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1.7 Grado nuclear de Fuhrman

Ademas de la estadificacion TNM, que tiene en cuenta aspectos mas anatomicos,
existe un sistema de gradacion histolégica, denominado grado nuclear de Fuhrman,
el cual esta ampliamente extendido entre los patélogos de todo el mundo para
graduar los CR. Los criterios basicos para la clasificacion en los 4 grados de
Fuhrman son el tamano nuclear, su morfologia y la evidencia del nucléolo a

diferentes aumentos (Tabla 1.3).

Tabla 1.3: Grado nuclear de Fuhrman

Tamano nuclear Forma nuclear Nucléolos
Grado 1 10 pm Redondos, uniformes Ausentes
Grado 2 15 pm Irregulares Pequenos
Visibles a 400X
Grado 3 20 pm Irregulares Prominentes
Visibles a 100X
Grado 4 20 0 + pm Pleomérficos o Prominentes
multilobulados, con o sin Visibles a 100X

células fusiformes

(sarcomatoides)

A pesar de tener variaciones intra- e inter-observador, el grado de Fuhrman ha
demostrado una buena correlacion con el prondstico del paciente [19], [20]. En los
ultimos anos, se han realizado modificaciones a esta clasificaciéon para hacerla mas
sencilla sin perder su valor pronéstico. Las nuevas clasificaciones son: la de “Ficarra”
que agrupa los grados I y II en una sola categoria manteniendo independientes los
grados I y IV, y la de “Zisman” que reagrupa en dos categorias, de bajo grado (I

+ II) y de alto grado (III 4+ IV). La categorizacién en dos o tres grupos del grado
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de Fuhrman mantiene la capacidad predictiva sobre la supervivencia libre de

progresién y cancer-especifica [21].

Figura 1.6: Imagen histolégica de los grados de Fuhrman. Recuperada de [19].

1.8 Tratamientos para el CRCC

1.8.1 Quirurgico

La nefrectomia en sus diferentes variantes, constituye hoy en dia la base
fundamental para el tratamiento del CRCC primario. El objetivo de esta
intervencion consiste en la escision tumoral completa con un adecuado margen de
seguridad oncologica y minima manipulacion del tejido escindido para evitar la
diseminacion tumoral.

Mediante el estudio previo del paciente y su correcta estadificacion TNM, se

decide el tipo de operacién a realizar, si es abierta o por laparoscépica, y si es posible
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realizar una nefrectomia conservadora (reseccién parcial de la zona renal afectada,
conservando la mayor cantidad de nefronas sanas) o una nefrectomia radical (se
extirpa todo el rinén, pelvis, uréter, inclusive hasta la cdpsula de Gerota).

La Asociaciéon Europea de Urologia recomienda la nefrectomia parcial o
conservadora para los tumores T1a-b localizados, dejando solo la nefrectomia radical
para casos donde su ubicacion dentro del parénquima renal no permita realizar una
nefrectomia conservadora. Segin los resultados oncolégicos y funcionales, la
nefrectomia parcial conservé mejor la funcion renal general que la radical, lo que
redujo el riesgo de desarrollo de trastornos metabélicos o cardiovasculares [22]. Para
los tumores T2, que atn estan limitados sélo al rinén, se recomienda la nefrectomia
radical abierta o laparoscépica. En el caso de los tumores T3, la cirugia radical es
el tratamiento de eleccién pero ademés se debe evaluar la afeccién de las venas
cercanas, y extirpar la porcién afectada. El tratamiento para el cancer de rinén en
etapa 4 depende de la extension del cancer y el estado general de la salud de la
persona. En los casos donde el tumor primario es extirpable, la nefrectomia radical
abierta o laparoscopica es el tratamiento de eleccion.

La linfadectomia se realizaba en pacientes con ganglios positivos detectados en la
TAC pre-operatoria o con metéstasis a distancia [13]. Sin embargo, un analisis
reciente de una gran cohorte internacional indicé que la diseccion de los ganglios
linfaticos no se asocia con mejores resultados oncologicos entre los pacientes de alto
riesgo que se someten a nefrectomia radical por carcinoma de células renales MO,
incluyendo también a pacientes con linfadenopatia radiografica pre-operatoria (N1)
[23].

Para los canceres que no se pueden extirpar quirtrgicamente (debido a la

extensién del tumor o la existencia de comorbilidades en el paciente), la opcién
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terapéutica es la terapia sistémica, decidiendo segin cada caso la mejor opcion para
abordar la enfermedad. En algunos pacientes, los tratamientos paliativos como la
embolizacién para el tumor primario o la radioterapia para las metastasis 6seas o

cerebrales podrian ser la mejor opcion.

Terapia antiangiogénica

El cancer renal no es sensible a las drogas citotéxicas habituales ni tampoco a la
radioterapia, es por ello que en los dltimos anos se han estado utilizando nuevas
estrategias terapéuticas para el tratamiento de pacientes con CRCC en estadios
avanzados y/o metastésicos, donde la cirugia no es suficiente.

Desde décadas pasadas, se sabe que los tumores crecen hasta el punto donde la
difusion simple no puede nutrirlo, y para poder expandirse requieren de la formacion
de nuevos capilares sanguineos [24]. EIl CRCC es un tumor muy vascularizado y por
lo tanto es un modelo adecuado para el estudio de la angiogénesis. De hecho,
mediante estudios angiograficos o de tomografias con contraste endo-venoso, se
puede evaluar el patréon de neovascularizacion que es bien caracteristico y
diagnostico de esta neoplasia. El gran desarrollo vascular observado se puede
explicar por lo que ocurre a nivel molecular. Como mencionamos anteriormente, en
la mayoria de los CRCC se observa el silenciamiento del gen vhl, lo cual conduce a
la activacion de la via de respuesta a la hipoxia (HIF) e induce la transcripcion de
varios genes. Uno de los genes activados mas importantes es el VEGF-A, una
glicoproteina pro-angiogénica potente, perteneciente a la superfamilia del factor de
crecimiento derivado de plaquetas, que induce de manera robusta la proliferaciéon y

migracion de células endoteliales vasculares y las protege contra la apoptosis, un
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acontecimiento esencial para la angiogénesis fisiolégica y patolégica (formacion de
nuevos vasos a partir de vasos preexistentes) [25]. El VEGF-A ejerce su efecto
biologico a través de la interaccion con los receptores de tirosina quinasa
transmembrana presentes en la superficie celular (VEGFR). El VEGFR-2 parece

ser el principal receptor responsable de mediar los efectos pro-angiogénicos del

VEGF-A [26].

hemangiogenic VEGFs lymphangiogenic VEGFs
VEGF-F VEGF ".-'E':_F E *":”r C VEGF T -
FEGF-L
VEGF-B = '5- L%

\\7\

VEGFR-1 VEGFR-2 e EGFR-31

Figura 1.7: Miembros de la superfamilia del VEGF y sus respectivos receptores,
VEGFR. Recuperado de [35].

Debido a la relevancia de la angiogénesis en la progresion de la patologia tumoral,
su inhibicién resulta clave para el tratamiento del CRCC. Las estrategias
terapéuticas utilizadas hasta el momento incluyen la inhibicién del ligando, VEGF-
A, mediante anticuerpos monoclonales, o la inhibicién del receptor, VEGFR, por

inhibidores de tirosin-quinasa. Actualmente, la Administracion de Drogas y
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Alimentos de los E.E.U.U. (FDA) aprob¢ los siguientes cinco inhibidores de la via
del VEGF en el CRCC metastasico: bevacizumab, sunitinib, sorafenib, pazopanib
y axitinib [27]. El mas ampliamente utilizado es el bevacizumab, que es un
anticuerpo monoclonal que se une al VEGF-A circulante, y su uso esta indicado
para el tratamiento de primera linea de casos avanzados y/o metastasicos [28], [29].

Desafortunadamente, la experiencia clinica no ha sido tan optimista, ya que un
gran porcentaje de pacientes no se han beneficiado con la terapia antiangiogénica.
Esto ha sido el resultado de una subestimacion de la complejidad del proceso de
neovascularizaciéon, incluidos los distintos tipos de células y vias involucradas, la
respuesta adaptativa de los tumores establecidos una vez que se inicia la terapia, y
la actividad limitada, poca especificidad, y gran toxicidad de los inhibidores
disponibles hasta el momento [30]-[32].

Sin embargo, parece ser posible seleccionar pacientes que tengan mas
probabilidades de responder al tratamiento. Para ello se debe tener una comprension
mas precisa de la angiogénesis tumoral especifica de cada individuo, la cual puede
ser estudiada de diversas formas, siendo la evaluacion histologica la mas utilizada.
La misma consiste en la mediciéon de la microdensidad vascular (MDV) a partir de
la marcacion inmunohistoquimica de las células endoteliales con el antigeno CD34
y la contabilizacion de los vasos sanguineos presentes en las areas de mayor MDV
(areas conocidas como “hot spot”) [33].

En los tdltimos anos, se ha avanzado mucho en el estudio de los otros factores
pertenecientes a la familia del VEGF. Entre ellos, el VEGF-C, principal inductor
de la linfangiogénesis, el cual media la proliferacion, migracion, ensamblaje y
mantenimiento de las células endoteliales linfaticas a través de su interaccion con el

receptor VEGFR-3 [34], [35]. Muchos tumores sélidos pueden sintetizar VEGF-C,
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y su intensidad de expresion esta relacionada con el grado de metastasis en los
ganglios linfaticos en los tumores. Es por ello que su estudio gana una gran atencion

en la neovascularizaciéon tumoral, la linfangiogénesis y la metastasis tumoral [36]-

[38].

Inmunoterapia

En la actualidad, la inmunoterapia contra el CRCC esta mejorando los resultados
de los tratamientos oncologicos para estadios avanzados y/o metastésicos.

Una de las funciones del sistema inmunoldgico, a través de las respuestas innatas
y adaptativas, es distinguir las células normales del organismo de aquellas células
que han sufrido modificaciones, como es el caso de las células tumorales (CT). Para
ello, las células inmunes efectoras como los linfocitos y las células asesinas naturales
(NK, del inglés: natural killer) tienen la capacidad de detectar células andémalas y
eliminarlas.

Durante el crecimiento inicial del tumor, el sistema inmunologico a menudo es
capaz de lograr un equilibrio entre el crecimiento y la destrucciéon de las CT. En
algiin momento durante la evolucion tumoral, las CT adquieren la capacidad de
evadir el sistema inmune y proliferar [39]. La estrategia que utilizan las CT para
generar una inmunosupresion local es expresar en su superficie moléculas
reguladoras inmunitarias que disrumpen los puntos de control inmunologicos (PCI).
Los PCI son conocidos como sinapsis inmunologicas formadas por células que
expresan ligandos y otras que expresan su receptor complementario. La interaccion
ligando/receptor genera semnales en las células efectoras para modular positiva
(receptores estimulantes) o negativamente (receptores inhibidores) su respuesta

contra las CT, previniendo o promoviendo la supervivencia de las mismas,
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respectivamente. En los tltimos anos, se ha propuesto el bloqueo de los PCI
inhibitorios como una terapia eficaz contra algunos canceres, con el objetivo de

reactivar la respuesta inmune.

Other potential pathways

iLig chay

APC ar
Tumor cell

W NHIBITORY PATHWAYS
W STIMULATORY PATHWAYS

Figura 1.8: PCI que involucran células presentadoras de antigenos (APC) o células
tumorales, células T y el microambiente tumoral. En verde se muestran las vias
estimulatorias y en rojo las vias inhibitorias. Recuperado de [40].

Los farmacos mas utilizados en inmunoterapias contra el cancer son los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el antigeno de linfocitos T citotoxicos-4 (CTLA-4) y
contra la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) [41]. Estas terapias han
sido probadas extensamente en ensayos clinicos y han mostrado cierto éxito en el
tratamiento del cancer. Sin embargo, la eficacia clinica ha sido limitada en algunos
casos, posiblemente debido a vias alternativas que podrian activarse y contrarrestar

el efecto de la inmunoterapia. Ademas, el uso de anticuerpos anti-CTLA-4 y/o anti-
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PD-1 a menudo se asocia con varios eventos adversos asociados a la activacion
exacerbada del sistema inmune, como toxicidad inmunitaria, resistencia al
tratamiento y reacciones de tipo autoinmune, por lo que el beneficio clinico se limita
a una fracciéon de pacientes [42]-[44]. Entonces, es fundamental la identificacién de
nuevos objetivos terapéuticos o terapias alternativas que mejoren la supervivencia
del paciente y los resultados clinicos.

Se estan haciendo grandes esfuerzos para encontrar nuevos PCI que funcionen
como blancos terapéuticos, que sean mas eficaces en el control del tumor y que no
generen grandes efectos indeseados. Algunos de ellos son: LAG-3; TIM-3; TIGIT y
VISTA que se expresan en la superficie de las células inmunes. Especificamente, en
el CRCC se estd estudiando la sinapsis HLA-G/ILTs. El HLA-G, antigeno
leucocitario humano G, es una molécula que expresan las CT, y al interactuar con
sus receptores ILT2 e ILT4 presentes en la superficie de células inmunes,

desencadenan una inmunosupresion local.

Non-responsiva

Figura 1.9: La accién del sistema inmune depende del microambiente tumoral,
pudiendo ser a) Respondedor: el sistema inmune controla el crecimiento del tumor. Los
tumores tienen una alta carga de neoantigenos, altos niveles de linfocitos infiltrantes,

especialmente células T efectoras y mayor secrecién de IFN-y y otras citocinas; o b) No
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respondedor: hay una inmunosupresion local, altos niveles de células Treg y células
supresoras de estirpe mieloide (MDSC), niveles muy bajos de células NK y de linfocitos
activados. El tumor logra sobrevivir y expandirse. Recuperado de [43].

Figura 1.10: Inmunoterapia: bloqueo de los PCI para la activacion de células T. Los
receptores, como PD-1 y CTLA-4, expresados en células T activadas al unirse a sus
ligandos presentes en CT/APC conducen a su inhibicién. Estas interacciones se pueden
bloquear utilizando anticuerpos monoclonales, lo que lleva a la activacion de las células T
que se dirigen a las CT mediante la liberacién de citocinas efectoras y granulos
citotoxicos. Recuperado de [43].

Pronoéstico de los pacientes con CRCC

El pronéstico de la enfermedad depende en gran parte del estadio inicial del tumor
al momento del diagnéstico, y se ve afectado por varios factores, como la etapa
TNM, el grado nuclear, la invasion linfo-vascular, el componente sarcomatoide y la
necrosis [45]. Los aspectos clinicos del paciente también influyen en el prondstico
[13]. Respecto a la supervivencia, un estudio realizado en Espana, comunica que es

mayor al 72,5% a los 5 afios pos-nefrectomia [46], mientras que en China otro estudio
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publica una sobrevida céncer especifica mayor, proxima al 87% [47]. Estos
porcentajes alentadores probablemente se deban a que, en los ultimos anos han
aumentado los casos de diagnéstico incidental, sin que el paciente haya desarrollado
sintomas, hallandose tumores pequenos y en los primeros estadios de la enfermedad

asegurando un mejor pronostico y mayor éxito en el tratamiento.

1.10 Antigeno leucocitario humano G (HLA-G)

1.10.1 Aspectos generales del punto de control inmunolégico HLA-G/ILT

El antigeno leucocitario humano G (HLA-G) es una proteina que en condiciones
fisiolégicas proporciona tolerancia inmunitaria al feto en mujeres embarazadas para
evitar el rechazo [48]. Debido a su funcién de inhibicién inmunitaria, también se
estudia por su papel en el desarrollo de tumores, donde su expresiéon actia como
mecanismo de escape inmunologico. La interaccion del HLA-G con sus principales
receptores, ILT2 e ILT4, ocurre en una gama amplia de efectores inmunitarios
debido a que estos se expresan en la superficie de células NK, T y B, asi como en
monocitos, células dendriticas (CD) y neutréfilos y, por lo tanto, pueden inhibir la
respuesta inmune en cualquiera de sus fases. Esta sinapsis HLA-G/ILTs funciona
como un punto de control inmunolégico (PCI). Como se ha estado observando en
los tltimos afios, el bloqueo de ciertos PCI, como las vias B7/CTLA4 y PD-1/PD-
L1, ha estado dando resultados alentadores, aunque la tasa de resistencia al
tratamiento suele ser alta y los efectos adversos aparecen con gran frecuencia. Es
por ello que es de gran importancia encontrar nuevos blancos terapéuticos, como es
el caso del antigeno HLA-G que tiene caracteristicas muy prometedoras y su estudio

sera el que abordaremos a continuacion.
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1.10.2 Descripcion del gen hla-g

El antigeno HLA-G es una molécula no clasica del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de tipo I (o clase Ib) que se encuentra en el brazo corto
del cromosoma 6 en la region 6p21.3.

Segtn la base de datos Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), el gen
hla-g posee 8 exones y la secuencia de codificacién abarca 338 aminoacidos. El corte
y empalme alternativo del transcripto primario del gen conduce a la producciéon de
siete ARNm que dan origen a cuatro isoformas unidas a la membrana (HLA-G1,
G2, G3, G4) y a tres isoformas solubles (HLA-G5, G6, G7), que se diferencian por
el niimero de dominios globulares y la presencia o ausencia de secuencias intrénicas
[49]. La molécula HLA-G1 y su homoélogo soluble HLA-G5 tienen una estructura
extracelular idéntica que es clasica de tipo HLA de clase I: una cadena pesada de

tres dominios globulares (al, a2 y a3), unidos no covalentemente a beta-2-
microglobulina (B2m). Las otras isoformas son més pequenas ya que carecen de uno

o dos dominios globulares y no se unen a 2m. (Figura 1.11)
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Figura 1.11: Esquema representativo del gen hla-g segiin la base de datos Ensembl. Se
detalla la cantidad de exones, intrones, los sitios de inicio y fin de la traducciéon. Debajo
encontramos esquematizadas a las 7 isoformas del HLA-G, las primeras 4 son de
membrana y las 3 siguientes son solubles. Se detalla el nombre de los dominios que
componen a cada isoforma. Recuperado de [49].

Recientemente, se describieron dos nuevas isoformas. Una de ellas pierde el ex6n

3, lo que da como resultado un transcripto que codifica para una proteina que carece
del dominio al. La otra variante encontrada se traduce a partir de un nuevo sitio
de inicio de la traduccion presente en el exén 1, que solo entra en marco de lectura

si ocurre una deleciéon de 106 pb entre el exén 1 y el 2. Esto genera una nueva

isoforma con 5 aminoacidos adicionales en el extremo N-terminal [50].
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1.10.3 Expresion de la proteina HLA-G

El gen hla-g se expresa principalmente en la interface materno-fetal en las
vellosidades trofoblasticas y en el amnios, donde juega un papel critico en la
proteccién del tejido fetal al rechazo inmunolégico materno [48]. En los tejidos
adultos sanos, su expresion se encuentra restringida a unos pocos sitios, como son
el timo, la cornea, el epitelio bronquial y el pancreas [51]. Ademas, ciertos tipos de
células suelen expresar esta proteina, como por ejemplo las células madre
mesenquimales, algunos monocitos activados y los precursores eritroides y
endoteliales [52].

En varias condiciones patologicas se ha observado una expresion anormal de la
proteina, entre las que podemos mencionar infecciones virales, pérdidas recurrentes
del embarazo, enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Principalmente, varios
tipos de neoplasias expresan HLA-G como mecanismo de evasion del sistema inmune,
debido a que generan un microambiente de inmunosupresion local. Es por ello que

se lo considera como un factor de mal pronéstico en oncologia [53].

1.10.4 Receptores de la proteina HLA-G

HLA-G media su funcién al unirse a receptores presentes en la superficie de las
células inmunes. Los receptores conocidos son el miembro 1 de la subfamilia B del
receptor de tipo inmunoglobulina de leucocitos (LILRB1) y el miembro 2 (LILRB2),
también conocidos como ILT2 e ILT4, y el receptor de tipo inmunoglobulina asesino

2DL4 (KIR2DL4). El receptor ILT2 se une al dominio a3 del HLA-G en asociacién

con el dominio B2M. ILT2 es expresado por células linfoides (células B, T y NK) y
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por células mieloides (monocitos, CD y células supresoras derivadas de mieloides o

MDSC). El receptor ILT4 también reconoce el dominio a3 pero cuando la proteina

no esta asociada a B2M, y su expresién es especifica de la estirpe mieloide (monocitos,

neutréfilos, CD y MDSC) [54].
Ademas, el receptor KIR2DL4 es expresado por células NK y un subconjunto de

células T. Este receptor reconoce el dominio al del HLA-G [55].
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Figura 1.13: Estructura de los receptores del HLA-G. Imagen traducida de [56].

1.10.5 Funciones de la proteina HLA-G

La interaccion HLA-G/ILT se ha asociado con la supresion de células
inmunitarias, incluido el deterioro de su proliferacién, diferenciacion, secrecion de
citocinas, citotoxicidad y quimiotaxis [57].

HLA-G tiene una amplia funcién inmunorreguladora que afecta tanto la
inmunidad innata como la adaptativa, y ello lo logra a través de su interaccion con

los receptores inhibidores ILT2 e ILT4. Algunas funciones que podemos mencionar
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son la inhibicién de la funcién citolitica de las células NK, la funcion citolitica
especifica de antigeno de las células T citotéxicas CD8+, la respuesta
aloproliferativa de las células T CD4+ y la maduracion de las CD.

Por otra parte, las respuestas que se desencadenan de la union del HLA-G con el
receptor KIR2DL4 son controversiales, ya que se ha demostrado que induce la
inhibicién de las funciones inmunes de las células NK [58] pero también puede
activarlas [59].

Ademas, se ha descripto un efecto indirecto por el cual el HLA-G logra una
inmunosupresion, y es a través de la generacion de células T reguladoras. Si bien
no se conoce con detalle el mecanismo de accién, se ha encontrado una asociacion
con la presencia de ciertos factores solubles, como IL-10, y una baja expresion de
CD4 o de CD8 en las células T que se transforman en T reguladoras [60]. Algunos
experimentos han demostrado que la isoforma soluble HLA-G5 induce este perfil

regulador sobre las células T [61].
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Figura 1.14: Funciones del HLA-G al interactuar con sus receptores sobre las células
del sistema inmune. Imagen traducida y modificada de [62].

1.10.6 HLA-G en oncologia

En circunstancias normales, los PCI permiten que el sistema inmune responda
contra la infeccion y la malignidad, y luego controla la magnitud de esta respuesta
para proteger a los tejidos propios sanos de cualquier dano que pueda derivarse de
una accion inmune exacerbada. En las zonas donde esta comenzando a desarrollarse
una neoplasia, el sistema inmune intentara destruir a las células malignas, pero a
su vez debera enfrentarse a sefiales que intentaran regular negativamente sus
funciones antitumorales [40]. En este contexto, la expresion de la molécula
tolerogénica HLA-G representa un mecanismo que puede favorecer la supervivencia

tumoral a través de la interacciéon con sus receptores inhibidores, ILT2 e ILT4,
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desencadenando una senalizacion negativa que contrarresta la activacion
inmunitaria. El resultado final es el escape del tumor a las acciones del sistema
inmunologico del huésped.

Se ha demostrado que el HLA-G se expresa en muchos tipos de tumores solidos
primarios y en las metastasis, tanto en las C'T asi como también en las células que
infiltran el tumor [63], [64]. Dentro de los tumores sélidos, podemos mencionar
cancer de pulmoén, de mama, de ovario, gastrico, colorrectal, entre otros [65]. En
particular, se ha reportado una alta expresion del HLA-G en muestras de CRCC
[66]-[68].

En el trabajo publicado recientemente por Krijgsman y col., se analizaron datos
de secuenciacion masiva de ARNm (RNAseq) de tejidos tumorales primarios que se
encuentran disponibles en la base de datos publica The Cancer Genome Atlas
(TCGA,  https://www.genome.gov/Funded-Programs-Projects/Cancer-Genome-
Atlas). Alli evaluaron la abundancia de transcriptos de HLA-G, que refleja la
expresion génica de todas las isoformas presentes en los diferentes tipos de tumores
[69]. En el diagrama podemos observar que el CRCC es el que presenta los valores

mas altos de expresion (en la figura 1.15, aparece con las siglas KIRC).

!

HLA-G expression  *
_[E_
TI
(]
iy _._ *
klg
|
_u J_
e 2
i
_EE__
[
m.
_-_
{1
i
i
- _—l_n_ —=
[
Bl
_.._

i g
EL]
EscA: —l——
{1}
sTaD: —ll——
—l—
B
—{—

> [} - = o wf I o < 0O
HEHIT I H T
= = B O m FEEa@ 3 s E I8 EEEE2EEEE

Figura 1.15: Expresion de ARNm de HLA-G en la cohorte del TCGA. Diagrama de
caja de valores de expresién génica promedio del HLA-G, datos normalizados
transformados logaritmicamente, en 31 tipos de tumores sélidos. Recuperada de [69]
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La relevancia clinica de la proteina HLA-G en el cancer esta respaldada por las
siguientes observaciones: (i) La expresion de HLA-G estd asociada con la
transformacion maligna y nunca se observa en los tejidos circundantes sanos; (ii) El
HLA-G se expresa en tumores solidos de alto grado histolégico y estadios clinicos
avanzados; y (iii) se ha propuesto el uso de HLA-G como marcador prondstico ya
que su expresién en biopsias y/o niveles altos de isoformas solubles en plasma de
pacientes se ha correlacionado significativamente con un pronostico precario. Todos
estos datos destacan el papel del HLA-G en la vigilancia inmunolégica de los
tumores solidos y la progresion de la enfermedad [68].

Desde hace ya algunos anos, se ha establecido el concepto de inmuno-edicién del
cancer como un importante proceso de proteccion del huésped ante la presencia de
células malignas. Este proceso incluye tres fases esenciales: eliminacion, equilibrio y
escape [70]. El HLA-G puede interferir con cada una de estas fases: (i) puede regular
negativamente la fase de eliminacién inhibiendo la proliferacién de células T y B, la
actividad citotoxica de células NK, la actividad fagocitica de neutréfilos y la funcién
de CD, a través de la senalizacion de ILT2 e ILT4. En esta fase, la presencia de la
proteina permitiria a una proporcion de CT evadir la respuesta inmune del huésped.
(ii) Las citocinas proinflamatorias, como el IFN-y, que se secretan en grandes
cantidades, pueden regular positivamente la expresion de HLA-G. HLA-G también
podria afectar la fase de equilibrio controlando la expresion de moléculas de HLA
clase II en las CD. (iii) En la fase de evasién, las CT han perdido moléculas
importantes para el reconocimiento inmunoldgico y tienden a expresar solo HLA-G
en la superficie celular, haciéndolas menos susceptibles a las células inmunes

efectoras. Los tumores de rapido crecimiento crean un microambiente hipoxico que

A7
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promueve la angiogénesis, la invasion y la metastasis, pero también induce la
expresion de HLA-G en las CT. Ademas, la citoquina inmunosupresora IL-10 que
se produce en grandes cantidades durante esta fase también estimula la expresion
de HLA-G. Por ultimo, se ha demostrado que HLA-G induce células T reguladoras
que refuerzan el entorno tolerogénico. Todos estos mecanismos pueden alterar
profundamente las respuestas inmunes antitumorales llevando a la expansion y
diseminacion tumoral a través del bloqueo de la inmunidad tanto innata como
adaptativa e induciendo tolerancia al tumor [57].

Comprender los mecanismos utilizados por las células para escapar de la accion
de los efectores antitumorales es un gran desafio para optimizar las estrategias de
inmunoterapia actuales.

La evidencia existente con respecto a la importancia del HLA-G en la patologia
tumoral llevaria a estudiar su rol en el CRCC, su interaccion con otros mecanismos
que colaboran fuertemente en el desarrollo de la enfermedad, como es la angiogénesis,
y cual es la relacion entre la expresion de este PCI y la capacidad para escapar de
la accion de los efectos antitumorales. Estos conocimientos podrian sentar las bases
para optimizar las estrategias de inmunoterapia actuales, e inclusive proponer

nuevos blancos terapéuticos.

1.11 Nuevos enfoques para el tratamiento oncolégico

1.11.1 Ediciéon génica

Existe una cantidad creciente de datos preclinicos prometedores que muestran
que la edicion del genoma mediante la tecnologia de CRISPR/Cas9 (del inglés:

Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats/CRISPR associated nuclease
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9) constituye una poderosa herramienta de edicién de genes para atacar
especificamente las células cancerosas y suprimir el crecimiento tumoral [71]-[73].
CRISPR/Cas9 ha revolucionado la ingenierfa genética de los dltimos anos ya que
es un sistema biolégico con el cual es posible modificar o eliminar zonas del ADN
de manera muy sencilla, precisa y eficiente, y ademas, es una técnica muy
econémica. En lo que respecta a tratamientos oncolégicos, esta emergiendo como
una estrategia alternativa solida para la inmunoterapia celular actual que
minimizara los posibles efectos secundarios causados por las terapias de bloqueo con
anticuerpos.

La técnica de edicién génica CRISPR/Cas9 se basa en introducir en las células
una endonucleasa de origen bacteriano, denominada Cas9, la cual produce cortes de
la doble cadena del ADN, de manera dirigida. Para esto, es necesario disenar un
ARN guia (ARNg) que dirija a la endonucleasa hacia el sitio especifico que se quiere
modificar en el genoma, el cual debe estar proximo a una secuencia corta reconocida
por la Cas9, denominada secuencia PAM (del inglés: protospacer adjacent motif).
Una vez reconocido el sitio por complementariedad de secuencia con el ARNg, la
Cas9 genera un corte doble cadena en el ADN y el mismo es reparado posteriormente
por la maquinaria propia de las células introduciendo inserciones/deleciones (InDels)
en la zona reparada [74]. Las mutaciones adquiridas pueden generar corrimientos en
el marco de lectura o codones de terminacion de la traduccién prematuros, que
conllevan a la expresion de proteinas truncadas o no funcionales, o directamente al

silenciamiento completo de la traduccion.
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Figura 1.16: A. Esquema de la endonucleasa Cas9 guiada por el ARNg. B. Ruptura de
la doble cadena del ADN genémico (DSB) por accion de la Cas9 que puede ser reparado
por dos mecanismos: por uniéon de extremos no homélogos (NHEJ) o por reparacion
dirigida por homologia (HDR). Recuperada de [74].

1.11.2 Estrategia de vehiculizacion de drogas mediada por células madre

mesenquimales (CMM).

Las CMM son células multipotentes con un potencial de diferenciacién hacia
linajes de tejidos mesenquimaticos. Se pueden aislar de muchos tejidos diferentes y,
aunque poseen algunas diferencias segiin su origen, la mayoria de ellas comparten
sus caracteristicas principales, incluida la diferenciacién multipotente y la capacidad
inmunomoduladora [75]. Las fuentes més comunes para la obtencién de CMM

adultas son a partir de la médula ésea, del tejido adiposo y del cordéon umbilical
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[76]-[78]. Las primeras dos requieren técnicas invasivas y dolorosas para los
pacientes. En cambio, el cordéon umbilical ofrece una fuente ilimitada de CMM a
partir del tejido gelatinoso de Wharton [79] y se descarta en el momento del parto,
evitando cualquier practica que cause dolor o algunas consecuencias traumaticas.
Las CMM del cordén umbilical (CMM-CU) ofrecen las mismas caracteristicas
relevantes para la aplicabilidad clinica que las obtenidas de médula o6sea, pero
resulta mas sencillo controlar su potencialidad de diferenciacion por ser células
madre adultas, incluso no son tumorigénicas en pasajes bajos [80], por lo que
permitirian terapéuticas mas seguras y beneficiosas comparado con el uso de células
madre embrionarias o células madre pluripotentes inducidas. Ademas, no tienen
objeciones éticas como las CM embrionarias. Se ha informado que estas células
pierden sus propiedades rapidamente, experimentando senescencia celular, por lo
que no deben mantenerse largos tiempos en cultivo.

Es bien sabido que las CMM pueden modular la respuesta inmunitaria a través
de varias vias, generando un ambiente inmunoprivilegiado. Especificamente, las
CMM-CU expresan altos niveles de la molécula HLA-G [81]. Esta propiedad las
convierte en células muy seguras para ser transplantadas alogénicamente, ya que no
serfan rechazadas por el huésped [82]. Ademads, actualmente, se evalia la aplicaciéon
de las mismas en ensayos clinicos para muchas enfermedades inmunorrelacionadas.

Por otra parte, las CMM expresan receptores quimiotacticos, lo que les permite
migrar a sitios de lesion tisular donde hay un gradiente de quimiocinas. Esta tltima
propiedad ha demostrado ser 1til en la utilizaciéon de las CMM como vehiculos
celulares para administrar agentes terapéuticos dirigidos a regiones precisas. Las
células en cuestion albergarian un pro-farmaco o expresarian ectopicamente un gen

terapéutico para ser administrado en un sitio determinado. Este enfoque se ha



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

utilizado en una serie de indicaciones diferentes que requieren una administracion
terapéutica precisa, especificamente en cancer, trastornos cardiovasculares y

enfermedades neurodegenerativas [83]—[85].
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2 Hipotesis

El CRCC expresa el punto de control inmunolégico HLA-G/ILTs como
mecanismo de evasion del sistema inmune del huesped, por lo que el bloqueo de su
expresion seria una importante estrategia para frenar el crecimiento tumoral.
Ademas, el CRCC también expresa factores angiogénicos, como el VEGF-A, que le
permiten el desarrollo de una extensa red vascular para asegurar el aporte de
oxigeno y nutrientes al lecho tumoral. La elevada expresion del VEGF-A se
correlaciona con el elevado indice de microdensidad vascular (MDV) que presenta
esta neoplasia.

En conjunto, los altos niveles de HLA-G y de VEGF-A se correlacionan con mayor

malignidad y peor pronédstico del CRCC.

3 Objetivo

Analizar la expresion del HLA-G, su relacién con la inmunidad tumoral y

nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento del carcinoma renal de

células claras (CRCC).

3.1 Primera parte

Analizar la expresion del punto de control inmunolégico HLA-G/ILT4 y su
posible relacion con la expresion del principal inductor de la angiogénesis, el

VEGF-A, en muestras de pacientes diagnosticados con CRCC.

1. Evaluar, mediante inmunohistoquimica, la expresiéon del HLA-G, de su

receptor ILT4, del VEGF-A y de CD34 en muestras tumorales de CRCC.

ot
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2. Correlacionar los datos encontrados con la evolucion clinica del paciente.

3. Realizar cultivos primarios a partir de las células tumorales (CT) obtenidas
de las muestras de CRCC.

4. Analizar la heterogeneidad intratumoral con respecto a la expresiéon de
diferentes isoformas del HLA-G en distintas zonas de un mismo CRCC y

correlacionarla con la presencia de su receptor ILT.

3.2 Segunda parte

Analizar posibles efectos generados por la aplicacion de células madre
mesenquimales derivadas de cordones umbilicales humanos (CMM-CU) en el
microambiente tumoral de CRCC. Estudiar la relacion entre las CMM-CU y las CT

obtenidas de cultivos primarios de muestras de pacientes con CRCC.

1. Desarrollar y caracterizar a las CMM-CU.

2. Evaluar la presencia de HLA-G en las CMM-CU.

3. Evaluar la inmunomodulaciéon de las CMM-CU en la repuesta inmune in
vitro de linfocitos activados.

4. Realizar co-cultivos de las CT con las CMM-CU para evaluar los efectos

sobre la proliferacién celular.

3.3 Tercera parte
Silenciar la expresién del antigeno HLA-G en lineas celulares tumorales mediante

el sistema CRISPR/Cas9 de edicién génica.

1. Disenar y clonar los ARN guias, dirigidos al gen del hla-g, en el sistema
CRISPR/Cas9.
2. Transfectar el sistema CRISPR/Cas9 en las lineas celulares RCC7/HLA-

Gl y JEG-3.
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3. Dterminar la expresion de HLA-G en ambas lineas celulares luego de la
edicion, a nivel proteico y transcriptémico.
4. Secuenciar las regiones del gen editadas en ambas lineas celulares.

5. Realizar ensayos de funcionalidad del HLA-G, utilizando células NK.

ot

ot



4

4.1

4.2

Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

Materiales y método

Pacientes y tumores

Las muestras de tumores fueron obtenidas del Servicio de Urologia del Hospital
Zonal General de Agudos Descentralizado “Evita Pueblo” de Berazategui (Buenos
Aires, Argentina) del cual derivaron 20 muestras de pacientes cuya intervenciéon
quirtrgica se llevé a cabo entre los anos 2015-2017 y del Departamento de Urologia
del Hospital Saint Louis (Paris, Francia), del cual se obtuvieron 10 muestras entre
los anos 2017-2018.

Los pacientes fueron intervenidos quirtrgicamente mediante nefrectomia radical o
conservadora segun el caso, con técnica laparoscopica, para la reseccion del CRCC
como principal terapia. Luego de la cirugia, en cada uno de los casos estudiados, se

tom6 una muestra para el analisis patologico y su posterior clasificacion segin la

OMS y el resto del material tumoral se derivé a nuestro Laboratorio de Investigacion.

Todos los pacientes involucrados en este estudio han sido debidamente informados
y han dado su consentimiento de participacion. El estudio fue aprobado por el
Comité Institucional del Hospital Evita Pueblo, por la junta de revision del Hospital
Saint-Louis de Paris y por el COBIMED (Comité de Bioética y Etica de la

Investigacion de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP).

Cultivo celular primario a partir de las muestras de pacientes

Los Servicios de Urologia de ambos hospitales colectaron muestras de la porcion
tumoral (T) y de la zona inmediatamente por fuera de la capsula del tumor, del

parénquima renal aparentemente normal (NT). En los casos en que fue posible, se
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tomaron diferencialmente dos zonas tumorales, una zona central tumoral (Zona A-
T) y una zona periférica tumoral (Zona B-T).

Las muestras fueron transportadas al laboratorio dentro de las 2 horas posteriores
a la cirugia, contenidas en frascos estériles con DMEM suplementado con
antibioticos (penicilina/estreptomicina), a 4°C. Es importante el transporte en frio

ya que sirve para evitar posibles contaminaciones bacterianas y para mantener una

baja actividad de las enzimas hidroliticas presentes en el tejido y preservar su estado.

Una vez en el laboratorio se comenzé con el procesamiento de las muestras. Estas
fueron colocadas en placas de Petri estériles y lavadas con PBS. Luego, con la ayuda
de un bisturi y de pinzas se eliminaron las zonas del tejido que estuvieran necroticas,
fibréticas, con abundante tejido adiposo o con coagulos de sangre. Finalmente, el
tejido seleccionado se corté en pequenos fragmentos de 5 mm de longitud
aproximadamente, se lavaron nuevamente con PBS y se colocaron en placas de
cultivo adherentes de 100 mm? (Corning), debidamente rotuladas con el nimero de
muestra, zona y fecha, conteniendo 5 ml de un medio de cultivo definido.

Se analizaron diferentes combinaciones de medios de cultivo y suplementos con el
fin de encontrar la condicion 6ptima para el crecimiento y expansion celular. Las
condiciones utilizadas fueron las siguientes:

- DMEM + 10% v/v de suero fetal bovino (SFB) suplementado con 2 mM de
aminoacidos no esenciales (AANE), 2 mM de L-glutamina, 2 mM de pen/estrep.

- DMEM + 20% v/v SFB + Ing/mL factor de crecimiento epidérmico (EGF)
suplementado con 2 mM de AANE, 2 mM de L-glutamina, 2 mM de pen/estrep.

- RPMI 1640 + 20% v/v SFB + suplemento B27 con insulina (Invitrogen),
suplementado con 2 mM de AANE, 2 mM de L-glutamina, 2 mM de pen/estrep y

2 mM de piruvato de sodio. El B27 es un suplemento que contiene transferrina,

ot
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selenito de sodio, corticosterona, EGF, etanolamina, triyodotironina, seroalbtimina

bovina, piruvato de sodio, entre otros factores.

Obtencién y aislamiento de las CMM-CU

Los cordones umbilicales humanos anonimizados fueron obtenidos de ceséareas
programadas a término de embarazos sanos, del Servicio de Ginecologia del Hospital
Espanol (La Plata, Bs. As., Argentina). Estos se transportaron al laboratorio en
frascos estériles con DMEM suplementado con antibidticos (pen/estrep), a 4°C. Una
vez alli, fueron cortados en segmentos de 2 o 3 cm de longitud, colocados en placas
de Petri estériles y lavados con PBS. Luego, con la ayuda de un bisturi y de pinzas

se les realizd un corte longitudinal para exponer la gelatina de Wharton, se

removieron los vasos sanguineos y se cortaron fragmentos pequenos de 5mm de largo.

Estos fragmentos se lavaron con abundante PBS y se colocaron en una placa de

cultivo adherente con la gelatina de Wharton en contacto con la superficie de la

placa. Se anadié el medio de cultivo a-MEM + 10% v /v de lisado de plaquetas (LP)

suplementado con 2mM de L-glutamina y 2mM de pen/estrep.

Lineas celulares estables

En el presente trabajo hemos utilizado la linea celular derivada de un
coriocarcinoma, llamada JEG-3, la cual fue cedida por el Instituto de Quimica y
Fisicoquimica Biologica de la Facultad de Bioquimica y Farmacia (Bs. As.,
Argentina, UBA-CONICET), y una linea celular proveniente de un paciente con
CRCC, llamada RCC7, la cual fue cedida gentilmente por Anne Caignard [86].
Ambas lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM con 10 % v/v SFB,

suplementado con 2mM de AANE y con 2mM de L-glutamina.
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La linea RCCT fue transducida con un lentivirus que contiene el ADN copia (ADNc)
de la isoforma HLA-GI1, para generar una linea celular estable que expresa altos
niveles de esta isoforma (RCC7 / HLA-G1)[87]. La secuencia de ADNc de HLA-G1
clonada en el lentivirus se recuperé de la base de datos ENSEMBL

(ENST00000428701.5).

Cultivo, expansion y criopreservacion de las lineas celulares

utilizadas

Los cultivos celulares mencionados anteriormente se mantuvieron en incubadora a
37°C, en atmosfera humeda conteniendo 5 % CO.. Los medios de cultivo se
cambiaron periodicamente. Los pasajes sucesivos se realizaron cuando las células
alcanzaban un 80-90 % de confluencia. Para realizar los pasajes y amplificacion de
las células, éstas fueron lavadas con PBS y disgregadas enzimaticamente con
Tripsina/EDTA durante 3-5 minutos a 37°C; una vez que las células fueron
desprendidas completamente de la superficie, se inactivo la enzima por adiciéon de
DMEM + 10 % v/v SFB (dilucién 1/5).

Para la criopreservacion las células fueron contabilizadas y resuspendidas a una
concentracion de 1x10° células/ml de DMEM + 30 % v/v SFB + 10 % v/v
dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich). El medio de criopreservacion fue
agregado a las células de forma lenta y mezclando suavemente. La suspension celular
fue fraccionada a razén de 1ml por criotubo (Corning). Estos fueron guardados
rapidamente en un contenedor para congelamiento con isopropanol por 24 horas a
-80°C, permitiendo un descenso de la temperatura a razén de 1°C/minuto.

Finalmente, los criotubos se almacenaron en un tanque de nitrégeno liquido.
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Para su descongelado, los viales fueron removidos del tanque de nitrégeno liquido y
rapidamente calentados a 37°C. Inmediatamente las células se centrifugaron
diluyendo el medio de criopreservaciéon con DMEM + 10 % v/v SFB (dilucién 1/5)

y posteriormente fueron cultivadas en el medio correspondiente segin el tipo celular.

Procesamiento de las muestras para el estudio microscépico

Una porcién de las muestras obtenidas de los pacientes con CRCC fue fijada en
tampon de formalina al 10% por 24 horas, deshidratada utilizando disoluciones de
alcoholes en graduacion creciente de concentracién hasta llegar al 100% para
remover el agua, luego se realiz6 el aclaramiento de la muestra en xileno (solvente
organico) y por ultimo se incluyeron las muestras en parafina. Con un micrémetro
se obtuvieron secciones de 5 pm de espesor y se montaron sobre vidrios silanizados,
se dejaron secar toda la noche, luego se realiz6 el desparafinado en xileno, la
rehidratacion con alcoholes en gradiente decreciente de concentracion y se lavé con
el tampon salino Tris (TBS) a pH 7.4.

Tincién histolégica de rutina con H-E: las secciones de tejido desparafinadas y
rehidratadas fueron coloreadas con la técnica de hematoxilina de Harris y eosina en
solucién acuosa. Primero se colocaron los cortes en una soluciéon de hematoxilina de
Harris (dilucion 1:4) por 3 a 5 minutos y pasado ese tiempo se sumergieron en agua
corriente para producir el virado del colorante. Luego, los cortes fueron colocados
en la solucién de eosina al 1% durante 1 minuto. Por ultimo, se procedié a la
deshidratacion, aclarado y montaje con balsamo de Canada y un cubre-objeto.
Tincién mediante técnica inmunohistoquimica (IHQ): los cortes desparafinados
y rehidratados fueron incubados con 3% H>O, por 10 minutos para bloquear la

peroxidasa endogena. La recuperacion de antigeno se logré lavando los portaobjetos
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en TBS e irradiandolos en tampoén de citrato, pH 6.0 a 750 W durante dos ciclos de
5 minutos en un horno microondas. Luego, los portaobjetos fueron lavados con TBS
e incubados con los siguientes anticuerpos primarios (por 1 hora a temperatura
ambiente en caAmara htimeda):

- 4H84, anticuerpo monoclonal de ratén IgG1 que reconoce el dominio alfa de todas
las isoformas del HLA-G (dilucién 1:500, Santa Cruz Biotech., USA)

- Anti-ILT4, anticuerpo policlonal de cabra (dilucién 1:50, R&D systems, USA)

- Anti-VEGF-A, anticuerpo monoclonal de ratén IgGl, clon C-1 (dilucién 1:50,
Santa Cruz Biotech., USA)

- Anti-CD34, anticuerpo monoclonal de ratén IgG1, clon BI-3C5 (dilucién 1:1000,
Santa Cruz Biotech., USA)

El sistema Envision (DAKO Corporation, Hamburgo, Alemania) fue utilizado para
la deteccién junto con 3’3-diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO) como
cromogeno. Las secciones fueron ligeramente tenidas con hematoxilina de Meyer

como coloraciéon de contraste y montadas. En todos los casos, se realizaron controles

positivos y negativos para garantizar resultados apropiados para cada procedimiento.

La observacion de los preparados se realizo mediante una camara Olimpus, la
imagen se digitaliz6 utilizando el Software Micrometrics SE Premium. La intensidad
de marcaciéon fue dividida en 4 grupos: negativa (-), leve (+), moderada (++) o

intensa (+++).

Determinacién del indice de microdensidad vascular (MDV)

En el presente trabajo utilizamos la marcacion del CD34 como indicador de la MDV
en las muestras de pacientes con CRCC, ya que éste es un antigeno endotelial con

gran sensibilidad hacia el endotelio vascular. En cada corte se seleccionaron 3
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campos microscopicos, con un aumento de 200X, que tuviesen una elevada
marcacion (lo que se conoce como areas “hot spot”). Una vez seleccionadas estas
areas, se cambia a un mayor aumento, de 400X, con el fin de contabilizar los
microvasos sanguineos de forma individual. Se consideraron microvasos a todas
aquellas células o grupos de células tenidas, sin capa muscular alrededor, que
pudieran independizarse de otros vasos o estructuras adyacentes, aunque no
tuvieran una luz vascular identificable ni células sanguineas dentro [88]. Los tumores
en los cuales la vascularizacion formaba una red densa, cada rama distinta se
interpreté como un vaso independiente. Los vasos que superaban las 50 micras no
fueron considerados vasos de neoangiogénesis. El resultado se informa como el

promedio obtenido de la cantidad de microvasos/campo (400X).

Citometria de flujo

Para la determinaciéon de los niveles de expresion de proteinas de membrana, se ha
utilizado la técnica de citometria de flujo (CF) segun el siguiente protocolo. En
primer lugar, las células fueron levantadas de las placas de cultivo mediante accion
enzimatica con Tripsina/EDTA, y luego resuspendidas en PBS + 0,1% de albtimina
a una concentracién de 2x10° células/mL. Se colocaron 50 pL de la suspensién
celular en un tubo Eppendorf de 1,5mL y se anadié 1ul. del anticuerpo de interés
(dilucién 1:50), el cual estd conjugado con un fluoréforo especifico, y se agité por
unos segundos para homogeneizar la mezcla. En todos los casos se realizé el control
de autofluorescencia (células sin tenir) y el control de isotipo (células con el
anticuerpo de isotipo para cada canal utilizado, para el pegado inespecifico). Luego
de una incubaciéon de 30 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad, se realiz6

un lavado con 500 pL. de PBS+ 0,1% albtimina, se centrifugdé a 3200xg durante

62



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

5min, se descarto el sobrenadante y se resuspendieron las células tenidas en 200 pL
de PBS + 0,1% albtimina. La citometria fue llevada a cabo en un citémetro BD

Accuri y los datos analizados con el Software FlowJo.

Tabla 4.1: Se enumeran los anticuerpos primarios conjugados utilizados

Antigeno Fluoré6foro Marca y n° de catalogo
MEM-G9 FITC Invitrogen, MA1-19591
CD34 FITC BD Biosciences, 555821
CD45 PE BD Biosciences, 555483
CD14 FITC BD Biosciences, 555397
CD11b PE BD Biosciences, 555388
CD79a PE BD Biosciences, 555935
CD19 PE BD Biosciences, 555412
HLA-DR FITC BD Biosciences, 555560

CD44 APC Molecular probes, A14749
CD73 PE BD Biosciences, 55027
CD105 PerCPCy5.5 BD Biosciences, 560819
CD90 FITC BD Biosciences, 555595

CD98 FITC Molecular Probes, A15739
CD29 PE BD Biosciences, 561795
CD56 BB515 BD Biosciences, 564488
CD3 PE Invitrogen, 12-0036-42
CD107a PE Invitrogen, 12-1079-42

4.9 Western Blotting

Las células RCC7/HLA-G1 y las JEG-3, que fueron modificadas mediante la técnica
de CRISPR/Cas9, fueron lisadas para la obtencién de proteinas y analizadas por
western blotting (WB) usando el anticuerpo 4H84 bajo condiciones reductoras. Bre-

vemente, las células fueron disueltas en 20 ul de PBS y 4 ul de Blue Loading 6X (-
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mercaptoetanol, SDS y DTT) e incubadas 5 minutos a 100°C para producir el lisado
de las mismas. Luego, las alicuotas de proteinas totales obtenidas de las células
modificadas fueron separadas en un gel SDS-PAGE (Bio-Rad). Se transfirieron los
geles a las membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). A continuacién, se incubaron las
membranas por unos minutos con leche en polvo al 5% disuelta en TRIS-HC1 50mM
pH 7.4 para bloquear el pegado inespecifico. Luego, se incubaron las membranas
durante 16 horas con el anticuerpo 4H84 (n° de cat. 11-499-C100, Exbio) a una
dilucién 1:1000, transcurrido ese periodo se realiz6 un lavado con TRIS-HCI durante
30 minutos. Se procedi6 a la incubacion con el anticuerpo secundario anti-ratéon IgG
de oveja conjugado con peroxidasa (n° de cat. A9044, Sigma) a una dilucién 1:10,000
durante 1 hora, y se lavé nuevamente. Finalmente, las membranas fueron tenidas
con Enhanced Chemiluminescence Reagent (n° de cat. RPN2232, Amersham).
Como control de carga proteico, las membranas también fueron tenidas usando el

anticuerpo anti- a-tubulina, clon B-7 (n° de cat. SC-5286, Santa Cruz Biotech).

4.10 Extraccion de ADN genémico

Para la extraccién del ADN genémico (ADNg), se contabilizaron 2x10° células, se
lavaron con PBS y se resuspendieron en 100pl de buffer de lisis (10mM Tris-HCI
pH 8.3, 50mM KCI, 2mM MgCl,, 0.001% gelatina, 0.5% NP-40, 0.5 % Tween-20)
para lisar las membranas celulares y liberar el ADN al medio. Se agregaron 0.5pul de
Proteinasa K (10pg/ml, Thermo Fisher) y se incubaron a 60°C durante 1 hora en
agitacion. Luego, se purific6 el ADNg mediante precipitacion en frio con 600 pnl de
isopropanol 100 % (Merck) durante 30 minutos a -20°C. Se centrifugd la muestra a
13.000xg durante 30 minutos a 4°C, se lavé el precipitado de ADNg con etanol al

70% y se lo resuspendi6 en 30nl de agua deionizada libre de DNasas. Para favorecer
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la solubilizacion del ADNg, se incubaron las muestras a 65°C durante 1 hora. La
concentracién del ADNg aislado (ng de ADN/pl de solucién) se determiné utilizando
un espectrofotometro automatico NanoDrop 1000, y luego se almacend la muestra

a -20°C hasta el momento de uso.

4.11 Extraccion de ARN total

La extraccién del ARN se llev6 a cabo utilizando el reactivo TRIzol Reagent (Invi-
trogen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Brevemente, se retiré el medio
de cultivo a las células, se lavaron con PBS y se colectaron en un volumen éptimo
de Trizol segin el namero de células del cual se partio. Luego se realizé la extraccion
organica con cloroformo (Merck), se precipité el ARN con isopropanol 100%, se lavé
con etanol 75% y se resuspendié en agua deionizada libre de ribonucleasas. Se colocd
la solucion de ARN en un termobloque a 60°C durante 10 minutos para favorecer
la resuspensién. La concentracion del ARN aislado (ng de ARN/pl de solucién) se
determiné utilizando un espectrofotometro automatico NanoDrop 1000. Se verifico
también que la relacion OD260/0OD280 estuviese entre 1,7 y 2 para asegurar una
elevada pureza del ARN total obtenido. Este ARN fue conservado a -80°C hasta el

momento de uso.

4.12 Retrotranscripcion del ARN

Para la sintesis del ADNc a partir del ARN se utiliz6 la M-MLV Reverse Trans-
criptase (Promega) segtn el siguiente protocolo. En una primera etapa se prepard
la siguiente mezcla por cada tubo: entre 500ng-1ng de ARN y una mezcla de ceba-
dores (random primers) a una concentracién final de 0,25pM. El volumen de la

mezcla se completd a 10 pli con agua deionizada. La mezcla de reaccion se incubd
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durante 5 minutos a 65°C y a continuaciéon en hielo al menos 1 minuto. Luego se
adicioné a cada tubo de reaccion 5pl de 5X M-MLV Reaction Buffer, deoxi-nucle6-
sidos trifosfato (ANTPs, Thermo Fisher) a una concentracién final de 0,4 mM cada
uno (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 200 U de M-MLV Reverse Transcriptase y se
completé a un volumen final de 20 pl con agua. Se mezclé con micropipeta y se
incubé primero 1 hora a 37°C para la reacciéon de retrotranscripcion y luego 15
minutos a 70°C para la inactivacion de la reaccion. Finalmente el ADNc a usar
como molde en la reacciones de amplificacion se diluyé 5 veces en agua deionizada

y se almaceno a -20°C.

4.13 PCR a tiempo final, cualitativa

Los pares de oligonucledtidos especificos (primers) utilizados en este trabajo fueron
disenados en el portal BLAST de NCBI con la aplicaciéon primer-BLAST. Para
evitar la amplificacion espuria de posible ADN genémico contaminante en las mues-
tras, los primers fueron disenados de manera tal que cada miembro del par sentido
(forward) y anti-sentido (reverse) hibride en un exén diferente del gen en estudio.
Los primers fueron sintetizados por el servicio de la empresa Genbiotech o Macrogen.
Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados se indican en la tabla 4.2.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo final se realizé en un volu-
men final de 20 pul y se colocaron los siguientes reactivos por tubo de PCR: 2,0 nl
de 10X DREAMTAQ Green Buffer, 0,4 nl de ANTPs 10mM, 1 nl del primer forward
10 pM, 1 ul del primer reverse 10 pM, 0,21l de la enzima Dream Taq Hot Start
DNA Polymerase 5U/ul (n° de catalogo MAN0015973, Thermo Fisher) y 2 ul del
ADNc o gendémico segin el caso, y completando el volumen a 20 pl con agua deio-

nizada libre de DNasas. El programa de PCR utilizado fue el siguiente:
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1. Desnaturalizacion inicial y activacion de la polimerasa: 5 minutos a 95°C.

2. Desnaturalizacion del ADN molde: 30 segundos a 95°C.

3. Apareamiento: 30 segundos a la temperatura de apareado correspondiente para
cada cebador.

4. Extension: 40 a 120 segundos a 72°C, segun el largo del producto a amplificar.
Los pasos 2 a 4 se repitieron por 35 a 40 ciclos.

5. Extension Final: 5 minutos a 72°C.

Para visualizar el producto de la PCR se corri6 en un gel de agarosa (a una concen-
tracion entre 1y 2% de agarosa segun el tamano del producto) con bromuro de

etidio y se visualiz6 con lampara UV.

4.14 PCR cuantitativa (QqPCR)

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados se detallan en la tabla 4.2. Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 10pl. Se colocaron los siguientes
reactivos por tubo de PCR: 5 nl de FastStart Universal SYBR-Green Master (ROX)
(n® de cat. 04913914 001, Roche); 1.5ul del primer forward 5pM; 1.5nl del primer
reverse 5pM y 2pl de ADNe. Se utilizé el termociclador Step One Plus (Applied
Biosystems). Cada muestra a analizar fue determinada por duplicado. En todos los
casos el programa utilizado fue el siguiente:

1. Desnaturalizacion inicial y activacion de la polimerasa: 2 minutos a 50°C y 10
minutos a 95°C.

2. Apareamiento y extension: 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C. Se realiza-
ron 40 ciclos.

La lectura de la fluorescencia fue realizada al finalizar el paso de extension de cada

ciclo. Para cada uno de los ADNc analizados se realizaron curvas de temperatura
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de apareamiento para verificar la presencia de un tnico producto de amplificacion.
Esto fue confirmado al sembrar los productos de la reaccién en geles de agarosa (2%)
tenidos con bromuro de etidio, evidenciando una tnica banda.

El analisis de los resultados se realiz6 utilizando el programa de uso libre LinReg
[89], a partir del cual se obtuvieron las eficiencias de la reaccién de PCR para cada
par de primers y luego se calcularon los niveles tedricos iniciales de ADNc (NO) para
cada condicion.

Se evalu6 un gen housekeeping, el RPL7, el cual fue utilizado para normalizar los

niveles de expresion de los genes estudiados.

Tabla 4.2: Secuencia de los primers (en direccién 5'-3’) utilizados en las reacciones de
RT-PCR, RT-qPCR y amplificaciéon del ADNg.

ILT4 GCATCTTGGATTACACGGATACG GTGGGTTTTGGGTAGGCTC
VEGF-A CTTGCCTTGCTGCTCTACC CACACAGGATGGCTTGAAG
VEGF-C ATGTGTGTCCGTCTACAGATGT GGAAGTGTGATTGGCAAAACTGA

RPL7 AATGCGCGAGGATGGCAAG TGACGAAGGCGAAGAAGC
GAPDH ACAGCCTCAAGATCATCAG GAGTCCTTCCACGATACC

Primers para el gen hla-g

Ex1 F Forward CCTGGACTCACACGGAAACT
257 F Forward GGAAGAGGAGACACGGAACA
257 R Reverse TGTTCCGTGTCTCCTCTTCC
526 R Reverse CCTTTGTTCAGCCACATTGG
963 R Reverse GCAGCTCCAGTGACTACAGC
CRR1 F Forward TTTCCGATCACGAGACTAGC
CRD1 F Forward TGAGGAAAAGGAGCAGAGGA
CRD1 R Reverse AGAGACCAGTTTGCTTTTTGTT
CRD2 F Forward GGAGCTTGTTGCCAGAGAGT
CRD2 R Reverse CACTGGAGGGT GTGAGAACC
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4.15 Purificacién del producto de PCR del gel de agarosa

En los casos donde fue necesario secuenciar el producto de la PCR porque poseia
una o mas bandas, ademas de la deseada, se debi6 correr el producto de la reacciéon
en un gel de agarosa para separarlas segin su peso molecular y luego se corté el
fragmento del gel con la banda del tamano correspondiente y se purificé utilizando
el kit “PureLink” Quick Gel Extraction Kit (n° de cat. K2100-12, Invitrogen) si-
guiendo las especificacion del fabricante. Brevemente, se pesé el fragmento de aga-
rosa con el ADN para luego agregar, en una relaciéon 3:1, el volumen del buffer L3
que permite solubilizar la agarosa (mg de agarosa: ml de buffer). La mezcla se
calenté a 50°C durante 20 minutos o hasta que el gel se disolvié completamente. A
continuacion se agregd un volumen de isoprapanol 100% equivalente al peso inicial
de agarosa para mejorar el rendimiento de la purificacién. Se cargd la muestra en
una columna que posee una membrana de silica y se centrifugé 1 minuto a 12.000xg.
Se descarté el eluido, se lavé con 500 pul del buffer W1 (solucién de lavado) y se
volvié a centrifugar 1 minuto a 12.000xg. Luego se descarté una vez mas el eluido
y se centrifugd 2-3 minutos a la maxima velocidad para eliminar todo el volumen
remanente. Por tdltimo, se eluyé el ADN con 30-40ul de agua deionizada previa-
mente calentada a 50°C, se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y luego
se centrifugd 1 minuto a 12.000xg. Para maximizar la eluciéon, se repitié este ultimo

paso una vez mas.

4.16 Purificacion del producto de PCR de la mezcla de reaccién

En los casos donde fue necesario secuenciar el producto de PCR que solamente

poseia una banda, se procedi6 directamente a la purificacion utilizando el kit Wizard
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Genomic DNA Purification Kit (n° de cat. A1120, Promega) siguiendo las especifi-
caciones del fabricante. Brevemente, se mezclé el producto de PCR con el buffer B2
(buffer de unién) en una relacién 1:4 y se colocéd la muestra dentro de una columna
con una membrana de silica para su purificacién. Se centrifugé por 1 minuto a
10.000xg a temperatura ambiente. Luego se agregd a la columna 650 pl del buffer
W1 que posee etanol (solucién de lavado) y se centrifugd nuevamente por 1 minuto
a 10.000xg. Se descarto el eluido y se realizé una centrifugacion a maxima velocidad
para eliminar el volumen remanente y secar la columna. Por tltimo, para eluir el
ADN se anadieron 10 pl del buffer de elucion (E1, 10 mM Tris-HCI, pH 8.5), se
incub6 1 minuto a temperatura ambiente, se colocd la columna en un nuevo tubo
de elucion y se centrifugd por 1 minuto a 14.000xg. El volumen obtenido luego de

la elucién contiene el ADN purificado.

4.17 Diseno y clonado de los ARN guias para CRISPR/Cas9

En este trabajo disenamos cuatro ARNg que se unen especificamente al gen hla-g,
utilizando la herramienta bioinformatica Benchling Life Sciences R&D Cloud Soft-
ware (https://benchling.com/). La secuencia del ARNg debe preceder inmediata-
mente a una secuencia PAM (del inglés: protospacer adyacent motif), que es espe-
cifica para cada endonucleasa, y necesaria para realizar el corte en la doble hebra
de ADN. Para nuestro caso, utilizamos la endonucleasa Cas9 de Streptococcus pyo-
genes, la cual requiere una secuencia PAM 5-NGG, donde N puede ser cualquiera
de las 4 bases.

Dos ARNgs llamados 1A y 1B fueron disenados en el exén 1, rio arriba de un sitio
de inicio de la traduccion descripto recientemente [50]. Otros dos ARNgs llamados

2A y 2B fueron disenados aguas arriba del sitio de inicio de la traduccién mas
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estudiado y reconocido, presente en el exén 2. En la figura 4.1 se representan los

sitios diana de cada ARNg y en la tabla 4.3 se detallan las secuencias.

Exé6n 1 Ex6n 2 Exé6n 3
66 bp 185 bp 270 bp
—|—| Intrén 1 Intrén 2
| 1 |
A A
ATG ATG
PAM PAM PAM PAM
5 TTGAGGAGATGTCCTGGACTCACACGGAAACTTAGGGCTACGG-3' 5 - GCCGCGGTCCTGGTTCTAAAGTCCTCGCTCACCCACCCGGACTCATTCTCCCCAGACGCCAA-3"
ARNg-1B ARNp-28B :

Figura 4.1: Esquema del extremo 5’ del gen hla-g con sus primeros exones e intrones.
Se sefialan los dos sitios de inicio de la traduccién, ATG, en el exén 1 y en el 2. Los 4
ARNg disenados (1A, 1B, 2A y 2B) estan graficados con flechas que indican el sentido de
apareamiento. En color rojo se remarcan las secuencias PAM correspondientes.

Tabla 4.3: Secuencia de los ARNg disefiados para el gen hla-g, en direcciéon 5°-3’. En la
columna de la izquierda se muestran las secuencias PAM.

Top: CACACGGAAACTTAGGGCTA PAM
Bottom: TAGCCCTAAGTTTCCGTGTGC 5-CGG
Top: GGAGATGTCCTGGACTCACA PAM
Bottom: TGTGAGTCCAGGACATCTCC 5-CGG
Top: TGGGGAGAATGAGTCCGGGT PAM
Bottom: ACCCGGACTCATTCTCCCCAC 5-GGG
Top: GGACTTTAGAACCAGGACCG PAM
Bottom: CGGTCCTGGTTCTAAAGTCC 5-CGG

Los oligonucledtidos top y bottom fueron resuspendidos en agua deionizada en una
concentraciéon final de 100pM, hibridizados in vitro y clonados en el pldsmido
pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459)V2.0 (n° de cat. 62988, Addgene) tal como se explica

en el trabajo de [74]. Para el clonado se realiz6 la reaccion de digestion y ligacion
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simultdnea con la enzima de restriccion Bbsl y la enzima ligasa T7 (ambas de

Thermo Fisher), respectivamente.

4.18 Preparacion de plasmidos - Transformacion de bacterias com-

petentes

Las bacterias competentes Escherichia coli de la cepa DH5Q, fueron transformadas

con 100ng de cada pldsmido pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459)V2.0 clonado con cada
ARNg, mediante shock térmico a 42°C durante 90 segundos. A continuaciéon se
incubé en medio LB liquido (para 1L de medio: 10g de peptona, 5g de extracto de
levadura y 10g de NaCl), sin antibidtico, a 37°C durante 30-45 minutos en agitacion
permanente. Transcurrido ese tiempo, las bacterias se plaquearon en placas de Petri
con agar-LB (LB + 15 g/L de agar) y con ampicilina 100 pg/ml, se dejaron en
estufa a 37°C durante 16 horas. Posteriormente se picaron algunas colonias y se
realizaron mini cultivos en 3 ml de LB liquido con ampicilina a 37°C durante 16
horas, en agitacion permanente. Ademas, se tom6 muestra de cada colonia seleccio-
nada para chequear la presencia del plasmido con el inserto del ARNg de interés
mediante una colony-PCR, utilizando los cebadores UGF y el correspondiente ARNg
anti-sentido. Se preservaron alicuotas de las bacterias transformadas con el plasmido
en glicerol 30%, de aquellas colonias en donde se pudo amplificar con los cebadores
antes mencionados durante la colony-PCR.

En cada ensayo de transformacion, se realizaron los siguientes tres controles: bacte-
rias sin transformar, para evaluar la sensibilidad al antibi6tico; bacterias con el
plasmido sin clonar, para evaluar la viabilidad de las células, y bacterias con el

plasmido sin ligar, como control del plasmido religado sin inserto.

-3
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4.19 Preparacién de plasmidos a gran escala (Maxi-prep)

A partir de 1 ml de los mini cultivos obtenidos se procedié a la amplificacion de los
mismos en 300 ml de LB-Ampicilina a 37°C durante 16 horas, en agitaciéon perma-
nente. Se centrifugaron las bacterias 20 minutos a 3200xg y se descarté el sobrena-
dante. La preparacion del plasmido se realizé utilizando el kit Wizard Plus Maxi-
prep DNA purification (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante. Breve-
mente, el pellet de bacterias se resuspendié en Cell Resuspension Solution (50mM
Tris-HCl pH 7.5, 10mM EDTA, 100pg/ml RNase A), hasta que se obtuvo una
suspensiéon homogénea. A esto se le agregd Cell Lysis Solution (0.2M NaOH, 1%
SDS) para lisar las bacterias y se dejé reposar durante 10 a 20 minutos hasta obtener
una solucién clara y viscosa. Luego se agrego la soluciéon de neutralizacién (1.32M
acetato de potasio, pH 4.8), se mezcl6 por inversion y se centrifugé a 14000xg du-
rante 15 minutos. A continuacién, el sobrenadante fue transferido a un tubo conico
filtrandolo con una gasa para retener la mayor cantidad de restos celulares. Se
agreg6 0,5 volimenes de isopropanol al 100%), se mezcld por inversion y se centrifugd
a 14000xg durante 15 minutos. El pellet obtenido se resuspendié en 1ml de buffer
TE (10mM Tris-HCI pH 7.5, ImM EDTA) y se realiz6 un tratamiento con 20 ng/ml
de RNasa para eliminar el ARN que se precipita junto con el ADN plasmidico de
interés.

A continuacion, se realizé la purificacion del plasmido mediante una columna con
resina. Para esto, la solucion con el ADN fue mezclada con 10 ml de resina y luego
transferida a una maxicolumna. Esta mezcla fue empaquetada en el fondo de la
columna mediante vacio. Luego, se lavd la columna con Wash Solution (80mM
acetato de potasio, 8.3mM Tris-HCI1, pH 7.5, 40 pM EDTA y 55% Etanol) y luego

con etanol 80%. Una vez eluidas ambas soluciones de lavado por centrifugacion a

!
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1300xg por bSminutos, se dejé secar la columna y se eluyé el ADN plasmidico con
1ml de agua deionizada libre de DNasas (pre-calentada a 65-70°C) mediante centri-
fugacion a 1300xg por 5 minutos. La concentracion de ADN obtenida se determind
utilizando un espectrofotometro automético NanoDrop 1000 y el ADN plasmidico

fue conservado a -20°C.

4.20 Transfeccion de las lineas celulares con el sistema,

CRISPR/Cas9

Los plasmidos pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459)V2.0 clonados con los ARNg para
CRISPR/Cas9 fueron transfectados en las células JEG-3 y RCC7/HLA-G1 para
generar el knockout del HLA-G. Para esto, se plaquearon 3x10° células sobre un
pocillo de las placas de 12 pocillos y se las cultivé en medio DMEM + 10% SFB.
Pasadas las 24 horas, al obtener aproximadamente un 70% de confluencia en cada
pocillo, las células fueron transfectadas con 4pg de cada uno de los plasmidos clo-
nados con los ARNg y X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (n° de catalogo:
06 365 787 001, Roche) en una proporcién 1:3 (ug de plasmido: pl de Transfection
Reagent), siguiendo las indicaciones del fabricante. A las 24 horas post-transfeccion
se seleccionaron las células transfectadas con un pulso de 48 horas de puromicina
(1,75pg/ml). En paralelo, transfectamos un plasmido con GFP (pEGFP-N1, n° de
cat. 6085-1, Addgene) para controlar la eficiencia de transfeccion, la cual determi-
namos por microscopia a las 24 horas (Figura 4.2). Luego de la seleccién con anti-
bidtico, cultivamos las células durante 3 dias hasta alcanzar una confluencia del 70-
80%. Una vez alcanzada la confluencia, levantamos las células con Tripsina-EDTA

y las dividimos en 4 para amplificar el nimero de células. Por ultimo, luego de 3-4
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dias mas, obtuvimos la cantidad suficiente para separar las siguientes fracciones
celulares:

a. 1x10° células para aislamiento de ADNg (en 100 pl de buffer de lisis)

b. 1x10° células para medir HLA-G en la superficie celular por CF.

c. 1x10° células para aislar las proteinas y medir HLA-G por WB

d.  5x10° células para aislamiento de ARNm (en 500 pl de TRIzol)

e. 1x10° células para la criopreservacion.

Figura 4.2: Analisis mediante microscopia de fluorescencia de las células JEG-3, 24 ho-
ras post-transfeccion con el plasmido pEGFP-N1, como control de la eficiencia de la
transfeccion (200X).

4.21 Aislamiento clonal de las RCC7/HLA-G1 editadas mediante

CRISPR/Cas9

Luego de la selecciéon con puromicina, las células RCC7/HLA-G1 editadas que fue-
ron resistentes se clasificaron con el BD FACSAria III (BD Biosciences-US) para la
obtencion de lineas celulares clonales. Se obtuvieron alrededor de 100 clones, de los

cuales seleccionamos algunos para realizar el analisis clon a clon por PCR a tiempo
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final, por WB y por CF hasta encontrar aquel clon knockout. Seguidamente, se

confirmé por secuenciacion la identidad del producto de PCR. obtenido.

4.22 Secuenciacion

Para analizar lo ocurrido a nivel genémico luego de la edicion génica de las células
RCC7/HLA-G1 y las JEG-3 mediante la técnica de CRISPR/Cas9, hemos aislado
el ADNg para secuenciar las zonas diana del gen hla-g a las que dirigimos los ARNgs.
Brevemente, hemos amplificado por PCR a tiempo final las muestras de ADNg
mediante el uso de pares de cebadores especificos que flanquean la region de interés,
ya sea alrededor del exén 1, del 2 o de ambos. El producto de PCR fue visualizado
en un gel de agarosa al 1%. Si la PCR daba como resultado una sola banda del peso
molecular correspondiente se procedia a la purificacion del mismo usando el kit
Wizard Genomic DNA Purification Kit como se explic anteriormente (seccién 4.16).
En cambio, si se obtenia més de una banda, se procedia a la extraccion de la misma
usando el kit “PureLink”Quick Gel Extraction Kit como se explico anteriormente
(seccion 4.15). Una vez obtenido y purificado el fragmento de interés se llevé a cabo
la secuenciaciéon por el método de Sanger en Macrogen (Corea). Los resultados fue-
ron analizados con el programa en linea Synthego Full Stack Genome Engineering
(https://www.synthego.com/) usando la herramienta Synthego’s Inference of
CRISPR edits (ICE) la cual permite comparar las secuencias obtenidas del grupo
de células editadas contra las no editadas.

Para secuenciar las células editadas de la linea RCC7/HLA-G1 utilizamos los ceba-
dores CRR1 F que hibrida con la regién del plasmido del lentivirus justo antes de

la secuencia insertada del ADNc¢ del HLA-G y el 257 R que hibrida en el ex6n 3.
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Para secuenciar las células JEG-3 editadas en el exén 1 utilizamos los siguientes
cebadores: CRD1 F que es complementario con el intrén 0, y el CRD1 R que hibrida
en el intrén 1.

Para las JEG-3 editadas en el exén 2 utilizamos los siguientes cebadores: Ex1 F que
es complementario a la regién aguas arriba del ATG presente en el exén 1, y el 257
R.

Por ultimo, cuando editamos a las JEG-3 utilizando la mezcla de los 4 ARNgs
debimos secuenciar por un lado la regién del exén 1, utilizando los mismos pares de
cebadores, CRD1 F/CRD1 R, y para la regién del ex6n 2 tuvimos que disenar
nuevos cebadores, el CRD2 F/CRD2 R, ya que el cebador Ex1 F ya no era funcional
porque esa region también estaba modificada y su secuencia complementaria ya no

estaba disponible.

4.23 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Se tomaron muestras de sangre venosa periférica extraida con heparina de donantes
sanos anonimizados para el aislamiento de las células mononucleares de sangre pe-
riférica (PBMC, abreviatura de sus siglas en inglés). La sangre fue diluida a la mitad
con PBS y el aislamiento de las PBMC se llev6 a cabo mediante centrifugacion por

gradiente de densidad usando el reactivo Ficoll-Paque PLUS medium (n° de cat.

17-1440-03, Fischer Scientific) en una proporcion 1,5:1 (ml sangre diluida: ml Ficoll).

Brevemente, en un tubo cénico de 50 ml colocamos 13 ml de Ficoll formando un
colchén en el fondo del tubo, y luego anadimos muy lentamente por encima 20 ml
de sangre diluida, luego se centrifug6 a 800xg durante 30 minutos a temperatura
ambiente, graduando la aceleracion de la centrifuga para que sea suave y quitandole

el freno. Las PBMC se ven como una nube blanca, llamada capa leucocitaria (buffy
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coat) en la interface entre el Ficoll (transparente) y la capa superior de plasma rico
en plaquetas (amarillento). Cuidadosamente con una pipeta Pasteur se extrae la
capa leucocitaria y se la coloca en un nuevo tubo cénico de 50 ml, se realizan 2
lavados con abundante PBS centrifugando a 400xg durante 5 minutos. Las PBMC
obtenidas fueron contabilizadas y resuspendidas como se explica a continuacion: 1-
para la purificacién de células NK se resuspendieron en PBS (secciéon 4.24); y 2-

para el ensayo de inmunomodulacién de linfocitos activados se resuspendieron en

RPMI1640 + 10% SFB (seccion 4.26).

4.24 Purificacion de células NK a partir de las PBMC

A partir de las PBMC aisladas y resuspendidas en PBS se procedid a la purificacién
de la fraccion de células NK por separacion magnética. El primer paso fue marcar
a las PBMC con el anticuerpo anti-CD56 conjugado con biotina (n° de cat. 13-0567-
82, Invitrogen), marcador de superficie especifico de la estirpe linfocitica NK, a una
diluciéon 1:50, incubandose en frio por 15 minutos. Luego se anadieron 50 pl de
microperlas magnéticas asociadas a un anticuerpo anti-biotina (n° de cat. 120-000-
900, Miltenyi) y se incubaron por 15 minutos adicionales, en frio. Una vez marcadas
las NK con el anti-CD56 y unidas a las microperlas magnéticas, se colocaron dentro
de una columna MS (Miltenyi) y mediante el uso de un campo magnético, mini-
MACS Separator, se logré reclutar las células de interés. Luego de realizar 3 lavados
con una solucién de lavado (PBS + 0.1% albtimina + 2mM EDTA), la columna se
quit6 del campo magnético, se colocd dentro de un tubo conico de 15 ml nuevo y se
eluyeron las NK pasando 500 pl de solucion de lavado con la ayuda de un émbolo

para ejercer mas fuerza y lograr una buena eficiencia de elucion. Las NK obtenidas

fueron cultivadas en RPMI1640 + 10% SFB.
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La eficacia de purificacion se analizé por CF marcando las células con los siguientes

marcadores de superficie: anti-CD45/PE, anti-CD56/BB515 y anti-CD3/PE.

4.25 Ensayo de degranulacion de las células NK

Una de las funciones del HLA-G es inhibir la degranulacion de las células NK. Para
determinar esto, podemos medir la presencia de la proteina de membrana asociada
al lisosoma-1 (LAMP-1 o CD107a), la cual es una proteina transmembrana alta-
mente glicosilada presente en los lisosomas de las células NK. Como consecuencia
del proceso de degranulacion, la membrana externa de los granulos se fusiona con
la membrana plasmatica de las células NK, lo que conduce a la exposiciéon en su-
perficie de las moléculas de CD107a.

Este ensayo sirve para analizar si las células JEG-3 no editadas, que expresan HLA-
G, producen una inhibicion de la degranulacién de las NK; mientras que las células
JEG-3 editadas con los 4 ARNgs, que no expresan HLA-G, recuperan la tasa de
degranulacion de las NK. La presencia de la molécula CD107a se estudi6 sobre las
células NK que fueron co-cultivadas ya sea con las células JEG-3 sin editar (HLA-
G +) o con las JEG-3 editadas, MIX-ARNgs (HLA-G -). A continuacién detallamos
el protocolo realizado:

En primer lugar, las NK (células efectoras) fueron cultivadas en RPMI 1640 + 10%
SFB e incubadas con 2 pL rIL-2 (100 U/PL) por 16 horas para estimular el creci-
miento celular. Ademas, las células JEG-3 wt (HLA-G+) y las células MIX-ARNgs
(HLA-G -) (células diana) fueron disociadas de la placa de cultivo con Tripsina-
EDTA, luego contabilizadas y resuspendidas a una concentracion tal que nos per-

mitiera anadir 100.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos. El medio de cul-

tivo utilizado también fue RPMI 1640 + 10% SFB.
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Al siguiente dia, las células NK fueron incubadas solas o co-cultivadas con las células

diana durante 4 horas en las placas de 96 pocillos. El medio de cultivo utilizado fue

suplementado con una solucién llamada Monensina 1000X (n° de cat. 00-4505-51,

eBioscience) que funciona como inhibidora del transporte de proteinas, especial-

mente util para la medicion del CD107a, ya que frena el movimiento de proteinas
entre el aparato de Golgi y reticulo endoplasmico y retarda la internalizacién del
mismo una vez expuesto hacia el exterior en la membrana plasméatica del linfocito.

Para realizar los controles experimentales correspondientes, las NK solas fueron di-

vididas en 3 grupos:

- Control de isotipo: para determinar la fluorescencia inespecifica.

- Control negativo (degranulacion basal): las NK se incubaron solamente con el
anticuerpo anti-CD107a/PE.

- Control positivo (células estimuladas): las NK fueron estimuladas con forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA) + ionomicina 500X (Cell stimulation cocktail, n°
de cat. 00-4970-03, eBioscience), lo cual es necesario para activar el proceso de
degranulacion, y también se incubaron con el anticuerpo anti-CD107a/PE.

Las células fueron co-cultivadas en una proporcion 1:1, células efectoras: células

diana, en RPMI + 10%SFB donde se anadié también el cocktail de estimulacion y

el anticuerpo anti-CD107a.

Todas las condiciones se incubaron durante 4 horas. Transcurrido ese tiempo, las

células NK se lavaron con PBS+ 0,1% albtmina, se tifieron con el anticuerpo anti-

CD56/BB515 y se procesaron para el analisis por CF.
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4.26 Ensayo de inmunomodulacién ex vivo de linfocitos activados

Para estudiar la capacidad inmunomoduladora de las CMM-CU se realizdé un co-
cultivo de las mismas con las PBMC y se evalu6 la capacidad de proliferaciéon de
los mismos. Para ello, las PBMC fueron tenidas con el colorante vital carboxifluo-
resceina succinimidil éster (CFSE) que pierde fluorescencia por mitades en cada
division celular. Para conseguir una tincién homogénea se colocaron las PBMC re-
suspendidas en 1ml de PBS + 5% SFB en un tubo cénico de 15 ml seco, luego se
coloca el tubo horizontalmente y sobre la pared se anade una gota de PBS + 1,1 ul
CFSE 5mM, se tapa cuidadosamente y se invierte el tubo rapidamente varias veces
para que el colorante se distribuya parejo con las PMBC. Se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente, luego se anadieron 10ml de PBS+5% SFB y se
centrifugé por 5 minutos a 1000xg. El pellet de células se resuspendié en RPMI+
10% SFB.

En primer lugar, antes de poner en contacto a las PBMC con las CMM-CU, las
PBMC fueron incubadas en el medio RPMI+ 10% SFB suplementado con 5ug/ml
concanavalina A durante 16 horas, para estimular su proliferacién. Luego de esta
incubacién, se observd al microscopio 6ptico que las PBMC habian proliferado ya
que se encontraron cumulos de células dispuestas en rosetas de 4 a 5 células. Las
PBMC fueron colectadas, lavadas con PBS, las rosetas fueron disgregadas para po-
der contabilizar las células, y luego se resuspendieron nuevamente en RPMI + 10%
SEFB para realizar el co-cultivo con las CMM-CU. El co-cultivo se llevo a cabo en
placas de cultivo de 6 pocillos, donde se colocaron las PBMC y las CMM-CU en
una relacién 1:1. El medio de cultivo fue suplementado con 10ng/ml de anti-CD3 y

300IU/ml de IL-2, que estimulan la proliferacién de las PBMC.

81



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

Se realizaron los siguientes controles: 1- Control de PBMC sin tenir y sin estimular.
2- Control de PBMC tenidas con CFSE sin estimular. 3- Control de PBMC tenidas
con CFSE, estimuladas, sin el co-cultivo con CMM-CU.

Luego de 96 horas de co-cultivo, se colect6 el medio de cultivo de todas las condi-
ciones, donde se encuentran las PBMC en suspensién, se lavé con PBS varias veces
cada pocillo tratando de recuperar la mayor cantidad de células sin arrastrar a las
CMM-CU que crecen adheridas a la placa. Con ayuda de una pipeta se disgregaron
las células, para tenerlas unicelulares y determinar la cantidad de CFSE presente

en las PBMC mediante CF.

4.27 Ensayo de proliferacién celular

Para evaluar si existe una interaccion entre las CMM-CU y las CT crecidas a partir
de las muestras de pacientes con CRCC, se realiz6é un ensayo de proliferacion celular.

Para ello, primero se cultivaron las CMM-CU en placas adherentes de 100 mm? en

el medio correspondiente para su crecimiento, a-MEM + 10% LP. Cuando las célu-

las alcanzaron un 50% de confluencia, se removi6 el medio de la placa, se anadieron
10ml de RPMI1640 y se incubaron por 24 horas a 37°C. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacién se colecté el medio (medio condicionado con CMM-CU al 50%
de confluencia), el cual posee todos los factores de crecimiento que las células libe-
raron. Del mismo modo se procedid para colectar el medio de las CMM-CU al 90%
de confluencia. Ambos medios condicionados pueden almacenarse a -20°C hasta el
momento de su uso.

En segundo lugar, las CT fueron sembradas en las placas de 96 pocillos, a una
concentraciéon de 10.000 células/pocillo, y se les anadieron 200 pul de los diferentes

medios de cultivo: condicién 1: RPMI 1640 solo, condicién 2: RPMI 1640 + 10%



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

SEFB, condicién 3: medio condicionado al 50% de confluencia, condiciéon 4: medio
condicionado al 90% de confluencia. Todas las condiciones fueron realizadas por
triplicado y se incubaron por 48 horas a 37°C.

Luego del periodo de incubacién, se utilizo el reactivo CyQUAN'T cell proliferation
assay (n° de cat. C7026, Thermo Fisher) para determinar la proliferacién celular,
siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se removié el medio de todos
los pocillos, se anadieron 50 pl de la solucién de tincién (buffer HBSS + CyQUANT
NF dye reagent) y se incubd la placa a 37°C durante 30 minutos. Ademads, se debid
realizar una curva de calibraciéon con concentraciones crecientes de células, desde 0
células/pocillo hasta 20.000 células/pocillo, también por triplicado, incubarlas con
la solucion de tincion y determinar la fluorescencia emitida para cada concentracion

conocida de células. La medicién de la fluorescencia se realizd con el lector de mi-

croplacas Fluoroskan Ascent FL, Thermo Scientific (A excitacién: 485nm, A detec-

cion: 530nm).

4.28 Analisis estadistico

Las caracteristicas clinico-patolégicas son variables independientes, tales como son
el género, la edad, el tamano tumoral y el grado tumoral, que se analizaron de
manera descriptiva, con medidas de tendencia central y de dispersion.

Para el analisis de variables cualitativas y la posible relacion entre ellas, se utilizaron
tablas de contingencia, como por ejemplo para evaluar la relacion entre el grado
OMS/ISUP y el tamano tumoral, o entre el grado de infiltracion local y el desarrollo

de metastasis y el tiempo de sobrevida de los pacientes.
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Para el analisis de variables ordinales se utilizé el Test de Wilcoxon, para estudiar
la relacién entre el grado OMS/ISUP y los niveles de expresion de VEGF-A, HLA-
G e ILT4, medidos por THQ.

Los resultados experimentales, cuantitativos, son presentados como la media =+ error
estandar de la media (SEM). Los residuos se ajustaron a la distribucién normal y
la homogeneidad de la varianza. En los experimentos donde se comparan dos valores
entre si, se utilizo la prueba T de Student para muestras no apareadas. En los casos
donde se debieron comparar mas de dos variables entre si, se realizaron estudios de
ANOVA en bloques aleatorizados seguido de pruebas de comparacion multiples de
Tukey. Por ultimo, se utilizé la prueba T de Student para muestras pareadas para
analizar el ensayo de degranulacion de los linfocitos NK.

Se consider6 diferencias entre grupos como estadisticamente significativas cuando
el valor p fue menor o igual a 0,05. Los analisis estadisticos fueron realizados utili-

zando el programa Graphpad Prism (v6.01).
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5 Resultados. Primera Parte

Anilisis de la expresiéon del punto de control inmunolégico HLA-G/ILT4 y su
posible relacion con la expresion del principal inductor de la angiogénesis, el

VEGF-A, en muestras de pacientes diagnosticados con CRCC.

5.1 Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes con CRCC

Se recibieron 20 muestras de pacientes con diagnostico de CRCC del Hospital “Evita
Pueblo” de Berazategui, Argentina, los cuales han sido sometidos a cirugia laparos-
copica como tratamiento primario del cancer. Las muestras derivaron de 15 pacien-

tes masculinos y 5 femeninos, con una edad de entre 50 y 59 anos (Figura 5.1).

n° pacientes
m
1

0 T T T T
40-49 50-59 60-69 70-79

B Masculino
= Femenino

Anos

Figura 5.1: Distribucién de los tumores segin el sexo, femenino y masculino (A) y segin
la edad de aparicién (B).

Segun el sistema de estadificacion OMS/ISUP, las muestras recibidas se clasificaron
en los cuatro grados descriptos, siendo el grado 1 el tipo menos agresivo y el grado

4 el tipo méas agresivo. La distribucion encontrada fue: 1 muestra de grado 1; 12
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muestras de grado 2; 6 muestras de grado 3 y 1 muestra de grado 4. El andlisis de
las historias clinicas revel6 que 5 pacientes no sobrevivieron mas de 5 anos luego de
la cirugia, dentro de los cuales 3 desarrollaron metastasis (Tabla 5.1). Las causas
de muerte de estos pacientes fueron las siguientes: descompensacion cardiaca (#1 y
17), metéstasis pulmonar y cerebral (#20) y progresién del tumor (#3 y 15). Se
observé una fuerte correlacion entre la infiltracion de la vena renal y el desarrollo
de metastasis. Ademads, se puede observar una menor sobrevida en aquellos pacien-
tes que al momento de la cirugia presentaron infiltraciéon tanto de la vena renal
como de los tejidos perirrenales, ya sea por progresion del tumor o por metastasis
(Figura 5.2). También se muestra que varios pacientes presentaron infiltracion de

la capsula renal, pero su sobrevida fue mayor a 5 anos y no hubo casos de metastasis.

Bm Supervivencia =5 afios
Supervivencia <5 afios
B Metastasis

n° pacientes

No Céapsula \Vena Tejido
renal perirrenal

Infiltracion local

Figura 5.2: Relaciéon entre la infiltracion local de los tumores, los anos de supervivencia
luego de la cirugia renal (> o < 5 afios) y el desarrollo de metastasis.
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Tabla 5.1: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con CRCC del Hospital
Evita Pueblo, Berazategui, Argentina. Se muestra el grado OMS/ISUP, edad, sexo, apari-
cién de metastasis, supervivencia global luego de la cirugia, indice de microdensidad vascu-

lar (MDV), expresion del VEGF-A, HLA-G e ILT4, infiltracién local y tamaio tumoral
pT). Los niveles de expresion de los marcadores revelados por IHQ se muestran con (+)

—~~

tincién leve, (++) tincién moderada y (+-++) tincién fuerte.

OMS, S - Infiltracio
Paciente 4 : upe-r MDV T2 nfiltracion oT
ISUP vivencia local
— 1 No <5 + 36 ++ +++ No T1

F 71
_ 2 M 50 No >5 + 29 ++ +++ Capsula T2
— 2 M 63 Si <3 + 14 ++ +++ Vena renal 13
— 2 M 55 No >5 ++ 24 +++ ++ Capsula T1
— 2 M 50 No >5 + 38 -t ++ No T1
— 2 F 61 No >5 ++ 54 +++ 4+ Capsula T1
2 M 62 No >5 +++ 16 ++ ++ Capsula T1
“ 2 F 59 No >5 ++ 33 +++ 4+ Capsula T2
“ 2 M 55 No >5 + 35 +++ +++ Capsula T1
2 M 59 No >»5 ++ 34 ++ +HH No T1
n 2 M 55 No >5 + 33 ++ + Capsula T1
2 M 413 No >5 + 12 ++ + No T1
2 M 52 No <5 ++ 31 +++ +++ Tej. perirrenales T3
n 3 B 75 No >5 +H+ 20 +H+ +H Vena renal T3
n 3 M 72 Si >5 ++ 16 ++ +++ Vena renal 13
3 F 54 No >5 + 19 ++ ++ Tej. perirrenales T3
3 M 57 No <3 ++ 27 ++ +4+ Tej. perirrenales T3
3 M 72 No >5 ++ 26 ++ ++ No T1
[ 19 [ M 52 No >5 n 28 " + No T
m 4 M 60 Si <1 ++ 26 + +++ Vena renal 13

El indice pT indica el grado de tamano tumoral, siendo pT=1 los que poseen tamano
tumoral pequenio y pT=3 corresponde a un tamano tumoral grande. Mediante un
andlisis de correlacion se determiné que cuando el grado OMS/ISUP es alto,
usualmente el pT también lo es (p<0,05). Tenemos un solo paciente con OMS/ISUP
grado 1 que a su vez tiene un pT=1. Para OMS/ISUP grado 2, un 67% de los

pacientes son pT=1, un 17% son pT=2 y el 17% restante son pT=3. Para
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OMS/ISUP grado 3, el 67% de los pacientes son pT=3 y el 33% son pT=1. El tnico

paciente con OMS/ISUP grado 4 tiene un pT=3 (Tabla 5.2 y Figura 5.3)

B pl3
mm pl2
m pl1

n° pacientes

OMS/ISUP

Figura 5.3: Distribucién del tamano tumoral (pT) con respecto al grado OMS/ISUP.

Tabla 5.2: Anélisis de correspondencias entre el grado OMS/ISUP y el pT. La tabla
muestra las frecuencias relativas de las muestras de pacientes.

| oms/isup|_pT1 | _pT2 | pT3 | Total|
N 0

1,00 0 1,00

0,67 0,17 0,17 1,00

0,33 0 0,67 1,00

0 0 1,00 1,00

Total 0,55 0,10 0,35 1,00

5.2 Estudio mediante IHQ de marcadores de angiogénesis,
VEGF-A y CD34, y del punto de control inmunolégico HLA-
G/ILT4

En los ultimos anos, en base a la posible relacion entre la angiogénesis y la

inmunoterapia, se han propuesto nuevas estrategias terapéuticas donde se combinan
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terapias para mejorar el éxito del tratamiento contra el cancer. Es por ello que nos
surge un gran interés en evaluar la potencial co-expresion del principal inductor
angiogénico, el VEGF-A, y del PCI HLA-G/ILT4.

Las muestras tumorales recibidas fueron procesadas para la marcacion IHQ con los

siguientes anticuerpos: anti- HLA-G 4HS84, el cual reconoce el dominio al; anti-

ILT4, su principal receptor, y anti-VEGF-A clon C-1. La tincién fue registrada
segin la intensidad de marcacion en negativa (-), leve (+), moderada (++) o alta
(+++) (Tabla 5.1). A continuacién se analizan cada uno de los marcadores y su
posible interrelacion.

En todas las muestras tumorales se ha observado marcacion THQ para el HLA-G,
tanto citoplasmatica como de membrana (Figura 5.4). Si bien la expresién fue
variable entre los pacientes y no se encontraron diferencias significativas, hubo una
expresién més alta en las muestras de bajo grado OMS/ISUP (1 y 2) ya que un
54% presentaron una expresion moderada y un 46% una alta expresién, mientras
que en las muestras de alto grado (3 y 4) el 72% present6 una expresién moderada,
el 14% una alta expresion y el 14% restante una expresion leve (Tabla 5.3, Figura
5.6). Ademads, se observ) expresion del receptor ILT4 en algunos macréfagos
estromales, en células plasmaticas y en linfocitos infiltrantes, en todas las muestras
tumorales, presentando una tincién elevada en la mayoria de los casos, sin ningin
correlato con el grado tumoral. En la figura 5.4 se muestra que las regiones de tejido
renal normal no presentan marcacién con los anticuerpos anti-HLA-G ni anti-ILT4.
En la figura 5.5 se muestran dos imagenes representativas de la tincién [HQ del

ILT4.
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Zona 1 del CRCC1 | Zona 2 del CRCC1 | Zona 1 del CRCC2 | Zona 2 del CRCC2 | Tejido renal normal

(AR ST ; ' >
i .

CD34 VEGF-A H&E
-

HLA-G

ILT4

Figura 5.4: Marcacién THQ de VEGF-A, CD34, HLA-G e ILT4 en dos zonas diferentes
de dos muestras representativas de CRCC. Ademds se muestra la coloracién de rutina H-E.
En la columna de la derecha se observa el tejido renal normal.

Figura 5.5: Tincién THQ representativa del ILT4 en tejidos tumorales de dos pacientes
con CRCC. Se muestra también la tinciéon con H-E.
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Con respecto al analisis del VEGF-A, también se encontré marcacién positiva en
todas las muestras tumorales pero el perfil de expresion parece ser contrario al del
HLA-G. Si bien los resultados no mostraron diferencias significativas, el 54% de las
muestras de bajo grado OMS/ISUP (1 y 2) presentaron una tincion leve, el 38%
una tincién moderada y solo el 8% una tincién alta. En cambio, en las muestras de
alto grado OMS/ISUP (3 y 4), el 29% presenté una tincién leve (+), el 57% fue
moderado (+4) y el 14% present6 un tincién alta (+++) (Tabla 5.3 y Figura 5.6).
De hecho, en la figura 5.4 se observa que algunas regiones tumorales que exhibieron
una fuerte inmunomarcacion con el anticuerpo anti-VEGF-A, fueron negativas para
HLA-G. Similarmente, en algunas regiones tumorales que fueron marcadas con el

anticuerpo anti-HLA-G, no se observé ninguna marcacién con el anti-VEGF-A.

Tabla 5.3: Las muestras de pacientes se dividieron segin el grado OMS/ISUP en bajo
grado (1 y 2) y alto grado (3 y 4). Se analiza la cantidad de pacientes que poseen tinciones
leves, moderadas o altas de los marcadores VEGF-A, HLA-G e ILT4. El indice de MDYV se

muestra como el valor promedio + SEM.

Nivel Bajo grado Alto grado
de expresion OMS/ISUP (1y2)| OMS/ISUP (3y4)

+ 54% (7/13) 29% (2/7)
VEGF-A o 38% (5/13) 57% (4/7)
+++ 8% (1/13) 14% (1/7)
+ - 14% (1/7)
HLA-G i 54% (7/13) 72% (5/7)
e+ 46% (6/13) 14% (1/7)
+ 15,5% (2/13) 14% (1/7)
ILT4 ++ 15,5% (2/13) z

+++ 69% (9/13) 86% (6/7)

MDV 32,23+104 23,14 +4,7
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Figura 5.6: Distribucién de la marcacion de VEGF-A| HLA-G e ILT4 segtn la
intensidad de tincién por IHQ (+ leve, ++ moderada y +-++ alta) en los pacientes con
bajo grado (1 y 2) y con alto grado OMS/ISUP (3 y 4).

En resumen, hemos encontrado una extensa y heterogénea marcaciéon de los cuatro
biomarcadores analizados en todas las muestras de CRCC recibidas. Las muestras
tumorales de bajo grado OMS/ISUP poseen niveles de expresion del HLA-G entre
moderado a elevado, mientras que los niveles de expresion del VEGF-A estan entre
leve a moderado. Lo contrario se observa en las muestras tumorales de alto grado
OMS/ISUP, en donde los niveles de HLA-G resultaron mas bajos, mientras que los
del VEGF-A fueron més elevados. El ILT4 se encontr6 altamente expresado en todas

las muestras de CRCC.
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5.3 Analisis de la MDYV y su relacién con el VEGF-A

El indice de MDYV sirve para evaluar la neoangiogénesis tumoral. Para ello, las
muestras de los pacientes fueron marcadas con el anticuerpo anti-CD34 que tifie las
células endoteliales. De cada muestra se eligieron 3 zonas de alta marcacién (“hot
spot”) y se contabilizaron la cantidad de vasos sanguineos pequenos, en formacion,
para calcular el indice de MDYV.

Segtn los resultados, las muestras tumorales se dividieron en dos grupos: grupo 1,
con mas de 20 microvasos/campo y grupo 2, con menos de 20 microvasos,/campo.
El indice de MDYV promedio obtenido de todas las muestras fue de 29,05
microvasos/campo. Al dividir las muestras en tumores de bajo grado OMS/ISUP
(1 y 2)y de alto grado (3 y 4), en la tabla 5.3 se muestra que el indice de MDV
promedio es 32,23 + 10,4 y 23,14 + 4,7 respectivamente. La diferencia entre ambos
grupos fue estadisticamente significativa, presentando un indice més elevado las
muestras de bajo grado (p<0,05). La mayoria de los pacientes (16/20) pertenecen
al primer grupo, es decir con un MDV>20, lo que confirma que las muestras de
CRCC tienen una neoangiogénesis tumoral importante, sobre todo en los primeros
estadios de la enfermedad.

Si se analiza en conjunto el indice de MDYV y la expresion del VEGF-A para cada
muestra individualmente, se observa que en la mayoria de los pacientes con
MDV>20, los niveles de VEGF-A son bajos (+ o ++), y aquellos con MDV<20
presentan altos niveles de VEGF-A (+++). Esta correlacién negativa entre ambos

parametros no se mantiene en los casos de pacientes que han desarrollado metastasis,

donde tanto el MDV como los niveles de VEGF-A son bajos (Tabla 5.4).
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Tabla 5.4: Relacion entre el indice MDYV y la expresion del VEGF-A.

N° de A :
MDV VEGF-A . Metastasis
pacientes
>20 + No

8
>20 ++ 7 No
<20 +++ 2 No
<20 +0++ 3 Si

Otro dato relevante a estudiar es la heterogeneidad de la neoangiogénesis dentro de
un mismo tumor, lo cual podria llevar a respuestas variables frente a los
tratamientos anti-angiogénicos en el paciente. Para poder realizar un estudio mas
detallado se analizaron 5 nuevas muestras de pacientes con CRCC en las cuales se
obtuvieron biopsias de 3 zonas diferentes: zona de tejido renal normal adyacente al
tumor, zona central tumoral y zona periférica tumoral. El indice de MDYV fue
significativamente mayor en las zonas tumorales, tanto central como periférica, en
comparaciéon con el tejido renal adyacente normal (Figura 5.7). Ademés, se
observaron diferencias entre las zonas tumorales, siendo el indice de MDV mas alto

en la zona periférica tumoral que en la region central (p<0,05).
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Figura 5.7: A- Indice de MDV promedio + SEM en la zona de tejido renal normal
adyacente al tumor y en las regiones tumorales. Las diferencias estadisticamente
significativas (p<0,01) se muestran con *** (entre la zona normal y las tumorales), y con
°°° (entre las zonas tumorales periférica y central). B- Imdgenes de muestras de CRCC
tenidas mediante THQ con anti-CD34, representativas de cada zona.

Segin lo mencionado, observamos que la mayoria de las muestras tumorales
presentaron un importante desarrollo de nuevos vasos sanguineos. Hallamos una
correlacion negativa entre la expresion del VEGF-A y el indice de MDV. Ademas,
encontramos gran heterogeneidad del indice de MDV en las diferentes zonas

tumorales analizadas dentro de un mismo paciente.
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5.4 Obtencién de cultivos celulares primarios a partir de CT
crecidas de las muestras de pacientes con CRCC

Las muestras obtenidas de pacientes con CRCC han sido procesadas en el
laboratorio para la obtencion de cultivos celulares primarios. Para ello se utilizaron
diferentes combinaciones de medios de cultivo y factores de crecimiento con el fin
de encontrar la condicién 6ptima para el crecimiento de las CT. Las muestras de
biopsias recibidas se procesaron por separado segin la zona tumoral central y
periférica y la zona de tejido renal normal adyacente al tumor. Se lavaron con PBS
y se cortaron en pequenos fragmentos que se colocaron sobre una placa de cultivo
adherente, en las cuales se fueron probando distintas combinaciones de medios de
cultivo.

Los protocolos probados fueron:

- En primera instancia se anadi6 el medio de cultivo DMEM suplementado con
10% SFB y luego de un mes no se observé crecimiento celular alrededor de los
fragmentos de tumor.

- En una segunda instancia se suplementé el medio de cultivo antes mencionado
con el factor de crecimiento epidérmico, EGF, y se duplico la cantidad de SFB, con
el fin de estimular el crecimiento celular. Luego de un mes tampoco se observo
ningtn tipo de crecimiento alrededor de los fragmentos de tejido.

Es bien sabido que la composiciéon de los medios aplicados puede influir en la
proliferacion y viabilidad celular. EI1 DMEM es un medio constituido por altas
concentraciones de sales, aminoacidos no esenciales y glucosa, por lo cual se decidié
cambiarlo por otro medio basal.

- Se utilizé el medio RPMI 1640, el cual es menos rico en nutrientes pero con

alta concentracion de fosfato, y se lo suplement6 con un 20% SFB y con el reactivo
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B27, que es un suplemento que aporta muchos factores de crecimiento asi como
también hormonas que estimulan la proliferacién celular. Con estas modificaciones
en el medio de cultivo utilizado se ha conseguido expandir las células a partir de los
fragmentos de las biopsias.

Los primeros fragmentos de tejido en los que aparecieron células alrededor,
llamativamente, fueron aquellos que provenian de la zona de tejido renal normal
adyacentes al tumor. Las células tardaron aproximadamente 14 + 5 dias en crecer
lo suficiente para realizar el primer pasaje celular. Al microscopio Optico, se
observaron células pequenas de forma ahusada, con un nucleo redondeado central
(Figura 5.8).

Las siguientes células en aparecer fueron las que provenian de la zona periférica
tumoral, con un promedio de 23 + 5 dias para alcanzar el momento del primer
pasaje celular. Estas CT presentaron una morfologia muy diferente a las anteriores.
Se observaron células més grandes, alargadas, con un nicleo de mayor tamano y de
forma irregular (Figura 5.8).

Por dltimo, las células provenientes de la region central tumoral tardaron
aproximadamente 37 + 5 dias en crecer hasta alcanzar su primer pasaje celular. La
morfologia observada fue muy distinta a los dos tipos de células descriptas
anteriormente. Se observaron células de mayor tamano, sin una forma definida, con
abundantes vesiculas citoplasméaticas y un nucleo de gran tamano con uno o mas

nucléolos prominentes (Figura 5.8).
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Zona no tumoral Zona tumoral periférica Zona tumoral central

Figura 5.8: Células crecidas en las placas de cultivo observadas al microscopio 6ptico
con un aumento de 200X. Se observan las células crecidas de las zonas de tejido renal
normal y de las zonas tumorales periférica y central.

Al comparar los tiempos de crecimiento de las células en las 3 zonas mencionadas,
se observaron diferencias significativas entre los 3 grupos (p <0,05), siendo las
células de las muestras de tejido renal normal las mas rapidas en crecer (14 £+ 5

dias) y las de la zona tumoral central, las méas lentas (37 = 5 dias) (Figura 5.9).
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Figura 5.9: Dias promedio de crecimiento de las células hasta alcanzar el momento del
primer pasaje celular en las zonas de tejido renal normal, tumoral periférica y tumoral
central. Las letras a, b y ¢ muestran que hay diferencias significativas entre las 3 zonas (p
<0,05).

5.4.1 Analisis de marcadores de superficie en las CT crecidas a partir de
cultivos primarios de CRCC y en las células de tejido renal normal,
mediante CF

Para caracterizar a las células crecidas a partir de las biopsias obtenidas de pacientes
con CRCC, se analizaron ciertos marcadores de superficie celular. Elegimos estudiar
aquellos que estan involucrados en procesos biologicos caracteristicos de las CT,
como son la interacciéon célula-célula, la adhesién celular, la migracion, la
proliferacion, la diferenciacion y la angiogénesis. Algunos de los marcadores
seleccionados para su medicién fueron los cimulos de diferenciacion (CD, de sus
siglas en inglés cluster of differentiation) 90, 98, 117 y 44. Adem4s, se estudié la
expresion de cadherinas especificas de células epiteliales (CD324 y CD326) y del

endotelio vascular (CD144), con el fin de determinar el linaje de las células obtenidas
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en el cultivo. Por ultimo, se midi6 la expresion del marcador Tra 1-60, el cual indica
un estado celular indiferenciado.

Los marcadores se midieron mediante CF en las CT crecidas a partir de la zona
periférica tumoral y se los compard con los observados en las células crecidas a
partir del tejido renal normal. Los resultados obtenidos mostraron positividad para
CD90, 98 y 44, y negatividad para el CD117 para ambos tipos celulares, tumorales
y no tumorales. También, la cadherina EP-CAM o CD326 resulté positiva para
ambas poblaciones celulares, mientras que la cadherina epitelial CD324 no se
expresé en ninguna de las dos poblaciones. Por otra parte, la VE-cadherina o CD144
resulté negativa en ambas poblaciones celulares. Con respecto al marcador Tra 1-
60, el 76,1% de las CT dieron positivas, en cambio en las células no tumorales sélo

el 23,5% dieron positivas.
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Figura 5.10: Andlisis mediante CF de las células crecidas a partir de la zona tumoral
periférica y del tejido renal normal. Se midieron los marcadores de superficie CD90-FITC,
CD98-FITC, CD117-FITC, CD44-APC, CD326-PE, CD324-APC, CD144-APC y Tra 1-60-
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AF647. En negro se muestran los controles de isotipo, en celeste las células renales
normales y en verde las CT de la zona tumoral periférica.

5.4.2 Analisis de puntos de control inmunolégicos (PCI) sobre la superficie de
las CT crecidas a partir de cultivos primarios de CRCC, mediante CF.

El principal interés de este trabajo estd en estudiar el PCI HLA-G/ILT2 o HLA-
G/ILT4, pero es bien sabido que los tumores se valen de muchas estrategias con el
fin de evadir el sistema inmune para proliferar y expandirse. En particular, esta
reportado que el CRCC sobreexpresa varios PCI simultaneamente, dentro de los
cuales podemos mencionar 4-1BBL: 4-1BB (CD137L: CD137), PD-L1: PD-1, B7-
H3 y CD70. En colaboracién con el laboratorio de investigacion SRHI del Hospital
Saint Louis de Paris, estudiamos mediante CF la presencia de estos PCI sobre la
superficie de las CT obtenidas de los cultivos primarios de 10 muestras adicionales
de CRCC. En la figura 5.11a se muestra un ejemplo representativo, que expresa la
mayor parte de los PCI.

Las proteinas PD-L1, HLA-G y CD137L se expresaron en todos los tumores
estudiados. Se encontr6é CD70 en 6, de un total de 7, y B7-H3 en 5, de un total de
8, tumores estudiados (Figura 5.11b). Hubo una alta variabilidad entre muestras
con respecto a la proporcion de CT que expresan un punto de control determinado.
Por ejemplo, la proporcion de CT que expresan PD-L1 varié del 27% en el paciente
#1 al 100% en el paciente #3. De manera similar, este rango fue de 17 a 74% para
CD137L. En el caso de la molécula HLA-G, la cantidad de CT positivas en la
mayoria de los casos fue baja, hallindose solo 3 pacientes con méas del 50% de CT

positivas. (Figura 5.11b). Ademés, se observé expresion significativa de ILT2 en las
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CT de tres pacientes (16%, 20% y 30%). De manera similar, también se observé

expresion significativa de ILT4 en CT de seis pacientes (del 28 al 79%).

PD-L1 .| HLA-G .| co137L J cn70 .| B7H3 | ) ILT2 ILT4
- = 0% - e - o | - 6% | = 0% |~ an
| 3 ] . +

Figura 5.11: A- CF de una muestra de CRCC representativa, que expresa la mayoria de
los IC estudiados: PD-L1, HLA-G, CD137L, CD70, BTH3, ILT2 e ILT4. B- En la tabla se
observan los porcentajes de CT positivas para cada PCI en cada uno de los pacientes (#1

al #10). ND: no detectable.

5.4.3 Estudio de la expresion de VEGF-A, VEGF-C, HLA-G e ILT4 mediante
RT-qPCR en las CT crecidas a partir de cultivos primarios de CRCC y
en las células de tejido renal normal.

Para una mejor comprensiéon de la relacién existente entre los marcadores
angiogénicos, VEGF-A y VEGF-C, y el punto de control inmunologico HLA-
G/ILT4, se decidié evaluar la expresion a nivel del ARNm en las CT obtenidas de
los cultivos primarios de las muestras de pacientes con CRCC. Estas células fueron
procesadas para la extraccion del ARNm, la retrotranscripcién para obtener el

ADNc y la consiguiente RT-qPCR para evaluar la expresiéon de estos marcadores.
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Se observo una gran heterogeneidad entre los pacientes con respecto a la expresion
de los 4 genes analizados. Algunas muestras tumorales presentaron bajos niveles de
expresion, otras dieron una expresion moderada y otras muestras dieron una alta
expresion. En las zonas de tejido renal normal los valores medios de expresion de
los 4 marcadores fueron muy cercanos a cero. La media de expresion del HLA-G y

del VEGF-A en las zonas tumorales de los pacientes fue significativamente mayor

a la obtenida en las zonas de tejido renal normal (p<0,01 y p<0,05 respectivamente).
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Figura 5.12: Niveles de expresiéon del ARNm de HLA-G, ILT4, VEGF-A y VEGF-C en
las CT crecidas a partir de muestras de pacientes (verde) y en las células crecidas a partir
de tejido renal normal (celeste). Se grafica el ntimero medio de particulas de ARNm
iniciales normalizadas con la expresién constitutiva de RPL7 + SEM. Los * indican
diferencias significativas (p<0,05) y ns indica que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre ambas poblaciones.

En aquellas muestras donde se obtuvieron dos fragmentos del tumor, zona central
y periférica tumoral, se pudo evaluar la heterogeneidad de expresiéon de estos
marcadores en un mismo paciente. Si bien el nimero de muestras fue bajo, se puede
realizar una descripcion de los resultados. Se observa una disparidad en la expresion
de los 4 marcadores, no solo entre los pacientes sino también dentro de un mismo

paciente. Por ejemplo, en la figura 5.13 se observa que las muestras 1 y 4 solo
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expresan HLA-G en la zona periférica, en cambio las muestras 2, 3 y 5 lo expresan
en ambas zonas y los niveles de expresion de la proteina también son variables. De
manera similar se puede describir lo que ocurre con el resto de los marcadores. El
ILT4 tiene una expresion significativa en los pacientes 2 y 5. El VEGF-A se
encuentra muy expresado en el paciente 2, y en el resto se observan valores bajos
de expresion en la zona central (3 y 4) o en la zona periférica (1 y 5). Por altimo el

VEGF-C esta mas expresado en la zona periférica de los pacientes 1 y 5.
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Figura 5.13: Niveles de expresién del ARNm de HLA-G, ILT4, VEGF-A y VEGF-C en

las CT crecidas a partir de la zona central tumoral (verde claro) y periférica tumoral

(verde oscuro) de 5 muestras de pacientes con CRCC. Se grafica el nimero medio de
particulas de ARNm iniciales normalizadas con la expresién constitutiva de RPL7 + SEM.
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5.4.4 Analisis de las isoformas del HLA-G presentes en las zonas tumorales
central y periférica mediante RT-PCR.

Como se describi6 en la introduccion, el gen hla-g codifica para un ARNm que luego
sufre un corte y empalme alternativo para generar 7 isoformas, 4 son proteinas de
membrana (HLA-G1, G2, G3 y G4) y 3 son proteinas solubles (HLA-G5, G6 y G7).
Todas ellas poseen el mismo sitio de inicio de la traduccién en el AUG situado en
el exon 2. Recientemente, se describié un nuevo sitio de inicio de la traduccién en
el exén 1 que solo entra en marco de lectura si hay una delecion de 106 pb entre los
exones 1y 2, lo cual genera una nueva isoforma con un N-terminal mas largo, con
5 ad adicionales, la llamada HLA-G1L (por su significado en inglés long: largo)[50].
Uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la presencia de las distintas
isoformas en las regiones tumorales obtenidas de pacientes con CRCC. Para ello se
utilizaron combinaciones de oligonucleétidos que amplifican regiones especificas de
cada una de las isoformas. En la figura 5.14 se muestran los sitios diana de los
oligonucledtidos y las isoformas correspondientes. Ademas, debido a la gran
homologia de secuencia que posee el gen hla-g con el resto de los genes hla, quisimos

evaluar la especificidad de los oligonucledtidos disenados.
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— € F A = & ] }—] % [—{#}—{ % |
Ex1F 257F 526 R 963 R
|_ 290 pb J
G1,G1L,G4,G5
600 pb
G1L 730 pb-G1,G1L
| 490 pb - G2,G4
180 pb-G3

Figura 5.14: Esquema del gen hla-g con sus exones. Se detallan los dominios para los
que codifican cada uno de ellos (al, a2, a3, TM: transmembrana y CT: citoplasmatico). Se

senalan los dos sitios de inicio de la traduccion, ATG, en el exén 1 y en el 2, y el sitio final
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de la traduccién, STOP, en el exén 7. Los oligonucledtidos estan graficados con flechas que
indican el sentido, F o R. Ademads, se muestran las combinaciones de oligonucleétidos
utilizadas, con el tamaifio correspondiente de banda (en pares de bases) y las isoformas que
se detectan.

Se seleccionaron muestras representativas que fueron positivas para HLA-G
(mediante RT-qPCR) para estudiar la presencia de las diferentes isoformas del
HLA-G. La figura 5.15 muestra lo siguiente:

En la zona central tumoral (A) de los pacientes 1 y 2 se observé amplificacion con
los oligonucledtidos 257F /526R y con 257F/963R, lo cual se corresponde con la
expresion de las isoformas HLA-G1, G3 y G5. En cambio, en la zona periférica
tumoral (B) ambos pacientes mostraron la banda de peso molecular (PM) correcta
con el par Ex1F/526R, pero con el par 257F/963R, el paciente 1 solo expresé la
banda de 200 pb y el paciente 2 expres6 la banda de 730 pb y la de 200 pb; lo que
implica la expresion de las isoformas HLA-G1L, G3 y G5 en la zona B del paciente
1, v las isoformas HLA-G1, G1L, G3 y G5 en la zona B del paciente 2.

En el caso del paciente 5, en la zona A se obtuvo la banda correcta de 290 pb con
el par 257F /526R, mientras que no hubo amplificaciéon con el resto de los cebadores,
por lo que solamente se estaria expresando la isoforma soluble HLA-G5. En cambio,
en la zona B se obtuvo amplificacion con los 3 pares de oligonucleétidos, pero con
el par 257F/963R solamente se vi6 la banda de 730 pb, esto quiere decir que las
isoformas presentes en esta zona tumoral fueron HLA-G1, G1L y G5.

En las zonas de tejido renal normal (C), no se ha obtenido ninguna banda especifica
para el HLA-G en ninguno de los pacientes, a excepcion del paciente 2 en donde se
ve una banda muy leve con los pares 257F /526R, y con 257F/963R a 730 pb, que

corresponderia a HLA-G1.
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257F/ 526R | Ex1 F/ 526R | 257F/ 963R GAPDH

Figura 5.15: Gel de agarosa que muestra las bandas obtenidas con los siguientes pares
de cebadores: 257F /526R, Ex1 F/526R y 257F /963R, para los pacientes 1, 2 y 5. Se
utilizan cebadores para el gen constitutivo GAPDH como control de carga. Zona A: central
tumoral, zona B: periférica tumoral y zona C: tejido renal normal. Se utiliz6 el marcador
de peso molecular (PM) de 100 pb.

En todas las muestras analizadas, ya sean tumorales o no, aparece una banda
intermedia de aproximadamente 250 pb con el par 257F/963R, cuyo PM no se
corresponde con ninguna isoforma conocida del HLA-G. Para evaluar su identidad,
se aislé la banda del gel de agarosa, se purifico y secuencié por el método de Sanger.
Los resultados arrojaron que la secuencia presenta una homologia del 99,31% con el
gen hla-k, llamado también MHC clase I HLA-70 (Figura 5.16). Este pseudogen se

encuentra en el cromosoma 6, muy cercano al del HLA-G.
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Figura 5.16: Andlisis de la secuencia de la banda de 250 pb obtenida con los pares de
cebadores 257F /963R. Presenta un 99,31% de homologia con el gen hla-k. Se muestra su
ubicacién en el cromosoma 6 y su cercania con el hla-g.

A modo de resumen, hemos observado una heterogeneidad en los perfiles de
expresion de las diferentes isoformas del HLA-G en las CT obtenidas de los cultivos
celulares a partir de las muestras de pacientes con CRCC. En las dos zonas
tumorales analizadas, periférica y central, también hemos encontrado diferencias en

las isoformas del HLA-G presentes.
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6 Resultados. Segunda parte

Analisis de los posibles efectos generados por la aplicacién de células madre
mesenquimales de cordén umbilical humano (CMM-CU) en el microambiente
tumoral de CRCC.

Estudio de la relacién entre las CMM-CU y las CT obtenidas de cultivos

primarios de muestras de pacientes con CRCC.

6.1 Caracterizacion de las CMM-CU a través del analisis de

marcadores de superficie mediante CF

Para analizar la identidad de las CMM-CU, se midieron marcadores especificos de
superficie de las células obtenidas de los cordones umbilicales a diferentes pasajes,
2,3y 5 (n=3). Estas células expresaron fuertemente los marcadores clasicos CD90,
CD73 y CD105. También se tifieron positivamente con otros marcadores conocidos,
incluidos CD98, CD44 vy la integrina CD29. Ademas, fueron negativas para varios
marcadores de superficie celular, incluidos CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45,

CD79a y HLA-DR. (Figura 6.1)
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Figura 6.1: Analisis mediante CF de las CMM-CU. Se midieron los marcadores de
superficie CD90, CD73, CD105, CD98, CD44, CD29, CD11a, CD14, CD19, HLA-DR,
CD34, CD45 y CD79a. En negro se muestran los controles de isotipo y en celeste las
CMM-CU de interés. Se detalla el promedio de CMM-CU positivas + SEM, de n=3.
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6.2 Evaluacion de la presencia de HLA-G en las CMM-CU

Se determiné la expresion de la proteina HLA-G en la superficie de las CMM-CU
mediante CF con el anticuerpo MEM-G9/FITC. Como se sabe que ciertos
marcadores pueden dejar de expresarse a lo largo de los pasajes celulares durante
su crecimiento en cultivo, se utilizaron células en el pasaje 1 y 3. En la figura 6.2,
se observa que las CMM provenientes de los cordones 10 y 11 fueron positivas para

el HLA-G en el pasaje 1, pero perdieron la expresion en el pasaje 3. Mientras que

las CMM de los cordones 12 y 13 no expresaron la proteina en ninguno de los pasajes.

Por lo que se encontré6 que el 50% de las muestras de cordén umbilical fueron

positivas para este marcador.
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Figura 6.2: Andlisis de la expresién del HLA-G mediante CF sobre las CMM obtenidas
de 4 cordones umbilicales, en los pasajes celulares 1 y 3. En negro se muestran los controles
de isotipo y en celeste las CMM-CU de interés.
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6.3 Estudio del efecto inmunomodulador de las CMM-CU sobre
linfocitos activados obtenidos de sangre periférica en un

ensayo ex vivo

Las CMM-CU poseen una gran capacidad inmunomoduladora ya que interactian
con las células inmunes e inhiben su proliferacion. Esto lo logran mediante la
liberacion de factores al medio de cultivo y por la presencia de ciertas moléculas de
superficie, como por ejemplo el HLA-G, entre otras.

Para evaluar este efecto inmunomodulador, se cultivaron las CMM-CU junto con
linfocitos activados obtenidos de células mononucleares de sangre periférica (PBMC,
de sus siglas en inglés) previamente tenidos con el colorante CFSE que se divide a
la mitad con cada division celular. Luego de 4 dias de co-cultivo se procedi6 a la
medicion del CFSE mediante CF. Cuando las PBMC activadas se cultivaron solas,
se observaron hasta 5 divisiones celulares y solo el 34% de las células permanecieron
sin dividirse. Mientras que, cuando las PBMC activadas se expusieron a las CMM-
CU, no solo disminuyé el ntimero de divisiones celulares a 3, sino que ademas
aumento significativamente la cantidad de células que permanecieron sin dividirse
a un 58% (p<0,05). Con estos resultados podemos observar que la presencia de las

CMM-CU provoco una importante reduccion en la proliferacion de linfocitos.
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Figura 6.3: Ensayo de inmunomodulacién. A- Histogramas de un experimento
representativo donde se muestra en negro a las PBMC sin tefiir, en violeta a las PBMC
tenidas con CFSE y en celeste a las PBMC tetiidas y estimuladas solas (panel izquierdo) o
en co-cultivo con las CMM-CU (panel derecho). Cada pico que se observa en el histograma
celeste representa el niimero de divisiones celulares: 0, 1, 2, 3, 4 y 5 divisiones (de derecha
a izquierda). B - Se muestra el nimero de divisiones celulares obtenidas para cada
condicién: PBMC estimuladas en ausencia de CMM-CU (violeta) y PBMC estimuladas en
co-cultivo con las CMM-CU (celeste). Se muestran diferencias significativas entre los
porcentajes de células sin dividirse (* p<0,05) y a partir de la cuarta divisién celular (**
p<0,1).
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6.4 Co-cultivo de las CMM-CU y las CT obtenidas de muestras
de pacientes con CRCC. Ensayo de proliferaciéon celular.

Como se mencion6 anteriormente, varias investigaciones han propuesto utilizar a
las CMM-CU como vehiculo de drogas antitumorales en tratamientos oncoldgicos,
pero para ello se debe tener en cuenta que estas células liberan gran cantidad de
factores de crecimiento a su entorno, lo cual podria influir en el crecimiento tumoral.
Para evaluar si existe una interaccion entre las CMM-CU y las CT crecidas a partir
de las muestras de pacientes con CRCC, se realizd un ensayo de proliferacion celular.
Se incubaron por 48 horas las CT con medios condicionados por las CMM-CU, los
cuales poseen los factores de crecimiento que éstas liberan. Cuando las CT crecieron
en el medio RPMI suplementado con 10% de SFB, el cual posee una alta
concentraciéon de hormonas y factores, presentaron una mayor proliferacion con
respecto a las CT crecidas en RPMI solo, sin ningtn factor de crecimiento anadido
al medio (p<0,05). Cuando se incubaron las CT con el medio condicionado obtenido
de CMM-CU crecidas a un 50% de confluencia celular se observé un estimulo en la
tasa de proliferacion celular, sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas cuando las comparamos con las CT crecidas en RPMI solo (p=0,08).
Por 1ltimo, cuando incubamos a las CT con el medio condicionado obtenido de
CMM-CU crecidas a un 90% de confluencia, la proliferacién celular fue muy similar

a la obtenida cuando se las incubé con RPMI solo (p=0,50).
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Figura 6.4: Ensayo de proliferacion celular. Se muestran las CT crecidas en las
diferentes condiciones: en RPMI solo, en RPMI +10% SFB, en el medio condicionado por
las CMM-CU a un 50% y a un 90% de confluencia. Al dia 0 se partié de un nimero inicial

de 10.000 células, y al dia 2 se muestra la cantidad de células obtenidas luego de haber
sido incubadas en las distintas condiciones.
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7 Resultados. Tercera parte

Silenciamiento del antigeno HLA-G mediante el sistema CRISPR/Cas9 de

edicion génica en lineas celulares tumorales establecidas.

7.1 Expresion del HLA-G en las lineas celulares JEG-3 y
RCC7/HLA-G1

En primer lugar se chequed la expresion del HLA-G en las lineas celulares a utilizar
en los experimentos de edicion génica. Mediante RT-qPCR se midieron los niveles
de expresiéon de la proteina en las JEG-3 (linea celular derivada de un
coriocarcinoma) y en las RCC7/HLA-G1 (linea celular de carcinoma de células
renales que expresa HLA-G1) y se compararon con los niveles de expresién que
poseen las células de trofoblasto (vellosidades coriénicas extraidas de placenta a
término). Como control negativo se utilizaron fibroblastos humanos (HFF), que no
expresan la proteina de interés. Como se observa en la figura 7.1, ambas lineas
celulares tumorales expresaron valores superiores de HLA-G con respecto al control
negativo. Si bien ambas poblaciones celulares fueron HLA-G +, podemos observar
que las JEG-3 presentaron un valor de expresion 50% menor que las células de
trofoblasto, mientras que las RCC7/HLA-G1 presentaron un valor de expresién

mayor que las células de trofoblasto.
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Figura 7.1: Niveles de expresién del ARNm de HLA-G en las células de trofoblasto, en
las JEG-3 de tipo salvaje (JEG-3 wt), en las RCC7/HLA-G1 y en las HFF. Se grafica el
numero medio de particulas de ARNm iniciales normalizadas con la expresion constitutiva

de RPL7 + SEM. Las diferencias significativas se muestran con * (p <0.05).

7.2 Transfeccion del sistema CRISPR/Cas9 en la linea celular
RCC7/HLA-G1

La linea celular RCC7, la cual posee integrado en su genoma un lentivirus con la
secuencia de la isoforma HLA-G1, se transfecté con el vector pSpCas9 clonado con
el ARNg-2A que se dirige a la regién del exén 2 (Figura 4.1, en materiales y método).
Se obtuvieron cien lineas celulares clonales después de la clasificacion celular con el
citometro FACSAria III.

Mediante WB se determiné la expresién de la proteina HLA-G en varios clones
seleccionados (AA4, AA8 y EE2) y se compararon con el RCC7/HLA-G1 sin editar.
Se vi6 que la mayoria de los clones transfectados con el ARNg-2A no expresaron
HLA-G, mientras que las RCC7/HLA-G1 mostraron una alta expresion de la

proteina (Figura 6.2).
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Figura 6.2: Nivel de expresién del HLA-G medido por WB (anticuerpo 4H84) en lineas
celulares clonales editadas con el ARNg-2A (derecha). A la izquierda se muestra la linea

RCC7/HLA-G1, como control de expresion del HLA-G. Se utiliza la a-tubulina como

control de carga.

Luego se analizaron las modificaciones que se produjeron a nivel del ARNm
mediante el uso de tres combinaciones de cebadores que se dirigen al exén 1, exén
2 y a los exones 3 y 4. La linea celular RCC7/HLA-G1 sin editar, mostrd
amplificacion con los tres pares de cebadores, obteniendo las bandas del peso
molecular esperado. En el caso de los clones editados, no se pudo obtener
amplificacion usando los cebadores complementarios a los exones 1 o 2, mientras
que si se obtuvo la banda esperada de 290 pb con los cebadores ubicados en los
exones 3 y 4 (257F/526R), los cuales se encuentran aguas abajo de la secuencia
diana del ARNg-2A (Figura 7.3). Luego, se determiné el nivel proteico de HLA-G
sobre la superficie de los tres clones mediante CF, para una mejor cuantificacion.
Los resultados mostraron que el 94,2%, 99,6% y 98,5% de las células de cada clon

respectivamente fueron negativas para el HLA-G (Figura 7.4).
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Figura 7.3: Nivel de expresiéon del ARNm del HLA-G, medido por RT-PCR. Se utiliz6
el marcador de PM de 1kb.

RCC7/HLA-G1 AA4 AAB EE2

FL1: MEM-G9

Figura 7.4: Medicién de la proteina HLA-G mediante CF (anticuerpo MEM-G9/FITC).
En negro se muestra el control de isotipo y en celeste las células en cuestion.

En dltima instancia, ya habiendo corroborado que las lineas celulares clonales no
expresaban HLA-G, se procedié a identificar las modificaciones gendémicas que
ocurrieron luego de la transfeccion del sistema CRISPR/Cas9 con el ARNg-2A. Para
ello, la region editada del ADNg fue amplificada por PCR usando los cebadores
CRRI1F/257R, obteniendo en todos los clones un amplicén de 800 pb, el cual es 300
pb més largo que el fragmento esperado de 500 pb (Figura 7.5A). Para determinar
el origen de esta insercion de 300 pb que se produjo en cada uno de los clones, se

secuenciaron los fragmentos. La alineacion entre las RCC7/HLA-G1 sin editar y
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las secuencias obtenidas de las lineas celulares clonales editadas revel6 que la
insercion de 300 pb correspondia a un fragmento de ADN derivado del vector
lentiviral pWXPL, el cual se habia utilizado para clonar el ADNc del HLA-G1

(Figura 7.5B).
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Figura 7.5: A- Amplificacién del ADNg mediante PCR. Se utiliz6 el marcador de PM

de 1kb. B- Alineamiento de secuencia de las RCC7/HLA-G1 sin editar vs el clon AA4, y
del clon AA4 vs el vector lentiviral pWXPL. La fleche roja indica el sitio diana del ARNg-
2A, y la linea roja muestra el sitio de corte de la proteina Cas9. http://www.geneious.com.

En general, estos resultados demuestran que el ARNg-2A fue capaz de reconocer la
secuencia de la proteina y lograr una muy baja expresiéon del HLA-G, aunque el
mecanismo por el cual lo hace es utilizando parte de la secuencia del lentivirus como

molde para reparar e introducir la inserciéon genémica.

7.3 Transfeccion del sistema CRISPR/Cas9 en la linea celular
JEG-3

Teniendo en cuenta la interferencia que generd el vector lentiviral, el cual estaba
integrado en el genoma de las RCC7/HLA-G1, en la reparacion del ADNg luego de

haber sido cortado por la endonucleasa Cas9, se decidio realizar la técnica de edicion
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Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

génica sobre la linea celular de coriocarcinoma, JEG-3, que naturalmente expresa
todas las isoformas del HLA-G.

Ademds, para tener una mejor idea de la regulacién del gen hla-g y asegurar el
bloqueo de todas las isoformas, se disenaron tres ARNg adicionales, denominados
ARNg-1A, -1B y -2B. La Figura 4.1 (de materiales y método) muestra los cuatro
ARNg disenados, 1A y 1B que se dirigen aguas arriba del ATG situado en el exén
1 y los ARNg-2A y -2B que se dirigen aguas arriba del ATG situado en el exén 2.
La linea celular JEG-3 se transfecté con el vector pSpCas9 clonado con cada uno
de los ARNg y luego se analiz6 de la siguiente manera.

En primer lugar, se midi6 la expresiéon del HLA-G mediante WB y CF en las células
JEG-3 editadas. Ambas técnicas revelaron que se logré disminuir la expresion del
HLA-G en diferentes proporciones segiin el ARNg utilizado (1A, 1B, 2A o 2B)

(Figura 7.6).
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Figura 7.6: Medicién de la proteina HLA-G: A- Mediante WB (anticuerpo 4H84). Se
utiliza la a-tubulina como control de carga. B- Mediante CF (anticuerpo MEM-G9/FITC).

En negro se muestra el control de isotipo y en celeste las células en cuestion.
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Al comparar los valores obtenidos en las células editadas con los valores de las JEG-

3 de tipo salvaje (wt), la

proporcion de reduccién del HLA-G observada mediante

CF fue del 72%, 35%, 80% y 62% para 1A, 1B, 2A y 2B, respectivamente (Figura

7.7 A). Ademas, el analisis transcriptémico por RT-qPCR con cebadores ubicados

hacia el extremo 3' del sit

ya que se encontrd una re

io de inicio ATG (257F /526R) confirmé estos resultados,

duccién del ARNm de HLA-G del 60%, 40%, 65% y 55%

para 1A, 1B, 2A y 2B, respectivamente (Figura 7.7 B; los datos de las células

editadas se relativizaron con los datos obtenidos para las células sin editar, JEG-3

wt).
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Figura 7.7: A- Nivel de expresion de la proteina HLA-G determinado por CF. B- Nivel
del ARNm de HLA-G medido por RT-qPCR, los valores obtenidos para las JEG-3
editadas con los diferentes ARNg se relativizaron a la expresién de las JEG-3 sin editar

(wt). Las diferencias estadisticamente significativas (p <0,05) se muestran con * y las no

significativas con ns.
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Finalmente, se analizaron las secuencias genémicas del HLA-G en las células JEG-
3 editadas con cada ARNg para determinar qué modificaciones ocurrieron. Las PCR
se realizaron utilizando el par de oligonucleétidos CRD1 F/R para amplificar la
region del genoma del exén 1 y el par Ex1 F/257 R para amplificar la region del
genoma del exén 2. Utilizando la herramienta ICE de Synthego, se determiné el
porcentaje de edicion comparando las JEG-3 editadas con la secuencia de las JEG-
3 wt. Observamos que efectivamente se edité el genoma en todos los casos. Se
produjeron diferentes InDels con cada ARNg, con una tasa acumulativa de
modificacion del genoma del 63%, 88%, 79% y 71% para cada ARNg-1A, -1B, -2A

y -2B, respectivamente (Figura 7.8 A y B).
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Figura 7.8: Analisis de la secuenciacién. Se muestran los histogramas con los datos de
secuencia de nucledtidos de las JEG-3 wt y de las JEG-3 editadas con cada ARNg- 1A o -
1B (A), y -2A 0 -2B (B). Ademaés se muestran posibles genotipos editados, predichos

mediante un andlisis de InDels (https://www.ice.synthego.com/) y el porcentaje total de

edicion para cada condicién.

En resumen, los cuatro ARNgs han sido capaces de reconocer la secuencia genémica

diana y se ha logrado modificar las regiones de interés. La edicion generada se

correlaciona con una disminucion de la expresion del HLA-G tanto a nivel

transcriptéomico como proteico.
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7.4 Transfecciéon del sistema CRISPR/Cas9 con los 4 ARN guias
simultdneamente en la linea celular JEG-3.

Los resultados mencionados mostraron que la expresion del HLA-G se redujo, pero
no se logro silenciar por completo cuando se utilizo cada ARNg por separado. Con
el objetivo de encontrar una linea celular con un silenciamiento completo del HLA-
G, se transfectaron las células JEG-3 con los 4 ARNg simultdneamente (condicién
que llamamos JEG-3/MIX-ARNgs). El nivel del ARNm de HLA-G (medido por
RT-qPCR) y la expresion de la proteina (medida por WB y por CF) se redujeron
en un 90% en las JEG-3/MIX-ARNgs con respecto a las células JEG-3 wt (Figura
7.9 y 10). Estos resultados nos indican que la expresién del HLA-G se alterd

completamente, tanto a nivel transcriptémico como proteico.
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Figura 7.9: Medicién de la proteina HLA-G: A- Mediante WB (anticuerpo 4H84). Se
utiliza la a-tubulina como control de carga. B- Mediante CF (anticuerpo MEM-G9/FITC).

En negro se muestra el control de isotipo y en celeste las células en cuestion.
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Figura 7.10: A- Nivel de expresién de la proteina HLA-G determinado por CF. B- Nivel
del ARNm de HLA-G medido por RT-qPCR, los valores obtenidos para las JEG-3
editadas con los 4 ARNgs en simultaneo (JEG-3/Mix-ARNgs) se relativizan a la expresién
de las JEG-3 sin editar (wt). Las diferencias estadisticamente significativas (p <0,01) se

muestran con ***,

Al analizar las secuencias gendmicas, se vio que efectivamente en el 98% de los casos
las células presentaron modificaciones en el gen hla-g. De hecho, se observd una
delecién de 30 pb en el exén 2 entre los sitios diana de los ARNg 2A y 2B (Figura

7.11). La gran modificacién del genoma concuerda con la reduccion significativa de

la expresion del HLA-G.
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Figura 7.11: Analisis de la secuenciacion. Se muestran los histogramas con los datos de
secuencia de nucleétidos de las JEG-3 editadas con los 4 ARNgs simultaneamente (1A, 1B,
2A y 2B). Se observan las modificaciones que ocurrieron tanto en el exén 1 como en el 2 y

los posibles genotipos editados, predichos mediante un analisis de InDels
(https://www.ice.synthego.com/) y el porcentaje total de edicién.

7.5 Ensayo de degranulacion de las células NK en co-cultivo con
células JEG-3 sin editar (HLA-G +) y con las JEG-3
editadas (HLA-G -)

Una de las principales funciones del HLA-G es la inhibicién de la degranulacion de
las células NK. Este proceso se puede medir detectando la expresién de la proteina
1 de membrana asociada al lisosoma (LAMP-1 o CD107a) en la superficie celular
de las NK. Como consecuencia del proceso de degranulacion, la membrana externa
de los granulos internos se fusiona con la membrana plasmatica de las células NK,
lo que conduce a la exposicion superficial de las moléculas de CD107a. El ensayo
consisti6 en co-cultivar a las NKs con las células JEG-3 sin editar, wt (HLA-G +)

y con las JEG-3 editadas, MIX-ARNgs (HLA-G -) y medir mediante CF al CD107a.
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En primer lugar, se analizé la identidad de las células NK purificadas a partir de
PBMC mediante CF con los anticuerpos anti-CD45/PE, anti-CD56/BB515 y anti-
CD3/PE. El 97,1% de estas células fueron CD45 (+) y CD56 (+), y mas del 60%

de las células CD56 (+) fueron CD3 (-), lo que se corresponde con las NK. La

poblacién CD56 (+) y CD3 (+4) correspondié a linfocitos T y & [90] (Figura 7.12).
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Figura 7.12: Analisis de la purificaciéon de las NK obtenidas a partir de las PBMC. Las
NK se tifieron con anti-CD45/PE, anti-CD56/BB515 y anti-CD3/PE y se compararon con
las PBMC.

Luego, se midi6 la presencia de CD107a en la superficie celular de las NK. Se
realizaron dos tipos de controles: un control negativo que incluye NKs sin el co-
cultivo con células diana y sin anadir el coctel de estimulacion, para analizar la
degranulacion basal, y un control positivo que incluye NKs sin el co-cultivo con las
células diana pero en presencia del coctel de estimulacion, para activar el proceso
de degranulacion esponténea (Figura 7.13) . Por tltimo se incubaron las NK con
las células diana (HLA-G + y -) y se midi6 la proteina CD107a en su superficie. Los
resultados encontrados mostraron que el 19,7% de las NK co-cultivadas con las

células editadas HLA-G - (JEG-3/MIX-ARNgs) expresaron CD107a, mientras que
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solo el 14,9% de las NK que se cultivaron con las células sin editar HLA-G + (JEG-
3 wt) expresaron CD107a en su superficie (p <0,01) (Figura 7.14). Esto indica que
hubo un aumento de la degranulacion de NK del 4,8% cuando estas fueron
cultivadas conjuntamente con las células editadas que no expresan HLA-G.
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Figura 7.13: Ensayo de degranulacion, co-cultivo de las NK con las células sin editar
JEG-3 wt (HLA-G +) o con las células editadas JEG-3/MIX-ARNgs (HLA-G -). Se
muestra a las NK tefiidas con CD107a/PE y CD56-BB515 en un ensayo representativo, las
cuales fueron sometidas a diferentes condiciones: control de isotipo (NKs sin anticuerpo),
control negativo (degranulacion basal de las NK), control positivo (NKs estimuladas), y
por tultimo NKs co-cultivadas con JEG-3 wt o con JEG-3/Mix-ARNgs.
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Figura 7.14: Grafico de cajas y bigotes que muestra el % de células NK CD107a +
cuando fueron co-cultivadas con las JEG-3 wt (HLA-G +) o con las JEG-3/Mix-ARNgs

(HLA-G -). Las diferencias significativas se muestran con * (p<0.05) (n= 4).
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8 Discusion

El CRCC es una neoplasia con un gran potencial de crecimiento, invasividad y
malignidad, inclusive antes de manifestarse clinicamente. Este carcinoma es
resistente a los tratamientos oncologicos habituales, como la quimio y la radioterapia,
por lo que estudiar y conocer su biologia tumoral es de gran importancia en el ambito
clinico para encontrar nuevas opciones terapéuticas.

Debido al abundante desarrollo vascular que presenta el CRCC, en la actualidad,
se estan realizando ensayos clinicos con nuevas terapias que de alguna manera
impiden el proceso angiogénico mediante el uso de anticuerpos monoclonales que
bloquean la accién del VEGF-A o de su principal receptor, el VEGFR-2. Ademas,
recientemente ha surgido la inmunoterapia como una opcion atractiva y prometedora
contra el cancer, la cual se basa en la utilizacion de anticuerpos monoclonales que,
al bloquear ciertos PCI, mejoran la funcién de los linfocitos T antitumorales. Se han
aprobado muchas inmunoterapias en varios tipos de canceres, como el melanoma, el
de pulmén y el CR [67], [91], [92]. Sin embargo, estas practicas han demostrado una
eficacia limitada y una proporcién considerable de pacientes no respondieron a estos
tratamientos.

En base a lo planteado, en el presente trabajo de tesis nos hemos enfocado en
estudiar la biologia del CRCC a partir de muestras obtenidas de pacientes.
Especificamente, hemos analizado la expresion de marcadores involucrados en los
procesos angiogénicos y el PCI HLA-G/ILTs como posible estrategia tumoral para
evadir la accion del sistema inmune. Ademaés, debido a la importancia de encontrar

nuevos enfoques para el tratamiento oncoloégico hemos decidido estudiar dos
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propuestas: la edicién génica del HLA-G y el uso de CMM-CU como mediadoras de

la vehiculizacion de drogas antitumorales.

8.1 Primera parte

Anilisis de la expresiéon del punto de control inmunolégico HLA-G/ILT4 y su
posible relacion con la expresion del principal inductor de la angiogénesis, el

VEGF-A, en muestras de pacientes diagnosticados con CRCC.

Hemos utilizado 20 muestras de pacientes con diagnéstico de CRCC, cedidas por
el Servicio de Urologia del Hospital “Evita Pueblo” luego de la cirugia. Las muestras
derivaron de 15 pacientes masculinos y 5 femeninos, es decir una relaciéon 3:1. Si bien
esta reportado que el CRCC afecta en mayor proporcién al género masculino que al
femenino, en la mayoria de las estadisticas se observa una relacién 2:1 o incluso algo
menor en paises desarrollados [22]. Segtin propone Colaci en su trabajo de tesis [93],
quien trabajé con muestras donadas por el mismo hospital, este aumento observado
en la incidencia sobre la poblaciéon masculina podria deberse a que las muestras de
tumores fueron obtenidas de un hospital del conurbano bonaerense, en donde
abundan fabricas cuyos trabajadores en su mayoria son hombres que sufren
exposicion prolongada a las sustancias carcinogénicas que alli se producen.

La edad promedio de los pacientes operados fue de 59 anos, encontrandose al 55%
de los pacientes comprendidos en el rango etario entre los 50 y 59 anos. Esta
proporcion es consistente con los valores estadisticos esperados para esta neoplasia,

la cual es altamente agresiva y afecta a gente relativamente joven [94], [95].

131



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

Durante la cirugia, los médicos urdlogos colectaron informacién sobre el estado de
infiltraciéon que presentaba el tumor, clasificandolo segtn si invadia la capsula renal,
la vena renal, los tejidos perirrenales o no invadia ningun tejido adyacente. Estos
datos fueron correlacionados con la supervivencia del paciente y el desarrollo de
metastasis. Nuestros resultados concuerdan con los datos reportados en la bibliografia,
en donde los pacientes que poseen infiltracion de la vena renal o de tejidos
perirrenales tienen un pronostico desfavorable, poseen una sobrevida menor a 5 anos
y mayores riesgos de desarrollar metéstasis [96], [97]. Si bien solo 4 del total de
pacientes presentaron infiltracion de la vena renal, 3 de ellos desarrollaron metastasis
y solamente 1 tuvo una supervivencia mayor a 5 anos. Coincidiendo con estos
hallazgos, Weiss y col. [98] informaron que la afectacion vascular es un predictor
independiente de curso clinico desfavorable. No hemos encontrado diferencias
significativas en la supervivencia de los pacientes sin infiltracién local comparada con
los que presentaron infiltracion de la capsula renal, en ambos casos la sobrevida fue
mayor a 5 anos y ninguno desarroll6 metastasis. Sin embargo, varios estudios afirman
que la invasiéon de la capsula renal es un factor de riesgo significativo para la
recurrencia del carcinoma y la sobrevida mayor a 3 anos se reduce un 25% con
respecto a pacientes que no presentaron infiltracién local [99], [100].

Encontramos una correlaciéon positiva entre el tamano tumoral (pT) y el grado
OMS/ISUP. La estadificacion OMS/ISUP contempla al tamano tumoral como una
de las caracteristicas para realizar la clasificacion en estadios, por lo que era de
esperar que un mayor pT se corresponda con un mayor grado OMS/ISUP. Como se
describié en detalle en la introduccién, esta estadificacién tiene en cuenta otros
parametros, tales como la invasion de tejidos extrarrenales, la afeccion de ganglios

linfaticos y el desarrollo de metastasis.
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Ademas del analisis clinico-patolégico de cada paciente, hemos recibido dos
muestras de tejido del CRCC luego de la cirugia, de las cuales una se destiné al
procesamiento histologico y la otra para el aislamiento de las CT en el laboratorio
de cultivo celular. Las muestras fueron analizadas mediante THQ o mediante RT-
qPCR, para evaluar la expresion de marcadores a nivel proteico y a nivel
transcriptomico respectivamente. Los marcadores estudiados estan relacionados con
la angiogénesis, como son el VEGF-A, el VEGF-C y el CD34, y con la sinapsis
inmunolégica HLA-G/ILT4. En conjunto, ambos analisis (IHQ y transcriptémico)

revelan una significativa expresion de todos los marcadores analizados.

Con respecto al PCI HLA-G/ILT4, hemos encontrado positividad de esta sinapsis
ligando/receptor en todas las muestras analizadas, en al menos un drea del tumor.
Segun investigaciones previas, el porcentaje de expresion del HLA-G en biopsias de
CRCC se encuentra cercano al 50% [53], [101], lo cual es menor al porcentaje hallado
en nuestras muestras tumorales. En la revisiéon llevada a cabo por Loustau y col.
acerca del rol de la expresion del HLA-G en tumores sélidos, se detalla con gran
exactitud de qué manera esta proteina logra suprimir a las células del sistema inmune
durante los tres estadios del crecimiento tumoral (eliminacién, equilibrio y escape),
por lo que su participacion y relevancia en el escape inmunolégico es fundamental
para el éxito tumoral [62]. La extensa expresion hallada de este PCI en todas las
muestras analizadas concuerda con esto.

Al relacionar los niveles de expresion del HLA-G con el grado tumoral,
encontramos que éstos resultaron ser mas elevados en las muestras de bajo grado
OMS/ISUP (1 y 2) que en las de alto grado OMS/ISUP (3 y 4). Esto podria deberse

a que los tumores més pequenos podrian ser mas vulnerables a ser atacados por el
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sistema inmune del hospedador y en consecuencia necesitan varias estrategias para
sobrevivir y continuar con su expansion y desarrollo. En cambio, en los tumores de
estadios avanzados el crecimiento celular esta tan exacerbado que ya no requieren de
una alta expresion del HLA-G.

En las CT crecidas en cultivo a partir de las muestras de tumores se determinaron
los niveles de ARNm del HLA-G. Aqui nuevamente observamos que todas las
muestras analizadas expresaron HLA-G, siendo los niveles de expresion diferentes
entre los pacientes. Inclusive, en los casos donde fue posible obtener y estudiar dos
fragmentos del mismo tumor, de las zonas central y periférica tumoral, observamos
que la expresion también fue variable dentro del mismo paciente. Nuestros hallazgos
concuerdan con lo reportado en investigaciones previas, donde destacan Ila
importancia de la heterogeneidad inter- e intra-tumoral y el correlato que podria
tener con las fallas terapéuticas observadas en la inmunoterapia [50], [68].

Como mencionamos anteriormente, hemos observado que el receptor ILT4 se
expresa en macrofagos estromales, células plasmaticas y linfocitos infiltrantes, en
todas las muestras tumorales analizadas por IHQ, presentando una marcacion
elevada en la mayoria de los casos. Ademas, hemos medido el nivel de ARNm del
ILT4 en las CT crecidas de los cultivos celulares primarios, y encontramos que
algunas fueron positivas, por lo que demostramos que este receptor no sélo se expresa
en las células inmunes infiltrantes, sino que también estd presente en las CT. La
expresion del ILT4 ya ha sido reportada en varios tipos de tumores, como es el caso
del cancer de pulmén de células pequenas y el cancer de mama [102], [103].

Como resultado a destacar, debemos mencionar que este PCI, HLA-G/ILTA4,
solamente lo observamos en los tejidos tumorales, mientras que no detectamos su

expresion en ninguna de las regiones de tejido renal normal de las muestras recibidas.
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En la figura 5.4 de los resultados mostramos que en éstas tltimas, mediante IHQ, no
se observéo marcaciéon con los anticuerpos anti-HLA-G ni anti-ILT4. Ademas,
mediante RT-qPCR mostramos que a nivel transcriptéomico las células crecidas de
las zonas de tejido renal normal tampoco expresaron HLA-G ni ILT4. Esto era lo
esperado ya que esta descripto que en situaciones fisioldgicas, el tejido sano

circundante no expresa este PCI [104].

Con respecto a los marcadores utilizados para analizar la angiogénesis tumoral,
mediante THQ hemos encontrado expresion del VEGF-A en todas las muestras
tumorales en al menos un area, con intensidad variable y un elevado indice de MDV
en la mayoria de los casos. Al igual que nosotros, algunos autores informan
positividad para el VEGF-A en la totalidad de los CRCC [105]. Al agrupar las
muestras segin el grado OMS/ISUP, observamos que aquellas de bajo grado (1 y 2)
presentan niveles de expresion de VEGF-A mas bajos y un indice de MDYV promedio
mayor que las muestras de alto grado (3 y 4). Esto indicaria una correlacién negativa
entre ambos marcadores. De igual modo, al evaluar a cada muestra tumoral
individualmente vemos que en aquellas donde la expresion de VEGF-A es alta, el
indice de MDYV es bajo (<20 microvasos/campo), mientras que en aquellas donde la
expresion de VEGF-A es baja, el indice de MDYV es alto. Estas observaciones podrian
explicarse por el hecho de que una region tumoral bien irrigada (es decir, MDV alto)
no necesita la formacion de nuevos vasos vasculares, por lo que la expresion de
VEGF-A por las CT disminuye. Por el contrario, cuando la region tumoral esta mal
irrigada (es decir, MDV bajo), este microambiente mal oxigenado induce la expresion
del factor inducible por hipoxia-1 (HIF) por las CT, lo que estimula directamente la

expresion de VEGF-A [10], [106], [107]. Sin embargo, hemos observado que esta

135



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

correlacion se pierde en los pacientes que han desarrollado metastasis, en donde tanto
el indice de MDYV como los niveles de VEGF-A son bajos.

El indice de MDYV también fue analizado en las muestras donde hemos obtenido
fragmentos de la zona tumoral central y periférica, y la marcacion hallada se comparo
con lo observado en las zonas de tejido renal normal adyacentes al tumor. Los
resultados mostraron diferencias entre los indices de MDYV de las zonas tumorales
con respecto a la zona renal normal, siendo los primeros significativamente superiores.
El desarrollo de nuevos vasos sanguineos es indispensable para el crecimiento y
expansion del tumor, por lo que es razonable encontrar valores de MDV mayores en
los tejidos neoplasicos que en el tejido renal normal [27]. Ademads, las zonas periféricas
tumorales presentaron en promedio un indice de MDV maéas alto que las regiones
centrales tumorales, lo cual probablemente se deba a que la zona tumoral periférica
tenga células metabdlicamente méas activas, en constante expansion que requieren de
un buen suministro de oxigeno y de nutrientes en el lecho tumoral.

En el analisis transcriptémico del nivel de ARNm del VEGF-A realizado en las CT
crecidas en el cultivo celular primario arribamos a las mismas conclusiones. Todas
las muestras tumorales cultivadas fueron positivas, mostrando diferentes tasas de
expresion, con un valor promedio significativamente mayor al hallado sobre las
células obtenidas de los tejidos renales normales. En los casos donde obtuvimos CT
de las dos zonas tumorales, central y periférica, observamos que hay heterogeneidad
intratumoral. Cabe destacar que la diferencia de expresion del VEGF-A dentro de
regiones pertenecientes a un mismo tumor puede explicar las fallas que se observan
con los tratamientos anti-angiogénicos, ya que el crecimiento de las CT en las zonas
donde no hay expresion de VEGF-A no se veria afectado por el suministro de drogas

anti-VEGF-A [31]. Ademas, mediante RT-qPCR hemos determinado en las CT la
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expresion del principal factor de induccion de la linfangiogénesis, el VEGF-C, y
encontramos positividad sélo en algunos tumores. Al promediar los resultados de
todas las muestras tumorales, tanto los valores positivos como los negativos, no
hemos hallado diferencias significativas cuando lo comparamos con los valores
obtenidos en las células del tejido normal.

En resumen, segtn los resultados del analisis de la marcaciéon mediante ITHQ podria
decirse que el CRCC en los primeros estadios del desarrollo tumoral suele tener una
elevada tasa de neoangiogénesis (con indices de MDV>20 microvasos/campo), por
lo que no requiere expresar altos niveles de VEGF-A, y a su vez esta generando un
ambiente inmunosupresor local gracias a la expresion del HLA-G. En cambio, los
tumores en estadios avanzados suelen ser de mayor tamano, el crecimiento y
expansion de las CT se da a una gran velocidad y la neoformacién de vasos no logra
acompanar esa evolucion, por ello el indice de MDV es bajo, se genera hipoxia y se
induce la expresion del VEGF-A para estimular la angiogénesis. Se ha descripto
ademas que la hipoxia es un gran inductor de la expresiéon del HLA-G, mediada por
la presencia del HIF-la [108], aun asi, sorprendentemente, los niveles de HLA-G
observados en las muestras analizadas no resultaron ser tan elevados en los tumores

de alto grado.

Los canceres renales sélidos se componen de una mezcla de CT acompanadas por
células normales, tanto células del sistema inmune infiltrantes como células del tejido
conectivo, principalmente linfocitos y fibroblastos. Esta heterogeneidad celular
dificulta los andlisis moleculares que se realizan directamente a partir de fragmentos
de biopsias. Es por ello que hemos planteado como uno de los objetivos del presente

trabajo de tesis, desarrollar cultivos celulares primarios, a partir de las muestras
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recibidas de pacientes con CRCC con el fin de aislar a las CT de aquellas células
estromales normales.

Las técnicas mas utilizadas para la obtencién de células a partir de muestras de
tejidos tumorales sélidos son la digestién enzimatica y la siembra de los tejidos como
explantes. Publicaciones previas describen que la técnica de digestion enzimatica no
es recomendada para el cultivo de CT ya que da como resultado una recuperacion
deficiente de células viables y una mayor expansion de las células estromales. Es por
ello que elegimos utilizar la técnica de siembra de los fragmentos como explantes, la
cual es menos traumatica para las CT y permite minimizar la contaminacién con las
células estromales ya que éstas no se desprenden muy facilmente de la matriz del
tejido y no logran migrar hacia la superficie de la placa de cultivo [109].

El crecimiento celular a partir de los explantes se observo cuando el medio de
cultivo RPMI fue suplementado con B27 que aporta una combinacion de hormonas
y factores de crecimiento que lograron satisfacer los requerimientos metabdlicos
celulares.

A partir de las muestras de tejido renal normal adyacentes al tumor hemos logrado
la expansion de células pequenas, de forma ahusada, con un nicleo redondeado
central que se corresponde con el fenotipo de los renocitos normales. El tejido renal
posee una baja tasa de renovacion celular, sin embargo, estas células fueron las
primeras en crecer en los cultivos. Este crecimiento temprano, comparado con el de
las CT, probablemente se deba al gran aporte de factores de crecimiento con los que
hemos suplementado al medio de cultivo, de hecho en estudios in vitro se ha
reportado que la exposicion a éstos factores activa la proliferacion de células del

parénquima renal [110], [111].
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Las CT crecidas en los cultivos primarios a partir de las muestras de las zonas
tumorales central y periférica, presentaron una morfologia caracteristica de células
neoplasicas. Se observaron células mas grandes, irregulares, con abundante
citoplasma y nucleo con cromatina méas laxa que permite ver uno o més nucléolos.
Las CT obtenidas de la zona periférica tumoral crecieron mas rapido que las de la
zona central tumoral. Como mencionamos anteriormente, en la zona central tumoral
obtuvimos mediante IHQ un indice de MDYV significativamente menor que en la zona
periférica, lo que indica una mala irrigacién del tejido y se asocia a un estado
metabdlico celular menos activo. Esta podria ser la causa de las diferencias
observadas en la velocidad de crecimiento entre ambas zonas tumorales. Por otro
lado, como mencionamos anteriormente, las CT tardaron significativamente mas dias
en crecer hasta llegar a su primer pasaje celular que las células obtenidas del tejido
renal normal. Este retraso observado en la expansion de las C'T podria deberse a la
presencia de abundantes linfocitos infiltrantes en el tejido tumoral que inhiben y

retrasan el crecimiento de éstas.

Una vez obtenidos los cultivos celulares primarios, hemos llevado a cabo una
caracterizacion celular a través del estudio de marcadores de superficie, mediante CF,
tanto en las CT crecidas a partir de la zona periférica tumoral como en los renocitos
crecidos a partir del tejido renal normal.

En primer lugar, analizamos marcadores asociados con la proliferacion, el desarrollo
y la invasividad tumoral, los cuales detallamos a continuaciéon. Encontramos
marcacion para el CD90 o Thy-1 en ambas poblaciones celulares (CT y renocitos).
Este marcador originalmente fue descubierto como un antigeno de timocitos, pero se

sabe que esté presente en células mesangiales glomerulares renales y que juega un rol
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importante en la regulacion de la proliferacion, metastasis y angiogénesis tumoral
[112]. El CD98 también resulté positivo en ambos tipos de células. Esta proteina
forma parte de transportadores funcionales de aminoédcidos y se encuentra presente
en muchas células que proliferan activamente. Ademaés se expresa en varios tipos de
canceres, entre ellos el CRCC [113]. Tanto las CT como los renocitos expresaron
CD44, el cual participa en diversos procesos biologicos como en la interaccion célula-
célula, la adhesién celular, la migracion, la proliferacion, la diferenciacion y la
angiogénesis. Esta descripto que la expresion de CD44 se asocia con el grado de
Fuhrman, el estadio del tumor primario, el subtipo histolégico y el mal pronéstico
en pacientes con CRCC [114]. Por dltimo, el CD117, que es un receptor de membrana
asociado con el desarrollo del cancer, se expresa en algunos subtipos de carcinoma
renal, como el CR cromdéfobo y el oncocitoma renal, pero es negativo en el caso del
CRCC [115]. Esta descripcién concuerda con nuestros resultados ya que no
obtuvimos marcacién para este receptor.

Luego medimos la expresion de marcadores para determinar la estirpe celular.
Entre ellos, la cadherina EP-CAM o CD326, molécula de adhesion de células
epiteliales, resulto positiva para las CT y los renocitos. Sin embargo, no observamos
expresion de la otra cadherina epitelial estudiada, CD324. Ademas, medimos la
proteina del endotelio vascular, VE-cadherina o CD144, la cual no se detect6 en
ninguna de las dos poblaciones celulares. Estos resultados dan una idea de que el
linaje de las células obtenidas es cercano al epitelial y que no hubo contaminacion
con células endoteliales en los cultivos.

Por dltimo, elegimos estudiar el antigeno de superficie celular Tra 1-60, marcador
que se asocia con un estado celular indiferenciado. Las células de la zona tumoral

periférica resultaron Tra 1-60 positivas, mientras que las células del tejido renal
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normal lo expresaron solo en un bajo porcentaje. Esto estaria indicando que
efectivamente las CT se diferencian de los renocitos y que presentan un estado de
indiferenciaciéon mayor que el de las células normales.

Continuando con el analisis mediante CF de los cultivos celulares primarios,
estudiamos la expresion de varios PCI, dentro de los cuales podemos mencionar PD-
L1, HLA-G, CD137L, CD70, BTH3, ILT2 e ILT4. Se analizaron 10 muestras de CT
crecidas a partir de diferentes pacientes con CRCC y en ellas observamos una gran
heterogeneidad tanto en el tipo de PCI que expres6 cada tumor como en la magnitud
de expresion. Una observaciéon muy importante que se desprende de los resultados,
es que un tumor en particular puede expresar varios PCI simultaneamente. Esto debe
ser considerado para optimizar futuras inmunoterapias, ya que los tratamientos
vigentes hasta el momento consisten en el bloqueo de un tnico PCI, y estos no
parecen funcionar o no son lo suficientemente eficientes. En particular, la proteina
HLA-G se encontré presente en las 10 muestras tumorales analizadas con niveles de
expresion desde muy bajos a elevados. Esto concuerda con nuestros hallazgos
mediante THQ y RT-qPCR donde también obtuvimos marcaciéon para esta proteina
en todas las muestras tumorales estudiadas. Ademas, es digno de mencion el hallazgo
de la expresion de los receptores de HLA-G en las CT, ya que generalmente se
considera que ILT2 e ILT4 se expresan solo en los leucocitos [116]. Si bien ya se ha
descripto la expresién del ILT4 en varios tipos de canceres [102], [103], estos

resultados revelan por primera vez la expresion del ILT2 en las CT.

Como mencionamos, estudiamos la expresion del HLA-G mediante diferentes
técnicas, y consistentemente encontramos que todas las muestras de CRCC recibidas

fueron positivas para este marcador. En aquellas muestras donde obtuvimos
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fragmentos de las zonas tumorales central y periférica, decidimos estudiar con mayor
detalle este PCI y evaluar la presencia de las distintas isoformas del HLA-G. Si bien
el nimero de muestras analizadas fue pequeno y no es posible realizar un analisis
estadistico de los resultados obtenidos, estudiando solamente 3 muestras hemos
observado una gran heterogeneidad en los tipos de HLA-G presentes en cada tumor.
Aun mas, hallamos diferentes isoformas dentro de cada zona tumoral en el mismo
paciente. Detectamos expresion de la isoforma HLA-G5 soluble en todos los casos
(en los 3 pacientes y en ambas zonas). Le contintia, en frecuencia de aparicion, la
isoforma HLA-G1. Llamativamente, el HLA-G1L, isoforma que fue descripta hace
pocos anos, se vidé en los 3 pacientes pero solamente en la zona periférica tumoral.
Seria interesante seguir evaluando la distribucién selectiva de esta nueva isoforma y
analizar que funcién puede estar cumpliendo en esa posicion. Podriamos suponer que
esa pequena modificacion de 5 aminodcidos en su extremo N-ter influye en la
eficiencia de vehiculizacion de la proteina a la membrana plasmatica generando alli
una mayor supresion local, como un frente de batalla mas fuerte para el avance y
expansion tumoral. Cabe destacar que hasta el momento no se conoce con exactitud
si cada isoforma del HLA-G posee una funcion diferente.

En las zonas de tejido renal normal analizadas, no se ha podido determinar la
expresion de ninguna de las isoformas de HLA-G mediante RT-PCR, excepto en el
paciente 2 donde se observa una banda muy tenue con los pares 257 F/526 R y con
257 F/963 R a 726 pb, que corresponderia a HLA-G1. Esto resulta extrano ya que el
tejido renal normal no deberia expresarlo, pero podria suceder que el tejido tumoral
adyacente estuviese induciendo a la regién normal a expresar la proteina, o bien que

estas células, aparentemente normales, estuvieran en vias de malignizarse.
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8.2 Segunda parte

Anailisis de los posibles efectos generados por la aplicacion de células madre
mesenquimales de cordén umbilical humano (CMM-CU) en el microambiente
tumoral de CRCC.

Estudio de la relacién entre las CMM-CU y las CT obtenidas de cultivos

primarios de muestras de pacientes con CRCC.

Las CMM resultan de gran interés para la aplicacion clinica debido a la gran
capacidad multipotencial, plasticidad y acciones que poseen. Estas caracteristicas
permiten utilizarlas para modular reacciones inmunes en enfermedades autoinmunes;
en el trasplante de médula Osea; en medicina regenerativa para tratar heridas
dérmicas o cambios degenerativos en articulaciones; para reconstruir hueso, cartilago
y tejidos destruidos o danados como sucede en enfermedades neurodegenerativas, la
diabetes o en cardiopatias [117]. Ademas, gracias a la capacidad que poseen de migrar
hacia los sitios de dafno tisular podrian ser utilizadas como vehiculo terapéutico de
genes, como por ejemplo en enfermedades monogénicas, incluso también como
vehiculo de drogas antitumorales, entre otras.

Como mencionamos en la introduccion, las CMM-CU ofrecen una fuente ilimitada
de células adultas que conservan las propiedades inmunomoduladoras, la capacidad
de auto-renovarse y de diferenciarse a varios linajes celulares. Ademas son faciles de
obtener a partir de un tejido que se descarta en el momento del parto, no requiere
de practicas dolorosas y no presentan las objeciones éticas de las CM embrionarias.

En nuestro laboratorio, hemos logrado aislar y cultivar a las CMM a partir de
muestras de cordones umbilicales humanos. Hasta el momento no se ha encontrado

un tnico marcador para determinar la identidad de las CMM-CU, sino que deben
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analizarse un conjunto de marcadores de superficie, los cuales medimos mediante CF
[118]. Nuestros resultados mostraron que las células obtenidas en cultivo
efectivamente eran CMM, ya que fueron positivas para CD90, CD73 y CD105, y
negativas para CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a y HLA-DR. Ademas,
incluimos en el andlisis algunos otros marcadores como CD98, CD44 vy la integrina
CD29 que también resultaron positivos, los cuales refuerzan la identidad celular.

En la caracterizacion de las CMM es importante estudiar su capacidad de
diferenciacion hacia linajes mesenquimales, como osteocitos, condrocitos y adipocitos.
Esta propiedad fue probada y confirmada en el laboratorio mediante un ensayo de
diferenciaciéon a multilinaje [119], el cual se realizé previo al trabajo de tesis pero es
un resultado necesario que avala la identidad de las CMM-CU.

En general, se acepta que las CMM no presentan propiedades inmunogénicas, por
lo que pueden trasplantarse alogénicamente sin necesidad de inmunosupresion, ya
que son capaces de suprimir la proliferacién y activacion de diferentes células del
sistema inmunolégico. Como se ha demostrado, el HLA-G contribuye a disminuir el
rechazo de injertos gracias a la inmunosupresion local que genera [120], por lo que
hemos decidido estudiar la expresion de esta proteina en las CMM-CU, lo cual nos
permitiria un uso seguro de las mismas como vehiculo de drogas antitumorales en
huéspedes alogénicos. Segin trabajos previos, las CMM-CU poseen altos niveles de
expresion de HLA-G, cercano al 90% de los casos [81], y esto se debe a su cercania
con la placenta, donde las vellosidades coridnicas expresan esta molécula para
mantener la tolerancia materno-fetal. En nuestro caso, los valores obtenidos fueron
mucho menores a los reportados. Aproximadamente, el 50% de las muestras de
cordones obtenidas expresaron HLA-G y ademds, estos valores decayeron

notablemente luego de dos pasajes celulares. Estas diferencias probablemente se
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deban a que mediante CF solamente detectamos a las isoformas de HLA-G de
membrana, sin medir la expresion de aquellas solubles. De hecho, esta reportado que
las CMM suelen secretar altos niveles de la isoforma HLA-G5 [121].

Para reforzar el concepto del trasplante alogénico de las CMM-CU, estudiamos su
efecto inmunomodulador sobre linfocitos activados obtenidos de sangre periférica.
Los resultados de este ensayo mostraron una gran capacidad de las CMM-CU para
inhibir la proliferacion de los linfocitos.

Por ultimo, realizamos un ensayo de proliferacién celular para evaluar si las CMM-
CU ejercen algun efecto sobre las CT que hemos obtenido de los cultivos celulares
primarios. El medio condicionado obtenido de CMM-CU crecidas a un 50% de
confluencia celular generé un pequeno estimulo en la tasa de proliferacion de las CT,
sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas cuando las
comparamos con las CT crecidas en el medio basal RPMI. Una publicacion reciente
ha estudiado el contenido de las vesiculas extracelulares que liberan las CMM-CU al
medio condicionado, mostrando una importante secrecion de proteinas de la matriz
extracelular, de adhesion célula al sustrato, de motilidad celular, y de factores
asociados a la induccion de la angiogénesis y transformacion epitelio-mesenquimal
[122]. En conjunto, esta caracterizacién detallada del secretoma de las CMM-CU,
donde los factores solubles presentes son pro-oncogénicos, induce a pensar que estos
podrian ser favorables para el desarrollo tumoral. Si bien, nuestros ensayos no
mostraron una importante induccién en la proliferacion de las CT, no seria
recomendable usar como vehiculo de una droga antitumoral a una célula que podria
generar el efecto contrario. Atn mas, la expresion del HLA-G y el marcado efecto
inmunomodulador que ejercieron las CMM-CU sobre los linfocitos de sangre

periférica también seria contraproducente para su uso en tratamientos antitumorales.
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Resumiendo, por un lado, estas caracteristicas nos permitirian la aplicacién alogénica
de las CMM, pero por otro lado la generacién de un entorno tolerogénico en el nicho
tumoral favoreceria el escape de las CT al sistema inmune, y consecuentemente su
expansion y desarrollo.

Las propiedades enumeradas que poseen las CMM-CU, negativas para el caso de
terapias antitumorales, podrian resultar sumamente beneficiosas para su aplicacién
en medicina regenerativa. Su trasplante alogénico ha sido propuesto para la
cicatrizaciéon y regeneracion de tlceras dérmicas crénicas que no responden a los
tratamientos convencionales [82]. Sin embargo, en base a nuestros resultados, seria
conveniente evaluar la presencia de neoplasias en los pacientes antes de involucrarlos
en cualquier tipo de protocolo de aplicacion de las CMM-CU, inclusive deberia
evitarse su uso en aquellos que han padecido algin tipo de céncer en los 5 anos

previos.
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8.3 Tercera parte

Silenciamiento del antigeno HLA-G mediante el sistema CRISPR/Cas9 de

edicion génica en lineas celulares tumorales establecidas.

Como hemos estado mencionando, durante las tltimas décadas, se ha encontrado
expresion anormal del HLA-G en numerosos tipos de canceres, lo que se ha asociado
con un estadio tumoral avanzado, una transformacion agresiva y un mal prondstico
de la enfermedad [65]. Por otro lado, la expresion baja o nula del HLA-G en tejidos
normales lo convierte en una diana terapéutica interesante. Es por ello que el bloqueo
de la expresion del HLA-G podria ser beneficioso en cualquier neoplasia que lo utilice
como mecanismo de evasién de la vigilancia inmunitaria [53]. De esta forma, nos
propusimos realizar el bloqueo del antigeno HLA-G, por ediciéon génica, mediante la
técnica de CRISPR/Cas9 como una posible alternativa para la terapia tumoral. Esta
novedosa estrategia constituye una herramienta eficaz para realizar manipulaciones
de ingenieria genética, que podrian conducir a la reactivacion del sistema
inmunologico del huésped para atacar a las CT. En el presente trabajo, hemos puesto
a punto la técnica utilizando varias secuencias de ARNg que se dirigen a dos regiones
especificas del gen hla-g, las cuales son importantes para el inicio de la traduccion.
Utilizamos dos lineas celulares tumorales diferentes para transfectar el sistema
CRISPR/Cas9.

La edicion del gen hla-g en la linea celular RCC7/HLA-G1, utilizando el ARNg-
2A, logr6 un silenciamiento total de la proteina en todas las lineas celulares clonales
analizadas por WB y CF. Luego, realizamos una RT-PCR sobre los clones obtenidos
utilizando oligonucledtidos especificos contra los exones 1 y 2, y no obtuvimos

amplificacion, lo que estarfa indicando que estas regiones fueron editadas. Los
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resultados de la secuenciacién corroboraron que todos los clones fueron editados y
mostraron que se introdujo un fragmento de 300 pb en el genoma. Esta insercién
coincidié con la secuencia del vector lentiviral pWXPL. Una posible explicaciéon es
que cuando la endonucleasa Cas9 gener6 la doble ruptura en el ADNg, probablemente
ésta fue reparada por reparacion dirigida por homologia (HDR) usando una segunda
molécula de pWXPL como molde, también integrada en el genoma. La insercion de
esta secuencia lentiviral es consecuencia de la manipulaciéon genética que habia
sufrido previamente la linea celular RCC7 para sobreexpresar la isoforma HLA-G1,
pero esta condicion no seria extrapolable a la clinica. En cualquier caso, este primer
ensayo sirvi6 para confirmar que el ARNg-2A fue capaz de dirigir a la Cas9
especificamente a la regién del gen hla-g.

En segundo lugar, editamos la linea celular tumoral JEG-3, la cual expresa
naturalmente altos niveles de HLA-G. Al momento del desarrollo del presente trabajo,
a diferencia de lo mencionado en la introduccién sobre la secuencia del hla-g segin
la base de datos Ensembl, la base de datos Internacional de Inmunogenética
(IMGT/HLA; http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/), no consideraba parte de la
secuencia al exén 1 y sélo aceptaba como sitio de inicio de la traduccién al ATG
situado en el exén 2. Recientemente el IMGT/HLA ha adoptado el mismo criterio
de nomenclatura que el Ensembl. Basandonos en las diferencias entre ambas bases
de datos y con el fin de aumentar las posibilidades de interrumpir la expresién del
HLA-G, decidimos disenar cuatro ARNgs diferentes (1A, 1B, 2A y 2B) que dirijan a
la Cas9 tanto hacia el exén 1 como al exén 2.

Los resultados mostraron que todas las condiciones fueron capaces de disminuir la
expresion de la proteina, aunque los ARNg-2A y -2B fueron mas efectivos que los

ARNg-1A y -1B. Todos los ARNgs disenados fueron capaces de reconocer y editar el
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genoma, del HLA-G, sin embargo, observamos que un solo ARNg no es suficiente
para generar una poblacion de células totalmente silenciadas. Esto podria deberse a
que solamente modificamos uno de los sitios de inicio de la traduccion (exén 1 o 2),
pero no ambos. Por lo tanto, decidimos transfectar los cuatro ARNgs
simultaneamente en las JEG-3 para aumentar la eficiencia de la edicién.
Encontramos que bajo esta condicion se logré un silenciamiento casi total del HLA-
G. Estos hallazgos estarian demostrando que las dos regiones ATG son importantes
en el proceso de la traduccion [123]. Finalmente, también mostramos que la funcién
de la molécula HLA-G se vio afectada después de la ediciéon génica, midiendo su
influencia sobre el proceso de degranulacién de las células inmunes NK. El cocultivo
de las NK con las células editadas JEG-3/MIX-ARNgs demostré que cuando la
expresion del HLA-G desaparece de la superficie de las CT, las células NK recuperan
parcialmente su actividad de degranulacion lo que se desencadenaria en una mayor
capacidad para destruir a las CT. En la revisién publicada por Krijgsman y col. [69],
mencionan que hay varios estudios in vitro que muestran resultados similares, donde
diferentes lineas celulares tumorales HLA-G negativas son destruidas de manera mas
eficiente por las células NK en comparacion con sus contrapartes transfectadas con
HLA-G.

De acuerdo con el marco tedrico de la edicién génica, en la mayoria de los casos,
la expresion del ARNm permanece normal, mientras que la expresion a nivel proteico
se interrumpe. Esto ocurre cuando hay pequenas modificaciones, como InDels de
pocas pares de bases, que no alcanzan a alterar el proceso de transcripcion pero que
generan un corrimiento del marco de lectura, y la proteina no serd funcional o
directamente no se traducira. Luego de haber transfectado a las células con el sistema

CRISPR/Cas9, analizamos la expresion de ARNm mediante RT-PCR utilizando
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cebadores ubicados en los exones 3-4 (257 F/526 R) en ambas lineas celulares. En
todos los clones de RCCT7/HLA-G1 editados hemos obtenido el fragmento de
amplificacion correcto para HLA-G; mientras que, inesperadamente, en las células
JEG-3 editadas encontramos una disminucién del ARNm usando los mismos pares
de cebadores. Alin mas, los niveles de ARNm y de proteina del HLA-G disminuyeron
en la misma proporcién en cada una de las condiciones de edicion testeadas en las
JEG-3. Una explicacién posible es que las modificaciones que se producen mediante
la técnica CRISPR/Cas9 son diferentes en las dos poblaciones analizadas y aunque
ambas desencadenan la edicién del HLA-G, los eventos moleculares no son los mismos
en cada poblacion celular. Los resultados de la secuenciacion de Sanger mostraron
una edicién importante en las células JEG-3 editadas, con InDels de varios
nucledtidos, como se muestra en las Figuras 7.8 y 7.11, que podrian albergar codones
de terminacion prematuros y el ARNm podria ser degradado por la via de
desintegracion sin sentido del ARNm (NMD, en inglés non-sense mediated decay)
[124], [125]. En cambio, en las células RCC7/HLA-G1 editadas, se inserté un
amplicon de 300 pb correspondiente al vector lentiviral en todas las lineas celulares
clonales analizadas (figura 7.5). Otra explicacién posible a estas observaciones, se
relaciona con el andlisis del promotor que regula el proceso de transcripcion. En las
RCC7/HLA-G1, el HLA-G se transcribe a partir de un promotor constitutivo
presente en el vector lentiviral, mientras que en las células JEG-3, el HLA-G se
transcribe bajo su promotor natural. Entonces, la edicion mediante CRISPR/Cas9,
podria modificar el promotor natural del gen hla-g y disminuir la actividad de la
ARN polimerasa y, en consecuencia, disminuir el nivel del ARNm [126]. En las
RCCT7/HLA-G1 editadas, el HLA-G se puede transcribir normalmente, pero no se

produce la expresion de la proteina.
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En la actualidad, la ediciéon génica se propone como una nueva alternativa para
muchos tratamientos contra el cancer [127], [128]. Podemos mencionar como ejemplo
un area prometedora en la inmunoterapia que utiliza CRISPR/Cas9 para modificar
genéticamente a linfocitos T alogénicos, conocidos como linfocitos T de receptor de
antigeno quimérico (CAR). En varios estudios, las células T-CAR derivadas de
donantes sanos se editaron para silenciar o interrumpir tanto las moléculas de TCR
como las de HLA para administrarlas de manera alogénica en pacientes oncologicos
[71], [129]. Esto le permite a las células T-CAR reconocer antigenos asociados a
tumores y mejorar la respuesta a la terapia mediante la activacion de las células T
sin el rechazo del huésped. Otra estrategia para potenciar la terapia con células T-
CAR es destruir la expresion de PD-1 mediante el sistema CRISPR/Cas9 ya que
esta senal inhibidora genera células T exhaustas, y su bloqueo podria mejorar la
eficacia antitumoral y asi obtener mejores resultados clinicos [73], [130].

La edicion génica estd actualmente en camino de ser aplicada en muchas
enfermedades diferentes y tiene un enorme potencial [131]. Sin embargo, todavia
existen ciertos desafios que deben superarse para el uso seguro y efectivo de la
tecnologia CRISPR/Cas en aplicaciones de terapia génica clinica, como por ejemplo
encontrar vehiculos de administraciéon especificos hacia el tejido diana, regular la
inmunogenicidad y respuesta al daio del ADN, entre otros. Hacia el futuro, para
superar estos obstaculos, proponemos administrar la terapéutica CRISPR para el
bloqueo del HLA-G, en caso de neoplasias que expresen este PCI en el cuerpo humano,
utilizando vectores de virus adenoasociados (AAV) [132]-[134]. El AAV es seguro,
capaz de administrar el sistema CRISPR/Cas a varios tejidos y tipos de células, y es
levemente inmunogénico dentro de una amplia gama de dosis. Ademas, el vector

permanece en gran parte episomal dentro de las células huésped, se estabiliza

151



Expresion del HLA-G e inmunidad antitumoral en el carcinoma renal de células

claras | Palma

mediante concatemerizacion y circularizacion para mediar la expresion transgénica a
largo plazo en células posmitoticas, lo que conduce a una eficacia terapéutica

duradera.

9 C(Conclusiones

e Demostramos el rol fundamental que juega la angiogénesis y la expresion del
PCI HLA-G/ILTSs en la patogenia del CRCC, y hallamos posibles relaciones
entre estos biomarcadores.

e Se determiné que la expresion de VEGF-A y HLA-G es sumamente
heterogénea en las diferentes muestras de CRCC analizadas (heterogeneidad
intertumoral). Incluso, esa heterogeneidad también estd presente en las
diferentes regiones estudiadas dentro de un mismo tumor (heterogeneidad
intratumoral).

e Encontramos diferencias en el perfil de las isoformas del HLA-G que se
expresan en las zonas tumorales central y periférica.

e Desarrollamos cultivos celulares primarios, a partir de muestras de pacientes
con CRCC, lo cual nos permitié estudiar con mayor precision la expresion de
los marcadores de interés en las CT (VEGF-A, VEGF-C, HLA-G e ILT4), sin
interferencia de otras células del estroma tumoral. De hecho, identificamos
por primera vez la expresion del receptor ILT2 en las CT del CRCC.

e Estudiamos el efecto de las CMM-CU sobre las CT, y su capacidad para
generar inmunosupresion, lo cual nos llevé a concluir que no seria

recomendable su uso como vehiculo de drogas anti-tumorales.
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e Logramos el bloqueo de la expresion del HLA-G en dos lineas celulares
tumorales diferentes mediante edicion génica. El silenciamiento de esta
proteina por el método de CRISPR/Cas9 mostr6 una reactivaciéon de la

actividad de las células inmunitarias NK.

Estos hallazgos permitieron conocer con mayor detalle la expresion de los
marcadores angiogénicos y de la sinapsis inmunolégica HLA-G/ILTs, otorgarles la
importancia que amerita dentro de la patogenia del CRCC. Ambas demostraron ser
estrategias que utiliza el tumor para favorecen su crecimiento y expansion. A futuro,
consideramos de gran interés realizar un analisis molecular mas detallado para
comprender los mecanismos de accién de estos marcadores que expliquen las
asociaciones encontradas en nuestros resultados. Ahondar en estos conceptos podria
mejorar la efectividad de la terapia anti-angiogénica y de la inmunoterapia,
aumentando asi la tasa de supervivencia de los pacientes. Aun mas valioso seria
poder combinar ambas terapias ya que, segin nuestros hallazgos, generarian una
sinergia en el tratamiento de esta neoplasia. Mediante el uso de anticuerpos anti-
VEGF-A, como el Bevacizumab, se evitaria el desarrollo de los nuevos vasos
sanguineos lo cual frenaria la expansion del tumor, y el bloqueo de la expresion del
HLA-G mediante edicién génica, reactivaria el sistema inmunolégico del huésped y
ayudaria a eliminar a las CT. El hecho de utilizar una inmunoterapia dirigida al PCI
HLA-G/ILTs es muy prometedora ya que no generaria demasiados efectos
secundarios, pues su expresion en condiciones fisiologicas estd muy restringida.

El presente plan de tesis Doctoral sienta las bases para el desarrollo de terapéuticas

que permitan el establecimiento de nuevas alternativas para el control del cancer.
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