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INTRODUCCION

1.1.- ASPECTOS CLiNICOS
1.1.1.- EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA

Los tumores renales malignos representan entre el 2-3% de las neoplasias del
adulto, suponiendo el carcinoma de células renales (CCR) aproximadamente el 90% de
las patologias renales malignas.“) Constituye el tercer tumor en frecuencia del aparato
genitourinario, precedido por los tumores de prdéstata y vejiga.

El CCR se diagnostica generalmente en un rango de edad que va de los 55 a los
64 anos. Por debajo de esta edad su incidencia es poco comun, de manera que menos
del 6% de los tumores renales aparecen por debajo de los 35 afios.”) En los nifios
supone el 2% de las neoplasias infantiles. Es de 1,6 a 2 veces mas frecuente en el sexo
masculino.!?

En los ultimos 20 afios la incidencia del CCR ha ido aumentando alrededor de
un 2% anualmente, lo que ha hecho que en Europa sea el décimo cdncer mas comun.
En 2014 se estimaron 63.920 casos nuevos y se produjeron 13.860 muertes por cancer
renal.”?)

Al igual que se ha producido un incremento de la incidencia del cancer renal,

también lo ha hecho su mortalidad. Los factores de riesgo y el cambio o la exposicion a

ellos podrian estar implicados en que la mortalidad haya aumentado pese a que la
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proporciéon de diagndstico de tumores en estado avanzado ha decrecido. Es el
diagndstico incidental la causa fundamental de este incremento en la incidencia en
estadios mas precoces, en parte justificado por el mayor uso de técnicas de imagen y
el avance de éstas. En cualquier caso la supervivencia en el CCR depende del estadio
en el momento del diagndstico, de manera que supera el 80% a los 5 afios en los
tumores en estadio | y IlI, disminuyendo considerablemente en el estadio Il
(aproximadamente el 50%) y de manera drastica en los estadios IV (por debajo del
20%).M

Se han implicado numerosos agentes como posibles factores etioldgicos en el
desarrollo del carcinoma renal pero ninguno de ellos, salvo el tabaco, esta hasta el
momento claramente definido como agente causal. Entre los factores de riesgo

implicados en esta patologia podemos mencionar:

- Tabaco. La asociacion entre el consumo de tabaco y CCR es un factor
de riesgo confirmado. El riesgo de padecer cancer renal disminuye
con el cese del consumo.

- Obesidad. El sobrepeso, asi como los cambios metabdlicos,
variaciones de peso y el del balance energético, han sido asociados
con un elevado riesgo de padecer cancer de células renales en
ambos sexos, pero de manera mas marcada en mujeres.(3’4)

- Dieta. Hay estudios que relacionan ciertos nutrientes ricos en
proteinas animales con la aparicion de tumores renales, asi como la
ingesta de carnes muy hechas y fritas. Otros lo asocian mas con un
elevado aporte caldrico que con dichos nutrientes. La dieta rica en
vegetales y frutas parece tener accidn protectora a padecer este tipo
de tumor quizas, entre otros componentes, por los betacarotenos y
la vitamina C.®)

- Herencia. EI CCR es un tumor que puede presentarse en el contexto

de una enfermedad familiar hereditaria o de manera esporadica. El

sindrome familiar mas asociado a CCR es la enfermedad de von
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Hippel-Lindau, aunque existen otros sindromes como la esclerosis
tuberosa, el CCR de células claras familiar y el CCR papilar familiar.
Una historia familiar de CCR en un caso en primer grado de
consanguinidad incrementa el riesgo de padecerlo. No obstante,
esta asociacion es mas débil que en otros tumores con factor

hereditario.'®

Otros factores de riesgo lo constituyen la exposicion a diferentes carcinégenos
(trabajadores expuestos al asbesto, cadmio, plomo inorganico, derivados del petrdéleo)
y la toma de determinados medicamentos (fenacetinas, paracetamol, tiazidas,

betablogueantes y anfetaminas).!

1.1.2.- DIAGNOSTICO

El CCR puede presentarse clinicamente de diversas formas, aunque mas de la
mitad de los casos se diagnostican de manera fortuita durante un estudio de imagen
por cualquier otra causa. La triada sintomatolégica tipica (dolor, masa en flanco y
hematuria) es bastante infrecuente, presentdndose en menos del 10% de los casos.!”)
Las distintas formas de presentacion del carcinoma renal hacen dificil el diagndstico de
sospecha ya que, en aproximadamente un 20% de las ocasiones, su clinica es la
derivada de las manifestaciones sistémicas que provoca la liberacion de distintas
sustancias por las células tumorales, constituyendo los sindromes paraneoplasicos.
Pese a ello, hoy dia, la forma de diagnéstico mas habitual es la incidental y, en caso de
que exista clinica, la hematuria es el sintoma mas frecuente.”

La capacidad metastdsica de estos tumores es independiente del tamano
tumoral, son neoplasias que tienen tendencia a la multifocalidad o presencia de
nddulos satélites y la capacidad de progresion y de recurrencia es imprevisible ya que
se han descrito recidivas tardias e incluso regresiones espontaneas de lesiones

metastdsicas. En resumen, la presencia de metastasis es frecuente, llegando hasta un

30% al diagnéstico, pudiendo aparecer éstas en sitios inusuales.®
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Para el diagndstico, la tomografia axial computarizada (TAC) se considera la
prueba de imagen de elecciéon. Se pueden encontrar aumento de la VSG, de la
fosfatasa alcalina, anemia, poliglobulia, etc., pero no existen alteraciones analiticas
especificas para el diagndstico. La ecografia es el método con el que se detectan con
mas frecuencia las masas renales de manera incidental, en un alto porcentaje
asintomaticas. Cuando por medio de ecografia se encuentra una masa renal sdélida (o
quistica compleja), es obligatorio realizar una TAC. Esta prueba permite un estadiaje
local y regional adecuado, ademas de la valoracién de los vasos y de la posible
presencia de metdstasis a distancia. Si hay sospecha de metastasis dseas la prueba de
eleccién sera la gammagrafia 6sea. La RMN se reserva para los casos de dudas
diagndsticas o para la mejor caracterizacion de la afectacion venosa o, en su caso,

determinar el nivel de infiltracién o invasién de la vena cava."”’

1.1.3.- DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

El CCR se cree que se compone de un grupo heterogéneo de tumores derivados
de las células epiteliales del tubulo contorneado proximal. Aunque existen estudios
gue sugieren que algunos subtipos derivan de componentes mas distales de la
nefrona.®

Actualmente, de acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, se
reconocen tres subtipos principales de CCR: CCR de células claras (CCRCC, que supone
mas del 80% de todos), CCR papilar (10-15%) y el CCR cromdéfobo (aproximadamente
un 5%).(10)

El CCR se ha ido modificando en los Ultimos afos gracias al apoyo que la
citogenética y los estudios moleculares han proporcionado a la histopatologia. Asi
pues, los hallazgos histoldgicos tienen una estrecha relacidn con los genéticos, por lo

gue la actual clasificacion (Tabla 1) se basa en patrones histoldgicos definidos,

apoyados por estudios genéticos tal y como se muestra en la figura 1.0
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CARCINOMAS DE CELULA RENAL
-Carcinoma renal de célula clara

-Carcinoma renal de célula clara variante multilocular
-Carcinoma papilar

-Carcinoma croméfobo

-Carcinoma de ductos colectores de Bellini
-Carcinoma renal medular

-Carcinomas de translocacién Xp11

-Carcinoma asociado con neuroblastoma

-Carcinoma renal mucinoso tubular y de células fusiformes
-Carcinoma de célula renal inclasificado

-Adenoma papilar

-Oncocitoma

Tabla 1.- Clasificacion de los tumores epiteliales malignos (CCR).*Y
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Figural.- Representacion esquemdtica en la nefrona de los diferentes subtipos de CCR de

acuerdo a la clasificacion de Heidelberg (ref.) en relacion con sus posiciones en la nefrona y en
los tubos colectores. Se indican las alteraciones genéticas caracteristicas de los subtipos de
CCR.™



INTRODUCCION

El CCR de células claras es el subtipo mas frecuente dentro de los CCR llegando
a suponer mas de 80% de los mismos. Estd compuesto por células cuboideas o
poligonales con citoplasma amplio y claro, en ocasiones eosinéfilo. Es caracteristica la
presencia de una red vascular de capilares sinusoidales muy prominente. Son positivos
para citoqueratina y en ocasiones también para vimentina y antigeno epitelial de
membrana (EMA) por inmunohistoquimica.®?

En el estudio genético se caracterizan por presentar alteraciones en el gen de la
enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL) en aproximadamente el 80% de los casos, ya
sea por pérdida de material genético en el brazo corto del cromosoma 3 (3p), por la
presencia de mutaciones o por inactivacion de dicho gen por hipermetilacién @3 Otras
localizaciones en las que se han encontrado alteraciones genéticas son en el brazo
largo del cromosoma 5 (5q) (duplicacion de fragmentos) y otros cromosomas como 6q,
8p, 9, 14q y 17p (deleciones en secuencias de ADN, implicando estas ultimas peor
prondstico por una progresion tumoral mas agresiva).(13'14)

El CCRCC es seguido en frecuencia por el papilar (10%-15%) y el croméfobo
(5%).(9) El carcinoma de los ductos colectores, también llamado carcinoma de los
ductos de Bellini, constituye menos del 1% de los CCR. La categoria de CCR
inclasificado queda para los tumores que no se pueden catalogar en ninguna de las
categorias descritas anteriormente, bien por su diferenciacién sarcomatoide o bien
porque su patrén arquitectural no responde a las caracteristicas de los otros subtipos.
Cada uno de estos subtipos tienen particularidades genéticas propias que los
diferencian a nivel molecular.**1>1€)

La diferenciacién sarcomatoide no es un subtipo de CCR propiamente dicho,
sino que esta denominacién se reserva para aquellos tumores que presumiblemente
tienen un origen determinado y que han sufrido una transformacién maligna,
pobremente diferenciada, pero no son primitivamente sarcomatosos. Esta

diferenciacidn sarcomatoide ocurre en el 4% de los CCR."*®)
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Otros tipos menos frecuentes (translocacion Xp11, asociado a neuroblastoma,
mucinoso, tubular y de células fusiformes, etc.) son menos conocidos por su escasa

incidencia y han entrado a formar parte de esta clasificacién en los ultimos afios.

Es un pardmetro que cataloga las distintas caracteristicas de los nucleos
celulares y que se ha intentado poner en relacién con el prondstico de los pacientes
con CCR. Han sido propuestas numerosas clasificaciones para el grado nuclear, aunque
el sistema propuesto por Fuhrman'?” (Tabla 2) es el mas utilizado. Este sistema

también estd sujeto a controversia debido a ciertas limitaciones.®

GRADO | TAMANO NUCLEAR CONTORNO NUCLEAR NUCLEOLO
1 10um Redondeado y uniforme Ausente o no prominente
2 15um Irregular Pequefio
3 20pum Irregular Prominente
Prominente con grumos de cromatina
4 220um Multilobulado, bizarro gruesos

Tabla 2. Clasificacion de Fuhrman.™’)

La invasidon microvascular, la necrosis tumoral o la invasion del sistema colector
son otros factores que podemos encontrar en el analisis histolégico y que pueden

tener importancia a la hora de valorar el prondstico de estos tumores.

Actualmente el sistema de clasificacion tumoral mas ampliamente utilizado es
el de TNM (Tablas 3 vy 4)(19), habiendo quedado obsoleto el clasico propuesto por
Robson. Esta clasificacién tiene importancia prondstica y recoge parametros de
tamafio, invasion vascular y afectacion de estructuras adyacentes (T), afectacion de

ganglios linfaticos regionales (N) y presencia o no de metastasis a distancia (M).**)
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CLASIFICACION TNM (UICC, 2009)

Tx No se puede evaluar el tumor primario

TO No hay evidencia de tumor primario

T1 Tumor de 7 cm. o menos en su didametro mayor, limitado al
rifién

Tla Tumor de 4 cm. o menos en su didametro mayor, limitado al
rifion

T1b Tumor de mas de 4 cm. pero no mas de 7 cm. en su didmetro
mayor, limitado al rifién

T2 Tumor de mas de 7 cm. en su diametro mayor, limitado al
rifién

T2a Tumor de mas de 7 cm. pero no mas de 10 cm. en su didmetro
mayor, limitado al rifidn

T2b Tumor de mas de 10 cm. en su diametro mayor, limitado al

Tumor rifidn

T3 Tumor que se extiende a la vena renal o tejidos perinéfricos,

pero no a la glandula suprarrenal ipsilateral ni mas alla de la
primario fascia de Gerota
T3a Tumor que se extiende a la vena renal o sus ramas (incluyendo

capa muscular), que invade la grasa perirrenal o del seno
renal, pero no mas alla de la fascia de Gerota

T3b Tumor que se extiende a la vena cava por debajo del
diafragma
T3c Tumor que se extiende a la vena cava por encima del
diafragma o invade la pared de la vena cava
T4 Tumor que se extiende mas alld de la fascia de Gerota
(incluyendo extensidon contigua a la glandula suprarrenal
ipsilateral)
Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
Ganglios
NO No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales
regionales
N1 Metastasis en los ganglios linfaticos regionales
Metastasis | MO No hay metastasis a distancia
a distancia | M1 Metastasis a distancia
Estadio | TINOMO
AGRUPACION | Estadio Il T2NOMO
POR T1-2N1MO
ESTADIOS | Estadio lll T3NO-1MO
TANO-1MO
Estadio IV T1-4NO-1M1

Tabla 3. Clasificacion TNM/Agrupacion por estadios.™”
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1.1.4.- TRATAMIENTO

La cirugia es considerada el tratamiento de elecciéon en el cancer renal. El
objetivo de la misma es la extirpacién de todo el tumor con un margen quirldrgico
suficiente. La cirugia radical comprende la exéresis completa del rifidén, glandula
suprarrenal ipsilateral y linfadenectomia completa. La nefrectomia parcial o cirugia
conservadora de nefronas (exéresis tumoral con margen quirdrgico de seguridad) se
ha introducido, en los ultimos afios, como una técnica alternativa a la cirugia radical
gue, en casos seleccionados y aun con rifidn contralateral sano, obtiene resultados
similares a los conseguidos con la nefrectomia radical.*®

El CCR es uno de los tumores con menos respuesta al tratamiento
quimioterdpico, lo que le confiere mayor dificultad a la hora del tratamiento. Tampoco
las radiaciones o la hormonoterapia han sido efectivas hasta el momento. En los casos
de tumores metastasicos se utiliza la inmunoterapia basada en la modulacién de la
respuesta biolégica que se establece entre el tumor y el huésped, en especial con su
sistema inmune. Las moléculas que mas utilidad han demostrado en este sentido son
el interferdn alfa (IFN-a) y la interleuquina-2 (IL-2), habiéndose descrito remisién de
metastasis.!”)

Recientemente han aparecido una serie de tratamientos sistémicos dirigidos a
dianas moleculares implicadas en la génesis del CCR, fundamentalmente los
inhibidores de las tirosin quinasas y los inhibidores de mTOR. De los primeros destacan
el sunitinib, sorafenib y pazopanib, y de los segundos, el temsirolimus. También existe
el bevacizumab, un anticuerpo monoclonal que neutraliza un factor angiogénico,
VEFG. Estos tratamientos, solos o en combinacidn con inmunoterapia han superado en
algunos casos la utilidad de la inmunoterapia sola, en términos de supervivencia,

aungue todavia no ofrecen buenos resultados a largo plazo.(zo)

11
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1.2.- ASPECTOS MOLECULARES
1.2.1.- BIOLOGIA MOLECULAR Y CCR

En los ultimos afios y con la necesidad de profundizar en el conocimiento de las
enfermedades, se ha abierto un vasto campo de investigacion con la Biologia
Molecular.

Centrandonos en las neoplasias, se han hallado evidencias que nos ayudan a
comprender la génesis del tumor y la predisposicién a padecerlo en los casos
hereditarios y quiza a lograr hallar un marcador biolégico que pueda orientarnos en la
indicacion de distintos tratamientos en funcién de los rasgos moleculares del tumor.

En los primeros estudios realizados sobre genética molecular del cancer de
rifidn se hallé lo que en la actualidad se considera la alteracidon genética mas frecuente
del CCR, la pérdida de material genético en el brazo corto del cromosoma 3 (3p) tanto
en carcinomas esporadicos como familiares. En general, las alteraciones genéticas en
esta localizacion llegan a presentar una frecuencia del 90% en el caso de los
esporadicos. A partir de ahi y gracias a técnicas como la secuenciacién y estudios de
metilacion del ADN, se ha profundizado en las alteraciones que presenta el cancer de
riion?Y y se han podido establecer caracteristicas propias y exclusivas del CCR.

AuUn asi, el CCR, como todos los tumores, tiene peculiaridades propias. La
variabilidad de comportamiento que presenta el CCR hace que todavia exista mucho
camino por recorrer para poder llegar a conclusiones que, desde la genética, permitan
el uso de estas técnicas para un método adecuado de diagndstico, tratamiento o
prondstico.

La inactivacion de la proteina VHL, de la cual se hablara en profundidad en este
apartado, estd asociada con la enfermedad de von Hippel-Lindau, un sindrome

tumoral hereditario transmitido genéticamente siguiendo un patrén de herencia

12
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autosomica dominante. La inactivacién de dicha proteina también se ha relacionado
con CCRCC esporadico (sin relacion familiar ni hereditaria) por lo que su estudio resulta

de gran interés y constituye el eje central de esta tesis.

1.2.2.- EL GEN VHL

La principal alteraciéon que se ha evidenciado en el cariotipo del CCRCC es la
pérdida del 3p, donde se encuentra el gen VHL en 3p25.(22) Este gen fue identificado en
1993 a través de estudios familiares de la enfermedad de von Hippel Lindau en la cual
los afectados de esta enfermedad estaban predispuestos a padecer tumores en el
sistema nervioso central, gldndula adrenal, rifién y ojo.(23) Las alteraciones que afectan
al gen VHL aparecen en casi un 100% de los pacientes con un fenotipo clinico de
enfermedad de von Hippel-Lindau. Asi pues, en los casos familiares, han sido descritas
mas de 500 mutaciones distintas (germinales y somaticas) en familias afectadas por la
enfermedad, siendo en su mayoria puntuales y de las llamadas “sin sentido”,
metilacion del promotor del gen o perdida del alelo salvaje en el tumor.*¥

Posteriormente y durante afios, en el estudio del cancer de células renales de
aparicion esporadica, numerosos estudios han informado diferentes tipos de
mutaciones somaticas del gen VHL en distintos porcentajes que oscilan entre el 22%%°)
y el 50%.1%°) Las mutaciones en los CRCCC de aparicion esporadica, son mas variadas; es
frecuente encontrar mutaciones puntuales, pero también deleciones e inserciones que
dan como resultado una proteina truncada. También se han publicado datos de
hipermetilacion del promotor del gen de VHL, cuyos porcentajes oscilan entre el 10 y
el 20%.%%) Ademas se han encontrado otro tipo de alteraciones como la pérdida del

brazo corto del cromosoma 3 (3p), y perdida de heterocigosidad en casos esporddicos

de cCrRcc.®

13
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El producto del gen VHL regula la transcripcion de diversos genes con
importancia en la génesis del tumor a través del factor inducible por hipoxia HIF1-a. El
silenciamiento de VHL desencadena la sobreexpresion de un numeroso grupo de
proteinas relacionadas con respuesta a hipoxia, la regulacion del pH intracelular,
angiogénesis, etc.*¥

En los casos esporadicos de CCRCC, numerosos estudios han analizado
mutaciones y metilaciéon del gen VHL pero pocos han examinado la relevancia clinica
de estas alteraciones. Sin embargo esta informacién puede tener una gran importancia
en términos de prondstico y tratamiento en cuanto a terapias diana especificas.

Diversos estudios no han encontrado diferencias en la frecuencia de mutacidn
con relacion al grado del tumor, estadio, tamafio o proliferacién celular del tumor,
aungue se ha descrito que se ha incrementado el ratio de mutaciones y metilacion en
tumores pT3. Se ha observado un peor prondstico y supervivencia en pacientes con
mutaciones que generan una pérdida de funcién, aunque otros encuentran
mutaciones y metilacién fuertemente asociadas con mejor prondstico en estadios pT1,

2y 3, pero no en estadio 4.2

El gen VHL consta de tres exones que codifican un ARN mensajero (ARNm) de
4,5 kb. Engloba cerca de 20 Kb de ADN gendmico del brazo corto del cromosoma 3,
concretamente se sitda en el locus 3p25-26 del genoma humano. Los 642 nucledtidos
qgue contiene codifican un polipéptido de 213 aminoacidos con un peso molecular de
28-30 kDa (VHL).(24) En la figura 2 se muestra la estructura basica del gen VHL vy la

disposicidn y regiones funcionales de la proteina VHL.
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Figura 2. Esquema del gen y proteina VHL.*¥

Entre las alteraciones descritas en el gen VHL podemos encontrar:

Mutaciones: Se han descrito multitud de mutaciones tanto germinales como
somaticas en el gen de VHL.%®

Las mutaciones germinales son aquéllas heredadas y que se encuentran en
todas las células del individuo. Han sido identificadas mutaciones germinales del gen
VHL en mas de 500 familias con enfermedad de von Hippel Lindau alrededor del
mundo, mostrando una heterogeneidad considerable tanto en el tipo de mutacién
como en su localizacién.®

En contraste con las mutaciones germinales, las mutaciones somaticas estan
confinadas a las células somaticas del individuo y no se heredan. Las mutaciones
somaticas que ocurren en genes supresores tumorales en tejidos relevantes pueden

inducir el desarrollo de un tumor. La mayor parte de las mutaciones encontradas en

los pacientes con CCR se han encontrado a partir del codén 54,12429)
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Metilacion: El gen VHL puede ser inactivado también por hipermetilacion de las
islas CpG de la regidon 5. Este fendmeno se ha visto en un gran nimero de genes
supresores tumorales.®? La hipermetilacién del promotor del gen VHL ha sido
detectada en el 33% de los tumores que no mostraron pérdida de heterocigosidad,

incluyendo CCR y hemangioblastoma.®Y

1.2.3.- LA PROTEINA VHL

Podemos encontrar diferentes patrones de localizacion de VHL. Esta proteina
reside primariamente en el citoplasma de las células, pero se puede encontrar en el
nucleo como consecuencia de una sobreproduccion de la misma.?® Ademas VHL se
mueve entre ambos compartimentos y su localizacién queda condicionada por su

funcionabilidad.®?

Se conocen 2 isoformas de la proteina. La primera y mayoritaria posee un peso
molecular de 24-30 kDa y su secuencia es completa. La segunda isoforma, debido a
una pérdida de una porcidn del exdn 2 en la traduccion, es de tamafio menor siendo su
peso de 18-19 kDa. Ambas proteinas tienen funcidn supresora de tumores. Las
modificaciones post-transcripcionales se estan estudiando y se sugiere que VHL puede
ser fosforilada por otras proteinas.(ss)

La proteina VHL contiene dos dominios:
- El dominio B, estd formado por una cadena de siete laminas B (que

comprende del aminoacido 63 al 154) y una hélice a (aminodcidos

de 193 a 204).
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El dominio a, mds pequeiio que el anterior, estda formado por tres
hélices a (aminoacidos de 155 a 192). Este dominio contiene zonas
de interaccidn con otras proteinas.‘z‘” En este dominio es donde se

han evidenciado multitud de mutaciones. ¥

La proteina VHL es una ubiquitin ligasa que interactia con unas proteinas

denominadas elonginas C (14-18KDa) y B (9-14KDa) formando un complejo que facilita

el proceso de degradacion de sus proteinas diana por ubiquitinacidn. Esta actividad

estd gobernada por el reconocimiento de prolinas hidroxiladas de las moléculas diana,

por VHL. En la figura 3 se muestra la interaccién de VHL con otras proteinas y las

funciones que derivan de su actividad.

Funcién canénica Funcién no canénica

Normoxi

/

Figura 3. Esquema con las funciones de VHL y su interaccion con otras proteinas.

Regulacion
transcripeional

HRE I

RNA polII

Genes de respuesta
a hipoxia, ete.

Angilogenesis, Glicolisis, Respuesta a
—_— estres, ciclo celular, ete.

(35)
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En primer lugar VHL se une a la Elongina-B (por los aminodcidos 157-172 del
dominio alfa de VHL) la cual a su vez se une a la Elongina-C en un mismo complejo

llamado VCB.539)

El complejo VCB se une a una proteina de 70-76 kDa denominada CUL2,
miembro de la familia genética de las cullinas, implicadas en ciclo celular en levaduras.
El complejo VCB-CUL2 posee actividad E3-ubiquitin-ligasa (marca su molécula diana
con ubiquitinas) que se complementa con la proteina Rbx1 que enriquece la actividad

Iigasa.(34'37’

En la funcion ubiquitin ligasa de este complejo macromolecular compuesto por
VCB, CUL2 y RBX-1, radica parte de la funcidon supresora del gen VHL, puesto que este
complejo mencionado es capaz de degradar, entre otras, a la proteina HIF1-a, factor
de transcripcidn cuya mision es la transactivacion de ciertos genes cuyo producto
proteico aumenta la captacién de oxigeno (VGEF, PDGF, EPO, etc.) o regula la

adaptacidon metabdlica cuando el oxigeno ambiental es limitado.3%4%

El gen HIF1-a, codifica el factor inducible por hipoxia (HIF1-a). Se localiza en el
locus 14921-q249, el cual posee 15 exones. La proteina HIF1-a es un heterodimero
compuesto por cadenas alfa (reguladas por el O;) y beta, dispuestas en doble hélice
(BHLH). Este pertenece a una familia de factores de transcripcidn que consta de tres

subunidades alfa (HIF1-a, HIF2-a, HIF3-a) y a una subunidad beta (HIF 1[3).(41)
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Existen 2 zonas de sefializacion nuclear (NLS) que se encuentran en el extremo
C-terminal y en el N-terminal. La acumulacién nuclear del HIF1-a sélo depende del
extremo C-terminal.

Ademas, tal y como dicen Fraga y cols.,*! HIF1-a contiene 2 dominios de
transactivacion (TAD) en el extremo C-terminal que estan separados por una secuencia
de aminoacidos (575-786) que inhiben la transactivaciéon. El extremo N-terminal de la
molécula contiene un dominio necesario para la dimerizacion y ligaciéon al ADN (BHLH-
PAS). Las interacciones entre los dominios BHLH de ambas subunidades regulan su
dimerizacion. El dominio C-terminal tiene como funcion sefalizar la translocacién de
HIF1-a hacia el nucleo y la estabilizacion proteica (Véase figura 4).

El dominio de la degradacion oxigeno-dependiente (ODD) del HIF1-a y los
residuos de prolina en las posiciones 402 y 564, poseen un gran impacto en la
estabilidad de la proteina en condiciones de oxigeno normales pues permiten, cuando
estan hidroxiladas, el reconocimiento por la proteina VHL y la posterior activacion de la

via de degradacion de la ubiquitina.“?

/ OH OH

aPAS P402 P64 N803

a ODD __ TAD-N TADC

Dimerizacion HRL ' P300/CBP
NLS-C |

Actividad de transcripeion

bHLH PAS

Figura 4. Estructura molecular de HIF-1a.(Adaptado de Fraga y cols. ).(41)
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La proteina VHL reconoce y se une a HIF-la cuando esta subunidad se
encuentra hidroxilada en prolinas y por otro lado se une a la proteina Elongina-C, la
cual recluta a Elongina-B, cullina-2 y RBX-1.

Este complejo proteico compone una E3-ubiquitin-ligasa, que serd responsable
del marcaje por ubiquitinas de HIF1l-a. Una vez marcada la subunidad a sera
degradada por el proteosoma 235.142)

En situaciones de hipoxia, con niveles de O, molecular bajos o nulos, HIF1-a no
se encuentra hidroxilada y VHL es incapaz de unirse a él, lo que implica un aumento de
los niveles del HIF1-a que se acumula en el interior de la célula formando un
heterodimero con la subunidad beta (HIF1-B). Este heterodimero emigra hacia el

nucleo, donde se unirda a las secuencias especificas del ADN permitiendo Ia

transactivacion de sus genes diana.*®)
02 presente 02 ausente o alteracion de pVHL
Cul 2 Cul 2
Elongina B Elongma B
Elongna C Rbxl Elongina ¢ Rbxl
& o
"_ pVHL ’ pVHL
1) - - ' | (e

' (1= HIF-a | _—
HIF-a "»[_L',} ’%! m =r PDGF
HIF-a HIF-B CTGEa )
Proteasoma MM

Genes diana de HIF activados

HIF desmudo

Figura 5. Esquema del mecanismo molecular de la ruta de VHL.(Adaptado de Trigo y
cols. )(42)
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Como resumen (véase figura 5), en presencia de una actividad normal de VHL y
con condiciones ambientales normales de oxigeno, HIF1-a se degrada y no ejerce su
funcién. Sin embargo, en condiciones de hipoxia, VHL no ejerce su funcién ubiquitin
ligasa, HIF1-a no es degradado y se activa la transcripcién de sus genes diana (VEGF,
PDGF-R, TGF, EPO, etc.).

Entre los principales genes diana de HIFl-a podemos encontrar genes
relacionados con angiogénesis como VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular),
PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas), PLGF (Factor de crecimiento
placentario); ademas de genes relacionados con proliferacién y supervivencia celular
como TGF-a (Factor a de crecimiento transformante), IGF (Factor de crecimiento
ligado a insulina) y EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidérmico) y también
relacionados con la matriz extracelular como MMP-1 (Metaloproteinasa de matriz-1) y

Lisiloxidasas; y con el control del pH, CA-IX y CA-XII (Anhidrasas carbénicas IX y XI1).“%

La hipoxia es la reduccién de la tension de oxigeno que, en términos clinicos, se
define por la disminucién de la disponibilidad de oxigeno hasta niveles criticos y que se
da cuando los valores de tensidn son inferiores al 7%. HIF-1a esta involucrado en la
respuesta a la hipoxia y también en la homeostasis del oxigeno en respuesta a la
isquemia miocardica, cerebral, retiniana, hipertensién pulmonar, preeclampsia,
retraso en el crecimiento intrauterino y cancer. Tiene un papel central tanto en los
mecanismos fisioldgicos homeostaticos como en los etiopatolégicos.(“)

Como se ha comentado, HIF-1a esta relacionado con la transactivacion de una
gran variedad de genes. No obstante, resulta de gran interés el grupo de genes que

generan proteinas transmembrana encargadas de la regulacién de pH intra y

extracelular: las anhidrasas carbdnicas (CA). Su expresidn se induce en condiciones de
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hipoxia, probablemente regulado por HIF1-a. Ademds, diversos estudios*™” han

mostrado la implicacion de CA-IX en el pronéstico de CCR en términos de
supervivencia y de respuesta a ciertas terapias inmunomoduladoras,
fundamentalmente en los tumores que presentan metastasis a distancia, aunque

también existe controversia en este punto.

La familia de las CA estd compuesta de una serie de enzimas que catalizan la
conversion reversible de didéxido de carbono y agua a 4cido carbdnico.

La proteina CA-IX es un miembro de la familia de las anhidrasas carbdnicas las
cuales juegan un papel en la regulacién de la proliferacién en respuesta a hipoxia. CA-
IX es una glicoproteina transmembrana con un sitio activo extracelular que estd
implicado en la proliferacién y oncogénesis.(48)

CA-IX juega un papel en la adaptaciéon de los tumores a las condiciones de
hipoxia y puede regular el pH de los compartimentos intra y extracelular. La expresién
de CA-IX en los tejidos normales esta limitada al tracto gastrointestinal, vesicula biliar
y ductos pancreaticos. Se ha visto sobreexpresién de CA-IX en tumores de rifidn,
cérvix, pulmon, estémago, cerebro, vejiga y piel. CA-IX no se expresa en tejido normal
de rifidn fetal o adulto, esto sugiere que no participa en la organogénesis pero que si
parece tener implicacion en el crecimiento de ciertos tumores.

La pérdida de funcion de VHL implica una acumulacién de HIF-1a, lo que genera
una sobreexpresion de CA-IX. En lineas celulares se ha visto que restaurando la funcion
de VHL se reprime la expresion de CA-IX a niveles normales. El subtipo de células claras
estd ligado a la pérdida de la funcién de VHL por lo que esta proteina podria jugar un

papel importante como biomarcador.*?)
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Como se ha comentado previamente, una de las caracteristicas de los tumores
renales es que presentan una gran vascularizacién, por lo que resulta interesante el
estudio de genes/proteinas encargadas de la neoangiogénesis. VEGF es un buen
ejemplo teniendo en cuenta que es diana de HIF1-a.“Y

La angiogénesis consiste en el desarrollo de nuevos vasos a partir de la red
vascular preexistente(so) y tiene un papel preponderante en los diversos mecanismos
fisiopatoldgicos benignos (cicatrizacion, heridas, isquemia, retinopatia diabética...) y
malignos (crecimiento del tumor y metastasis); VEGF desempefia un papel
fundamental en la angiogénesis y estd regulado por HIF-1a.

Este proceso de neoangiogénesis necesita de la migracion y proliferacién de
células endoteliales (CEs) que se organizan formando grupos celulares con estructura
tubular los cuales se unirdn eventualmente para al final madurar en vasos sanguineos
estables. El factor VEGF vy sus receptores constituyen el principal sistema regulador de
las CEs vasculares y con ello de la angiogénesis.(5°'51)

VEGF es una molécula con actividad mitogénica altamente especifica para las
CEs. Es miembro de la superfamilia de genes VEGF-PDGF que incluye a VEGF-A, B, C, D
y E, asi como al factor de crecimiento de placenta (PLGF). Fue identificado en los afos
80 como un factor de permeabilidad vascular (VPF) y como un factor de crecimiento
especifico de CEs vasculares codificado por el gen VEGF, por lo que ha sido referido
como VEGF, VEGF/VPF o VPF.®?

VEGF activo esta compuesto por dos subunidades idénticas. La modulacion de
su actividad estd dada por la unién a heparina y a carbohidratos en la superficie

celular con los dominios de unién del VEGF, los cuales son de distintos tamafios

dependiendo de la isoforma de esta proteina (Figura 6).3

23



INTRODUCCION

VEGF 'A1 "
VEGF 'A'Mj
VEGF-A.,,
VEGF'Bu’ VEGF'Aw!
VEGF'B|..

VEGFR1 NRP-1 VEGFR2 VEGFR3 NRP-2
(Fit-1) (Flk-1/KDR) (Fit-4)
1 |
Vasculogenesis Lymphangiogenesis

A nesis

(54)

Figura 6. Esquema de las distintas isoformas de VEGF y sus receptores.

VEGF responde a hipoxia/isquemia principalmente mediante HIF1-a, aunque
también en respuesta a distintos factores de crecimiento, a oncogenes activados (por
ejemplo RAS) asi como a distintas citosinas, gen p53 mutado, estrégeno y éxido nitrico

(NO). Mediante estos estimulos se aumenta la expresién del VEGF ©%°*) haciendo que

(56)

proliferen CEs de arterias, venas y vasos linfaticos™”' asi como algunos tipos celulares

no endoteliales.®”” Ademds, VEGF promueve la migracién celular e inhibe Ia

(58)

apoptosis, incrementa la conductividad hidraulica de microvasos aislados vy

(56)

vasodilataciéon como resultado del NO derivado de CEs,”” promueve la angiogénesis y

(55)

la permeabilizacion de los vasos sanguineos y participa en la vasculogénesis™ y en la

®9 " cuando su regulacion es normal, VEGF contribuye al

linfangiogénesis.
remodelamiento vascular durante el ciclo ovdrico y la implantacién embridnica y a la

cicatrizacion, mientras que cuando dicha regulacion es inadecuada, este factor
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contribuye al desarrollo de tumores sdélidos al promover la angiogénesis que, por otra
parte, suele ser andrquica y favorece la presencia de zonas de necrosis tipicas de los
tumores con crecimiento rapido. Por otro lado, se ha visto implicacion de VEGF en

otras patologias como psoriasis, artritis reumatoide, etc.®

1.2.4.- SENALIZACION CELULAR

Las vias de transduccién de sefiales estan relacionadas con proliferacion celular
positiva o negativamente. Es ldgico pensar que en situaciones en que la proteina VHL
esté alterada estas rutas puedan estar modificadas. Por ello, resulta interesante
ahondar en el estudio de la sefializacién celular del cdncer. Una de las rutas que esta
relacionada con hipoxia, es la de las proteinas quinasas activadas por mitdégeno

(MAPK), en concreto la de ERK (Extracellular-signal Regulated Kinases).(so)

Las MAPK conforman una familia de Ser/Thr quinasas que se activan por
factores de crecimiento y estrés. Juegan un papel clave en la transduccién intracelular
de sefiales respondiendo a diferentes estimulos extracelulares. Estas proteinas regulan
procesos como metabolismo, apoptosis, mitosis, cambios en los patrones de expresiéon
génica, proliferacién celular, induccion de apoptosis, etc.6162)

En las células de mamiferos hay cuatro familias de MAPK: ERK 1/2, ERK5, JNK
(c-Jun NH2-terminal Kinase) y p38 MAPK. Cada subfamilia de MAPKs estd compuesta
por un médulo de sefalizacion de tres quinasas evolutivamente conservadas que se
activan de forma secuencial: primero, la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK o MEKK)
activa a la MAPK quinasa (MAPKK o MEK), y ésta a su vez activa a la MAPK por
fosforilacion.® En Ia figura 7 se muestra un esquema de este proceso en el que

ademas se especifican las diferentes rutas de sefializacion de las MAPK que podemos

encontrar en mamiferos.
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Las MAPKKK generalmente se activan por fosforilacién o por interaccién directa
con proteinas de unién a GTP (como la familia RAS/RHO) en respuesta a estimulos
extracelulares.®® Esto provoca la fosforilacion en residuos de Ser y/o Thr de las MAPKK
y su activacion, que a su vez estimula la fosforilacién y activacién de las MAPK
mediante la fosforilacion dual en dos residuos (motivo Thr-X-Tyr) localizados en el
motivo de activacion del subdominio quinasa VIII. Finalmente, una vez activadas

fosforilan a sus sustratos en residuos de Ser o Thr adyacentes a Pro.®4

Resumen de las cascadas de MAPK en mamileros

tactores de crecumiento, hiperosmaosis, estrés oxidativo estrés, midgenos
estimulos mitogenos rachiacion UV, ctocinas inflamatorias factores de crecimiento
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Figura 7. Cascada de sefializacion de las MAPKs. Se representan las diferentes rutas de
sefalizacion indicando los estimulos principales de cada ruta y las respuestas que
desencadenan. Las flechas representan la estimulacion directa de unas proteinas a

otras.®”
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Las ERK son proteinas reguladas por estimulos extracelulares (factores
crecimiento, estimulos mitogénicos, citoquinas) que generalmente estan implicadas en
proliferacién y procesos antiapoptdticos. Basandose en el dominio de fosforilacidn, la
secuencia, el perfil de sefializacién y la funcidn, se pueden distinguir cuatro cascadas
diferentes, las de ERK1/2, ERK5/BMK1, ERK3/4 y ERK7/8, siendo de gran interés las dos
primeras.(GG)A continuacion, se describe con mayor profundidad las subfamilias ERK1/2

y ERK5 puesto que en estas dos se centra parte de este estudio.

Las proteinas ERK1 y ERK2 tienen un peso molecular de 44 y 42 kDa
respectivamente y presentan una homologia del 85%. Poseen dos sitios de
fosforilacion (Thr y Tyr) separados por glutamato (Glu). Su abundancia relativa varia de
unos tejidos a otros, en muchos tejidos los niveles de una son mds abundantes que los
de la otra y en otros son similares. La localizacion de ERK1/2 puede darse tanto en el
nucleo como en el citoplasma. Son estimuladas por un gran numero de ligandos
(suero, factores de crecimiento, citoquinas, estrés, receptores asociados a proteinas G,
etc.).(67) ERK1/2 puede regular diferentes funciones como, crecimiento, proliferacion,
muerte y diferenciacién celular.®® De hecho, la ruta de ERK1/2 tiene un papel
importante en cancer por su papel fundamental para la proliferaciéon celular.®

Los receptores tirosina quinasa, en respuesta a estimulos mitogénicos, son
capaces de formar dimeros y fosforilarse entre si desencadenado la unién de otras
proteinas. La primera proteina que interacciona con los receptores es GBR2. Al unirse
al receptor permite que SOS (proteina intercambiadora de GTP/GDP) que se encuentra
de forma constitutiva unida a GBR2, catalice la activacién de Ras pasando de su forma
inactiva RAS-GDP a su forma activa RAS-GTP e inducir la activacidon de la ruta de

ERK1/2 gracias a su interaccién con RAF (Figura 8).(70'71)
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Figura 8. Ruta de ERK.(7?

Las proteinas RAF son MAPKKK y constan de tres miembros: RAF-1, A-RAF, y B-
RAF. Tienen un peso de 74, 68 y 94 kDa respectivamente. RAF fosforila a su MAPKK,
MEK1/2, en dos residuos de serina (Ser-218 y Ser-222) provocando un incremento de
su actividad del orden de 7000 veces.®¥ MEK1/2 poseen en el extremo N-terminal un
dominio de regulacién negativa y en el extremo C-terminal una zona de unién a MAPK
necesaria para su interaccion con ERK1/2. De hecho, deleciones en la regién
reguladora provocan una activacion constitutiva de la ruta. Por ultimo, MEK1/2
fosforila a ERK1/2 en la Thr-202 y en la Tyr-204. La activacion de ERK1/2 puede
provocar la dimerizacidon de la proteina. Los dimeros suelen ser homodimeros ya que

73) " Las formas

los heterodimeros formados entre ERK1 y ERK2 son muy inestables.
diméricas estan implicadas en la activacion de proteinas en el citoplasma, mientras
gue las formas monomeéricas intervienen sobre todo en la activacion de proteinas en el

nucleo.
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El gen ERK5, también llamado BMK1 (Big MAPK 1), tiene 2445 pares de bases y
codifica a una proteina de 816 aminodcidos cuya masa molecular tedrica es de
98Kd."”* ERKS5 se expresa en una amplia variedad de tejidos de vertebrados como son
corazén, cerebro, placenta, musculo esquelético, pulmén vy rifion.>7®)

La proteina ERK5 es capaz de translocar del citoplasma al nucleo. Un posible
mecanismo que explique su localizacion subcelular esta relacionado con los dominios
que la componen. La proteina codificada estd compuesta por dos dominios: el domino
N-terminal importante para la localizacién citoplasmatica, la asociacion a MEK5 y en la
oligomerizaci(’)n;(74) y el dominio C-terminal que es requerido para la translocacion
nuclear.”” Este dominio posee una secuencia de localizacion nuclear (NLS) y dos
regiones ricas en Prolina (PR1 y PR2) importantes en la interaccidon con dominios SH3
de otras proteinas y en el control la actividad del dominio catalitico. Se ha postulado
que, en condiciones basales, la interaccion entre el dominio N y C-terminal expondria
el dominio de exportacion nuclear o favoreceria el anclaje a proteinas del
citoesqueleto permitiendo la acumulacion de ERK5 en el citoplasma. Ante un estimulo,
la interaccidn entre ambos dominios se romperia y permitiria la entrada de ERK5 al
ndcleo.”” Con respecto a la ruta sefializacién de la proteina ERK5, esta se activa en
presencia de mitégenos, factores de crecimiento, estrés o de citoquinas; entonces las
MAPKKK: MEKK2 y MEKK3 activan a MEKS5 el cual fosforila a ERK5 (Ver figura 7).

Se ha observado alteracion de esta ruta en cancer y se ha descrito una posible
regulacién por medio de la proteina VHL,®® actuando como ubiquitina-ligasa de ERKS5.
También se ha postulado una relacién entre el nivel de la proteina ERK5 en muestras
humanas de carcinoma renal de célula clara y el grado de desarrollo de la enfermedad,
correspondiendo altos niveles de ERK5 con pacientes que poseen estadios mas
avanzados de la enfermedad y que presentan un peor pronéstico.(GO) La desregulacion
en la ruta de ERK5 también se ha relacionado con otro tipo de tumores como mieloma

multiple, carcinomas de mama y cancer de préstata.!’8%%
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Finalmente, en cuanto a las funciones de la proteina ERK5/BMK1, estd
implicada en expresidn de genes en respuesta a suero, interviene en la regulacién y
supervivencia de los linfocitos T y supervivencia de las neuronas del sistema central al
estrés oxidativo. También se ha asociado a la respuesta inflamatoria. Ademas, se ha

relacionado con mieloma y cancer de mama y desarrollo vascular. 8183
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2.1.-JUSTIFICACION

Como se ha comentado, el CCR es la neoplasia maligna mas frecuente en el
rifndn adulto. Su incidencia actualmente esta en aumento por el mayor uso de técnicas
de diagnédstico y, dentro de los CCR, la variedad de células claras es la mads

frecuente.®

Estos tumores pueden aparecer en el contexto de enfermedades hereditarias o
de manera esporadica. La forma esporadica constituye el 96% de los casos.® Tanto los
CCR hereditarios como los esporadicos tienen alteraciones genéticas conocidas, sobre
todo a nivel del gen VHL, existiendo una destacable relacién entre las alteraciones en
este gen, fundamentalmente con el CCRCC.®) Este aspecto ya ha sido refrendado en

estudios previos de nuestro grupo.(zs)

Durante los ultimos afos y a la vista de que los criterios diagndsticos basados
Unicamente en la arquitectura histoldgica son insuficientes, se esta intentando realizar
una caracterizacidn molecular del CCR para determinar nuevos marcadores tumorales
utiles tanto en el diagndstico histoldgico, como en la prediccién prondstica y de
respuesta a los farmacos que estdn desarrolldndose actualmente. En este sentido, y
basdndose en la ya mencionada implicacién del gen supresor VHL en los casos de CCR
esporadico, resulta interesante evaluar la implicacién de la ruta de sefalizacion

mediado por VHL en el CCR.
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Como es sabido, el gen VHL codifica una proteina (VHL) que se une a HIF-1a en
condiciones de normoxia provocando su degradacion. Es aqui donde radica parte de la
funcién supresora del gen VHL. La ausencia de una funcién normal de VHL genera una
situacion parecida a la hipoxia por lo que HIF-1la no se degrada, aumentando sus
niveles. Ademas HIF-1a es un factor de transcripcidon que induce la activacion de genes
cuyo producto protéico aumenta la disponibilidad de oxigeno mediante activacién de
factores angiogénicos (fundamentalmente VEGF, PDGF y eritropoyetina) o regula la
adaptacion metabdlica cuando el oxigeno ambiental es limitado. Por el contrario, en
presencia de una actividad normal de VHL y en condiciones de normoxia, HIF-1la se
degrada no ejerciendo su funcién. La sobreproduccidn de factores angiogénicos debida
al aumento de HIF-1a puede explicar la naturaleza hipervascular del CCR y el posible
estimulo al desarrollo y crecimiento tumoral.34#4>86-88) Segln lo descrito en otros
trabajos, la sobreexpresién de HIF-1a puede tener valor prondstico en los pacientes

afectados de CCRCC.®"%®)

HIF-1a también regula otros genes entre los que tiene especial interés las
anhidrasas carbdnicas, en concreto el gen productor de la proteina CA-IX. Esta se
expresa fundamentalmente en tejidos tumorales, entre ellos el CCR y es inducida
también por condiciones de hipoxia.(gg'go) La sobreexpresiéon de CA-IX es practicamente
exclusiva de los CCRCC® siendo su determinacién util en el diagnédstico de este
subtipo celular. Cuando aparece sobreexpresada en otros subtipos, surge la posibilidad
de que se trate de falsos positivos o CCR con componente mixto. La expresién de CA-IX
puede ser determinada por inmunohistoquimica (IHQ) o métodos directos como
western blot (WB), pero hasta el momento no se ha demostrado la superioridad de
una u otra técnica de cara a su uso en clinica convencional.

Finalmente se ha sugerido el hecho de que la proteina VHL controle tanto a
HIF1a como a ERK5.%% Ambas proteinas estan controladas por la misma E3-Ubiquitina-
ligasa. Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) constituyen una familia

de serin/treonin quinasas activadas por factores de crecimiento y estrés y juegan un
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papel clave en la transduccion intracelular de sefales, permitiendo a la célula integrar
diferentes estimulos extracelulares. Asi, las MAPK regulan procesos como mitosis,
cambios en los patrones de expresidon génica, movimiento, metabolismo, muerte
celular programada permitiendo a las células sobrevivir, proliferar, inducir apoptosis,
interaccionar con multiples tipos celulares, etc. Todos estos procesos estan implicados
en el correcto desarrollo del organismo asi como en su homeostasis con implicaciones
en cancer y su terapia.'®?

Todo lo expresado anteriormente hace que sean necesarios estudios que
impliquen una evaluacién global de toda esta ruta de sefalizacién VHL-> HIF-1a—>CA-
IX, asi como el analisis de otras proteinas y vias de sefializacion que, como las MAPK,
podrian tener relacién con esta ruta pudiéndose evaluar su posible papel en el
prondstico y diagndstico del CCR.

Por todo ello, en nuestro estudio nos planteamos las siguientes hipdtesis y

objetivos:

2.2.- HIPOTESIS

- Los carcinomas de células renales esporadicos presentan mutaciones y
alteraciones epigenéticas en el gen VHL. Dichas modificaciones alteran la expresién de
la proteina VHL, perdiendo su funcién y provocando cambios en la expresion de otras
proteinas diana de VHL que componen su ruta molecular como son HIF-1a, CA-IX y
VEGF. Esta pérdida de funcién de VHL puede afectar también a la expresion y funcion
de MAPK implicadas en proliferacion (ERK5 y ERK1/2).

- La expresion de proteinas como CA-IX y VEGF generada por la no degradacién
de HIF-1q, asi como la de ERK5 y ERK1/2, influyen en los parametros clinicopatolégicos
de los pacientes. Estas proteinas podrian constituirse como marcador prondstico y

diagndstico del carcinoma de células renales esporadico.

35



a JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.3.- OBJETIVOS:

Objetivo principal:

Determinar la existencia de mutaciones y alteraciones epigenéticas (metilacion
del promotor) en el gen VHL en tejido renal tumoral de pacientes con carcinoma renal
esporadico de célula clara y caracterizar, por western blot y/o inmunohistoquimica, el
estado de expresion de las distintas proteinas que forman parte de la via metabdlica
de sefalizacion desencadenada por VHL, como CA-IX, HIF-1a y VEGF y de las MAPK

implicadas en proliferacion como ERK5 y ERK1/2.

Objetivos secundarios:

- Valorar la utilidad de la determinacién de la expresion de la proteina CA-IX
como biomarcador en el carcinoma de células renales y cual de los métodos

para la deteccidn de su expresidon es mas util.

- Analizar si la expresién de VHL se asocia con la expresidon de las otras

proteinas implicadas en su via de sefalizacion.
- Determinar el valor prondstico y diagndstico de la existencia de mutaciones

y metilacién en el gen VHL, asi como de la expresién de VHL y de las

proteinas de las vias de sefializacién analizadas.
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3.1.- DISENO Y SUJETOS DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio descriptivo observacional, analitico y transversal sobre
76 pacientes diagnosticados de CCR esporadico tratados quirdrgicamente segun el
protocolo aceptado por la comunidad urolédgica internacional, contando con la
aprobacién del Comité de Etica del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete. El
periodo de recogida de los datos va desde el afio 2006 hasta el afio 2011. Se han
revisado los datos clinico-evolutivos y las preparaciones histoldgicas de todos los
sujetos, los cuales fueron diagnosticados por el Servicio de Anatomia Patoldgica,
tratados y controlados por personal facultativo del Servicio de Urologia del Complejo

Hospitalario Universitario de Albacete.
3.2.- OBTENCION DE MUESTRAS

Previo consentimiento informado, una vez realizada la cirugia, se extrajo de la
pieza operatoria y en fresco, muestras de tejido tumoral y tejido renal sano adyacente

al tumor. Una vez recogidas, las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su

procesamiento.
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3.3.- CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron en el estudio pacientes sometidos a cirugia exerética de
neoplasia renal, ya fuera radical o conservadora de parénquima renal, y que
posteriormente el diagndstico anatomopatoldgico confirmara la presencia de un
carcinoma de células renales. Se desestimaron aquellos pacientes que tras la cirugia se
diagnosticaron de tumores de otra estirpe, bien benignos o malignos, y los que
presentaron historia de enfermedad familiar asociada a la aparicién de tumores

renales.

3.4.- VARIABLES DEL ESTUDIO

3.4.1.- VARIABLES DEPENDIENTES

Tras la amplificacion mediante PCR para la posterior secuenciacién automatica
de los tres exones que componen el gen VHL, se pudieron obtener los siguientes datos
en relacion a las mutaciones encontradas:

-Tipo de mutacion:

Puntual: Cambio de una base por otra.
Delecion: Pérdida de uno o varios nucleétidos.
Insercidn: Adicién de uno o varios nucledtidos.

Las deleciones e inserciones cambian la pauta de lectura originando cambios de
aminodcidos en la transcripcién ocasionando, en la mayoria de los casos, una proteina
truncada.

-Localizacién de la mutacién.

-Cambio de codon.

-Cambio de aminodacido.
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Tras obtener los porcentajes de metilacién de cada sitio CpG estudiado, se
clasificaron las muestras como, siguiendo un esquema similar al realizado por Moore y
cols.: ©?

-Hipermetilado.

-No hipermetilado.

Para el estudio estadistico también se valord conjuntamente la existencia de
alteracion en el gen VHL ya fuese por existencia de mutacion, por hipermetilacién del

promotor o por la existencia de ambas alteraciones.

Segun el porcentaje de células teiiidas, conforme el estudio de Shiao y cols.®

se clasificd el estudio inmunohistoquimico de VHL en:
-Negativo: Ausencia absoluta de tincidn celular.
-Positivo:
-Expresidn baja: <10% células marcadas.
-Expresién moderada: 10-50% células marcadas.

-Expresidn alta: >50% células marcadas.

Ademas segun el lugar de expresidn se clasificaron como:
-Negativo.
-Membrana.
-Citoplasma.
-Nucleo.

-Membrana y citoplasma.
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Mediante la técnica de western blot se clasificaron como:
-Positivo (Expresa). Si la muestra en el tejido tumoral expresaba la
proteina.
-Negativo (No expresa). Si no existia expresiéon de la proteina en la

muestra tumoral.

Para la expresion de CA-IX por inmunohistoquimica, siguiendo el método de
Leibovich y cols.,'®® se clasificaron las muestras como:
-Positivo. Cuando se vio marcaje, células tefiidas.

-Negativo. Ausencia absoluta de tincidn celular.

Segun lo publicado por Klatte y cols.,®

se clasifico la expresion de HIF-1a de
dos formas segln el porcentaje de células marcadas:
-Negativo. Ausencia absoluta de tincién celular.
-Positivo:
-Expresidn baja: <10% células marcadas.
-Expresién moderada: 10-50%células marcadas.
-Expresidn alta: >50%células marcadas.
Y segun la intensidad de la expresion:
-Negativo
-Intensidad leve (1+)

-Intensidad moderada (2+)

-Intenso (3+)
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Al igual que con la proteina HIF-la se establecieron dos clasificaciones
conforme a lo publicado por Badercay cols.® por el porcentaje de células marcadas:
-Negativo.
-Positivo:
-Expresién baja: <10% células marcadas.
-Expresidn moderada: 10-50% de las células marcadas.

-Expresion alta: >50% de las células marcadas.

Y por la intensidad de la expresion:
-Negativo
-Intensidad leve (1+)
-Intensidad moderada (2+)

-Intenso (3+)

Mediante la técnica de western blot para la proteina ERK5, los clasificamos
como:

- Sobreexpresa. Si la expresion de ERK5 en el tumor era superior a la de la

muestra de parénquima renal sano.

- No sobreexpresa. Si la expresion de la muestra en el parénquima renal sano

era igual o inferior a la encontrada en la muestra tumoral.

Mediante la técnica de western blot los clasificamos como:
- Sobreexpresa. Si la expresion de ERK1/2 en el tumor era superior a la de la

muestra de parénquima renal sano.
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- No sobreexpresa. Si la expresion de la muestra en el parénquima renal sano

era igual o inferior a la encontrada en la muestra tumoral.

3.4.2.- VARIABLES INDEPENDIENTES

Para clasificar las variables independientes se establecié un protocolo de

recogida de datos, que incluyé distintos grupos de variables.

- Edad

- Sexo

- Motivo de consulta. Especificando la causa (sintomas) por la que el paciente
acude a consulta por primera vez:
- Masa palpable.
- Hematuria.
- Dolor.
- Hallazgo incidental.
- Otros sintomas o signos.
- Lateralidad. Si el tumor aparece en rifndn derecho, izquierdo o se produce
presentacion bilateral.
- Localizacidn del tumor. Segln aparezca en:
- Polo superior renal.
- Polo inferior renal.
- Situacién mesorrenal.

- Tamafio tumoral. Por medicion del patdlogo sobre la pieza quirurgica:
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- Menor de 4 cm.

-Entredy7cm.

- Mayor de 7 cm.
- Estudio anatomopatoldgico del tumor o tipo histoldgico del tumor:

- Carcinoma de células claras.

- Carcinoma cromofilico o papilar.

- Carcinoma cromdfobo.

- Oncocitoma.

- Carcinoma de los ductos de Bellini.

- Carcinoma con diferenciacion sarcomatoide.

-Variante inclasificada (subtipos con componente mixto y no clasificados
en ninguno de los grupos anteriores).
- Grado nuclear, segun la clasificacién de Fuhrman.”

- Estadio tumoral, segun la clasificacién TNM de la UIcC.®®

3.5.- METODOLOGIA

3.5.1.- LINEAS CELULARES Y CULTIVOS CELULARES.

En el presente estudio se utilizaron lineas celulares como control para el

estudio genético y epigenético del gen VHL. Dichas lineas fueron las siguientes:
Caki-2: Derivadas de carcinoma de célula clara de humano caucdsico de 69
afos. Poseen VHL enddgeno. El ADN de esta linea se utiliz6 como control para el

estudio mutacional y el andlisis de metilacion.

796-P: Derivadas de adenocarcinoma de célula clara renal de humano caucasico

de 63 afios. Esta linea posee el promotor de VHL hipermetilado con lo que no expresa
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la proteina. El ADN gendmico de esta linea celular se utilizd6 como control para el

estudio de metilacion.

786-0: Fueron derivadas de un vardon de 58 afios de adenocarcinoma de célula
clara en rindn humano de origen caucasico. Esta linea posee el gen de VHL mutado,

por lo que fue utilizada como control en el estudio mutacional del gen VHL.

Las células se encontraban en crioviales en nitrégeno liquido, fueron
descongeladas de manera rdpida, sembradas en placas de 100 y 60 mm y mantenidas
en un ambiente de 5% CO, a 372C en medios de cultivo adecuados al tipo celular. En
concreto, las tres lineas celulares se mantuvieron en Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS), mas un combinado
de antibidticos (penicilina, estreptomicina y anfotericina B) y aminoacidos no

esenciales. Todos los reactivos fueron de la compafiia Sigma®.

3.5.2.- EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Una vez recogidas las muestras de tumor renal y de parénquima renal sano del
espécimen quirurgico, se congelaron y almacenaron a —80°C hasta su utilizacién. La
extraccién del ADN a partir de las muestras almacenadas se realizd siguiendo las
instrucciones del kit de extraccién de ADN QIAmp®DNA de QIAGEN®, previa digestion
enzimatica de los tejidos con proteinasa K. Como resultado final se obtuvieron 50 ul de
ADN a una concentracién media de 100 ng/ul de cada una de las muestras procesadas.
Para comprobar la calidad del ADN obtenido, se realizé electroforesis en gel de
agarosa al 1%, con bromuro de etidio (10 mg/ml) realizada en tampdon TBE 1 X (tris
borato 45mM; EDTA 1mM).

La cuantificacion del ADN obtenido se realizé mediante espectrofotometria
(Nanodrop). La pureza de la muestra de ADN obtenida (proporcion de proteinas

contaminantes) se calculd mediante la relacién de densidad &ptica 260/280,
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considerandose una razén de en torno a 2 como Optima, mientras que una razén
inferior a 1,5 como insuficientemente pura precisando de un nuevo proceso de

extraccion de ADN.

3.5.3.- PCR. AMPLIFICACION DEL ADN MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR).

Para llevar a cabo la busqueda de mutaciones en el gen VHL fue necesario, en
primer lugar, amplificar mediante PCR las regiones que comprendian cada uno de los 3
exones que componen dicho gen. Para ello se disefiaron cebadores, es decir
oligonucleédtidos que se situaban en zonas intrdnicas, con el objeto de obtener en el
producto de PCR las secuencias completas de cada uno de los exones. Las secuencias
de los cebadores fueron tomadas segun el protocolo publicado por Patard JJ y cols.®”
En la Tabla 4 se muestran los cebadores empleados. Las condiciones de las reacciones
de amplificacién utilizadas para cada exon fueron las siguientes: se amplificaron entre
50 y 150 ng del ADN procedente de la muestra tumoral con la Taq polimerasa de
Biorad® siguiendo las siguientes condiciones de PCR: predesnaturalizacion a 95°C
durante 10 minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto;
anillamiento durante 45 segundos (55°C para el exdn 1y 58°C para los exones 2y 3) y

extensidon a 72°C durante 45 segundos. Se afiadié 1.5 mM de MgCl,, 200 mM de dNTP.

Ademas se utilizo DMSO al 5% para los exones 1Ay 1B.

Los cebadores fueron sintetizados por Amersham Pharmacia Biotech®.
Posteriormente se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa (1% en TBE)
que los fragmentos amplificados correspondian a su tamano y que no existia
degradacion. La secuenciacion fue realizada en el Centro Nacional de Investigaciones

Oncoldgicas (CNIO).
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Ex6n amplificado y Secuencia del cebador
direccion
1A: Forward 5’-CGC-GAA-GAC-TAC-GGA-GGT-3’
1A: Reverse 5’-GGA-CTG-CGA-TTG-CAG-AAG-AT-3’
1B: Forward 5’-GAG-TAC-GGC-CCT-GAA-GAA-GA-3’
1B: Reverse 5°-GCT-TCA-GAC-CGT-GCT-ATC-GT-3’
2: Forward 5’-CAC-CGG-TGT-GGC-TCT-TTA-AC-3’
2: Reverse 5-TGG-GCT-TAA-TTT-TTC-AAG-TGG-3’
3: Forward 5’-GCA-AAG-CCT-CTT-GTT-CGT-TC-3’
3: Reverse 5°-ACC-ATC-AAA-AGC-TGA-GAT-GAA-3’

Tabla 4.- Secuencias de los cebadores utilizados para la PCR de los fragmentos a
amplificar.

3.5.4.- ESTUDIO DEL ESTATUS GENETICO DEL GEN VHL

Uno de los objetivos del presente estudio era analizar, mediante secuenciacion
de ADN, las caracteristicas de las mutaciones detectadas y su localizacién dentro de las
regiones codificantes del ADN, para después ver si dichas mutaciones afectaban a la
correcta expresion/funcion de la proteina. Para ello se utilizd la técnica de

secuenciacion automatica mediante electroforesis capilar.

La busqueda de mutaciones se llevd a cabo en todas las muestras tumorales de
todos los pacientes incluidos en el estudio. Para ello se amplificaron y secuenciaron los

tres exones del gen VHL de todas las muestras tumorales en una direccion (5’ 6 3’).
Todas las secuencias se confirmaron mediante secuenciacion en sentido

opuesto del exdn problema; asi ninguna mutacidon fue considerada como tal si el

patrén andmalo sélo aparecia en un sentido de secuenciacién.
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Las muestras mutadas fueron cotejadas con la muestra control (linea celular
caki-2, cuya secuencia del gen VHL esta libre de mutaciones) obtenida para tal fin, no

hallandose ninguna mutacion en los citados controles.

Dado que el disefio de los cebadores utilizados para la reaccion de
amplificaciéon de los distintos fragmentos exdnicos era a partir de nucleétidos de

localizacion intrdnica, se pudieron detectar mutaciones no exdnicas.

La busqueda de mutaciones se realizd por medio del programa Crhomas

Pro®.®
3.5.5.- ESTUDIO DE METILACION DEL PROMOTOR DE VHL

El andlisis de metilacion fue realizado por la empresa Sequenom® en la
Universidad de Valencia. Se enviaron muestras de ADN gendmico de los tumores de
CCRCC y de tipo mixto con componente de células claras, ademds se enviaron a
analizar muestras de ADN gendmico de dos lineas celulares para su uso como
controles: Caki-2 (carente de metilacidn del gen VHL) y 769-P (linea que presenta VHL
metilado). El ADN fue extraido siguiendo el mismo protocolo tomado para las muestras

destinadas a secuenciacion convencional (apartado 3.5.1.).

Se prepard para analizar 1 ug de ADN gendmico por muestra, a partir de ahi la
empresa Sequenom?® realizaria el estudio de metilacién por un protocolo basado en
primer lugar en el tratamiento con bisulfito de sodio; en segundo lugar en la
realizacion de unas PCRs para las cuales se analizarian tres amplicones de VHL (en la
tabla 5 se muestran las secuencias de los cebadores utilizados para ello); y finalmente
en la cuantificacion del estado de metilacion por medio de un sistema de

espectometria de masas denominado MALDI-TOF.
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Nombre )
Secuencia 5'-3'

del cebador

VHL1 01 Fw |aggaagagagTTATGTTTTGTAAGAATTTAGTTAGTTGAT

VHL1 01 Rv | cagtaatacgactcactatagggagaaggctTCACTACAACCTTAACCTCCCTA

VHL1 03 Fw |aggaagagagGGTTTTATAAAGAATGTTTTGGG

VHL1 03 Rv | cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAAAACTAAAACCCCTTAAAACAAAA

VHL1 04 Fw |aggaagagagTGTGTTTTGTTTTAAGGGGTTTTAG

VHL1 04 Rv |cagtaatacgactcactatagggagaaggctAACCCTCCCAAATCATCTTCTA

Tabla 5.- Secuencias de los cebadores de los amplicones VHL

Tras ello, se obtuvo informacién sobre el estado de metilacién de 41 sitios CpG
dentro de esos tres amplicones de las muestras tumorales y de las lineas celulares.
Para el estudio estadistico se eliminaron los sitios CpGs en los que el estado de
metilacion era similar entre las lineas control metilada y no metilada, quedando
finalmente 26 sitios CpG a estudiar. De forma similar al método seguido por Moore y

(92)

cols.”"’ se considerd como muestra metilada aquella que mostraba metilacién en mas

del 26% de los sitios CpGs estudiados.

3.5.6.- EXTRACCION DE PROTEINA

Las muestras fueron disgregadas utilizando el politréon y procesadas en buffer

de lisis a pH 8 (100nM HEPES, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,125 mM EGTA, 0,1% Triton

X-100) en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas (50mM NaPPi, 50 mM
NaF, B-glicerol, DTT, Leupeptina, aproteinina, 50uM PMSFy 100mM NazVQ,). Los
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extractos celulares se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se eliminé
el pellet y la cantidad de proteina del sobrenadante se cuantificé usando el método de
BCA (BCA Protein Assay Kit®). Posteriormente a las muestras se les afiadio el tampdn
de carga (Laemmli 5X: 15 ml H,0, 2,5 ml Tris- HCI pH 6,8 1M, 10 ml glicerol, 8 ml de
SDS al 10%, 2ml de B-mercaptoetanol, 5 uL de azul de bromofenol 0.5% en H,0), y se

hirvieron a 100°C durante 5 minutos. Finalmente se cargaron en geles de acrilamida.
3.5.7.-WESTERN BLOT

Se utilizaron geles de acrilamida de diferente porcentaje en funcién del peso
molecular de la proteina que se queria analizar: Al 10% para la CA-IX, ERK1/2 vy
Tubulina; y al 6% para ERK5. Se realizd la electroforesis en condiciones

desaturalizantes (SDS-PAGE).

Una vez las proteinas se separaron en el gel, se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa aplicando un voltaje constante de 15 V durante 50 min para CA-IX,
ERK1/2 y Tubulina; y 65 min para ERK5. Estas membranas fueron bloqueadas durante
una hora en 5% de leche desnatada en polvo diluida en TBS con Tween 20 al 0,1% (T-
TBS). Tras tres lavados de 10 minutos en tampdn T-TBS, se incubaron las membranas
con los anticuerpos primarios en agitacion en las condiciones que se describen en la
tabla 6 para cada una de las proteinas que se querian estudiar (en la tabla 6 ademas
podemos encontrar las caracteristicas de los anticuerpos utilizados). Todas las

membranas fueron incubadas en agitacién a 4°C durante 16 horas.

Anticuerpo Casa Comercial Dilucién Isotipo Tipo
CA IX Antibody (H-
120) Santa Cruz Biotechnology | 1:1000 en 0,5% BSA/TTBS | Conejo Policlonal
ERK5 Cell Signaling 1:1000 en 5% BSA/TTBS Conejo Policlonal
ERK1,2 (C-14): Santa Cruz Biotechnology | 1:1000 en 5% BSA/TTBS Conejo Policlonal
Tubuline Santa Cruz Biotechnology | 1:3000 en 0,5% BSA/TTBS | Ratén Monoclonal

Tabla 6.- Anticuerpos primarios utilizados para la técnica de western blot y condiciones
de incubacion.

51



B MATERIAL Y METODO

Después de tres lavados de 10 minutos con T-TBS en agitacidn, se incubaron las
membranas con el anticuerpo secundario (Santa Cruz Biotechnology®) con actividad
peroxidada conjugada durante una hora a temperatura ambiente, a una dilucién
1:2000 en tampdn T-TBS. La deteccion de la sefial fue realizada mediante la utilizacion
de quimioluminiscencia (ECL, Amersham®) en una cdmara de revelado modelo Las-

3000 mini de la compafiia Fujifilm®.

3.5.8.- ANALISIS POR INMUNOHISTOQUIMICA

Todos los casos fueron tratados en bloques de parafina. Se cortaron secciones
de 4um de tejidos embebidos en parafina y fijados con formalin, se desparafinaron en
xyleno y se rehidrataron en series graduales de etanol. La peroxidada endégena fue
blogueada con 3% de H,0, durante 5 min. Los cortes fueron tratados con un epitopo
inducido caliente e incubado con los anticuerpos monoclonales en una dilucién
variable para cada anticuerpo (tabla 7), y detectados usando el kit EnVision system-

HRP (Dako®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El estudio inmunohistoquimico fue realizado por un solo patdlogo.
Dependiendo de que las células tumorales fueran tefidas y del porcentaje de tincidon
de las mismas se definié como inmunohistoquimica positiva o negativa segun se indicé

en los apartados 3.4.1.C, 3.4.1.E,3.4.1.Fy 3.4.1.G.

Anticuerpo Casa Comercial Dilucién Isotipo Tipo
Anti-Carbonic Anhydrase IX antibody Abcam 1:1500 Ratén Monoclonal
VHL BD Pharmingen 1:200 Ratén Monoclonal
HIFla Novus 1:200 Ratén Monoclonal
VEGF Dako 1:400 Ratén Monoclonal

Tabla 7.- Anticuerpos utilizados para la técnica de inmunohistoquimica.
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3.6.- ANALISIS ESTADISTICO
3.6.1.-ANALISIS DESCRIPTIVO

Para describir la distribucién de cada variable como indices estadisticos, se
calcularon porcentajes en el caso de variables cualitativas y medidas de tendencia
central y dispersién para sintetizar la distribucién de las variables cuantitativas, asi
como sus intervalos de confianza. Como indices complementarios, se considerd en
estas ultimas la asimetria de la distribucién y el grado de apuntamiento respecto de la
ley normal, con objeto de comprobar la idoneidad en la aplicacién de posteriores test
estadisticos que exigen la normalidad de la distribucion de las variables.

Los datos fueron sintetizados mediante la oportuna tabulacion y representados
graficamente mediante diagramas de barras o poligonos de frecuencias en el caso de

variables cuantitativas discretas.

3.6.2.-ANALISIS BIVARIANTE

Para estudiar la asociacidn o relacién entre dos variables cualitativas se utilizé
una prueba de independencia para comparar proporciones observadas en grupos
independientes (y;-cuadrado), verificdandose las condiciones de aplicacién (efectivos
esperados no inferiores a 5, o no inferiores a 3 empleando correccion de Yates).

Cuando no se cumplieron las condiciones de aplicacion se empled la prueba
exacta de Fisher.

En el caso de una variable cualitativa binaria y otra con mas de dos categorias
ordenadas, se aplico la prueba de tendencia lineal de Mantel-Haenscel, con objeto de

establecer una asociacién lineal significativa.
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Para estudiar la relacion entre una variable cualitativa binaria y una
cuantitativa, se utiliz6 la prueba “t” de comparacion de medias en grupos
independientes basada en la ley de Student-Fisher. La hipdtesis de igualdad de
varianzas se verificd con la prueba F basada en la ley de Snedecor, suponiendo en
ambas pruebas que la variable cuantitativa seguia en la poblacién una ley normal por
tratarse de muestras consideradas grandes desde el punto de vista estadistico.

Por ultimo, se utilizaron pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney en
grupos independientes) cuando la distribucién de alguna de las variables presentaba
marcadas anomalias (asimetria, etc.) o al comparar grupos pequefios, cuando se
vulneraban los supuestos de normalidad e igualdad de varianzas.

En la comparacion de medias en mas de dos grupos independientes se utilizo el
analisis de varianza y la prueba “H” de Kruskal-Wallis, empleando esta ultima cuando
no se verificaban las condiciones de aplicacién de la primera (homogeneidad de

varianzas) o en el caso de variables con categorias ordenadas.
3.6.3.-ANALISIS DE CONCORDANCIA

Se realizé un analisis de concordancia para las técnicas de inmunohistoquimica
y Western-Blot por separado considerando que la expresion de CA-IX es constante en
los CCRCC, para obtener los acuerdos especificos positivo y negativo, asi como el indice
kappa que corrige los hallazgos coincidentes por el azar. De igual manera, se realizé el
mismo estudio comparando ambas pruebas entre si. También se realizé un estudio de

sensibilidad y especificidad para ambas técnicas.

3.6.4.-ANALISIS MULTIVARIANTE DE REGRESION LOGISTICA

Mediante el procedimiento “Logistic Regression” del sistema SPSS®, se
construyd un modelo de regresion logistica con la finalidad de analizar la relacién entre
las variables estudiadas y la existencia de metdastasis o no en el momento del
diagndstico de los pacientes (variable dependiente), introduciendo variables de ajuste

para controlar la confusidon y comprobando la existencia de variables modificadoras de
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efecto e interacciones. El objeto de dicho andlisis fue estimar los coeficientes de
regresion parcial que expresan el peso de las distintas variables independientes en la
explicacion de la variabilidad de la existencia de metastasis.

La variable dependiente considerada es la existencia de metastasis (0: no
metastasis; 1: si metastasis), y el resto de variables, en forma dicotémica y codificadas
como 0y 1, fueron las siguientes:

e Edad (0: <60 afios; 1:60 afios 6 mas).

e Sexo (0: vardn; 1: mujer).

e Grado nuclear de Fuhrman (0: grados 1y 2; 1: grados 3y 4).

e Estadio pT (0: estadios pTlaby pT2; 1: estadios pT3ab y pT4).

e Expresién de HIF1la (0: no expresion; 1: si expresion).

e Expresién de ERK5S (0: no expresidn; 1: si expresion)

e Expresiéon de VEGF (0: no expresion; 1: si expresion)

e Alteracion en VHL (:0 no alterado; 1: si alterado)

Las variables se introdujeron secuencialmente en el modelo, como variables de
control, a través del método de inclusiéon por pasos. Se incluyeron las variables con
valores p< 0,05 en la prueba de razén de verosimilitud y fueron excluidas cuando p2

0,10.

Los criterios de convergencia utilizados comportaban detener el ciclo cuando el
cambio en todos los pardmetros estimados era inferior a 0,0001 o si la proporcion de

cambio de logaritmo de la funcidn de verosimilitud era inferior a 0,0001.

El ajuste del modelo se valoré mediante la comparacion de valores predichos y
observados (especificidad, sensibilidad y clasificaciones correctas). La exponencial de
cada parametro (OR) representd el factor por el cual se multiplicaba la odds de la
respuesta estudiada al variar el valor de cada una de las variables consideradas. Dado

gue se trata de un estudio transversal, la OR representa odds de prevalencia.
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4.1.- ANALISIS DESCRITIVO DE LA MUESTRA, VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS Y
CLINICAS

4.1.1.- RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

Se recogieron muestras de tejido tumoral y de tejido renal sano procedentes de
76 pacientes intervenidos por carcinoma de células renales.

La cirugia realizada mayoritariamente consistié en nefrectomia radical por via
lumbar en 30 casos (39,5%), por via abdominal en 13 (17,1%), en 21 casos (27,6%) por
via laparoscdpica y en 12 (15,8%) se practicd nefrectomia parcial, de los que en 9 la
indicacion fue electiva y en 3 se llevd a cabo por ser el paciente monorreno. En todas
las cirugias la muestra se extrajo con un margen de parénquima renal sano, lo que
permitio extraer tejido para el estudio.

De los 76 pacientes que componen el estudio, a 14 (21,1%) se les realizé algun
tratamiento posterior a la cirugia: radioterapia a 3 (21,4%), quimioterapia a 8 (57,2%) y

cirugia paliativa de metdstasis en el momento del diagndéstico a 3 (21,4%).
4.1.2.- EDAD

La edad media de los pacientes en el momento de la realizacién de la cirugia
fue de 64,1 afios (DE: 12,4; Intervalo de confianza — I.C. 95%: 61,3 — 67,0) con un rango
de edad entre 31,8 a 83,9 afios.

La mediana de edad fue de 66,2 afios. La muestra presentd una morfologia
asimétrica, aunque no difirid significativamente de la distribucién normal segun la

prueba de Kolgomorov-Smirnov (Z: 0,952; p: n.s.). Véase figura 9.
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Figura 9. Edad de los pacientes.

4.1.3. - SEXO

La muestra estaba formada por 52 hombres (68,4%) y 24 mujeres (31,6%). No

hubo diferencias estadisticamente significativas entre edad y sexo.

4.1.4. - LATERALIDAD, LOCALIZACION Y CLINICA

Las caracteristicas de localizacién, lateralidad y clinica de los tumores renales se

reflejan en la tabla 8.
La lateralidad de los tumores se distribuyd practicamente por igual en un rifidn

gue en otro. El rifidn izquierdo fue el afectado en 39 pacientes (51,3%) y el derecho en

37 (48,7%).
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En lo que se refiere a la localizacién topografica dentro del rifndn, la mas
frecuente fue la mesorrenal, que ocurrid en 42 casos (55,3%), en el polo renal superior
en 20 casos (26,3%) y en el inferior en 14 casos (18,4%).

El motivo mads frecuente por el que se diagnosticaron los pacientes con tumor
renal fue su hallazgo incidental al realizar una prueba de imagen por otro motivo, lo
que ocurrié en 44 pacientes (57,9%). En el resto de casos, los pacientes consultaron

por otras causas como hematuria, dolor u otras manifestaciones.

Frecuencia Porcentaje (%)
Lateralidad Derecho 37 48,7
Izquierdo 39 51,3
Mesorrenal 42 55,3
Localizacion Polo superior 20 26,3
Polo inferior 14 18,4
Hematuria 12 15,8
Clinica Dolor 7 9,2
Incidental 44 57,9
Otros 13 17,1

Tabla 8. Lateralidad, localizacion y clinica.

4.1.5.- HISTOLOGIA

En el estudio anatomopatoldgico de los especimenes quirdrgicos se determind
gue el carcinoma renal de células claras fue la variante histoldégica mas frecuente ya
que se presentd en 50 casos (65,8%), seguido del subtipo croméfobo en 13 casos
(17,1%). Ademas se encontraron 9 oncocitomas (11,8%), 3 casos de carcinoma papilar
(3,9%) y uno de ductos de Bellini (1,3%). En la figura 10 se muestra la distribucion de

frecuencia de los tumores estudiados.
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Figura 10. Frecuencia de diagndstico de los diferentes subtipos de CCR.

4.1.6.- GRADO DE FUHRMAN

El grado nuclear de Fuhrman mas frecuentemente hallado fue el 2, que se
encontrd en 27 casos (40,3%), seguido del grado 3 en 23 casos (34,3%), grado 4 con 13
casos (19,4%) y siendo el grado 1 el menos frecuente con 4 casos (6%). Hubo 9 casos

(oncocitomas) que no tuvieron catalogacion del grado nuclear.
4.1.7- CLASIFICACION TNM
4.1.7.A.- TUMOR PRIMARIO (pT)
Conforme a la clasificacion TNM,"® la frecuencia de estadios para el tumor
primario se distribuyd seglin se muestra en la tabla 9, correspondiendo al estadio pT1b

la forma de presentacion mas frecuente (34,2%) y al estadio pT3b la menos frecuente

con 7 casos.
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Frecuencia %

pTia 16 21,1

pT1b 26 34,2

pT2 16 21,1

Estadio pT pT3a 11 14,5
pT3b 7 9,2

TOTAL 76 100

pNx 70 92,1

Estadio pN pNO 6 79
TOTAL 76 100

pMx 20 26,3

pMO 35 46,1

Estadio pM pM1 2 276
TOTAL 76 100

I 39 51,3

II 13 17,1

111 3 3,9

Estadio TNM v - 276
TOTAL 76 100

Tabla 9.-Frecuencia y porcentaje de estadios pT, pN, pM 'y TNM.

De los 76 casos analizados, solo se realizé linfadenectomia a 6 de ellos (7,9%) y
al evaluarse la afectacion tumoral los seis fueron negativos (pNO). El resto de los casos
fueron clasificados como pNx, es decir, no fue posible la evaluacidon de los ganglios

linfaticos regionales. (Tabla 9)

Presentaron metastasis a distancia en el momento del diagnéstico 21 casos
(27,6%). En 20 casos no fue posible la valoracién de la presencia o ausencia de

metastasis. En el resto (46,1%) no se hallaron metdstasis. En estos 21 pacientes se
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detectaron un total de 26 metastasis (4 de 21 pacientes presentaron mas de 2
metastasis en el momento del diagndstico), véase tabla 9. De las 26 metdastasis, 11
fueron pulmonares, 6 hepaticas y 2 suprarrenales. Las 7 restantes se repartieron por

igual en otras localizaciones.

Con respecto al estadio TNM, el estadio | fue el mds frecuente con 39 casos de
los 76 (51,3%), seguido del IV con 21 (27,6%), encontrandose 13 casos en el estadio Il

(17,1%) y solamente 3 casos en el estadio Il (3,9%) como se muestra en la tabla 9.

4.2.- ESTUDIO DE LA PROTEINA CA-IX

Al inicio del estudio, se decidié comenzar analizando la expresion de CA-IX en
las muestras de los 76 pacientes, ya que, al ser dicha proteina diana directa de HIF-1q,
podria dar una idea de posibles alteraciones en la ruta a estudiar.

Dicha expresion se estudié mediante dos técnicas: inmunohistoquimica vy
western blot. Todos los tumores de CCRCC, ya sea por una técnica u otra fueron
positivos para CA-IX, tal y como se refleja en la tabla 10. Mediante la técnica de
inmunohistoquimica, 51 muestras tumorales (67,1%) presentaron positividad para
dicha proteina, mientras que cuando la expresion de CA-IX fue valorada mediante la
técnica de western blot, fueron 48 (63,2%). Considerando dicha expresién en los
tumores atendiendo a que éstos fueran de células claras (CCRCC) o no (CCRNCC) (tabla
11), se observé un grado de significacion estadistica p<0,005 para ambas pruebas (IHQ
y WB). En ninguna de las muestras de tejido renal normal se detectd sobreexpresién
de la proteina CA-IX por ninguna de las dos técnicas y Unicamente un caso de CCRCC

expresd CA-IX por inmunohistoquimica.
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HISTOPATOLOGIA
CCRCC CCRNCC
Total
N(%) N(%)

Negativo 0(0) 25 (96,2) 25(32,9)
INMUNOHISTOQUIMICA |  positivo 50 (100) 1(3,8) 51 (67,1)
Total 50 (100) 26 (100) 76 (100)
Negativo 2(4) 26 (100) 28 (36,8)
WESTERN-BLOT Positivo 48 (96) 0 (0) 48 (63,2)
Total 50 (100) 26 (100) 76 (100)

Tabla 10. Relacion entre las técnicas de western Blot e inmunohistoquimica.

La figura 11 muestra las imagenes de inmunohistoquimica para CA-IX, con su
referencia de expresion detectada mediante Western-Blot segln su histologia tumoral.
Se puede observar cdmo la expresidn aparecié sélo en tumores de células claras y en
el inclasificable, tanto por inmunohistoquimica como por western blot. Tomando como
referencia la tubulina, la expresién es mayor en el CCRCC y, por inmunohistoquimica,

se ven zonas tenidas intensamente pero no en toda la extensién de la preparacién.
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Figura 11. Inmunohistoquimica de CA-IX en el tejido tumoral y western blot de CA-IX en
tejido tumoral y parénquima renal sano en diferentes subtipos histoldgicos de CCR: a)
Carcinoma renal de célula clara; b) Cromdfobo; c) Papilar; d) inclasificado con
componente de célula clara.

Al comparar ambas técnicas, como se puede observar en la tabla 11, hubo 3
casos que por western blot no expresaban la proteina pero si por inmunohistoquimica.

Se realizd un estudio de concordancia entre ambas técnicas, mediante el indice
kappa y los acuerdos especificos. Los resultados se muestran en la tabla 12. Estos
datos fueron obtenidos comparando la inmunohistoquimica o el western blot con los
resultados histolégicos (CCRCC vs CCRNCC) y cuando se compararon ambas técnicas
entre si pudimos observar altos indices de concordancia para el diagndstico de
tumores de células claras y también un alto indice de concordancia entra ambas

técnicas.
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CA-IXTHQ
No expresa (negativo) Expresa (positivo) Total
Negativo | Frecuencia 25 3 28
% 100 5,9 36,8
CA-IXWB | positivo | Frecuencia 0 48 48
% 0 94,1 63,2
Total Frecuencia 25 51 76
% 100 100 100
Tablas 11. Comparativa entre western blot e inmunohistoquimica
Acuerdo Acuerdo £
o= g Acuerdo Indice
especifico especifico p
. L. global kappa
negativo positivo
98% 99,% 98,7% 1
IHQ <0,005
(89,5% a 99,9%) (94,6% a 100%) (92,9% a 100%) (09a1)
96,3% 98% 97,4% 0,9
WB <0,005
(87,2%2a99,5%) | (92,8% a99,7%) (90,8% a 99,7%) (09a1)
THQ- 94,3% 97% 96% 0,9
<0,005
WB (84,3%a98,8%) | (91,4% a99,4%) (88,9% a 99,2%) (0,8a1)

Tablas 12. Estudio de concordancia mediante el indice kappa y los acuerdos
especificos.

Segln el porcentaje de positivos y negativos para ambas pruebas dependiendo
de que el tumor fuera o no de células claras, la técnica de western blot presenta una
sensibilidad del 96% y una especificidad del 100% mientras que para la
inmunohistoquimica la sensibilidad fue del 100% y la especificidad del 96,1%.

Como se muestra en la tabla 13 al valorar la relacién de la expresién de la
proteina CA-IX con los parametros clinicopatolégicos, los tumores con clinica (no

incidentales) presentaron con mayor frecuencia expresién de CA-IX (p=0,007).
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Clinica

Hematuria Dolor Incidental Otros Total
Frec 5 0 22 1 28
Negativo % 41,7 0 50 7,7 36,8
CA-XI Frec 7 7 22 12 48
WB | Positivo % 58,3 100 50 92,3 63,2
Frec. 12 7 44 13 76
Total % 100 100 100 100 100

Tabla 13.Relacion de la expresion de CA-IX con la clinica.

No se encontrd relacion estadisticamente significativa entre la expresién de CA-

IXy el grado de Fuhrman. Tampoco la hubo con respecto al estadio pT. Si se comprobd

que en estadios mds altos asi como en presencia de metdstasis habia un mayor

porcentaje de casos que expresaban la proteina CA-IX (Tabla 14).

CA-IX WB
Negativo Positivo TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % P
Grado 1 0 0 4 100 4 100
Grado 2 7 25,9 20 74,1 27 100
Gradode | Grado 3 9 39,1 14 60,9 23 100
Fuhrman n.s.
Grado 4 3 23,1 10 76,9 13 100
TOTAL 19 28,4 48 71,6 67 100
pTla 7 43,8 9 56,3 16 100
pT1b 14 53,8 12 46,2 26 100
pT2 18,8 13 81,3 16 100
Estadio pT | p134 27,3 72,7 11 100 ™
pT3b 14,3 85,7 7 100
TOTAL 28 36,8 48 63,2 76 100
pMx 7 35 13 65 20 100
Estadio | Mo 18 51,4 17 48,6 35 100
pM 0,02
pM1 3 14,3 18 85,7 21 100
TOTAL 28 36,8 48 63,2 76 100
I 21 53,8 18 46,2 39 100
11 3 23,1 10 76,9 13 100
Estadio |y 33,3 2 66,7 3 100
TNM 0,015
v 3 14,3 18 85,7 21 100
TOTAL 28 36,8 48 63,2 76 100

Tabla 14. Relacidn de la expresion de CA-IX con los pardmetros patoldgicos.
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4.3.- ANALISIS GENETICO DE VHL
4.3.1- MUTACIONES DEL GEN VHL

El estudio de las mutaciones del gen VHL se realizé Unicamente en las muestras
de CCRCC. Esto se decidio tras analizar los resultados de los Western blot de CA-IX al
comprobar que su expresion era exclusiva de este tipo de tumor. Se dio por hecho que
el estatus de VHL en el resto de subtipos tumorales es correcto ya que al no haber
expresion de CA-IX, VHL deberia estar desarrollando correctamente su funcion de
degradar a HIF-1a y de ahi la ausencia de expresion de CA-IX. Por lo que el estudio del

estatus del gen VHL en este tipo de muestras se vio innecesario.

Se analizaron y procesaron 50 muestras de tejido tumoral de pacientes con
CCRCC, detectandose un total de 13 mutaciones en el gen VHL, suponiendo un

porcentaje del 26%.

En primer lugar se relaciond la presencia de mutacién con los datos clinicos de
los pacientes, no viéndose relacidn estadisticamente significativa con pardmetros
como sexo, clinica, ni localizacién; pero si con lateralidad, encontrando en el rifidn

derecho un mayor nimero de mutaciones (tabla 15).
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MUTACION EN VHL
NO SI TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % P
Varén 26 76,5 8 23,5 34 100
Sexo Mujer 11 68,8 5 31,3 16 100
TOTAL 37 74 13 26 50 100 -
Derecho 14 58,3 10 41,7 24 100
Lateralidad | Izquierdo 23 88,5 3 11,5 26 100
0,015
TOTAL 37 74 13 26 50 100
Mesorrenal 24 75 8 25 32 100
Localizacién Polo superior 8 88,9 1 11,1 9 100
Polo inferior 5 55,6 4 44,4 9 100 I
TOTAL 37 74 13 26 50 100
Hematuria 6 85,7 1 14,3 7 100
Dolor 6 85,7 1 14,3 7 100
Clinica | Incidental 16 66,7 8 33,3 24 o)
Otros 9 75 3 25 12 100 -
TOTAL 37 74 13 26 50 100

Tabla 15. Relacidn entre la presencia de mutacion y los datos clinicos.

Con respecto al grado de Fuhrman, se encontraron mutaciones en todos los
grados, aunque con mayor frecuencia en los grados 1y 2, que en el resto de grados (p=
0,036). Tampoco se observd que la existencia de mutacion se correlacionara con

estadio pT, pN, pM ni TNM (Tabla 16).
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MUTACION EN VHL

NO SI TOTAL

Frec. % Frec. % Frec. % P

Gradol 1 25 3 75 4 100

Grado Grado2 14 66,7 7 333 21 100

de Grado3 13 92,9 1 7,1 14 100
Fuhrman | Grado4 9 81,8 2 18,2 11 100 0,036

TOTAL 37 74 13 26 50 100

pTla 77,8 2 22,2 9) 100

pT1b 8 61,5 5 38,5 13 100

Estadio pT | pT2 11 84,6 2 15,4 13 100
pT3a 5 62,5 3 37,5 8 100 ns.

pT3b 6 85,7 1 14,3 100

TOTAL 37 74 13 26 50 100

pNx 31 70,5 13 29,5 44 100
Estadio pN | pNO 6 100 0 0 6 100 s

TOTAL 37 74 13 26 50 100

pMx 10 71,4 4 28,6 14 100

Estadio

pM pMO 12 70,6 29,4 17 100
pM1 15 78,9 4 21,1 19 100 .

TOTAL 37 74 13 26 50 100

I 13 68,4 6 31,6 19 100

II 9 90 10 10 100

Estadio

TNM 111 0 0 100 2 100
v 15 78,9 4 211 19 100 ™%

TOTAL 37 74 13 26 50 100

Tabla 16. Relacidn entre la presencia de mutacion y los pardmetros patoldgicos.

Se encontraron un total de 13 mutaciones repartidas en 13 pacientes. Al

analizar las mutaciones segun su localizacién dentro del gen se halld, como se muestra

en la tabla 17, un mayor nimero de mutaciones en el exén 1 con 7 mutaciones

(53,8%).
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Localizacion | Frecuencia Porcentaje
Exon 1 7 53,8
Exon 2 3 23,1
Exon 3 2 15,4

Intrénica 1 7,7

Tabla 17. Localizacion de las mutaciones.

Se analizé la relacidon de la localizacion exdnica de las mutaciones con los
pardmetros clinicos y no se observd relacidon estadisticamente significativa con

ninguno de ellos.

Se hallaron tres tipos distintos de mutaciones: puntual (cambio de base),
delecion e insercidn, todas ellas en heterocigosis.

La mutacién observada con mas frecuencia fue la delecién, apareciendo en 5
casos (38,5%). El tipo de mutacién no correlaciond de manera estadisticamente

significativa con ningun otro parametro.

Mutacion puntual:

Las mutaciones puntuales aparecieron en 4 ocasiones (30,8%). Todas ellas
fueron transversiones. Tres de ellas se encontraron en el exén 1 y una en la regién
intronica cerca de la regidon de splicing del exén 2 en la posicién +4. En la tabla 18 se
muestran los tipos de mutaciones puntuales encontradas y su localizacién, y en la
figura 12 podemos observar las secuencias de nucleotidos de dos muestras, una de
ellas es portadora de una mutacidon puntual en heterocigosis, por ello se observa la

presencia de un doble pico donde indica la flecha.
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Localizacion Tipo Cambio de codon
Exon 1 CxT CGG x TGG
Intrénica CxA
Exon 1 GxT AAG x AAT
Exon 1 AxG TAG x TGG

Tabla 18. Tipos de mutaciones encontradas, cambio que originan en el coddn en el que

se encuentran y su localizacion.
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Figura 12. Se muestran dos secuencias de muestras de ADN control (parte superior) y

mutado (parte inferior) de pacientes diagnosticados de CCRCC. En la secuencia mutada

podemos observar un cambio de base (G por T) en la region central de la misma.

También se muestra el cambio que dicha mutacion genera.
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Delecion:

La delecidon fue el tipo de mutacién mas frecuente encontrandose en cinco
ocasiones (38,5%). En la tabla 19 se describen el tipo de deleciones encontradas.

En la figura 13 encontramos las secuencias de nucledétidos de dos muestras, una
silvestre y otra portadora de una delecidn (en el lugar donde se comienza a ver dobles
picos). En la muestra mutada se puede observar la superposicién de picos de manera
gue la pauta de lectura cambia, alterando la secuencia de aminoacidos de la proteina.

Si una delecién es multiplo de tres (niumero de nucleétidos que conforman un
coddn) y corresponde al inicio del coddn, se producird la pérdida de tantos
aminodacidos como nucledtidos perdidos dividido por tres. Si la pérdida de nucleétidos
no es multiplo de tres, cambia por completo la pauta de lectura origindndose en la

transcripcion una consiguiente proteina truncada.

Numero de
pares de bases Bases Cambio de

Localizacion Codon delecionadas delecionadas codon

Exon 2 136 (-1) (-A) CCT x CCA

Exon 1 54 (-11)

Exon 1 62 (-2) (-TG) GCT x GTG

Exon 3 176 (-3) (-AGG) (-AGG)

Exon 1 107 (-1) (-Q) GCC x CGC

Tabla 19. Diferentes deleciones encontradas, localizacion y efecto de cambio sobre el
codon.
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Figura 13. Secuencias de muestras de ADN control (parte superior) y mutado (parte
inferior) de pacientes diagnosticados de CCRCC. En la secuencia mutada podemos
observar una delecion de una adenina con la aparicion de dobles picos a partir de la
mutacion. También se muestra el cambio que dicha mutacion genera.

Insercion:
Se encontraron 4 inserciones todas ellas de una base. Dos de las inserciones

fueron halladas en el coddn 2, el resto se muestra en la tabla 20.

Numero de pares
de bases
Localizacion Codon insertadas Bases insertadas  Cambio de codéon
Exon 2 137 +1 (+T) TGT x GTG
Exon 1 112 (+1) (+A) TAA x TAC
Exon 2 128 (+1) (+0) GCT x CCT
Exon 3 175 (+1) (+T) TTA x TAC

Tabla 20. Inserciones encontradas, localizacion y efecto de cambio sobre el coddn.
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En la figura 14 encontramos un patrén de superposicidon de picos similar al de
las deleciones, pero en este caso es porque la muestra es portadora de una insercion,
en este caso ocurre la adicién de nucledtidos que alteraran de una manera u otra el

marco de lectura segln el nimero de bases insertadas.
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Figura 14. Secuencias de muestras de ADN control (parte superior) y mutado (parte
inferior) de pacientes diagnosticados de CCRCC. En la secuencia mutada podemos
observar una insercion de una Timina. También se muestra el cambio que dicha
mutacion genera.
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Para concluir el estudio mutacional de VHL, en la tabla 21, se muestra un

resumen con todas las mutaciones encontradas, sus caracteristicas y el cambio que

generan.
Mutaciones
Cambio | Cambio | Grado de
Localizacién | Coddn Tipo de codon | deaa. | Fuhrman | pT pN | pM | TNM
Pro x
Exon 2 136 Delecién (-1) (-A) CCT x CCA Pro 3 pT1lb | pNx | pMx [
Arg x
Exon 1 88 Puntual (CxT) CGG x TGG Trp 1 pT1lb | pNx | pMx I
Exon 2 137 Insercién (+1) (+T) | TGT x GTG | Cys x Val 2 pT2 | pNx | pMO 11
STOP x
Exon 1 112 Insercién (+1) (+A) | TAAx TAC Tyr 2 pT3a | pNx | pM1 I\Y%
Intrénica Puntual (CxA) 4 pT3b | pNx | pM1 I\Y%
Ala x
Exon 2 128 Insercién (+1) (+ C) | GCT x CCT Leu 2 pT1lb | pNx | pMO I
Leu x
Exon 3 175 Insercion (+1) (+T) | TTAx TAC Tyr 1 pTla | pNx | pMO I
Lys x
Exon 1 78 Puntual (GxT) AAG x AAT Asn 2 pT1lb | pNx | pMO [
Exon 1 54 Delecion (-11) Del -11 4 pT1lb | pNx | pM1 v
Exon 1 62 Delecion (-2) (-TG) | GCT x GTG | Ala x Val 1 pT3a | pNx | pMx I11
Del -3
Exon 3 176 Delecién (-3) (-AGG) (-AGG) 2 pT3a | pNx | pMx II
Exon 1 107 | Delecién (-1) (del -C) | GCC x CGC | Ala x Arg 2 pTla | pNx | pMO I
STOP x
Exon 1 88 Puntual (AxG) TAGxTGG | Tryp 2 pT2 | pNx | pM1 IV

Tabla 21. Resumen del estudio mutacional de VHL.
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4.3.2.- METILACION VHL

Se analizé el patron de metilacién del promotor del genVHL en 46 pacientes
diagnosticados de CCRCC. De esos 46 pacientes analizados se encontraron 9 pacientes
(19,6%) con hipermetilacion en el promotor del gen VHL. En la figura 15 se muestra el
patrén de metilacidn de los diferentes sitios CpG estudiados en los pacientes y en las

dos lineas celulares utilizadas como control.
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Figura 15. Se muestra el patron de metilacion de los tumores analizados y de las dos

lineas celulares tomadas como control (eje x) en 26 sitios CpGs (eje y). La tonalidad
amarilla corresponde a un mayor porcentaje de metilacion con un mdximo de 51%
metilado y las tonalidades azuladas a un porcentaje menor.
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Se correlaciond el estado de metilacion del promotor del gen VHL con los
diferentes parametros clinicos no encontrandose relacién significativa con ninguno de
ellos, salvo con la clinica, ya que aparecié hipermetilacién en mayor porcentaje en los

tumores que presentaron sintomas (Tabla 22).

Metilacion VHL
VHL No
Hipermetilado | hipermetilado TOTAL

Frec. % Frec. % Frec. % P

Varon 5 16,1 26 83,9 31 100
Sex0 | Mujer 4 26,7 11 73,3 15 100 DS

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100

Derecho 5 20,8 19 79,2 24 100
lateralidad | 10 ierdo 4 18,2 18 81,8 22 00| 0

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100

Mesorrenal 7 23,3 23 76,7 30 100
Localizacion | Polo superior 1 12,5 7 87,5 8 100 ns.

Polo inferior 1 12,5 7 87,5 8 100

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100

Hematuria 0 0 7 100 7 100

Dolor 1 16,7 5 83,3 6 100

Clinica

Incidental 2 9,1 20 90,9 22 100 0,008

Otros 6 54,5 5 45,5 11 100

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100

Tabla 22. Relacion entre el estado de metilacion y los datos clinicos.

Con respecto a la presencia de metdstasis a distancia, los resultados no fueron
estadisticamente significativos, pero si se observd una tendencia lineal en la que la
metastasis a distancia se produjo en mayor proporcién en casos con hipermetilacién

del gen VHL (Tabla 23).
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Metilacion VHL
VHL No
Hipermetilado | hipermetilado TOTAL

Frec. % Frec. % Frec. % P

Grado1 0 0 4 100 4 100
Grado Grado2 1 5 19 95 20 100 .

de Grado3 5 35,7 9 64,3 14 100

Fubrman | - do4 3 37,5 5 62,5 8 100

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100

pTla 1 11,1 8 88,9 9 100

e pT1b 2 18,2 9 81,8 11 100
pT2 1 7,7 12 92,3 13 100 .

pT3a 2 28,6 5 71,4 7 100

pT3b 3 50 3 50 6 100

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100

' pNx 8 20 32 80 40 100
EstadiopN | \o 1 16,7 5 83,3 6 100 s
TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 B

pMx 0 0 13 100 13 100

Estadio pM | pM0 3 18,8 13 81,3 16 100
pM1 6 35,3 11 64,7 17 100 s

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100

I 2 11,8 15 88,2 17 100

Estadio TNM | II 1 10 9 90 10 100
111 0 0 2 100 2 100 n.s.

v 6 35,3 11 64,7 17 100

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100

Tabla 23. Relacidn entre el estado de metilacion de VHL y los pardmetros patoldgicos.

Presentaron el gen VHL mutado y/o hipermetilado 20 de 40 pacientes (50%), el
resto no presentaron ninguna alteracién. Tampoco hubo relaciéon de la presencia de
alteracion en el gen VHL ya sea por mutacion y/o metilacion con los parametros

patoldgicos. (Tabla 24)
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VHL
VHL mutado y/o VHL sin
hipermetilado alteraciones TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % P
Hematuria 1 53 6 22,2 7 100
Clinica Dolor 2 10,5 4 14,8 6 100
Incidental 8 421 14 51,8 22 100 L
Otros 8 42,1 3 11,1 11 100
Gradol 3 15,7 1 3,7 4 100
Grado de
FURGIMAnD Grado2 6 31,6 14 51,8 20 100
Grado3 6 31,6 8 29,6 14 100 n.S.
Grado4 4 21 4 14,8 8 100
3 ) No 6 43,8 10 55 16 100
Metastasis n.s.
Si 9 56,2 8 44,4 17 100
. I-11 8 45,8 19 70,4 27 100
Estadio TNM n.s.
1I-1V 11 57,9 8 29,6 19 100

Tabla 24.- Relacion entre las alteraciones del gen VHL (mutado, hipermetilado o

ambas) y diferentes pardmetros patoldgicos.

4.3.3.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE VHL MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA

Se realizé el andlisis mediante la técnica de inmunohistoquimica a los 50 casos
de carcinoma renal de células claras. Como se muestra en la tabla 25 se observd
expresion de VHL en mas de un 50% de las células observadas, por lo que la mayor
parte de los casos fueron positivos, y en cuanto al lugar de expresion fue en la
membrana dénde se observd la expresion de la proteina en mas de un 50% de los
casos (27 casos en membrana y 8 casos donde se expresaba tanto en membrana como

en citoplasma).
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VHL IHQ
<10% 10-50%
Negativo células células >50% células
8 10 13 19

Lugar de expresion de VHL

Membrana y
Negativo | Membrana | Citoplasma citoplasma

8 27 7 8

Tabla 25.- Inmunohistoquimica de VHL y numero de casos encontrados segun el lugar
de expresion.

Se relaciond la presencia de mutacion de VHL con los resultados obtenidos por
medio de inmunohistoquimica de la proteina VHL encontrandose un mayor porcentaje
de mutaciones en casos con mayor expresién de VHL (37,5% vs 5,6%), los datos se
reflejan en la tabla 26. En la figura 16 se muestra una imagen representativa de los

diferentes resultados que se encontraron en la inmunohistoquimica.

VHL IHQ
Negativo o bajo Moderado o alto Total P

NO Frecuencia 17 20 37
% 94,4 62,5 74

S| Frecuencia 1 12 13| 0,013
% 5,6 37,5 26

Mutacio hl

wtaclonenv TOTAL Frecuencia 18 32 50
% 100 100 100

Tabla 26. Relacion entre la presencia de mutacion y la expresion de VHL por
inmunohistoquimica.
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Figura 16. Expresion de VHL por inmunohistoquimica. A: Positivo en membrana; B:
Positivo en citoplasma; C: Membrana y citoplasma; D: Negativo

También se hallé relacion estadisticamente significativa (p=0,001) en cuanto a
la expresién de VHL con el grado de Fuhrman, observdndose que los casos que poseen
expresion negativa de VHL correspondian a Fuhrman mds altos (14,30% de grado 3 y

54,50% de grado 4). Tabla 27.

Grado de Fuhrman
Gradol | Grado2 | Grado3 | Grado4 Total P
. Frec. 0 0 2 6 8
Negativo
% 0 0 14,3 54,5 16
VHL IHQ | Expresién (baja, Frec. 4 21 12 5 42
moderada o alta) 0,001
% 100 100 85,7 45,5 84
Frec. 4 21 14 11 50
TOTAL
% 100 100 100 100 100

Tabla 27. Relacion entre el grado de Fuhrman y la expresion de VHL por
inmunohistoquimica.
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4.4.- ESTUDIO DE LA PROTEINA HIF-1a.

Se realizé el analisis de la expresion de HIF-1a por inmunohistoquimica en
tejido tumoral los 47 casos de carcinoma renal de célula clara. En la figura 17 se puede
observar una imagen representativa de las distintas intensidades de expresién de HIF-

la en las que se clasificé el estudio.

Figura 17. Expresion de HIF-1a por inmunohistoquimica. A: Intenso (+3); B: Moderado
(+2); C: Leve (+1); D: Negativo

La gran mayoria de los casos, 42 (89,4 %), fueron positivos para HIF-1a .
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La expresion de HIF-1a no correlaciond de forma estadisticamente significativa
con el sexo, clinica, localizacién, lateralidad, en definitiva con ninguna de las variables

clinicas, tal y como puede observarse en la tabla 28.

HIF-1a THQ
10-50%

Negativo | <10% células células >50% células TOTAL

Frec. % Frec. % Frec. % Frec. % Frec. %
Varon 3 60 7 77,8 4 50 17 68 31 66
Sexo Mujer 2 40 2| 222 4 50 8 32 16 34
TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100
Derecho 2 40 5 55,6 3 37,5 14 56 24| 511
Lateralidad Izquierdo 3 60 4 44,4 5 62,5 11 44 23 48,9
TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100
Mesorrenal 4 80 7 77,8 5 62,5 14 56 30 63,8
Polo superior 1 20 1 11,1 1 12,5 5 20 8 17
Localizacion | pyq inferior 0 0 1| 111 2| 25 6| 24 9| 191
TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100
Hematuria 1 20 1 11,1 1 12,5 4 16 7 14,9
Dolor 1 20 1 11,1 2 25 2 8 6 14,8
Incidental 1 20 3 33,3 3 37,5 16 64 23 48,9
Clinica | grog 2| 40 4| 444 2| 25 3| 12| 11| 234
TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100

Tabla 28. Relacion entre la expresion de HIF-1a mediante inmunohistoquimica y los
pardmetros clinicos.

Como se muestra en la tabla 29, al relacionar la expresion de HIF-1a con el
grado nuclear de Fuhrman se observé que todos los casos cuya expresion era negativa
correspondian a grados mas altos ya que los Unicos 5 casos negativos correspondian a

grados 3y 4.
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HIF-1a THQ
<10% 10-50% >50%
Negativo células células células TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % Frec. % Frec. % P
Grado |Gradosly2| 0 o 3| 333| 4| 50| 18] 72| 25| 532
de Grados 3y 4 5 100 6 66,7 4 50 7 28 22 46,8 | 0,014
Fuhrman | TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100
pTla 0 0 1 11,1 2 25 6 24 9 19,1
pT1b 1 20 2 22,2 1 12,5 8 32 12 25,5
Estadio pT2 3 60 3 33,3 1 12,5 6 24 13 27,7 s
pT pT3a 0 0 1 11,1 2 25 4 16 7 14,9
pT3b 1 20 2 22,2 2 25 1 4 6 12,8
TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100
Estadio | PNX 4| 80| 7| 778 8| 100 22| 88| 41| 872
pN | pNO 1 200 2| 222| o 0 3 12 6| 128| ns
TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100
pMx 1 20 1 11,1 2 25 9 36 13 27,7
Estadio | PMO 1| 20| 3| 333 2| 25| 11| 44| 17| 362| ¢
pM pM1 3 60 5 55,6 4 50 5 20 17 36,2
TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100
I 0 0 2 22,2 3 37,5 13 52 18 38,3
Estadio |y 2 40| 2| 222| 1| 125 5 200 10| 213
TNM gy 0 o] o o o 0 2 8 2 43| S
v 3 60 5 55,6 4 50 5 20 17 36,2
TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100

Tabla 29. Relacidn entre los pardmetros patoldgicos y la expresion de HIF-1a mediante
inmunohistoquimica.

Las alteraciones del gen VHL se distribuyeron de forma similar entre los casos

qgue expresaban HIF-1a, de los 5 casos que no expresaban HIF-1la 4 de ellos no

presentaron alteraciones en el gen VHL, pero este hecho no fue estadisticamente

significativo (p>0,05).Tabla 30.

Alteracion de VHL (metilacion y/o mutacion)

Alterado No alterado Total
Frec. 1 4 5
Negativo | % 53 14,8 10,9
EXPRESION Frec. 18 23 41
HIF-1a Positivo % 94,7 85,2 89,1
Frec. 19 27 46
Total % 100 100 100

Tabla 30.- Relacion entre las alteraciones de VHL (mutado, hipermetilado o ambas) y la
expresion de HIF-1a.
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4.5.- ESTUDIO DE LA PROTEINA VEGF

Se analizd la expresion de VEGF en tejido tumoral de 47 pacientes
diagnosticados de CCRCC mediante la técnica de inmunohistoquimica. En la figura 18
se muestra una imagen representativa de las distintas intensidades de expresién que

se encontraron en la inmunohistoquimica de VEGF.

Figura 18. Expresion de VEGF por inmunohistoquimica. A: Intenso (+3); B: Moderado
(+2); C: Leve (+1); D: Negativo

Se encontraron 16 (34%) casos negativos y 31 (66%) positivos.
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Al correlacionar los resultados obtenidos en esta técnica con los diferentes
pardmetros clinicos, no se hallé relacién estadisticamente significativa entre el sexo,

clinica o localizacién con la expresion de VEGF. (Tabla 31).

VEGF IHQ
Negativo Positivo TOTAL

Frec. % Frec. % Frec. % P

Varén 9 29 22 71 31 100

Sexo )

Mujer 7 43,8 9 56,3 16 100 s

TOTAL 16 34 31 66 47 100

Derecho 8 33,3 16 66,7 24 100

Lateralidad | .

izquierdo 8 34,8 15 65,2 23 100 s

TOTAL 16 34 31 66 47 100

Mesorrenal 10 33,3 20 66,7 30 100

Localizacion | polo superior 3 37,5 5 62,5 8 100
polo inferior 3 33,3 6 66,7 9 100| M

TOTAL 16 34 31 66 47 100

Hematuria 2 28,6 5 71,4 7 100

Clinica Dolor 2 33,3 4 66,7 6 100

Incidental 10 43,5 13 56,5 23 100
Otros 2 18,2 9 81,8 11 100| M

TOTAL 16 34 31 66 47 100

Tabla 31.- Relacion entre la expresion de VEGF por inmunohistoquimica y los

pardametros clinicos.

En cuanto al grado de Fuhrman, como se puede observar en la tabla 32, en
grados mads avanzados se daba un mayor nimero de casos en los que la expresion de
VEGF era positiva que en los casos que no expresaron la proteina, no viéndose esta

diferencia en grados nucleares bajos.
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VEGF IHQ
Negativo Positivo TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % P
Grados 1y 2 12 48 13 52 25 100
Grado de
Fuhrman | Grados3y4 4 18,2 18 81,8 22 100 (s
TOTAL 16 34 31 66 47 100
pTla 3 33,3 6 66,7 9 100
pT1b 5 41,7 7 58,3 12 100
pT2 6 46,2 7 53,8 13 100
Estadio pT |pT3a 2 28,6 5 71,4 7 100 s,
pT3b 0 0 6 100 6 100
TOTAL 16 34 31 66 47 100
pNx 14 34,1 27 65,9 41 100
EstadiopN | PN 2 33,3 4 66,7 6 100 .
TOTAL 16 34 31 66 47 100
pMx 5 38,5 8 61,5 13 100
_ pMO 9 52,9 8 47,1 17 100
Estadio pM pM1 2 11,8 15 88,2 17 100| 9087
TOTAL 16 34 31 66 47 100
I 8 44,4 10 55,6 18 100
11 4 40 6 60 10 100
Estadio |11 2 100 0 0 2 100
TNM v 2 11,8 15 88,2 17 | DR
TOTAL 16 34 31 66 47 100

Tabla 32. Relacidn entre la expresion de VEGF por inmunohistoquimica y los diferentes
parametros patoldgicos.

También se relaciond la expresiéon de VEGF con la presencia de metdstasis a
distancia, donde se comprobdé con significacion estadistica (p=0,04) que habia una
mayor expresion de la proteina en casos con metastasis, en concreto el 88,2% de los

pacientes con metastasis expresaron VEGF (véase tabla 32).
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Finalmente se determind, al relacionar la expresion de VEGF con el estadio

TNM, que la mayor parte de los casos con estadio mas avanzado (estadio IV)

expresaban la proteina, ya que como se observa en la tabla 32, de los 17 casos

analizados en estadio IV, 15 expresaron VEGF (88,2%) y Unicamente 2 casos (11,8%) no

(p=0,034). Estas diferencias no se hallaron en el resto de estadios.

La mayor parte (64,4%) de los CA-IX positivos por inmunohistoquimica y por

western blot (65,5%) fueron también positivos para VEGF; aunque este hecho no fue

estadisticamente significativo.

Se objetivd también que alteraciones en el estatus genético y epigenético de

VHL no tenian un efecto estadisticamente significativo sobre VEGF (p>0,05). Véase

tabla 33.
Alteracion de VHL (metilacion y/o mutacion)
Alterado No alterado Total

Frecuencia 6 9 15

Negativo
% 31,6 33,3 32,6
. Frecuencia 13 18 31
VEGF % 68,4 66,7 67,4
Frecuencia 19 27 46

Total

% 100 100 100

Tabla 33.- Relacion entre las alteraciones de VHL (mutado, hipermetilado o ambas) y la

expresion de VEGF.
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4.6.- ESTUDIO DE LA PROTEINA ERK5

Se analizé esta proteina en las muestras de tejido tumoral y parénquima renal
sano de los 50 casos de CCRCC. Se compard la expresidén de la proteina ERK5 en el
tejido tumoral con la expresidn en el tejido sano. Al realizar este analisis se valoré el
numero de casos y el porcentaje en el que sobreexpresan (la expresion de la proteina
en el tumor es mayor en la muestra tumoral que en el tejido sano) o infraexpresan
(expresién de la proteina menor en el tumor que en el tejido sano, o en los casos en
los que la expresion es igual). En el 58% (29 casos) de tumores la proteina ERK5 estaba
sobreexpresada en el tumor y en un 42% (21 casos) la proteina estaba igual o mas baja
en el tumor que en el parénquima renal sano. En la figura 19 se pueden observar
diferentes estados de expresiéon de la proteina ERK5 por western blot al comparar
muestras de tejido tumoral con parénquima renal sano de una serie de pacientes

analizados.

4107 9/07 10/07 11/07 14/07 15/07 20/07

N R NR N R N R N R

N R N R
b-. i . .

- - - =4 ERKS
........'.....Tubulina

Figura 19. Imagen representativa de la expresion de la proteina ERK5 mediante la
técnica de western blot en una serie de tumores de CCRCC. N: Muestra tumoral, R:

parénquima renal sano.

Como puede observarse en la tabla 34, no se hallé relacion estadisticamente
significativa al correlacionar la expresion de ERK5 con las variables clinicas pero si con
variables anatomopatolégicas. Se hallé correlacidén estadisticamente significativa con
el estadio TNM (p=0,04) en dicho estudio. Como se puede observar en la tabla 35 de
los 19 casos que se encontraban en el estadio mas avanzado (estadio 1V) 15 tumores

sobreexpresaban ERKS5.
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Expresion de ERK 5 por WB

Sobreexpresa | No sobreexpresa TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % P

Varon 22 64,7 12 35,3 34 100
Mujer 7 43,8 9 56,3 16 100

Sexo n.s.
TOTAL 29 58 21 42 50 100
Derecho 15 62,5 9 37,5 24 100
Izquierdo 14 53,8 12 46,2 26 100

Lateralidad n.s.
TOTAL 29 58 21 42 50 100
Mesorrenal 19 59,4 13 40,6 32 100
Polo superior 6 66,7 3 33,3 9 100

Localizacién | Polo inferior 4 444 5 55,6 9 100 n.s.
TOTAL 29 58 21 42 50 100
Hematuria 4 57,1 3 42,9 7 100
Dolor 5 71,4 2 28,6 7 100
Incidental 12 50 12 50 24 100

Clinica n.s.
Otros 8 66,7 4 33,3 12 100
TOTAL 29 58 21 42 50 100

Tabla 34. Relacidn entre la expresion de ERK5 por western blot con datos clinicos.

También se halld significacidn estadistica (p=0,03) al relacionar la expresién de
ERK5 con la presencia de metastasis a distancia, viéndose que la sobreexpresién de

ERK5 estaba ligada a la presencia de metastasis, ya que la mayoria de los tumores

metastdsicos (78,9%) presentaron positividad a ERK5 (tabla 35).
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Expresion de ERK 5 por WB

Sobreexpresa sobreI(\eIgpresa TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % P

Grados 1y 2 12 48 13 52 25 100

Grado de Fuhrman Grados 3y 4 17 68 8 32 25 100 s,
TOTAL 29 58 21 42 50 100
pTla 5 55,6 4 44,4 9 100
pT1lb 6 46,2 7 53,8 13 100
pT2 7 53,8 6 46,2 13 100

Estadio pT pT3a 5 62,5 3 37,5 8 100 | s
pT3b 6 85,7 1 14,3 7 100
TOTAL 29 58 21 42 50 100
pNx 25 56,8 19 43,2 44 100

Estadio pN pNO 4 66,7 2 33,3 6 100 s,
TOTAL 29 58 21 42 50 100
pMx 8 57,1 6 42,9 14 100
pMO 6 353 11 64,7 17 100

szl g pM1 15 78,9 4 21,1 19 100| 003
TOTAL 29 58 21 42 50 100
I 8 42,1 11 57,9 19 100
I1 6 60 4 40 10 100

Estadio TNM I 0 0 2 100 2 100| 0,043

IV 15 78,9 4 21,1 19 100
TOTAL 29 58 21 42 50 100

Tabla 35. Relacidn entre la expresion de ERK5 por western blot pardmetros patoldgicos.

Al relacionar la expresion de ERK5 con la expresién de la proteina VHL se
observé que todos los tumores que no expresaban VHL tenian sobreexpresada la

proteina ERK5 (p=0,009). (Véase tabla 36).
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Expresion de ERK 5 por WB

Sobreexpresa | No sobreexpresa TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % P
Negativo 8 100 0 0 8 100
VHL IHQ Expresion (baja,
moderada o alta) 21 50 21 50 42 100 | 0,009
TOTAL 29 58 21 42 50 100

Tabla 36. Relacion entre la expresion de ERK5 por western blot con la expresion de VHL
por inmunohistoquimica

En cambio no se observé relacién alguna entre alteraciones a nivel genético y

epigenético del gen VHL con la expresion de ERKS. (Tabla 37).

Alteracion de VHL (metilacion y/o mutacion)

Alterado | No alterado Total
Sobreexpresa Frecuencia 12 14 26
ERK 5 % 63,2 51,9 56,5
recodificado No sobreexpresa Frecuencia 7 13 20
% 36,8 48,1 43,5
Total Frecuencia 19 27 46
% 100 100 100

Tabla 37.- Relacion entre las alteraciones de VHL (mutado, hipermetilado o ambas) y la

expresion de ERK5S .

Finalmente, al correlacionar la expresion de ERK5 con la expresién de VEGF, se
vio que la mayor parte de los tumores que expresan VEGF sobreexpresan ERK5, 21 de

31 casos positivos para VEGF sobreexpresan ERK5. (Tabla 38).
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Expresion de ERK 5 por WB
Sobreexpresa No sobreexpresa TOTAL
Frec. % Frec. % Frec. % P
Negativo 5 31,3 11 68,8 16 100
Positivo 21 67,7 10 32,3 31 100
VEGF IHQ 0,017
TOTAL 26 55,3 21 44,7 47 100

Tabla 38. Relacion entre la expresion de ERK5 por western blot con la expresion de
VEGF por inmunohistoquimica.

4.7.- ESTUDIO DE LA PROTEINA ERK1/2

Al realizar el estudio de expresion de las proteinas ERK1/2 a las 50 muestras de
CCRCC, el 94% (47 casos) presentaba una expresién similar en el tejido tumoral y en el
parénquima renal sano (tabla 39). En la figura 20 se muestra un ejemplo
representativo de ello. Al darse el mismo resultado en practicamente la totalidad de
los casos estudiados, no se encontrd asociacion estadistica con el resto de pardametros

clinicos y moleculares a estudiar.

ERK1/2 WB
Frecuencia %
Sobreexpresa 3 6
Igual 47 94
Total 50 100

Tabla 39.- Frecuencia y porcentaje de expresion de ERK 1/2 por western blot.
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Figura 20. Imagen representativa de la expresion de las proteinas ERK1/2 mediante la

técnica de western blot en una serie de tumores de CCRCC. N: Muestra tumoral, R:
parénquima renal sano.

4.8.- ANALISIS MULTIVARIANTE DE REGRESION LOGISTICA

En el andlisis de regresion logistica realizado para valorar el efecto de las
distintas variables independientes estudiadas sobre la existencia de metastasis en el
momento del diagndstico, la Unica variable que permanecié en el modelo fue la
expresion de VEGF. En este andlisis se observé un porcentaje de bien clasificados del
67,5% (sensibilidad 54,2% y especificidad 87,5%). Segun estos datos, la existencia de
metastasis en pacientes con CCRCC es 8,27 veces mayor en los enfermos que expresan
VEGF en relacion a los que no lo expresan (p=0,014). Este modelo explicaria el 23,9%
de la incertidumbre de los datos (R* de Nagelkerke=0,239)

La tabla 40 muestra los coeficientes y la odds ratio (OR) para esta variable.

VARIABLE COEFICIENTE P OR 1IC 95%
VEGF 2,113 0,014 8,273 | 1,534 - 44,618
CONSTANTE -1,872 0,014 0,154

Tabla 40.- Variables asociadas en el modelo de regresion logistica con la existencia de
metdstasis.
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5.1 COMENTARIOS AL METODO
5.1.1 TIPO DE ESTUDIO.

Este trabajo constituye un estudio molecular completo de la ruta de VHL en
muestras de tejido tumoral y parénquima renal sano de pacientes diagnosticados de
carcinoma renal de células renales de aparicién esporadica. Si anteriormente se han
publicado trabajos con caracteristicas similares a nivel mundial, éste representa el
primer estudio realizado sobre poblacion espafiola. En éste estudio se han
seleccionado de manera consecutiva 76 pacientes diagnosticados de CCR esporadico
del drea de cobertura sanitaria del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete
(400.000 habitantes aproximadamente). Se pretendia, por tanto, conocer en una
muestra poblacional representativa y no estudiada, el estatus de la ruta de VHL,
analizando, tanto a nivel genético (mutacional) y epigenético el estatus del gen VHL,
asi como analizar la expresién de VHL y sus proteinas diana HIF-1a, CA-IX 'y VEGF.

Tras comprobar por western blot e inmunohistoquimica que Unicamente
expresaban la proteina CA-IX las muestras de CCRCC, (hecho que indica que las que no
lo expresan no poseen ninguna alteracién en la ruta de la proteina VHL) se redujo el
muestreo a 50 pacientes (los diagnosticados de CCRCC), ya que seria en este grupo de
pacientes en los que podriamos encontrar cualquier disfuncion de la ruta.

Los datos en los que se basa este estudio proceden de dos fuentes

fundamentales: en primer lugar las historias clinicas de los pacientes, las cuales se
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encuentran archivadas y organizadas en el Servicio de Archivos Generales del

Complejo Hospitalario Universitario de Albacete y, en segundo lugar, las muestras de

tejido tumoral renal y de parénquima renal sano, de las que enviamos un fragmento al

Servicio de Anatomia Patoldgica del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete

para su analisis histopatolégico y conservamos otro fragmento para su analisis

molecular por medio de las distintas técnicas utilizadas, que se realizé en diferentes

lugares:

- En el laboratorio de Oncologia Molecular de la Facultad de
Medicina de Albacete (CRIB/UCLM) realizamos la extraccion de ADN,
amplificacién del mismo por medio de la técnica de PCR, purificacion del
producto de PCR.

- Lareaccidn de secuenciacion y purificacidon de la misma asi como
la secuenciacidn automatica se realiz en el servicio de secuenciacion del
CNIO en Madrid.

- En el laboratorio de epigenética y genotipado (Plataforma
Sequenom) de la Universidad de Valencia, se realizé el estudio epigenético
de los ADN extraidos en el laboratorio de Oncologia Molecular de la
Facultad de Medicina de Albacete, siendo en este Ultimo donde se realizé
el analisis de los resultados.

- En el laboratorio de Oncologia Molecular también se realizd la
extraccion de proteina de las muestras y se realizaron los western blots de
las mismas.

- En la Unidad de Investigacién y en el servicio de Anatomia
Patolégica del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete se realizé la

técnica de inmunohistoquimica de las distintas proteinas.

La obtencion de datos de la primera fuente no ocasioné problemas relevantes

ya que, al tratarse de un estudio transversal, se completaban los cuestionarios de

recogida de datos el dia del ingreso hospitalario del paciente para la realizacién de la

cirugia, y al disponer del historial clinico completo del paciente, se pudieron recoger

todos los datos necesarios, incluso del pasado de su enfermedad.
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En cuanto a la obtencion de las muestras de tejido tras el consentimiento
informado y una vez extraida la pieza quirurgica, se obtuvo de la misma una porcién de
muestra tumoral suficiente para el tratamiento en el laboratorio. Para ello, se procuré
obtener tejido que macroscopicamente no presentara aspecto necrético o
hemorragico, y en cantidad suficiente para su tratamiento posterior en el laboratorio,
sin comprometer la muestra requerida por el patdlogo para realizar el diagndstico
histopatoldgico. Asimismo, se obtuvo wuna pequefia porciébn de tejido
macroscopicamente sano, que en el caso de las nefrectomias radicales se extrajo del
parénqguima renal mas alejado del tumor y en las nefrectomias parciales del margen de
seguridad de parénquima sano, también lo mas alejado posible del tumor. Las
muestras una vez obtenidas fueron congeladas a -80°C hasta su procesamiento.

El resto del espécimen quirdrgico se envid al Servicio de Anatomia Patolégica
para su estudio. Cuando se dispuso de los datos concernientes al estudio

(9) con

histopatoldgico del tumor, se aplicé la clasificaciéon correspondiente a la UICC,
objeto de equiparar al maximo posible los datos, partiendo de la descripcion

macroscopica y microscopica de las muestras obtenidas.
5.1.2.- CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES DE LA MUESTRA

Aunque puede aparecer a cualquier edad, alrededor del 80% de los casos de

cancer renal se dan en pacientes con edades comprendidas entre los 50 y 70 afios, con

(100,101)
un pico de incidencia en la sexta década de la vida. Es mas frecuente en varones

1192 En el presente

gue en mujeres, con una relacién que oscila entre 1,6 y 2 a
estudio la edad media se situd en 64,1 afos, afectando en un 68,4% a hombres y en

un 31,6% a mujeres, lo que concuerda con la literatura consultada.

En los Ultimos afos se ha producido un incremento en la incidencia del cancer

renal. Este incremento se debe, en parte, al aumento del uso de técnicas de imagen,
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por lo que hoy en dia los tumores renales se diagnostican de manera mads precoz,
cuando todavia no han presentado ninguna sintomatologia y, por tanto,
habitualmente son de menor tamano, lo que les confiere un mejor pronéstico.(1°2’1°3)
M3ds de la mitad de los pacientes de este estudio (55,9%) fueron diagnosticados de
manera incidental, lo que apoya la confirmacién de esta tendencia. La segunda causa

mas frecuente fue la hematuria.

En cuanto al tipo de tratamiento realizado, se practicaron cirugias
conservadoras electivas en enfermos en los que la localizaciéon tumoral, el tamafio
tumoral y el estadio clinico lo permitieron.’® Asi, en el 15,8% de los casos de nuestro
estudio se realizd nefrectomia parcial con margen de parénquima renal sano. No

obstante, la nefrectomia radical fue la opcidn quirdrgica mayoritaria (84,2%).

La cirugia abierta ha sido la técnica de referencia desde 1962, cuando Robson
marco unas directrices que han permanecido durante décadas hasta la aparicién de la
laparoscopia. En nuestro estudio esta técnica representa el 27,6%, porcentaje bajo en
relacion con los datos actuales. En el periodo de recogida de muestras del estudio
coincidid con el inicio de implantacion de esta técnica en el servicio de Urologia del
Complejo Hospitalario Universitario de Albacete, lo cual justifica este porcentaje
relativamente bajo.

La primera nefrectomia laparoscépica fue realizada por Clayman en 1990.
Desde entonces, ha ido sustituyendo progresivamente al abordaje clasico a cielo
abierto en el tratamiento quirdrgico del tumor renal. Se considera la técnica de
eleccién en el tratamiento del cancer renal en estadios T1 y T2. Los beneficios
reportados para este tipo de técnicaincluyen : una disminuciéon en el dolor
postoperatorio, una menor permanencia en el hospital y una mas rapida
convalecencia. Aun asi, existen limites que estan relacionados con las caracteristicas
del paciente, las caracteristicas (tamafio y localizacion) del tumor y la experiencia del

cirujano.(mS)
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Con un porcentaje del 70% el carcinoma renal de células claras es el subtipo
histolégico mas frecuente de los CCR.!1%106)

De los 76 casos que se estudiaron inicialmente en este trabajo, el 65,8% (50
casos) fueron carcinomas de células claras; esto es similar a lo encontrado en la
literatura. Este tipo de tumor es el de peor prondstico de todas las variantes celulares,
si bien, dicho prondéstico mejora con el diagndstico precoz.(m)

Segun la distribucidn clasica encontrada en la bibliografia, lo habitual es que la
variante papilar sea la segunda en frecuencia, con un porcentaje aproximado de entre
el 10%!1%®) y el 15%,"%® pero en este trabajo el segundo subtipo de CCR encontrado
fue el de la variante cromdfoba con un 17,1% (13 casos), encontrandose el subtipo
papilar Unicamente en 3 casos, lo que nos lleva a opinar que en los ultimos afios haya

un cambio en esta tendencia ya que recientemente se ha descrito un incremento en el

diagndstico de la variante croméfoba.**1%”) Nuestros datos apoyan este hecho.

El grado nuclear constituye el factor prondstico mdas importante después del

tipo histoldgico y del estadio tumoral."® En consonancia con otras series™'%

el grado
nuclear mas frecuentemente hallado en los carcinomas de células claras fue el grado 2.
Actualmente se debate sobre la necesidad de cambiar el sistema de graduacién
uniendo los grados 1y 2,111 ya que parece ser que la influencia prondstica del grado
nuclear es mas significativa cuando se agrupan los tumores bien diferenciados (G1 vy

G2 de Fuhrman) y los tumores indiferenciados (G3 y G4 de Fuhrman).(m)
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La extension tumoral es el mds importante de los posibles factores prondsticos
del cancer renal. En el CCR la clasificacién mas utilizada es la TNM.*®

Siguiendo la clasificacion TNM,* se obtuvo una mayoria de estadios inferiores
a pT2. Esto concuerda con que a su vez se hayan encontrado un mayor ndmero de
casos en los que el hallazgo fue incidental, asintomaticos, pues tumores de bajo grado
no suelen estar acompafiados de clinica en pacientes. En linea con lo publicado, el
estadio mds frecuente fue pT1lb con un 34,2%.

En cuanto al estadio pN, sélo fue evaluado en 6 casos ya que no se realizd
linfadenectomia en todos los pacientes. El papel de la linfadenectomia en el cancer
renal continda siendo un tema de discusién hoy en dia ya que no se ha demostrado
claramente que mejore la supervivencia. Ademas, no hay acuerdo en cual debe ser su
extension y, aunque no se han demostrado diferencias en morbilidad entre realizar
linfadenectomia o no, la mayoria de los autores la consideran un técnica quirdrgica con

(113)

un gran riesgo potencial de complicaciones intraoperatorias. Los seis casos

sometidos a linfadenectomia fueron estadios pNO.

La presencia de metdstasis a distancia (estadio pM) implica muy mal
prondstico, aun asi, se puede encontrar tumores que han metastatizado y presentan
largas supervivencias.(114) En este estudio, los pacientes que presentaron metastasis al
diagnodstico tuvieron tumores que se manifestaron clinicamente en todos los casos

excepto en dos. La mayoria de los casos presentaron grados nucleares altos.

Las metastasis halladas en este estudio fueron fundamentalmente pulmonares,
hepaticas y suprarrenales. El carcinoma de células renales tiene el potencial de
metastatizar a practicamente cualquier parte del cuerpo.ms) Los drganos a los que
afecta mas frecuentemente son el pulmodn, el hueso, el cerebro, las suprarrenales, el
rindn contralateral o el higado. Aproximadamente el 30% de los pacientes tienen
metastasis al momento del diagnostico y otro 30% la desarrollara después de la

’ 11
nefrectomia.**®
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5.1.3.- ESTUDIO GENETICO DE LAS MUESTRAS

Para el analisis molecular es necesario un cuidadoso manejo de las muestras
utilizadas ya que la inadecuada manipulaciéon de las mismas podria llevar a la
degradacion o pérdida de un material procedente de un tipo de tumor de relativa o
escasa incidencia. Ademas, la utilizacion de un tejido sélido puede ocasionar
dificultades tanto en la obtencion como en el procesado y purificacién del ADN y en
concreto el tumor renal presenta una gran heterogeneidad en su estructura pudiendo
presentar zonas hemorragicas o necréticas que hay que evitar para su procesado lo
gue, en ocasiones, dio lugar a dificultades en el tratamiento de las muestras.

Una vez obtenido el ADN de cada una de las muestras (ADN problema), se
sometia al amplificado de cada uno de los exones que conforman el gen VHL mediante
la técnica de PCR. Para obtener un producto de amplificado de caracteristicas idoneas
la técnica de PCR debe ponerse a punto mediante multiples ajustes tanto en los
tiempos como en la temperatura de cada uno de los pasos de dicha reaccidn, asi como
en las cantidades de cada uno de los reactivos utilizados (ANTPs, Tag ADN polimerasa,

cebadores, tampones y ADN problema).

Los cebadores se diseflaron con una longitud de aproximadamente 20
nucledtidos y su localizacién fue intréonica con el objeto de obtener productos de
amplificado que contuvieran cada uno de los tres exones del gen. De este modo, en el
producto de PCR se conseguia el exdon completo y pequefios fragmentos de los
intrones adyacentes, por lo que fue posible detectar anomalias en los nucledtidos de
estos fragmentos intrénicos.

En cuanto a la secuenciacién del gen, y en concreto al exén 1, se utilizd un
cebador intraexénico, aparte de los dos intrdnicos, para obtener una correcta lectura

de la secuencia completa del exdon ya que, debido a su gran tamafo, esta labor en
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ocasiones era dificultosa en algunas regiones. En algunos trabajos estd descrito realizar
mas de una PCR para obtener amplificados del exén 1 en partes.(97)

Debido a la gran sensibilidad de la PCR, uno de los mayores problemas que
surgen al usar esta técnica es la contaminacion. Se deben extremar las precauciones

para evita rla”)

y es necesario comprobar tanto la integridad del producto de PCR
como la ausencia de contaminacién, para evitar falsos positivos.

Con objeto de obtener un producto de PCR lo mds libre posible de
contaminantes y agentes inespecificos que entorpecieran la posterior secuenciacion,
se realizd purificacion de dicha reaccién y posterior comprobacién de su cantidad y
calidad mediante electroforesis en gel de agarosa. Esta purificacién elimina los restos

de nucledtidos no usados en la PCR y otros agentes que a la hora de la secuenciacion

pudieran entorpecer su lectura.

Se realizd secuenciacion automatica de los productos de PCR de cada uno de
los tres exones del gen VHL obtenidos de todas las muestras tumorales que
constituyen este estudio. Mediante esta técnica se pretendia detectar mutaciones en
el gen VHL a través de la comparacion de la secuencia de ADN obtenida de cada
paciente con la secuencia original. La secuenciacion constituye la herramienta mas
precisa para la deteccidon de alteraciones gendmicas y proporciona una excelente
calidad de lectura que, en la mayoria de los casos, alcanza una fiabilidad superior al
98%. Sin embargo, precisa de una comprobacién final puesto que el éxito de cada
proceso de secuenciacion de ADN es directamente proporcional a la calidad y pureza
de la muestra,ms) por lo que fue necesario incorporar un paso de purificacion de la
reaccion de secuenciacion, antes de ser analizada en el secuenciador.

Cuando se detectaba una anomalia en una secuencia, no se consideraba como
mutacion hasta que no se confirmaba mediante secuenciacién de la cadena
complementaria. Si dicha anomalia aparecia de nuevo, se consideraba mutacion,

mientras que era descartada si la secuencia aparecia normal. Con esta rutina se
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pretendid eliminar al maximo los posibles errores en la lectura de las secuencias, asi
como estar completamente seguros de que las mutaciones encontradas eran tales,
pudiendo descartar asi la existencia de falsos positivos y falsos negativos. Barnabas y

cols.t9

en un estudio sobre 67 tumores renales encuentra 5 patrones anémalos en la
secuenciacion que no se pudieron confirmar mediante secuenciacién en el sentido
opuesto. No es generalizada la realizacién de doble secuenciacién de comprobacién,
que da lugar a una sensibilidad muy cercana al 100% en las mutaciones

(120)

encontradas, en este estudio consideramos que era necesaria la doble

secuenciacion para aumentar la sensibilidad.

La metilacién del ADN es una modificacion epigenética del genoma donde un
grupo metilo (CHz) se une covalentemente a la posicién 5 del anillo pirimidinico de la
citosina (5-MeC), esto ocurre generalmente en un entorno rico en dinucledtidos 5'-
CpG-3’ (sitios CpG). Estos sitios CpG se concentran a menudo en distintas areas del
genoma ricas en citosinas y guaninas a las que denominamos islas CpG. El estado de
metilacion de los sitios CpG puede afectar a la estructura de la cromatina y a la
actividad transcripcional del gen asociado, por lo que tiene un papel importante en

cancer.t?)

La mejor técnica para la determinacién y cuantificacién del estado de
metilacion de un area de gendmica en la resolucién de un solo nucledtido, es el analisis
de la secuencia después de la conversién por bisulfito. Este método se basa en la
capacidad de bisulfito sédico de cambiar residuos de citosina de manera eficiente a
uracilo en el ADN de una sola cadena, no pudiendo hacer esto cuando las citosinas
estan metiladas (5-MeC). Después de la amplificacién por PCR todos los residuos de
uracilos y timinas son amplificados como timinas (T) y solo los residuos 5-MeC son

amplificados como citosina (C).(m)
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Al igual que en el caso de la secuenciacion, la calidad del ADN es directamente
proporcional a la calidad y pureza de la muestra, por lo que es necesaria la previa
purificacion del mismo antes de su procesado. La posterior secuenciacién de los
productos de PCR amplificados ofrece informacién detallada sobre todos los sitios

CpG en la region amplificada.

Se realizé el analisis de inmunohistoquimica a todas las muestras tumorales de

CCRCCy en todos los pacientes de CCR para CA-IX.

El estudio de la anatomia patoldgica ha sufrido grandes avances importantes en
las ultimas décadas en busqueda de diagndsticos mds precisos y completos. Sin
embargo, en el area de procesamiento de tejidos los avances han sido escasos, por lo
gue se continda la busqueda de métodos alternativos que nos permitan obtener
muestras procesadas en un menor tiempo, menor coste y que no representen riesgo

para la calidad del tejido ni para sus propiedades tintoriales.*?®

La técnica de inmunohistoquimica es una de las técnicas mas importantes en
anatomia patoldgica y la calidad de los anticuerpos a utilizar y la calidad del tejido es

fundamental para evitar que se generen falsos positivos.(m)

En este estudio todos los anticuerpos utilizados fueron monoclonales los cuales
poseen como ventaja el presentar una mayor homogeneidad que los policlonales, lo
gue conlleva una mejor reproducibilidad y una mayor afinidad por la proteina a
estudiar.

Ademas todos los casos fueron evaluados por el mismo patélogo, para que la

interpretacion de los resultados fuese mas restrictiva.
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Se analizaron por western blot todas las muestras tumorales y tejido sano de
todos los pacientes para la proteina CA-IX y sélo los de célula clara para ERK5 y ERK2.

Se tomd como control el parénquima renal sano de cada paciente para la
comparacion de la mayor o menor expresion de la proteina del tumor con respecto a
su control sano. El peso molecular de cada proteina también fue un pardmetro
importante a tener en cuenta como control, ya que daba la seguridad de que la banda
correspondia a la proteina en cuestion.

Para validar la prueba del western blot, se evaluaron los parametros
especificidad, limite de deteccién, precisién (repetibilidad, precisién intermedia y
reproducibilidad) y robustez.

Se trabajé con los mismos reactivos, equipos, condiciones de laboratorio, en
dias diferentes y soluciones preparadas en el mismo laboratorio. Los datos fueron
reproducibles ya que se repitieron los western blots con condiciones, soluciones y dias
diferentes.

Antes de comenzar el estudio se testaron los anticuerpos utilizados para la
técnica de western blot en lineas celulares para cerciorarse de la puesta a punto de la
técnica. El anticuerpo usado para western blot para la proteina CA-IX fue de distinta
casa comercial al utilizado para la técnica de inmunohistoquimica, ya que el anticuerpo
de Abcam® tiene mayor indicacidn para inmunohistoquimica y el de Santa Cruz
Biotecnology® estd indicado Unicamente para western blot, ademas se realizaron
pruebas control para testar los anticuerpos que nos hicieron tomar esta decision
puesto que el anticuerpo de Abcam® generaba bandas inespecificas por western blot.

Se intentd realizar la técnica de western blot para la proteina VHL pero no se
consiguié ver VHL enddgeno en lineas celulares, Unicamente se vio en lineas que lo
tenian sobreexpresado, por lo que en tejido seria todavia mas complicado y se decidid

no realizar finalmente el analisis de esta proteina mediante esta técnica.
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5.2.- ESTUDIO DE LA PROTEINA CA-IX

Aunque primariamente se describié la mucosa gdastrica como Unico tejido

(124)

normal en el que CA-IX se expresaba, estudios mas recientes han demostrado que

CA-IX puede aparecer con menor intensidad en otros tejidos normales."™® Sin
embargo, es fundamentalmente en los tumores donde se manifiesta su expresién.*

En cualquier caso, el tejido renal normal constituye una localizacién en la que
no se ha demostrado presencia de CA-IX mientras que en el CCR, esta expresiéon es
patente y de manera casi exclusiva en el subtipo de células claras, de forma que en las
ocasiones que se ha encontrado expresidon en otros tumores renales, ademas de
escasas, se ha sugerido la posibilidad de ser falsos positivos.(126’127)

Por otro lado, el diagndstico patoldgico de los tumores en general ha cambiado
y en particular el de los tumores renales, que ya no se basan Unicamente en criterios
microscopicos.?® Asi pues, la clasificacion actual més usada para la catalogacién de
los tumores renales publicada por la OMS en 2004 separa los tumores basdndose en
la morfologia histolégica, comportamiento clinico y en las alteraciones genéticas
(mutaciones) subyacentes.

Diferentes técnicas son actualmente utilizadas para apoyar el diagndstico
histopatoldgico clasico, basadas en su mayoria en la variable expresion de
determinados genes o proteinas atendiendo a su origen histoldgico, tales como PCR-
cuantitativa, microarrays, western blot, etc. Teniendo en cuenta estos aspectos, se
conoce que los genes relacionados con la angiogénesis estan sobreexpresados en el
CCRCC, por lo que la distinta manifestacion de los mismos son la base de algunas
terapias antiangiogénicas usadas en la actualidad o en diversas fases de ensayos
clinicos.™®
La expresion de CA-IX fue exclusiva de los CCRCC en nuestro estudio. Valorando

este hecho, podemos plantearnos el uso de dicha expresion para el diagndstico. Si bien

se ha comunicado expresién de CA-IX en subtipos distintos al de células claras (nunca
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en los carcinomas cromoéfobos), cuando aparece se encuentra en un porcentaje mucho
menor y con menos intensidad.“>*3%13) Ademds se ha de tener en cuenta qgue se han
descrito tumores que presentan arquitectura fundamentalmente papilar, pero que
cuentan con una extensién importante de células con citoplasma claro (este tipo de
tumores serian los englobados como inclasificables en la clasificacion histolégica) y que
en estudios moleculares muestran caracteristicas de los tumores de células claras,
como inactivacion de VHL, pérdida de heterocigosidad en el brazo corto del
cromosoma 3, etc.,, que podrian explicar una sobreexpresidon de CA-IX."3?) Esta
circunstancia se podria trasladar a aquellos tumores con diferenciacién sarcomatoide
extensa y cuyo origen celular es dificil de catalogar por sus caracteristicas
morfolégicas.

Otro punto importante a discutir es el hecho de que CA-IX se relacione con pTy
pM vy estadio TNM altos. En nuestra serie puede deberse a que los tumores de célula
clara presentaban estadios mas altos, lo que por otra parte es légico ya que es el
subtipo tumoral con peor pronéstico.®®

En el presente estudio se pretendia a su vez estimar la validez de dos métodos
distintos de deteccién de expresidon de CA-IX. La inmunohistoquimica constituye el
método clasico utilizado por patdlogos y depende de la subjetividad del mismo. El
western blot es una técnica mas objetiva, menos generalizada para el diagndstico
clinico-patoldgico, pero sujeta a menos errores y subjetividad.(lss) Segln los resultados
obtenidos, encontramos altos porcentajes de acuerdo especifico positivo, negativo y
global, al considerar que los CCRCC tenian expresion constante de CA-IX, como en
realidad fue. Comparados entre si, se puede inferir que ambas técnicas son validas
para la deteccion de expresién de CA-IX. No obstante, se obtuvo un leve mejor
resultado a favor de la inmunohistoquimica debido a dos falsos negativos detectados
por western blot. También es cierto, que en la inmunohistoquimica se esta seguro de
gue soélo se valora el tumor, y en el caso del extracto para western blot no se puede
estar completamente seguro de que solo se esté tomando tejido tumoral y no haya
tejido sano en la muestra. Los casos considerados falsos positivos fueron iguales para

ambas técnicas, pero ambos casos correspondieron con los tumores clasificados como
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inclasificables, lo que se puede explicar por un origen o transformacién en células
claras como se ha comentado anteriormente. Por estas razones, la sensibilidad para la
inmunohistoquimica fue superior a la del western blot, aunque ambas pruebas
mostraron porcentajes de sensibilidad y especificidad altos. Si bien la muestra limitada
de este estudio no permite generalizar estos resultados para su uso habitual en clinica,
si sirven de aproximacion diagndstica. Ademas la inmunohistoquimica y el western blot
se han realizado con anticuerpos diferentes, lo que podria justificar esa pequefia

diferencia en el resultado.

Por lo tanto, podemos considerar ambas técnicas de deteccidon de CA-IX como
validas para el diagnéstico de CCRCC, fundamentalmente en los casos en que los
criterios morfolégicos no sean suficientes y, ocasionalmente, para predecir el
comportamiento clinico de los mismos y el planteamiento de nuevas alternativas
terapéuticas emergentes en el cancer renal, ya que se ha postulado la posibilidad de
CA-IX como marcador de prondstico dependiendo de su expresion y de respuesta a

ciertos agentes tera péuticos.(134'136)

5.3. ESTUDIO DEL GEN Y PROTEINA VHL.

El CCR se compone por distintos subtipos histolégicos con comportamientos
clinicos diferentes y son una multitud de genes en los que reside la causa de cada una
de estas neoplasias. En la medicina del futuro podria ser posible individualizar los
procesos terapéuticos del cdncer de rifidn si comprendiésemos las bases genéticas de
cada tipo.(m) Un punto importante para llegar a ello seria la mejora progresiva de las
técnicas de biologia molecular y el conocimiento de las alteraciones citogenéticas que
se producen en el CCR. Este conocimiento en la actualidad ha mejorado
considerablemente, conociéndose nuevos datos que ayudan a una mejor comprension
de la carcinogénesis renal, asi como a aportar instrumentos que mejoran el

diagnéstico, prondstico y tratamiento de este tumor.3®
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En cuanto a lo que se conoce de la biologia molecular del CCR esporadico, se
han observado multiples alteraciones genéticas, la gran mayoria estan ligadas al gen
VHL, o a la regién del brazo corto del cromosoma 3 donde reside."" En consonancia
con su papel como supresor tumoral, la pérdida de la funcién normal de VHL es algo
comdn en tumores renales esporadicos.'**” Las mutaciones somaticas cuando ocurren
en un gen supresor tumoral pueden iniciar el desarrollo de un cancer. Se ha sugerido
que la pérdida de funcién de la proteina VHL puede ser un paso precoz en la
tumorogénesis renal.**® Un hecho gue apoya esta teoria es que la restauracién de la

funcién de VHL es suficiente para suprimir la capacidad de formar tumores.®4Y

5.3.1. ESTUDIO MUTACIONAL DEL GEN VHL.

En nuestro estudio como ya se ha comentado, sélo se realizdé el analisis
mutacional del gen VHL Unicamente a los tumores con subtipo histolégico de células
claras. En general, se considera que las mutaciones producidas en el gen VHL en los
tumores renales aparecen con mucha mas frecuencia en este subtipo y son mas
infrecuentes en otros subtipos aunque estén descritas, por lo que no vimos necesario
realizar el analisis a los tumores con diagndstico de otros subtipos histolégicos(m)

Se detectaron mutaciones en 13 pacientes (26,0%). La prevalencia de
mutaciones comparada con la de otros estudios es mas baja; asi Schraml y cols.

)3y Gnarra y cols. detectaron 56 en 98

encontraron 38 en 113 pacientes (34%
pacientes (57%).(144) Es probable que la mejora de las técnicas de laboratorio y la
comprobacién de las mutaciones en las dos direcciones (con ambos cebadores: Fw y
Rv), hagan que en nuestro caso, los porcentajes de deteccién de mutaciones hayan
sido menores ya que al hacer el estudio mas restrictivo la probabilidad de falsos
positivos es menor.

En nuestro estudio el porcentaje de mutaciones es ligeramente superior a los

obtenidos en un trabajo previo de nuestro grupo en el que se encontraron 22,1%. Sin

embargo, el estudio anterior ademas de los casos de CCRCC también incluyd otros
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subtipos de CCR, lo que podria explicar que ese porcentaje haya sido inferior.

Todas las mutaciones detectadas en el presente estudio fueron en
heterocigosis, por lo que para considerar que la mutacion produzca alteraciones en la
funcion de la proteina debe existir una alteracion en el otro alelo del gen. Esta
alteracion habitualmente consiste en pérdida de heterocigosidad o en la
hipermetilacion de determinadas zonas del gen, las cuales ocurren con alta frecuencia,
llegdndose a describir porcentajes superiores al 90% en diversos estudios. 138:145:146)

En nuestro estudio no se realizé deteccion de pérdida de heterocigosidad pero
si se analizd el estado de hipermetilacion del promotor, coincidiendo en dos casos
mutacion e hipermetilacién. En uno de esos dos casos el tumor se encontraba en
estadio pT3b, pM1 y grado de Fuhrman 4; el otro caso presentaba estadio pT1lb con
grado de Fuhrman 2 y pMO. Se consideré que existia una elevada probabilidad de que
en el resto de muestras mutadas existiese pérdida de heterocigosidad ya que el
porcentaje de alteraciones en el gen VHL descritas por otros autores es superior al
encontrado en nuestro estudio. Ademas para que la proteina no se exprese debe
haber alteracion en los dos alelos, y como ya se ha mencionado, Unicamente en dos
casos se observo doble alteracion en los estudios genéticos que hemos realizado
(hipermetilaciéon y mutacién) cuando el numero de pacientes que no expresaba VHL
fue mayor. En nuestro caso no se realizé analisis de pérdida de heterocigosidad, la cual
es otro tipo de alteracidn descrita, por lo que completar el estudio de alteraciones
estudiando la existencia de pérdida de heterocigosidad podria aumentar nuestro
porcentaje.

En cuanto a la clinica, no se ha hallado relacién estadisticamente significativa
en el presente estudio entre la existencia de mutacion, con los distintos parametros

clinicos ni patoldgicos lo que concuerda con otros estudios™*®

exceptuando al grado
de Fuhrman, en el que se encontré un mayor nimero de mutaciones en estadios bajos
(3 mutaciones en pacientes con grado de Fuhrman 1 y 7 mutaciones con grado de
Fuhrman 2). El hecho de esta falta de asociacién entre mutaciones y parametros
clinico-patoldgicos sugiere que la mutacion del gen VHL estd relacionada con el origen

., 2 . . .
pero no con la progresién tumoral.*”En un estudio previo de nuestro grupo realizado
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por Giménez Bachs y cols.!?® tampoco hallaron relacién con los distintos parametros
clinicos y patolégicos pero si observaron que el mayor nimero de mutaciones también
se dio en pacientes con grado de Fuhrman 2 y en cuanto al estadio, el mayor
porcentaje de mutaciones se encontrd en estadio pT1, mientras que no hallaron
ningln tumor en estadio pT4, hecho que apoya esta idea.

La mayor parte de las mutaciones detectadas en este estudio se localizaron en
el exén 1 (53,8%). Si bien existen estudios donde la mayor parte de las mutaciones
residen en el exén 2.191371%9) gq tiende a pensar que, en general, las mutaciones se
agrupan fundamentalmente en el ultimo tercio del exdén 1y los exones 2y 3,(147) lo que
resultaria légico teniendo en cuenta que es en esta zona donde se codifican los
dominios funcionales de la protel'na.(34) Todas las mutaciones detectadas en el
presente estudio se localizan a partir del codén 62 del gen, por lo que se confirma la
tendencia de un menor nimero de mutaciones en los primeros residuos.™”) Est3
descrito que hay mayor agresividad en los tumores que presentan mutaciones en el
exén 3.9 En este estudio, encontramos una de los dos casos con mutaciones en este
exon con estadio pT3a, lo que apoya estas observaciones.

Encontramos tres tipos distintos de mutaciones: mutacion puntual, delecién e
insercién. La mutacidon mas frecuente fue la delecion (38,5%). Si las mutaciones que
aparecen en los tumores familiares son fundamentalmente puntuales y de cambio de
sentido, la mayoria de las mutaciones que aparecen en tumores esporadicos resultan
en una proteina truncada, ya sea por la aparicion de un coddn de parada en una
mutacion puntual o por la presencia de deleciones o inserciones que habitualmente
resultan en una “catastrofe” molecular.**® Por tanto, nuestro estudio apoya el hecho
de que la mayoria de las alteraciones genéticas que se encuentran en conjunto son
deleciones e inserciones. Todas las mutaciones puntuales fueron transversiones
guanina por citosina. Parece que las transversiones son mas frecuentes cuando
ocurren en tumores esporadicos, mientras que se han detectado mayor proporcién de
transiciones en las mutaciones germinales o de casos familiares.

La aparicidon de una proteina truncada como consecuencia de una mutacion

genera una pérdida absoluta de la funcion de la proteina. En la mayoria de los casos
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desaparece la expresién de la proteina, y por tanto deja de ejercer su funcion
supresora tumoral, dando paso a la activacién de mecanismos que pueden llevar a la
génesis tumoral. De las 12 mutaciones detectadas en localizacién exdnica, 11
originaron una proteina truncada y solo una de ellas no supuso cambio en el
aminoacido codificado (mutacion silente). El cambio de un aminoacido por un codén
de parada prematuro se produjo en dos ocasiones, siendo las restantes proteinas
truncadas por un cambio en la pauta de lectura debido a la delecién de nucleétidos en
5 casos y a 4 de insercidn de una adenina. Unicamente, una de las deleciones halladas
ocasiond la pérdida de un coddn entero y, por lo tanto, no se modificéd la pauta de
lectura, pero dio lugar a una proteina con un aminodcido menos. En el resto de
deleciones e inserciones si se modificé la pauta de lectura por lo que dichas proteinas
sufrieron un cambio total de su estructura. En estos casos, depende de la localizacién
de los aminoacidos delecionados y de su importancia para la funcién de la proteina, el
que la pérdida sea o no relevante, aunque lo habitual es que generen una proteina
truncada.

En cuanto a las mutaciones intrénicas, éstas pueden tener efectos perjudiciales
sobre la proteina expresada, ya que es en estas porciones de ADN donde pueden
residir determinadas secuencias reguladoras, promotoras o amplificadoras de la
transcripcion. Los intrones son secuencias interpuestas de ADN que no codifican
ningun producto y que son eliminadas por un mecanismo de “corte y empalme”
durante la maduracién del ARN mensajero. Aunque se ha defendido que estas
secuencias pudieran representar un exceso de ADN, hoy en dia se piensa que juegan
un importante papel en la evolucidn y que presentan funciones bioldgicas

potenciales.(lso)

Hay mutaciones puntuales en los intrones que producen un
acoplamiento defectuoso de las secuencias intermedias, esto interfiere con el
procesamiento normal del ARN mensajero inicial y da lugar a un fallo en la produccién
del ARN, pudiendo afectar la traduccién y no llegar a sintetizarse la protel'na.(m)

En este estudio se encontrd una mutacién intrénica que consistié en un cambio
de base en la posicién +4 del intron 2. Este cambio de base aparecid justo en el

segundo nucledtido después de la timina de la secuencia de splicing o de “corte y
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empalme” del intrén 2. Si bien no afecta directamente a dicha secuencia, el hecho de
que esté tan proximo al lugar de splicing podria perturbar la correcta eliminacién del
intrén 2 y, por tanto, del ARN mensajero, de manera que no se produjera un ARN
normal y que, o bien se transcriba una proteina alterada, o bien el ARN sea defectuoso
y no permita la traduccion proteica y su expresién, afectando finalmente la funcion de
la misma.

Con todo ello, podemos ver que las mutaciones, ocurran en los exones o en los
intrones, pueden generar alteraciones de gran importancia en la futura proteina. Por
tanto, el CCRCC presenta mutaciones en el gen VHL no del todo especificas, sino mas
bien invalidantes de la funcion de la proteina, y es ahi donde quiza resida su capacidad

tumorogénica.

5.3.2. ESTUDIO EPIGENETICO DEL GEN VHL.

Se han observado patrones de metilacion del ADN anormales, ya sea por
hipermetilacion o hipometilacién, en muchos tipos de céncer, los cuales conllevan la
inactivacion de genes supresores de tumores y la inestabilidad del genoma.(m) De
hecho, se ha demostrado por un lado que hay una hipermetilacidon restringida a
determinadas regiones del ADN que inactivaria genes constitutivos y genes supresores
tumorales debido a un cambio estructural de la cromatina que la hace inaccesible a los
factores de transcripcién.(153) Entre los genes mds frecuentemente reprimidos por
hipermetilacion del promotor en cadncer se pueden destacar supresores tumorales
como VHL, BRCA1, p6/CDKN2, p21, Rb;(154) genes de reparacion del ADN como
hMLH1,1*) proteinas kinasas asociadas a muerte celular o el gen de |la
Trombospondina-l.(154) Por otro lado, también se ha observado que puede haber una
hipometilacién generalizada del genoma en tejidos tumorales™?® la cual podria
generar una inestabilidad cromosémica.’*® Este hecho podria inactivar genes de

(156,157)

control de la proliferaciéon y el crecimiento. asi como generar la sobreexpresion

de proteinas involucradas en procesos de invasion y metastasis.!**®
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Diversos estudios han mostrado que el CCR puede estar relacionado con la
hipermetilaciéon de una amplia variedad de genes, como, por ejemplo: CDH1, APC,
MGMT, RASSF1A, GSTP1, p16, RAR-beta2, ARF, Timp-3, VHL y el gen de la E-
caderina.**® En cuanto al gen VHL, la hipermetilacién de su promotor Unicamente
aparece en el CCR de tipo células claras.™ E| gen VHL puede ser inactivado por
hipermetilacion de las islas CpG que normalmente no estdn metiladas, en la regién

5',(31’159’160) este mismo fendmeno ha sido detectado en una gran variedad de genes

supresores tumorales.!**

Se ha descrito hipermetilacion en el gen VHL en tumores con subtipo
histolégico de células claras con un porcentaje de entre el 15% y el 19% 4197161 cyyo
resultado final es la silenciacion alélica. En el presente estudio hemos obtenido un
porcentaje de 19,6% lo que se ajusta a lo encontrado en lo publicado. En algunos
estudios se han visto casos con metilacion en un alelo y mutaciéon en el otro, y
ocasionalmente ambos alelos estan metilados.**® Igualmente, se han encontrado dos
casos en el que aparecié mutacidon e hipermetilacion conjuntamente, como ya se
menciond anteriormente

Encontramos metilacién del promotor del gen VHL en 9 casos (19,6%), no
hallandose correlacién estadisticamente significativa entre el estado de metilacion del
promotor y los parametros clinicos. Se ha descrito que en estadios mdas avanzados
(pT3) o cuando existe progresiéon del tumor, aparecen eventos genéticos de este
tipo.(MS) Si observamos una tendencia lineal, aunque no significativa, al relacionarlo
con la presencia de metastasis a distancia. Quizas con un aumento en el muestreo, se
igualaria a lo publicado por otros autores. Si se vio que la presencia de metilacidn
correspondia con Fuhrman mas altos, hecho que también observaron Banks y cols., 6%
lo que indica también un peor prondstico. Otros autores no han encontrado relacién
entre el estado de metilacion del gen VHL con los pardmetros clinicopatolégicos

habituales. 1163
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5.3.3. ESTUDIO DE LA PROTEINA VHL MEDIANTE LA TECNICA DE
INMUNOHISTOQUIMICA.

El estado de la expresién de la proteina VHL por inmunohistoquimica fue
negativo en 8 casos (16%) y bajo en 10 casos (20%). Paraddjicamente la presencia de
mutacion corresponde a una mayor expresion de la proteina por inmunohistoquimica
lo que, en principio, no tiene sentido. Una posible explicacion a esto seria que la
mutacion se encuentre fuera del dominio de reconocimiento del anticuerpo, o que la
region o el epitopo de reconocimiento del anticuerpo utilizado mediante la técnica de
inmunohistoquimica no haya sido afectado por dicha alteracion (encuéntrese o no la
mutacion dentro de esta regidn), lo que puede hacer que el marcaje sea positivo
aunque la proteina no sea funcional. Ademds en la inmunohistoquimica se pueden
generar falsos negativos (otras proteinas que interaccionen con el anticuerpo) ya que
no se posee un criterio como el peso molecular que no dé lugar a duda de un posible
marcaje inespecifico. Otra posibilidad seria que la mutacidn afectara a la estabilidad de
la proteina. Por ejemplo, es sabido que en el caso de otros genes supresores
tumorales, como es el caso del gen p53 las técnicas de inmunohistoquimica estan
basadas en que las mutaciones en el este gen inducen cambios conformacionales en la
proteina que causan un incremento en la vida media de la proteina, acumulacion y

164,1 .
(164,165) por lo que las mutaciones en el gen son

sobre-expresiéon a nivel nuclear
necesarias para la deteccién de la proteina por inmunohistoquimica.

Lo que si concuerda con la bibliografia revisada es que la metilacidon del gen
VHL y la ausencia de expresion de proteina VHL se correlacionaron con el grado de
Fuhrman (p<0.05),(162) ya gue como supresor tumoral, la inactivacién o no expresion de
esta proteina correlacionard con un peor prondstico. Ademas, el hecho de que la

expresion de VHL estuviera ausente se correlacioné con la presencia de metdstasis a

distancia.
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Por todo ello podemos decir que la presencia de mutaciones o metilacidén no
conlleva necesariamente la ausencia de expresion de proteina VHL analizada por
inmunohistoquimica, pero si que la ausencia de expresion de dicha proteina se

correlaciona con un peor prondstico.
5.4. ESTUDIO DE LA PROTEINA HIF-1c.

Una de las dianas del complejo VCB-CUL2 es HIF-1a. como ya se dijo, factor que
juega un papel fundamental en la regulacion de genes envueltos en metabolismo

energético, angiogénesis y apoptosis en respuesta a hipoxia.(166'167)

A partir de los 47 tumores analizados se encontré que el 89,4% de ellos
presentaron sobreexpresién de HIF-1a, hecho que viene a decir que en este subtipo de
tumores (carcinoma renal de células claras) se produce un aumento significativo de la
expresion de HIF-1a en la mayoria de los casos. Este dato concuerda con lo referido en
la bibliografia.

Las mutaciones en el dominio 3 de VHL reducen la unién de ambas proteinas
(VHL y HIF-10) y por tanto bloquean la degradacion de HIF-10..*%*"% Las mutaciones
en el dominio a de VHL también estabilizan HIF-1a ya que previene la formacion del
complejo VCB. En dicho estudio todas las mutaciones de VHL se encontraban dentro
del dominio B, por lo que esperabamos ver expresion de HIF-1la en los tumores
mutados y de acuerdo con lo esperado todos los tumores que presentaron mutacion,
excepto un caso, expresaban HIF-1a.

En cuanto a la relacién de la expresion de HIF-1la con el prondstico de los
pacientes, no esta clara que la expresion de dicha proteina conlleve a un peor
prondstico. Autores como Lidgren y cols.®” investigaron la expresidn de esta proteina
en 66 casos de célula clara, 20 papilares y 6 cromdfobos, concluyendo que los niveles
de HIF-1a varian de unos subtipos de CCR a otros y que en el CCR convencional HIF-1a
es independiente como factor prondstico. No se vio asociacion entre la expresion de

HIF-1o. con el estadio tumoral, grado, tamafio o presencia de metdstasis. En otro
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estudio, como el de Klatte y coIs,(gs) hallan importancia en la expresion de HIF-1a. como
indicador prondstico en pacientes con CCRCC metastatico, ya que correlacionaron una
elevada expresion de la proteina con una supervivencia pobre y sugieren que, en
conjunto, las proteinas HIF-1a y CA-IX representan unos marcadores complementarios
ideales para la prediccidon del prondstico. En nuestro estudio no se hallé relacidn
estadisticamente significativa con el estadio pT, pN y pM, ni con el TNM, ni en general
con ninguna de los pardmeros clinicos aunque el hecho de que la mayoria de los
tumores sobreexpresen HIF-1o puede ser la explicacion. Esto es ldgico, HIF-1a es la
diana directa de VHL, si VHL no correlaciona, HIF-1a es dificil que lo haga.

Si se vio que la expresién de este factor correlacionaba significativamente con
el grado de Fuhrman. Los Unicos casos negativos, correspondian a grados altos, 3y 4.
Lo cual no concuerda con lo esperado. Una explicacion podria ser que el efecto de VHL
sobre HIF-1a sea necesario en la génesis del tumor pero no en los estadios mas

avanzados donde ya esta el tumor establecido.

5.5.- ESTUDIO DE LA PROTEINA VEGF.

Entre los recientes avances en el desarrollo de las terapias diana para el
tratamiento del cancer uno de los temas que ha generado mayor interés es el
desarrollo de agentes inhibidores de la angiogénesis 42172) ) o5 tumores requieren un
crecimiento y remodelacion vascular cons tante, generalmente no pueden crecer mas
alla de 1-2 mm de diametro sin desarrollar un aporte vascular . Hoy por hoy se han
descrito muchos factores pro y antiangiogénicos. Uno de los factores de mayor

importancia en el desarrollo vascular es la proteina VEGF."®?

Como ya es sabido, en un alto porcentaje de carcinomas renales de células
claras se produce inactivacion del gen supresor VHL, inhibiéndose la generacion de un
complejo transcripcional de elongacién denominado elongina que regula

negativamente el factor inducible de hipoxia (HIF-1a) que activa los genes que regulan
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ciclo celular, angiogenesis y formacion de matriz extracelular ;**® |o que da lugar,

entre otras, a una sobrexpresion de VEGF.

Las terapias con agentes directos contra las proteinas del VEGF o del receptor
de VEGF han demostrado inicialmente una actividad clinica en el carcinom arenal
metastasico, ya que el tratamiento directo contra el VEGF parece tener una fuerte
racionalidad biolégica, como se ha demostrado en diversos ensayos clinicos . Es
interesante plantearse determinar la expresion del VEGF en tumores renales de células
claras, con laintencién de establecer grupos de tumores en los que podria ser mas
eficaz este tipo de tratamientos.

De los 47 casos analizados en este estudio, 16 casos fueron negativos y 31
positivos para la expresién de VEGF. La expresion de VEGF se correlaciond con grados
de Fuhrman altos, con estadios TNM altos y con la presencia de metdstasis a distancia.
De hecho en el analisis multivariante la Unica variable que se relacién con la presencia
de metastasis fue la expresion de VEGF, de manera que los pacientes que tienen VEGF
expresado multiplican por 8 la probabilidad de sufrir metastasis en el momento del
diagndstico. Podemos decir por tanto, que la expresion de la proteina VEGF presenta
un comportamiento que podria establecerse como marcador pronéstico.

Apoyando los resultados de este estudio, diversos autores relacionan la
expresion de VEGF con la presencia de metastasis, ya que es un factor importante en la
creacién de nuevos vasos sanguineos, por lo que VEGF estd ligado a un mal
pronéstico.(m) Ademas incluso en estudios en los que se ha analizado la expresidon de
VEGF en tumores no metastdsicos, la expresion de éste estaba ligada a estadios TNM y
grados avanzados.’¥

Los resultados obtenidos hacen interesante el estudio de la expresion del VEGF
en los tumores renales de células claras , utilizando series mas amplias y comparando
los casos en el mismo estadio independientemente de su evolucion, lo cual podria
permitir separar grupos de tumores en base ala expresion del VEGF, abriendo la

posibilidad al beneficio terapéutico de la inhibicion del VEGF.
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5.6. ESTUDIO DE LAS MAPK (ERK5 Y ERK2).

El hecho de elegir las proteinas ERK5 y ERK2 como MAPK a analizar en este
estudio viene debido a que ambas proteinas estan relacionadas con proliferacién y, en
concreto ERKS5, con la vascularizacion, que como ya se ha comentado, es un proceso
abundante en el CCR. Ademas, VHL controla tanto a HIF1-a como a ERK5 lo que, desde
el punto de vista bioldgico, puede tener distintos significados.(so) Por un lado, el que
ambas proteinas estén controladas por VHL hace que las dos se estén degradando en
condiciones normales de oxigeno y en las que VHL es funcional en la célula; sin
embargo, esta degradacion es diferente en cuanto a la eficiencia ya que la degradacion
de HIF1-a es mas eficaz que la de ERK5. Por otro lado, ambas proteinas poseen dianas
comunes, por lo que en condiciones en las que HIF1-a no fuera funcional, como puede
ser en normoxia, la regulacion de esos genes diana dependeria de ERK5; esto
supondria una via de regulacién alternativa de genes que se expresan principalmente
en hipoxia por la induccién de HIF1-o."7®) Adem4s, determinados estudios han
propuesto la existencia de una regulacion de HIF-1a mediada por ERK5.7® Este hecho
serviria para controlar el exceso de genes que se transcriben en respuesta a hipoxia,
ERKS estaria controlando la estabilidad de HIF1-a evitando un aumento excesivo de los
niveles de las proteinas diana, entre las que se encuentra VEGF, principal responsable
de la angiogénesis. De cualquier modo, VHL es considerado como un supresor de
tumores, lo cual encaja con el efecto inhibitorio sobre ERK5, una ruta claramente
implicada en crecimiento celular.

Desde el punto de vista clinico, el papel de ERK5 en crecimiento celular y cadncer
seria consistente con datos que reflejasen expresidn de dicha proteina en tumores de
pacientes con peor prondstico. Asi, en un estudio realizado por Arias y cols.® se vio

gue en casos diagnosticados como carcinoma renal de célula clara, pacientes con un
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bajo estadio TNM presentaban muy bajos (o inexistentes) niveles de proteina ERK5. De
la misma forma, los pacientes con altos niveles de ERK5 en tejido tumoral
correlacionaban con estadios mas avanzados de la enfermedad. En consonancia con
ello, en nuestro caso la sobreexpresiéon de ERK5 en tejido tumoral con respecto al
parénguima renal sano, correlacioné con estadios TNM avanzados y con la presencia
de metastasis a distancia.

La ruta de ERK5 también se ha asociado a diferentes procesos angiogénicos. Se
ha relacionado tanto con la angiogénesis embrionaria, necesaria para la correcta
formacién de nuevos vasos, como con procesos de angiogénesis en adultos,
importante para la curacién de heridas y, ademas, con procesos patolégicos como es la
angiogénesis tumoral. En el presente estudio, las muestras tumorales presentaron
aumento de la expresién de la proteina ERK5 en el 58% de los casos, correlacionando
de manera significativa con VEGF. Como ya se menciond, parece ser que ERK5 regula
los niveles de VEGF en procesos de hipoxia, siendo éste uno de los factores de

(176177) Este hecho es

crecimiento necesarios en la formacion de nuevos vasos.
consistente con que en nuestro estudio la mayor parte de los tumores que expresaron
VEGF, sobreexpresaron ERK5 (21 de 31 casos). Ademas apoya el que VHL regule
también a ERKS5.

La expresion de VEGF y ERK5 se relaciond con estadios tumorales altos asi
como con la presencia de metastasis, por lo que también podria establecerse como
marcador prondstico. Esto concuerda con lo descrito por otros autores los cuales
sugieren que ERK5 podria considerarse un biomarcador nuevo para el carcinoma renal
de célula clara®® y supondria una buena herramienta a la hora de establecer un
protocolo de seguimiento mas individualizado del paciente. Es mas, el estudio de la
ruta de ERK5 podria ser de gran potencial terapéutico, de hecho, en nuestro grupo
(datos no mostrados), hemos comprobado el efecto téxico de diferentes inhibidores
de ERK5 sobre lineas celulares provenientes de CCRCC como son las ACHN; lo que
también apoya que ERK5 pueda ser diana terapéutica en el CCRCC. Ademas, la

importancia de ERK5 como marcador prondstico se podria extrapolar a otros tipos de

, . . . _ 1
canceres, un ejemplo de ello es el estudio realizado por Simdes y cols.*”® los cuales
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relacionan la ruta de ERK5 con progresién tumoral y metdstasis. Es mas, diversos
autores han mostrado interés recientemente por esta proteina realizando estudios en
los que han descrito alteraciones en ERK5 en otro tipo de tumores como prdstata,
mama, hepatocarcinoma o mieloma multiple.8%%

En cuanto a ERK2 , no se encontraron variaciones en los niveles de expresion
de la proteina en tejido tumoral y tejido sano. Esta proteina posee una alta homologia
a ERK5, motivo por el cual se planted su estudio; pero no hay evidencias de que sea
diana de VHL, lo que podria justificar esta ausencia de variacién en el carcinoma renal
de células claras con respecto al parénquima renal sano. Ademas ERK2 es una proteina
casi de expresion constitutiva (ya que en todos los tejidos hay ERK1/2). Por lo que
hubiese sido deseable realizar estudio de funcionalidad (estudiar si la proteina se
encuentra fosforilada) debido a su implicaciéon en proliferacién, pero el uso del fosfo-
anticuerpos implica un procesado de la muestra rédpido y dado el tipo de metodologia
empleada para extraer la muestra el nimero de falsos positivos seria muy elevado.
ERK2, no parece un buen biomarcador ni parece estar implicado en esta patologia. De
hecho evidencias en cultivo (no mostradas) indican que células derivadas de CCR
pueden crecer en presencia de inhibidores para ERK1/2, pero si es en presencia de
inhibidores de ERK5 las células presentan una alta toxicidad al inhibidor. Ademas
existen estudios en los que se ha observado la existencia de unos genes diana
comunes para las rutas de HIF1-a y de ERK5 que no se ven afectados por la ruta de
ERK2,"") hecho que también indica que la ruta de las proteinas ERK1/2 no se vea

afectada por la ruta de VHL.
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6. CONCLUSIONES

1.- CA-IX es un marcador especifico del carcinoma renal de células claras. Las
técnicas de inmunohistoquimica y de Western blot para la deteccion de la expresion
andmala de proteina CA-IX en CCRCC son validas para el apoyo de las técnicas

diagndsticas basadas en la morfologia tumoral.

2.- El carcinoma de células renales de células claras de aparicién esporddica
presenta alteraciones en el gen VHL, por mutacion y/o metilacion, en porcentajes de

26% vy 21,7% respectivamente.

3.- El estudio mediante inmunohistoquimica de VHL no es relevante en el
CCRCC. Las alteraciones en el gen VHL (mutaciéon/metilacién) no se correlacionan con

un patrén determinado de expresion de la proteina VHL por inmunohistoquimica.

4.- La expresion de VHL no se correlaciond con la expresién de las otras
proteinas implicadas en la via de sefalizacién. La ausencia de expresidon de proteina

VHL se asocia con grados de Fuhrman altos.

5.- Los CCRCC presentan, en general, un aumento significativo de la expresién

de HIF-1a.

6.- Las proteinas VEGF y ERK5, pueden establecerse como marcadores
prondsticos. La expresidon de ambas proteinas esta correlacionada entre si y se
expresan, en mayor porcentaje, en grados de Fuhrman y estadios TNM mas altos.
Ademads, su expresion estd directamente ligada a la presencia de metdstasis a

distancia.
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INTRODUCCION

El carcinoma de células renales representa aproximadamente el 90% de los
tumores renales malignos en adultos, siendo la variedad de células claras la mas
frecuente. Dentro de los factores genéticos que pueden afectar a este tipo de tumores
destacan las alteraciones en el gen supresor tumoral VHL. Este gen codifica una
proteina denominada VHL, la cual desarrolla su funcion como supresor tumoral
provocando la degradacion de HIF-1la, factor de transcripcién cuya misién es la
transactivacion de ciertos genes cuyo producto proteico aumenta la disponibilidad de
oxigeno (VGEF, PDGF, EPO, etc.), o que estan relacionados con la regulacion del pH
(CA-IX) cuando el oxigeno ambiental es limitado. En presencia de una actividad normal
de VHL y con condiciones ambientales de oxigeno normales, HIF-1a se degrada y no
ejerce su funcién. Sin embargo, en condiciones de baja tensién de oxigeno, VHL no
ejerce su funcidn ubiquitin ligasa, HIF1-alfa no es degradado y se activa la transcripcién
de sus genes diana. A su vez se ha descrito el hecho de que la proteina VHL controle
tanto a HIF1-a como a ERKS5, proteina perteneciente al grupo de las MAPK que se ha
relacionado con vascularizacion y, al igual que las proteinas ERK 1,2, con proliferacion
celular. Todo ello hace interesante evaluar la implicacion de la ruta de sefializacién

mediada por VHL y MAPK en el CCR.
OBJETIVOS

-Determinar la existencia de mutaciones y alteraciones epigenéticas (metilaciéon

del promotor) en el gen VHL en tejido renal tumoral de pacientes con carcinoma renal
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esporadico de célula clara y caracterizar, por western blot y/o inmunohistoquimica, el
estado de expresion de las distintas proteinas que forman parte de la via metabdlica
de sefializacion desencadenada por VHL, como CA-IX, HIF-1a y VEGF y de las MAPK
implicadas en proliferacion como ERK5 y ERK1/2.

-Valorar la utilidad de la determinacién de la expresidén de la proteina CA-IX
como biomarcador en el carcinoma de células renales y cual de los métodos para la
deteccion de su expresion es mas util.

-Analizar si la expresion de VHL se asocia con la expresion de las otras proteinas

implicadas en su via de sefializacién.

-Determinar el valor prondstico y diagndstico de la existencia de mutaciones y
metilacion en el gen VHL, asi como de la expresién de VHL y de las proteinas de las vias

de sefializacion analizadas.

MATERIAL Y METODO

Estudio descriptivo observacional, analitico y transversal sobre 76 pacientes
diagnosticados de CCR y tratados quirdrgicamente en el Servicio de Urologia del
Complejo Hospitalario Universitario de Albacete entre los afios 2006 y 2011. Se
obtuvieron muestras de tejido tumoral y parénquima renal de los especimenes
quirurgicos. A dichas muestras se les realizé un analisis de expresion de la proteina CA-
IX por inmunohistoquimica; ademas se les extrajo proteina para realizar el analisis de
expresion de la misma proteina mediante la técnica de western blot. De esos 76
pacientes se seleccionaron los 50 diagnosticados de CCRCC a los se extrajo: ADN, para
realizar el estudio genético y epigenético de VHL. Para el estudio de las mutaciones del
gen se amplificaron los 3 exones que conforman el gen VHL mediante la técnica de PCR
y se sometieron a secuenciacién automatica. Para el estudio epigenético se analizo el
analisis de hipermetilacion de tres amplicones que componen el mayor numero de
sitios CpG del promotor de VHL. También se extrajo proteina para realizar el analisis de
expresion de las proteinas ERK5 y ERK1,2 por western blot y se realizé un analisis de

expresion de las proteinas VHL, HIF-1o. y VEGF por inmunohistoquimica.
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RESULTADOS

La edad media de los pacientes fue de 64,1 afios, con una distribucion por sexos
de 52 hombres (68,4%) y 24 mujeres (31,6%). La cirugia realizada mayoritariamente
consistid en nefrectomia radical en un 84,2% y en 12 (15,8%) se practicd nefrectomia
parcial. Respecto a la clinica el hallazgo incidental de los tumores fue la causa mas
frecuente (55,9%). El tipo histopatolégico de mayor frecuencia fue el de células claras
encontrado en 50 casos (65,8%), seguido del cromdfobo (17,1%). En un 40,3% de los
casos el grado nuclear de Fuhrman fue el 2. Un 34,2% de los pacientes tenian un
estadio pT1b al diagndstico y tan solo el 9,2% fueron estadio pT3b. El 27,6% de los
casos presentaron metastasis a distancia en el momento del diagndstico. Con respecto
al estadio TNM, el estadio | fue el mas frecuente con 39 casos de los 76 (51,3%),
seguido del IV con 21 (27,6%).

En cuanto a la expresion de CA-IX, todos los CCRCC fueron positivos para CA-IX.
Podemos considerar ambas técnicas como validas para el diagndstico de CCRCC. No se
encontré relacién entre la expresidn de CA-IX y el grado de Fuhrman ni con el estadio
pT. Si se comprobd que en estadios mas altos asi como en presencia de metastasis
habia un mayor porcentaje de casos que expresaban la proteina CA-IX.

Con respecto al estado mutacional del gen VHL, se detectaron 13 mutaciones
(26%) en los 50 pacientes de CCRCC distribuidas en los 3 exones pero con mayor
porcentaje en el exdn 1 (53,8%) y siendo la deleciéon la mas frecuente (38,5%). Se
encontré un mayor nimero de mutaciones en el rifién derecho. Con respecto al grado
de Fuhrman, las mutaciones se dieron con mayor frecuencia en los grados 1y 2 (p=
0,036). No se observo que la existencia de mutacidn se correlacionara con estadio pT,
pN, pM ni TNM.

De 46 pacientes analizados con CCRCC se encontraron 9 pacientes con
hipermetilacion en el promotor del gen VHL. Aparecié hipermetilacién en mayor
porcentaje en los tumores que presentaron sintomas. Se observé una tendencia lineal
entre la presencia de metastasis a distancia y una mayor proporcién de casos con

hipermetilacion del gen VHL . Mas del 50% de los casos expresaron la proteina VHL por
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inmunohistoquimica. Los casos que no expresaron VHL correspondieron a tumores con
Fuhrman mas altos (14,30% de grado 3 y 54,50% de grado 4).

La expresion de HIF-1a fue positiva en la gran mayoria de los casos (89,4%). En
cuanto a VEGF y ERKS5, su expresién correlacioné con estadios TNM avanzados y con la
presencia de metdstasis. Ademas la expresion de VEGF se relaciond también con

grados de Fuhrman altos.

CONCLUSIONES

CA-IX es un marcador especifico del carcinoma renal de células claras. Técnicas
como la inmunohistoquimica y de western blot son vélidas para su deteccion pudiendo

servir de apoyo a las técnicas diagndsticas de CCRCC basadas en la morfologia tumoral.

El CCRCC presenta alteraciones en el gen VHL, por mutacion y/o metilacion, en
porcentajes de 26% y 19,6%. Dichas alteraciones no correlacionan con la expresion de
la proteina por inmunohistoquimica. La expresion de VHL no se correlaciond con la
expresion de las otras proteinas implicadas en la via de sefalizacién, pero su ausencia
se asocia a grados de Fuhrman altos, indicando peor prondstico. En cuanto a HIF-1q,
su diana directa, se expresa en un alto porcentaje en el CCRCC, lo que, al igual que CA-

IX, lo haria buen biomarcador.

Las proteinas VEGF y ERK5, pueden establecerse como marcador prondstico. La
expresion de ambas proteinas esta correlacionada entre si y se expresan, en mayor
porcentaje, en grados de Fuhrman y estadios TNM mas altos. Ademas, su expresion

estd directamente ligada a la presencia de metastasis a distancia.
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ANEXO!]

lTABLA RESUMEN GENERAL DE RESULTADOS DE LOS
ANALISIS REALIZADOS A LOS CCRCC Y SU CLINICA.



CA-IX CA-IX VHL HIF VEGF ERKS Grado
Muestra | Mutado | Metilado WB IHQ IHQ IHQ IHQ WB ERK2WB | Fuhrman | pT | pN | pM | TNM
01-06 No Si + + + + + + = 3 pT3b | pNx | pM1 | IV
02-06 No No + + + + + + = 2 pTla | pNx | pMx |
03-06 No No + + + + - - = 3 pTla | pNx | pMx |
05-06 No No + + + + + + = 2 pT2 | pNx | pMx Il
06-06 Si No + + + + + + = 3 pTlb | pNx | pMx |
07-06 No No + + + + + + = 2 pT3b | pNx | pM1 | IV
08-06 No No + + + + + + = 2 pTlb | pNx | pMx |
09-06 Si No + + + + - + = 1 pTlb | pNx | pMx |
10-06 No No - + + + + - = 2 pTlb | pNx | pMx |
01-07 No No + + + - + - + 3 pT2 | pNx | pM1 | IV
04-07 No Si + + + + + - = 3 pTlb | pNx | pMO |
07-07 No + + - + = 4 pTlb | pNx | pMx |
09-07 No No + + + + + + = 2 pTla | pNx | pM1 | IV
10-07 No No + + + + + - = 2 pTlb | pNx | pMO |
14-07 Si No + + + + + + = 2 pT2 | pNx | pMO Il
15-07 No Si + + + + + + = 4 pT3b | pNO | pM1 | IV
20-07 Si No + + + + + + = 2 pT3a | pNx | pM1 | IV
01-08 Si Si + + + + + - = 4 pT3b | pNx | pM1 | IV
02-08 Si + + + + - - = 2 pTlb | pNx | pMO |
05-08 No No + + - + + + = 4 pT3a | pNx | pM1 | IV
06-08 No No + + + - - - = 3 pT2 | pNx | pMO Il
07-08 No No + + + + - - = 2 pTla | pNx | pMO |
08-08 Si No + + + + + + = 1 pTla | pNx | pMO |
09-08 No + + + + = 4 pT3a | pNx | pM1 | IV
12-08 No - + - + = 4 pT3b | pNx | pM1 | IV
13-08 No No + + + + + - = 2 pT2 | pNO | pMO Il
15-08 No No + + - - + + = 4 pT3b | pNx | pM1 | IV
18-08 No No + + + + - + = 2 pT2 | pNx | pM1 | IV
01-09 Si Si + + + + - - = 2 pTlb | pNx | pMO |
02-09 No No + + - - - + = 3 pT2 | pNO | pMx 1l
03-09 No No + + + + - - = 2 pT2 | pNO | pMO 1l
04-09 No No + + + + - + = 2 pTlb | pNx | pMO |
05-09 No Si + + + + - + = 3 pT2 | pNx | pMO 1l
06-09 No No + + + + + + = 4 pT3a | pNx | pM1 | IV
07-09 Si No + + - - + + = 4 pTlb | pNx | pM1 | IV
08-09 No No + + + + - - = 2 pTla | pNx | pMO |
09-09 No No + + + + - - = 1 pTlb | pNx | pMO |
11-09 No No + + - + + + = 4 pT3b | pNO | pM1 | IV
12-09 Si No + + + + - - = 1 pT3a | pNx | pMx | Il
01-10 No No + + + + + - + 3 pT2 | pNx | pMx 1l
04-10 No Si + + - + + + + 3 pTla | pNx | pM1 | IV
05-10 Si No + + + + - - = 2 pT3a | pNx | pMx | I
06-10 No No + + + + + - = 3 pTla | pNx | pMx |
08-10 No No + + + + + - = 2 pTlb | pNx | pMO |
09-10 No Si + + + + + - = 4 pT3a | pNx | pM1| IV
10-10 No Si + + + + + + = 3 pT3a | pNx | pM1 | IV
11-10 Si No + + + + + + = 2 pTla | pNx | pMO |
03-11 No No + + + + + + = 3 pT2 | pNx | pMx 1
05-11 Si No + + + + - - = 2 pT2 | pNx | pM1| IV
07-11 No No + + + + + + = 3 pT2 | pNO | pMO 1
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ERK5/BMK1 Is a Novel Target of
the Tumor Suppressor VHL:
Implication in Clear Cell

Renal Carcinoma'~?

Abstract

Extracellular signal-regulated kinase 5 (ERK5), also known as big mitogen-activated protein kinase (MAPK) 1, is
implicated in a wide range of biologic processes, which include proliferation or vascularization. Here, we show
that ERK5 is degraded through the ubiquitin-proteasome system, in a process mediated by the tumor suppressor
von Hippel-Lindau {VHL) gene, through a prolyl hydroxylation-dependent mechanism. Our conclusions derive from
transient transfection assays in Cos7 cells, as well as the study of endogenous ERK5 in different experimental systems
such as MCF7, HMEC, or Caki-2 cell lines. In fact, the specific knockdown of ERK5 in pVHL-negative cell lines

Abbreviations: ERKS/ERKS, extracellular signal-regulated kinase 5 (protein/gene); pVHL/VHL, von Hippel-Lindau protein/gene; CCRCC, clear cell renal cell carcinoma;
HIF1a/HIFla, hypoxia-inducible factor la (protein/gene); UPS, ubiquitin-proteasome system; DMOG, dimethyloxalylglycine; PHDs, prolyl hydroxylase domain proteins
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promotes a decrease in proliferation and migration, supporting the role of this MAPK in cellular transformation.
Furthermore, in a short series of fresh samples from human clear cell renal cell carcinoma, high levels of ERK5 cor-
relate with more aggressive and metastatic stages of the disease. Therefore, our results provide new biochemical data
suggesting that ERK5 is a novel target of the tumor suppressor VHL, opening a new field of research on the role of

introduction

Extracellular signal-regulated kinase 5 (ERKS), also known as big
mitogen-activated protein kinase (MAPK) 1, is a member of the MAPK
family that shows greatest similarity to the ERK1/2 family members,
sharing 66% sequence identity in the amino-terminal half, as well as
in the activation loop motif (Thr-Glu-Tyr), while the carboxy-terminal
half of ERKS is unique [1]. ERK5 is activated in response to cell
stress and growth factors [2,3] through its selective phosphorylation
by mitogen-activated protein kinase kinase 5 (MEKS5) [4]. In con-
trast to the detailed knowledge about the regulation of its activ-
ity, the molecular mechanisms controlling ERK5 protein expression
levels remain pootly understood. A recent report suggested a role for
c-Abl in the regulation of ERK5 half-life, but the mechanism is still
unclear [5].

ERKS participates in several processes including proliferation,
angiogenesis, and vasculature maintenance [6,7]. ERK5 is known
to mediate the effects of different oncogenes [8,9], and its signaling
has been found altered in several human tumors [10-12]. In partic-
ular, the role of ERKS5 in angiogenesis and endothelial function has
been clearly demonstrated in several experimental systems [13,14]. In
this regard, several studies have shown that hypoxia-inducible factor 1,
« subunit (HIF-1q), a critical mediator in the cellular response to
hypoxia and angiogenesis, is regulated by several MAPKs including
ERKS5 [15-17]. One of the proposed mechanisms involves ubiquitin-
dependent degradation of HIF-1a mediated by ERK5 [15]. Interest-
ingly, gene profiling studies demonstrated that there is a large overlap
between the gene expression partterns regulated by ERK5 and HIF-1aq,
with 82% of the genes specifically regulated by ERK5 being modulated
in response to hypoxia through HIF-1a [18]. Under normoxia, HIF-1a
is efficiently hydroxylated at two proline residues by a family of dioxy-
genases [EGL nine homologs (EGLNs), also known as prolyl hydroxy-
lase domain proteins (PHDs)] that require oxygen as co-substrate. This
postranslational modification labels HIF-1a for proteasomal degrada-
tion, as the proline-hydroxylated form is recognized by an E3 ubiquitin
ligase complex that contains the von Hippel-Lindau (pVHL) tumor
suppressor protein. Thus, under normal oxygen tension, HIF-1a half-
life is extremely short and normoxic protein levels are very low [19].
Importantly, VHL is a key tumor suppressor in clear cell renal cell
carcinoma (CCRCC), where up to 75% to 80% of the cases present
a loss of function of the VAL [20].

Our results demonstrate that ERKS is a novel target for the pVHL
tumor suppressor that is labeled for ubiquitin-proteasome system
(UPS)—mediated degradation upon proline hydroxylation. Moreover,
there was a strong correlation berween ERK5 expression and poor
prognosis in human samples from CCRCC, suggesting that ERK5
deregulation could contribute to tumor progression and may repre-

sent a novel target for therapeutic intervention using drugs that
block ERK5 activity.

Materials and Methods

Cell Lines and Plasmids

Cells were maintained in 5% CO, and 37°C. All culture reagents
were provided by Lonza (Madrid, Spain). Cos7 cells were purchased
from ATCC (LGC Promochem, Barcelona, Spain), and cells were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with
10% FBS and 1% glutamine plus antibiotics. 786-0 (ATCC), 769-P
cells (ATCC), and Caki-2 (kindly provided by Dr A. Meseguer,
Centre d'Investigacié en Bioquimica i Biologia Molecular, Barcelona,
Spain) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-
mented with 10% FBS, 1% glutamine plus antibiotics, and 1% non-
essential amino acids (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). MCF7 cells
have been previously described [21]. HMEC cells were kindly provided
by Dr L. Alvarez-Vallina (Hospital Universitario Puerca de Hierro,
Madrid, Spain) and cultured in 95% EBM-2 plus bovine brain ex-
tract (BBE), epidermal growth factor, hydrocortisone, GA-1000 anti-
biotics, and 5% FBS. Plasmids encoding for green fluorescent protein
(GFP), haemagglutinin (HA)-ERK5 wild type (WT), and MEKS5
hyperactive (DD) in pCEFL were kindly provided by Dr S. Gutkind [Oral
and Pharyngeal Cancer Branch, National Institutes of Health (NIH),
Bethesda, MD]. WT HA-ERK5 and mutants forms AEF and A713
in pCDNA3 were generous gifts from Dr M. Buschbeck (Institur de
Medicina Predictiva i Personalitzada del Cancer, Badalona, Spain). Flag-
tagged pVHL was obtained by conventional polymerase chain reaction
(PCR) procedures using as template a plasmid coding HA-pVHL kindly
provided by Dr M. Ortiz de Landédzuri (Hospital Universitario de La
Princesa, Madrid, Spain). Briefly, the following primers were used:
forward, 5'-ACAGGATCCATGGACTACAAGGACGACGATGAC-
AAGCCCCGGAGGGCGGAGAACTGG-3', which include a BamHI
site plus 3X Flag-tagged epitope between codons 1 and 2, and reverse,
5-CACAGAATTCTCAATCTCCCATCCGTTGATGTGC-3' in-
cluding an EcoRI site. PCR conditions were 95°C for 2 minutes for
the first cycle and then 35 cycles of 95°C for 30 seconds, 60°C for 1 min-
ute, and 72°C for 1 minute with a final extension of 72°C for 5 minutes.
The PCR products were cloned in pCDNA3.1 (Invitrogen, Barcelona,
Spain) vectors using the BamHI/EcoRI sites. DNA was confirmed
by automatic sequencing. HA-pVHL WT and C162F mutant form
in pRc/CMYV vector were kindly provided by Dr W. Kaelin through
Addgene (Plasmid Nos 19999 and 22042; Cambridge, MA). Plasmids
coding for Flag-tagged PHD-1 and PHD-3 were kindly provided
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by Dr F. S. Lee (School of Medicine, University of Pennsylvania,
Philadelphia, PA).

Chemicals and Antibodies

Antibodies against VHL, ubiquitin, and hydroxylated HIF were
purchased from Cell Signaling Technology (Izasa, Barcelona, Spain).
Antibodies against ERKS were produced in our laboratory [21] or
from Cell Signaling Technology. HA antibody was purchased from
Covance (Princeton, NJ). Antibodies against ERK2 and tubulin were
from Santa Cruz Biotechnology (Quimigen, Madrid, Spain). Anti-
body against Flag, cycloheximide, dimethyloxalylglycine (DMOG),
and 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) were obtained from
Sigma-Aldrich. MG-132 was purchased from Calbiochem (Bionova,
Madrid, Spain).

Transfections

Cells were transiently transfected by using Lipofectamine (Invitrogen)
following the manufacturer’s instruction. The total amount of DNA
was normalized using an empty vector. Transfected cells were used
36 to 48 hours after transfection for the different assays.

Western Blot Analysis, Immunoprecipitation, and
Co-Immunoprecipitation Assays

Cells were collected in lysis buffer [100 mM Hepes (pH 7.5), 50 mM
NaCl, 0.1% Triton X-100, 5 mM EDTA, and 0.125 M EGTA].
Protease and phosphatase inhibitors [0.2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml,
aprotinin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and 0.1 mM
Naz;VOy] were added before lysis. Indicated amounts of protein were
loaded onto 6% to 12% sodium dodecyl sulfate~polyacrylamide
gel electrophoresis, transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF)
filters, and blotted against different proteins using specific antibodies.
In the case of human samples, tissues were disaggregated by using
the POLYTRON Dispersing System PT 2100 (Kinematica AG,
Lucerne, Switzerland) in lysis buffer and processed as in the rest of
the cases. Protein quantification was performed using the BCA
Protein Assay Kit (Pierce, Madrid, Spain) following the manufac-
turer’s instructions. In the immunoprecipitation assays, extracts were
precleared and soluble fractions were incubated with the indicated
antibody. After 2 hours, extracts were incubated for 45 minutes
in the presence of protein G (Gamma bind Sepharose; Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) and then washed three times in the same
lysis buffer. Then, immunocomplexes were resuspended in load-
ing buffer and loaded onto sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide
gel electrophoresis gels. For the co-immunoprecipitation assays, 293T
cells were transfected with 3 pg of indicated plasmid by using
Lipofectamine and, 48 hours later, were lysated in HNTG buffer
[22] and processed as in immunoprecipitation assays. Antibody detec-
tion was achieved by enhanced chemiluminescence (Amersham, GE
Healthcare, Barcelona, Spain). Results show a representative blot of
three with nearly identical results. Images were quantified by using

Image] software (NTH).

Immunocytochemistry

Samples were processed as previously described [23]. In the case
of exogenous protein, cells were grown onto glass coverslips and
then transfected as described above. Samples were then incubated
with the indicated antibody overnight and, after extensive wash,
incubated 60 minutes with Alexa Fluor 488— or Alexa Fluor 546—

conjugated anti-rabbit or anti-mouse antibodies (Invitrogen Molecular
Probes). Then, samples were mounted with Fluorosave (Dako, Barcelona,
Spain). Positive immunofluorescence was detected using a Zeiss LSM-
710 confocal microscope. Images were acquired and processed using
Zen 2009 Light Edition program.

Patient’s Samples and Analysis

Fresh samples of 19 cases were obtained from patients diagnosed
and surgically treated for CCRCC in the Urology Department of
the University Complex of Albacete, under the supervision of the
local ethical committee and the pathologist with the purpose of
not interfering in the histologic evaluation. All cases were reviewed
and diagnosed according to the criteria of the World Health Orga-
nization classification. Bivariate analysis was performed with the
Pearson chi-squared test to evaluate the correlation between tumor
stage and Fuhrman grade with the expression level of ERKS5. Stage
variable was recorded at low risk of disease progression (stages I
and II) and high risk (stages III-IV) by using PASW Statistics 18
v.18.0.0 program.

RNA Isolation, Reverse Transcription, and Real-Time
Quantitative PCR

Total RNA was obtained, and reverse transcription (RT) per-
formed as previously described [23]. Changes in the mRINA expres-
sion of ERK5 and VHL were examined by real-time quantitative
PCR using an ABI PRISM 7500 FAST Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Madrid, Spain). cDNA was amplified using
SYBR1 Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) in the presence
of specific oligonucleotides. The PCR conditions and quantification
were performed as previously described [23]. Primers for all target se-
quences were designed using the computer Primer Express software pro-
gram especially provided with the 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems).

Chosen PCR primers were given as follows:

ERKS: sense, 5'-GGCCCCTGAAAGAATAAACCC-3’; antisense,
5'-CGAAGGATGGCCAACTCAATC-3%;

VHL: sense, 5'-GACCTGGAGCGGCTGACA-3’; antisense,
5" TACCATCAAAAGCTGAGATGAAACA-3';

GAPDH: sense, 5'-TCGTGGAAGGACTCATGACCA-3'; anti-
sense, 5-CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGA-3'.

Interference Assays

SiRNA for VHL was purchased from Dharmacon (Thermo Fisher
Scientific, Inc, Waltham, MA; ON-TARGETplus SMART pool
Human VHL, Catalog No. L-003936-00 and ON-TARGETplus
CONTROL pool, Catalog No. D-001810-10-05) and used following
the manufacturer’s recommendations. For siRNA assays, cells were trans-
fected by using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) following the manu-
facturer’s instructions.

Stable knockdown of endogenous ERK5 in 769-P cells was per-
formed by using lentiviral vectors containing shRNA for ERK5 from
Sigma-Aldrich (Catalog No. NM_139034). Lentivirus production
and infections were performed as previously described [23]. 769-P
cells were selected with puromycin (3 pg/ml) and best performing
shRINA was selected.
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Figure 1. HA-ERKS is degraded through the proteasome. (A) Cos7 cells were transfected with 0.5 ug of HA-ERKS5, HA-ERK2, and HA-ERK1
and, 36 hours later, treated with 100 uM cycloheximide for the indicated times. Then, 30 ug of total cell lysates (TCLs) were blotted against
indicated antibodies. (B) Cos7 cells were transfected as in A and treated with 20 uM MG132 for & hours. Then, 30 ug of TCLs were blotted
against HA and tubulin. (C) Cos7 cells were treated with 20 uM MG132 for indicated times. Then, 60 g of TCLs were blotted against ERKS5,
ERK2, and tubulin. (D) Cos7 cells were transfected with 0.5 ug of HA-ERK5, HA-ERK2, and HA-ERK1 plus increasing amounts of Flag-VHL.
Thirty-six hours later, 30 ug of TCLs were blotted against the indicated antibodies. (E) Western blot of Cos7 cells transfected with 0.5 ug of
HA-ERK5 Pro1 or HA-ERK5S WT in the presence or absence of 2 ug of Flag-VHL. Lysates were blotted against HA and tubulin as loading
control. Fold variation of these experiments for each MAPK is shown at the bottom of each panel.

Cell Proliferation Measurements

Subconfluent monolayer cultures were trypsinized, and cells were
plated in 24-well plates at a density of 10,000 cells per well. Cell
proliferation was analyzed at 1, 2, 3, 4, and 5 days by an MTT-based
assay. Briefly, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) at 0.5 mg/ml was added to the medium in each well
and plates were returned to the incubator for 1 hour. The medium-
MTT was then removed, 500 pl of DMSO was added to each well,
and the plate was kept in agitation for 5 minutes in the dark to dis-
solve the MTT-formazan crystals. The absorbance of the samples was
then recorded at 570 nm. Four wells were analyzed for each condi-
tion, and wells containing medium plus MTT but no cells were used

as blanks.

Migration Assays

To perform wound healing assays, cells were grown to confluence
(>90%) in six-well dishes. A small area was then disrupted by scratch-
ing the monolayer with a 1000-pl plastic pipette tip. Cells were
inspected microscopically every 12 hours. The remaining wound area
was calculated using Image] software (NIH), and the migration dis-
tance of the cells was estimated on the basis of that calculation.

Data Analysis

Results are represented as means + SD of at least three independent
experiments. Statistical analysis was performed using the GraphPad
Prism 5.00 software. Significance was determined using a 7 test.
The statistical significance of differences was indicated in the figures
by asterisks as follows: *P < .05, **P < .01, and **P < .001.

Results

ERKS Is Degraded through the UPS

To study the mechanism controlling ERKS protein expression level,
we transiently transfected Cos7 cells with an HA-tagged version of
ERKS5 and determined protein levels at different time points after inhi-
bition of protein synthesis with cycloheximide. As shown in Figure 14,
the half-ife of exogenous HA-ERK5 was much shorter than that of
HA-ERK1/2. To investigate the participation of the proteasome in
the degradation of these proteins, we used the well-established inhibitor
MG132 [24]. This experiment revealed that ERK5, but not ERK1 or
ERK?2, accumulated upon proteasomal blockade (Figure 1B). Further-
more, similar result was obtained when endogenous ERKS was ana-
lyzed in response to MG132 (Figure 1C).
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In the proteasome-mediated degradation, proteins are labeled for
degradation by covalent binding to the protein ubiquitin in a reaction
that requires an E3 complex containing a specific substrate recogni-
tion subunit. In the case of HIF-1a, the specificity of the E3 ligase
complex is conferred by the protein pVHL [25]. Thus, given the
functional similitude between ERKS and HIF-1a, we studied the role
of pVHL as a purative E3 ubiquitin ligase for ERKS5. To this end,
HA-tagged versions of ERK5, ERK2, and ERK1 were transiently
co-transfected with increasing amounts of a plasmid coding for Flag-

region of ERKS (HA-ERKS5 Prol), which renders a protein highly
similar to ERK1/2 [4,26], was not affected by the overexpression of
pVHL (Figure 1E).

To further confirm the role of VHL as a putative E3 ubiquitin
ligase for ERK5, HA-ERK5 and Flag-VHL were co-transfected in
Cos7 cells and their ubiquitination pattern was evaluated in the pres-
ence or absence of MG132. As expected (Figure 24), overexpression
of pVHL resulted in the accumulation of ubiquitinated forms of
HA-ERKS5. Indeed, the use of a mutant form of pVHL as C162F with

tagged pVHL. As shown in Figure 1D, overexpression of pVHL results  impaired binding to Cul2 and elongins B and C [27] did not show
in a marked reduction of HA-ERKS levels, whereas HA-ERK2 and  a detectable effect onto HA-ERK5 compared to WT (Figure W1),
HA-ERK] remained largely unaffected. A mutant lacking C-terminal ~ supporting the role of pVHL as an E3 ubiquitin ligase for ERKS.
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Figure 2. pVHL promotes ERK5 degradation. (A) Cos7 cells were transfected with 0.5 g of HA-ERKS and with 3 ug of Flag-VHL. Thirty-
six hours after transfection, cells were incubated in the presence or absence of 20 uM MG-132 for 5 hours. Cells were immunopreci-
pitated against HA and blotted against ubiquitin. Lower panel showed reblotting of the membrane against HA. HA-ERKS fold variation
observed in this experiment is shown at the bottom. (B) 293T cells were transfected with 5 ug of HA-ERKS and 5 pg of Flag-VHL.
Samples were immunoprecipitated and immunoblotted with indicated antibodies. As positive controls, TCLs overexpressing HA-ERKB
were blotted against HA. (C) Same as B. As positive controls, TCLs overexpressing Flag-VHL were blotted against Flag. (D) Cos7 cells
were transfected with 0.25 ug of HA-ERK5 and 0.25 ug of Flag-VHL, and subcellular distributions of both proteins were evaluated by
immunofluorescence. Image shows a representative field of five. The scale bar represents 10 ym. (E) Upper panel: Cos7 cells were
transfected with 0.5 ug of HA-ERKS WT or HA-ERK5A713 with increasing amounts of Flag-VHL. Thirty-six hours later, 30 ug of TCLs were
blotted against HA or tubulin. Fold variation of this experiment is shown at the bottom. Lower panel: Cos7 cells were transfected with
0.25 ug of HA-ERKBA713 and processed as in D. (F) Cos7 cells were transfected with 0.5 g of HA-ERK5 or HA-ERK5-AEF, 1.5 ug of
MEK5DD, and 3 ug of Flag-VHL at the indicated combinations. TCLs were processed as in E. Fold variation for both proteins in this
experiment is shown at the bottom.
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Figure 3. ERK5 levels are regulated through a prolyl hydroxylation mechanism. (A) Cos7 cells were transfected as in Figure 14. Thirty-six
hours later, cells were treated with 1.5 mM DMOG at indicated times. TCLs were blotted against HA, HIF-1a, and tubulin. (B) Sub-
confluent cultures of MCF7 and HMEC cell lines were treated with 1.5 mM DMOG for 9 hours and endogenous levels of ERKS (60 ug),
ERK2 (30 ug), HIF-1a (60 ug), and tubulin (10 ug) were detected by immunoblot analysis using TCL. (C) Cos7 cells were transfected with
0.5 ug of HA-ERKS or HA-ERK2 in the presence/absence of 2 ug of FlagPHD-1 or FlagPHD-3 and processed as in Figure 1C. (D) Cos7 cells
were transfected with 0.5 g of HA-ERKS alone or with 2 ug of FlagPHD-3. Thirty-six hours later, cells, except control, were treated with
20 uM MG132 in the presence/absence of 1.5 mM DMOG for 12 hours. Then, extracts were collected and immunoprecipitated against
HA and blotted with the indicated antibody and reblotted against HA. Thirty micrograms of TCL were blotted against HA, Flag, and tubulin.
Fold variations for HA-tagged proteins or endogenous proteins in each experiment are indicated at the bottom of the panels.

Moreover, we observed physical interaction between HA-ERK5 and
Flag-pVHL (Figure 2, B and C) as well as co-localization (Figure 2D).
We next asked if the subcellular localization could influence the activity
of pVHL on HA-ERKS5. To this end, we transfected Cos7 cells with a
truncated form of ERK5 (A713) that preferentially localizes in the
nucleus [28] and found that pVHL promoted ERK5 degradation regard-
less of its subcellular localization (Figure 2E).

Next, we evaluated if activation of ERK5 could be a determinant in
the effect of pVHL onto ERK5. Cos7 cells were co-transfected with
HA-ERK5 WT or a mutant resistant to activation (HA-AEF-ERK5)
in the presence/absence of Flag-pVHL and a constitutively active form
of MEK5 (MEKS5-DD). As shown in Figure 2F, both the basal and
activated forms of HA-ERK5 (achieved by the mobility shift) were
affected by the presence of pVHL. Moreover, although to a lower
extent, pVHL was able to mediate the degradation of the nonactivable

form of ERK5 (Figure 2F), which showed a similar binding to pVHL
and subcellular distribution than the WT (Figure W2).

In summary, our results indicate that pVHL binds to ERKS, lead-
ing to its ubiquitination and proteasomal degradation regardless of
its localization and activation status.

VHL Mediates ERK5 Degradation through Prolyl
Hydroxylation—Dependent Mechanism

pVHL binding to HIF-1a is critically dependent on the hydrox-
ylation of specific proline residues within HIF-1a proteins. This
posttranslational modification is catalyzed by a family of 2-oxoglutarate~
dependent dioxygenases termed EGLNs or PHDs [29,30]. Therefore,
we next sought to investigate if a similar mechanism was applicable
to ERKS5. As a first approach, Cos7 cells were transiently transfected
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with HA-ERKS5 and then incubated in the presence/absence of DMOG,
a specific inhibitor of prolyl hydroxylation, and found a marked
increase in the expression levels of HA-ERK5 (Figure 34). In contrast,
exogenously expressed HA-ERK2 was not affected by DMOG treat-
ment (Figure 34), suggesting that the effect was specific for ERK5.
Importantly, we also observed stabilization of endogenous ERKS5, but
not ERK2, in MCF7 and HMEC cells exposed to DMOG (Figure 35),
demonstrating that endogenous ERKS could also be regulated through
a prolyl hydroxylation mechanism. In agreement, overexpression of
PHD-1 and PHD-3 promoted a marked reduction in HA-ERKS levels
with almost no effect on HA-ERK?2 (Figure 3C). Next, we sought to
investigate whether ERK5 was subjected to proline hydroxylation. To
this end, we probed HA-ERK5 with antibodies raised against the
hydroxyproline-containing epitopes within HIF-1a and reasoned that
they might detect other hydroxylated proteins when overexpressed.
As shown in Figure 3D, a specific band was observed after immuno-
precipitation of HA-ERK5 from MG132-treated samples. Further-
more, the band intensity was decreased in samples exposed to
DMOG and increased upon overexpression of PHD-3 (Figure 3D).
To further explote the role of pVHL on ERKS5 stability, we used a
genetic approach based on RNAi. To this end, we chose two
CCRCC-derived cell lines, Caki-2 and 769-P, showing normal or
defective pVHL activity, respectively [31]. Caki-2 cells showed a
lower level of ERK5 protein than 769-P cells (Figure 44), but no
differences were observed in mRNA levels (Figure 4B). To demon-
strate the role of the different VHL status, both cell lines were trans-
fected with siRNA against VHL or RNAI control. This treatment
resulted in a marked reduction of VHL levels [>90%, as assessed
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by quantitative RT-PCR (qRT-PCR); Figure 4B] that correlated
with an increase in ERK5 protein expression levels in Caki-2, while
no effect was observed in the 769-P cell line (Figure 4, B and C).
Furthermore, pVHL depletion affected ERK5 expression post-
transcriptionally as mRNA levels were not affected by the inter-
ference of VHL (Figure 4B). Finally, DMOG treatment resulted in
a marked increase in ERKS5 protein in the VAL functional cell line—
Caki-2—whereas it had no effect on 769-P ERKS levels (Figure 4D).
Altogether, these experiments strongly support the regulation of ERK5
protein levels by its interaction with VHL in a hydroxyproline-
dependent manner.

ERKS5 Is Implicated in Renal Cell Carcinoma

In light of our findings, we decided to investigate the role of ERK5
in CCRCC, a type of tumor in which loss of pVHL function is a
hallmark [28]. To this end, we knocked down ERKS5 expression in
769-P cells by infection with lentiviral particles encoding for shRNA
against ERKS. The treatment resulted in effective knockdown of
ERKS5 at the mRNA and protein levels in selected pools (Figure 54).
Interestingly, low levels of ERK5 correlated with impaired cell growth
under complete and low serum conditions (Figure 58 and data not
shown) and in soft agar assays (Figure W3). In addition, ERK5 knock-
down resulted in delayed migration in wound healing assays
(Figure 5C), supporting a role for this MAPK in the growth and
migration of 769-P cells. Similar results were obtained in other experi-
mental models lacking VHL function, such as 786-O, underlying the
importance of ERKS for these processes in CCRCC cells (Figure W4).
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Figure 4. VHL mediates ERK5 expression level in renal carcinoma-derived cell lines. (A) Caki-2 and 769-P cell lines were tested for ERKS
(60 ug) and tubulin (10 ug) expression by Western blot by using lysates from subconfluent cultures. (B) Levels of RNA ERK5 were
analyzed by gRT-PCR in Caki-2 and 769-P cells 48 hours after transfection of control or VHL siRNA celis. (C) Caki-2 and 769-P were
transfected as in B, and 60 hours later, ERK5 protein levels were analyzed by using 60 ug of cell lysates. Tubulin (10 ug) was used
as loading control. (D) Subconfluent cultures of Caki-2 and 769-P cell lines were treated with 1.5 mM DMOG for 9 hours. Then, TCLs
were collected and 60 ug were blotted against ERK5 and 10 /g against tubulin. Fold variation of endogenous protein in each experiment

is indicated at the bottom of the panels.
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Figure 5. ERK5 is altered in renal cell carcinoma. (A) 769-P cells were infected with retroviral vector control (pLKO) or carrying shRNA
against ERKG (shERKS). Selected pools were evaluated by qRT-PCR (left panel) and Western blot analysis (right panel) by using the
indicated antibodies. Image shows a representative experiment of three. (B) The results of proliferation assays are presented as the
means + SD. Values of OD at 570 nm at 24 hours were referred as 1. (C) Wound healing assays were performed in 769-P cells infected
with empty vector (PLKO) or coding for shRNA against ERK5 (shERKS), and migration was evaluated at indicated time points. Images
show a representative experiment of three independent experiments performed in duplicated cultures. (D) Western blot analysis against
ERKS5 (120 ug), ERK1/2 (60 ug), and tubulin (10 ug) in different tumors diagnosed as CCRCC.

Given the functional role of EKR5 in CCRCC cells, next we
decided o study its role on CCRCC tumor progression. Although
we could not test the effect of ERKS5 interference in a xenograft
model of 769-P cells due to the low tumorigenicity of the cell lines
(Figure W5), we explored ERK5 expression levels in primary samples
from 19 patients diagnosed with CCRCC (Figure W6). Clinico-
pathologic data from these patients are shown in Table 1. The mean
age was 62.60 years (SD, 11.50; range, 39.08-79.08 years; Table 1).
A marked positivity for ERK5 was observed in 9 cases (47.3%), while
the remaining 10 cases showed middle to low positivity (15.7%) or
not detectable ERK5 protein (36.8%; Table 1 and Figure 5D).
ERK?2 levels were also analyzed, showing a marked positivity in all
the cases with almost no differences among them. A statistically sig-
nificant (P < .001) correlation between ERK5 positivity and tumor
stage at high risk (stages IIL and IV, in which four of them died or
needed chemotherapy during the follow-up; Table 1) was found.
Furthermore, tumors with high levels of ERK5 showed a tendency
for metastases at the moment of diagnosis (5 of 9), while tumors neg-
ative or with low positivity for ERK5 did not show any metastases at
the moment of diagnosis (10 of 10). This set of experiments suggests
that ERK5 could be a novel biomarker in CCRCC.

Table 1. Clinicopathologic Data of Patients Studied.

Case  Age Sex Fuhrman pT pN pM TNM ERK5 Follow-Up Others

(Years) Stage (Months)
04/07 4848 & 3 Tib Nx Mx I - 42.97 WO treatment
09/07 50.16 & 2 Tia Nx M1 IV + 39.85 W/O treatment
10/07 6556 & 2 Tib Nx Mx I - 39.75 W/O treatment
14/07 7671 & 2 T2a NO Mx II +- 36.37 W/O treatment
1507 6327 & 4 T3b NI M1 IV + 21.75 Exitus letalis
20/07 60.00 & 2 T3a Nx Mx III + 33.38 W/O treatment
05/08 7383 Q@ 4 T3a Nx Mx III + 29.86 W/O treatment
08/08 60.55 & 1 Tla Nx Mx 1 - 27.79 W/O treatment
13/08 7480 @ 2 T2a NO Mx I +/- 21.82 W/O treatment
18/08 6415 & 2 T4 Nx Ml IV + 28.94 Chemotherapy
02/09 7988 & 3 T2a NO Mx II - 26.68 Lost follow-up
03/09 4296 @ 2 T2a NO Mx II - 17.05 W/O treatment
04/09 57.11 & 2 T3a Nx Mx I + 17.28 W/QO treatment
05/09 7081 2 3 T2b Nx Mx II + 18.37 W/O treatment
06/09 5495 & 4 T4 N1 M1 IV + 5.02 Exitus letalis
07/09 6686 2 4 Tib Nx M1 IV + 13.77 Chemotherapy
08/09 39.08 & 2 Tia Nx Mx I - 13.86 W/O treatment
09/08 6838 ¢ 1 Tib Nx Mx I 14.00 W/O treatment
12/09 7179 2 1 T3a Nx Mx II - 10.18 W/O treatment

The above table summarizes demographic and pathologic data (sex, age, Fuhrman grade, and TNM stage)
of the patients studied and their follow-up (end of the study; TNM means tumor-node-metastasis,
W/O means without, + means strong positivity, +/~ means low positivity, and ~ means negative).
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Discussion

The first conclusion from the present study is that ERK5’s expression
is tightly regulated, at the protein level, through the UPS. It has been
reported that ERK1/2 could be also ubiquitinated in stress condi-
tions, through the PHD domain of mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 1 (MEKK1) [32], but no effect has been proposed in
nonstress conditions. The regulation of ERK5 by the proteasome fits
with its proposed role in cellular processes, such as REDOX or hypoxia
[2,33], that require a rapid response. Indeed, we have observed an in-
crease in ERKS protein levels when cell lines as MCF7 or Caki-2 were
exposed to hypoxic conditions (Figure W7). Interestingly, ERKS tran-
scriptional activity has been shown to be affected by the SUMOylation
machinery, through its mitogen-activated protein kinase kinase
(MAPKK) [34]. However, our data demonstrate a lack of involvement
of MEKS5 activity in the ubiquitination of ERKS5. Therefore, ERK5
biologic levels and functions are probably regulated through complex
mechanisms involving SUMOylation [35], ubiquitination (this report),
and other processes such as autophosphorylation [36,37].

Our second conclusion is that pVHL is an ERK5 ubiquitin ligase
and that ERK5 needs to be proline hydroxylated to be targeted for
proteasomal degradation. This represents a novel and important finding
in the ERK5 field and suggests that ERK3 is a novel member of the
growing list of EGLN/PHD-regulated proteins [38—43]. It is note-
worthy that ERKS does not have an LXXLAP hydroxylation motif
described for HIF-1a [30,44]. However, it has been reported that
the main sequence determinant for PHD activity is the presence of
the proline hydroxy acceptor [45] and it has also been shown that
positions -1, -2, and -5 relative to proline hydroxy acceptor can accept
a large variety of substitutions [46,47]. In agreement, other well-
characterized substrates of PHDs, such as ATF4, do not have an
LXXLAP motif [40]. In this regard, the data obtained with the
ERK5-Prol mutant form lacking the C-terminal region that includes
the two specific proline-rich domains of ERKS, residues 434 to 485
and 578 to 701 with more than 60 proline residues, support the idea
that proline(s) affected by PHD could lie in these regions.

Interestingly, previous observation showed that 82% of genes that
seem to be specifically regulated by ERK5 under normoxic conditions
are also targets of HIF-1a in hypoxia [18]. Therefore, the control
exerted by pVHL onto ERKS5 and HIF-1a at the same time could
ensure that the shared target genes receive a coherent set of input
signals and will allow the expression of target genes for HIF-la not
only in hypoxic conditions. To this end, one possibility could be a
different sensitivity for this pVHL—prolyl hydroxylase—dependent
mechanism. In this model, HIF-1a is extremely sensitive to this
mechanism, while ERK5 could be less sensitive. In addition, our data
strongly support a model in which VHL regulates ERK5 expression
by affecting its degradation rather than at the RNA level, as has been
reported for other proteins as insulin-like growth factor 1 receptor
(IGF1R) [48], in agreement with the mechanism described for
HIF-1a. Nonetheless, other possibilities in addition to VHL, such
as c-Abl [5], should be considered to fully understand the molecular
basis of ERKS expression levels and function, especially in a tumoral
context, where deregulation of tyrosine phosphorylation, protein
degradation, and many other processes are well established. Therefore,
further studies are necessary to fully clarify the molecular mechanism
that controls ERK5 in CCRCC.

Third, the role of VAL as a tumor suppressor gene is in nice agree-
ment with its inhibitory effect onto ERK5, a signaling molecule
activated by oncogenes and cell proliferation and that contributes

to cancer [49]. Therefore, ERK5 could be considered as a novel target
of the tumor suppressor pVHL, as has recently been proposed for
phosphorylated JAK2 [50], although the latter does not require pro-
line hydroxylation.

Finally, our findings demonstrate that high levels of ERK5 cor-
relate with stages associated to a worse prognosis in CCRCC [51],
suggesting that ERK5 could be considered a novel biomarker and
a potential therapeutic target. In fact, our data provide a possible
novel explanation for the characteristic vasculature of CCRCC [52].
For example, ERKS5 exerts an inhibitory effect on thrombospondin-1
[53,54], known to mediate angiogenesis, proliferation, and tumor
aggressiveness in CCRCC [55]. In our experimental system or in
CCRCC samples, the lack of ERK5 results in decreased cell modtility
in vitro and seems to correlate with a low metastatic potential. Inter-
estingly, in breast cancer, expression of ERK5 correlated with a worse
prognosis [11]. Therefore, it is possible that ERKS5 targeting may be
therapeutically useful in CCRCC and probably in several solid tumors.
However, in lung cancer, a recent report indicated that loss of ERK5
function may be linked to aggressiveness [56] and that ERKS is also
known to mediate the effect of antiangiogenic factors such as pigment
epithelium-derived factor (PEDF) [57]. Therefore, studies with ERK5-
specific inhibitors, such as XMD8-92 [58], and with other drugs that in-
terfere with ERK5 activity, such as TGO2 that is currently in a phase I
clinical trial, will help to elucidate the value of ERKS5 targeting in cancer.

In summary, this report presents a novel mechanism for the con-
trol of ERKS protein level through the ubiquitin-proteasome machin-
ery, in which pVHL acts as the E3 ubiquitin ligase through a prolyl
hydroxylation—dependent mechanism. This new mechanism for con-
trolling ERK5 expression could have potential implications in tumors,
as CCRCC, in which VAL inactivation is a critical step.
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AEF and processed as in Figure 2D. (B) 293T cells were transfected (5 yg of HA-ERKE-WT or HA-ERK5-AEF plus 5 ug of Flag-VHL) and
processed as in Figure 28. TCLs were blotted against Flag or tubulin.

B)
Ip VHL
GFP & -
Flag-VHL - + + +
HA-ERKS = - WT AEF
nenxs[ {l
TCL
uFEag[ S R R J

o Tubulin | sl sawes e

o




A) — ‘pLKO ShERK5 B)
b ? ¢ Fat
g - *
. & - -
® e . %
E%ae &, 0 *3 ’ .
e n oo :
s @ e & .
* * 0" 8% L4 . ¢
e e :
§ e ,g ;
i ] s% ,&' ﬁ: il 1
& L T = 250 ym
C) Day 1 Day 28
pLKO shErk5 pLKO  shErk5
Erks — |

IP and WB: anti-Erk5

100

80

40

Number of Fociffield

20

Kkk

0 E
769p-pLKO

shERKS
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Figure W5. Xenograft model using 769-P cells. pLKO (n = 5) or
shERK5E 769-P (n = 6) cells were injected subcutaneously (6 X
108 cells) in nude mice (BALB/c), and volumes were evaluated every
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until day 45 with no observable tumors.

Figure W6. Histologic features of diagnosed cases of CCRCC. Four representative images (40x) of different Fuhrman grades observed.
(A) Grade | (case 12/09). (B) Grade Il (case 08/09). (C) Grade il (case 02/09). (D) Grade IV (case 06/09).
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Abstract

Objective. This study aimed to evaluate the usefulness of carbonic anhydrase IX (CA-IX) expression in clear cell renal cell
carcinoma (CCRCC) using two different techniques to detect protein expression. Material and methods. An experimental,
cross-sectional, analytical study was conducted to analyse proteins in renal tumour and healthy tissue specimens from
38 consecutive patients who underwent nephrectomy for renal cancer. CA-IX protein expression was measured by
immunohistochemistry and Western blot analysis and quantified. Statistical analysis was performed with the positive
and negative specific agreements and kappa coefficient. The sensitivity and specificity of both techniques were assessed.
Statistical tests were conducted to analyse the association between CA-IX expression quantitation and normal prognosis
factors (TNM stage and Fuhrman nuclear grade), only in CCRCC. Resulzs. The mean patient age was 65 years, 78.9% of
patients were men and 57.9% of tumours were CCRCC. CA-IX protein expression was positive in 63.2% of tumours by
immunohistochemistry and in 60.5% by Western blot. Both techniques detected CA-IX expression only in CCRCC and
unclassifiable tumours. High concordance indices were observed for CCRCC diagnosis. Western blot and immunohis-
tochemistry had a sensitivity of 95.5% and 100%, respectively; the specificity was 100% in both techniques. CA-IX
expression quantitation did not correlate with tumour stage or Fuhrman nuclear grade. Conclusions. Immunochemistry and
Western blot techniques can be used to detect abnormal CA-IX protein expression in CCRCC and to support morphology-
based diagnostic techniques.

Key Words: CA-IX protein, clear cell renal cell carcinoma, diagnosis, immunohistochemistry, western blot

Introduction increase. Environmental, dietary, genetic and other
factors are also apparently implicated in the increased
Renal tumours account for approximately 3% of all diagnosis of this type of tumour [1].
tumours, and renal cell carcinoma (RCC) is the most In recent years, molecular characterization of renal
commuon malignancy in the adult kidney. The inci- tumours has shown that certain genetic and epige-
dence of RCC has gradually risen in the past few netic abnormalities are common in each cell subtype.
decades, mainly because of the increased use of Sporadic clear cell renal cell carcinoma (CCRCC)
imaging techniques. Mortality is also higher, however, is one of the most common cancers and is charac-
and incidental findings alone do not fully explain the terized by abnormalities on the short arm of
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chromosome 3 (3p) [2], where the VHL (tumour
suppressor) gene is located. This gene is altered in
both von Hippel-Lindau disease and sporadic renal
tumours [3]. VHL mutations have been described in
sporadic CCRCC in 22-57% of cases [4], DNA
methylation in 19% and general abnormalities
affecting VHL function in more than 90% [5].

Part of the VHL suppressor function lies in its
capacity, under normal conditions, to degrade
HIF1-a protein, a transcription factor involved in
the transactivation of certain genes with a protein
product (e.g. VEGF, PDGF, EPO) that increases
'oxygen availability or regulates metabolic adaptation
when environmental oxygen is limited. In the
presence of normal VHL activity and under normal
ambient oxygen conditions, HIF1-a. is degraded and
does not fulfil its functon [6].

HIF1-o also regulates other genes, including a
group that produces transmembrane proteins, known
as carbonic anhydrases (CAs), to regulate intracellu-
lar and extracellular pH. Of these, CA-IX appears to
be involved in the development of certain tumours. It
is essentially expressed in tumour tissue, including
renal carcinoma tumours, and is induced under hyp-
oxic conditions and regulated by HIF1l-o [7,8].
Expression appears to be characteristic of the clear
cell subtype, and tumours of other cell subtypes
exhibit little to no expression or have a clear cell
component [9,10].

Several studies have observed that CA-IX is impli-
cated in the prognosis of CCRCC in terms of survival
and response to certain immunomodulatory thera-
pies, mainly in tumours that present distant metastasis
[11-13]. This is not entirely clear, however, and there
is some debate regarding the use of CA-IX as a
tumour marker and its usefulness in predicting
prognosis.

To characterize renal tumours more accurately, the
current histological classification is aided by the
cytogenetic and molecular peculiarities of the tumour
cells. The histological architecture of tumour speci-
mens may be hard to recognize by microscopy tech-
niques alone because of sarcomatoid differentiation,
different patterns observed in the tumour, or small
specimen size in the case of fine-needle biopsies.
Hence, other techniques should be used to support
the diagnoses and define the tumour type and poten-
tial tumour behaviour [14-16].

This study evaluated the usefulness of CA-IX
expression in CCRCC diagnosis using two techniques
to detect protein expression, and analysed which of
the two was more suitable for this purpose. The
usefulness of CA-IX expression in CCRCC was
also assessed by comparing it with common prog-
nostic factors observed in clinical practice.
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Material and methods

The present study used an experimental, cross-
sectional and analytical design in 38 patients diagnosed
with and surgically treated for RCC. Once informed
consent had been obtained, renal tumour tissue and
healthy renal tssue specimens were collected and then
stored and frozen at —80°C for subsequent analyses.
Sociodemographic and clinicopathological data related
to the disease were also collected from the patients.

Immunohistochemistry analysis

All cases were reviewed and diagnosed by the patho-
logy department of the Hospital and University Com-
plex of Albacete, Spain, in accordance with the World
Health Organization (WHO) classification [17].
Paraffin blocks were available in all cases. Formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue sections of 4 um were
cut, deparaffinized in xylene and rehydrated in a
graded series of ethanol. The endogenous peroxidase
was blocked with 3% H,0, for 5 minutes. Slides were
treated with heat-induced epitope retrieval and immu-
nostained with the polyclonal rabbit antibody CA-IX
(Abcam, Cambridge, MA, USA) (Ab 150686), in a
1:1500 dilution, and detected using the EnVision-
HRP system (Dako, Glostrup, Denmark) according
to the manufacturer’s instructions. Normal gastric
mucose was used as a positive control.
Immunohistochemical staining was done by a
single pathologist blinded to the clinicopathological
variables. Tumour cells were scored as positive or
negative for CA-IX expression, and the extent of
staining was recorded as a percentage of the tumour
tissue specimen that had positive CA-IX expression.

Western blot analysis

Samples were lysed using a Polytron PT2100
(Kinematica, Fisher Scientific, Spain) in lysis buffer
pH 8 (100 mM HEPES, 50 mM NaCl, 5 mM NaCl,
5 mM EDTA, 0.125 mM EGTA, 0.1% Triton
X-100), adding protease and phosphatase inhibitors
(50 mM NaPPi, 50 mM NaF, f-glycerol, DDT,
leupeptin, aprotinin, 50 pM PMSF, and 100 pm
mM NasVO,). The samples were clarified by centri-
fugation for 15 minutes, and the total protein content
was determined by spectrophotometry at 562 nm using
a BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rock-
ford, IL, USA). Proteins were then separated using
10% sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
clectrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to a
nitrocellulose membrane, blocked in 5% non-fat dry
milk in T-TBS (Tween 20 0.5%—Tris-buffered saline)
for 1 hour. The membranes were washed extensively



1L01n

360 ¥ M. Giménez-Bachs et al.

Table I. Clinicopathological characteristics of operated patients
with renal cell carcinoma.

n %
Gender
Male 30 78.8
Female 8 21.1
Tumour type
Clear cell 22 57.9
Papillary 3 7.9
Chromophobe 7 i8.4
Oncocytoma 3 7.9
Mixed — unclassifiable 2 5.3
Ducts 1 2.6
Nuclear grade (Fuhrman)
1 2 5.3
2 15 39.5
3 11 28.9
4 6 15.8
NA 4 10.5
T stage
T1 21 55.2
T2 9 23.7
T3 8 21.1
T4 0 0.0
N stage
NO 20 52.6
Nx 16 42.1
N1 2 53
M stage
Mo 32 84.2
Ml 6 15.8

NA = not assessed.

and incubated with the appropriate primary antibodies.
CA-IX (clone H-120) and antitubulin (DM1A) were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Sc25599)
and diluted in incubation buffer (0.5% bovine serum
albumin in T-TBS) at 1:1000 and 1:3000, respectively,
and incubated overnight at 4°C. Then, membranes
were extensively washed in T-TBS for 20 minutes,
incubated with appropriate secondary antibody for
1 hour and extensively washed for 20 minutes. Anti-
body detection was achieved by enhanced chemilumi-
nescence (General Electric, Spain). Confluent cultures
of Hela cells were used as a positive control for CA-
IX in Western bloting [18].

CA-IX expression in clear cell tumours was quan-
titated to analyse any relationship between expression
and prognosis, using Image J v.1.42q software.
CA-wIX bands were compared to the respective
tubulins to ensure uniform, equivalent quantitation.

Statistical analysis

A descriptive analysis was performed for all variables
collected in the study. A separate concordance anal-
ysis was carried out for the immunohistochemistry
and Western blot techniques, assuming that CA-IX
expression is persistently observed in CCRCC, to
obtain positive- and negative-specific agreements
and the kappa coefficient to correct findings for
chance agreements. Likewise, the study compared
the two tests to each other. A sensitivity and specificity
study was also carried out for both techniques.

Subsequently, the associaton between CA-IX
expression quantitation was analysed only in the
CCRCC s, using Western blot and the normal prog-
nosis factors [tumour, node, metastasis (TNM)
tumour stage, Fuhrman nuclear grade]. Analysis
of variance (ANOVA) test, Student’s ¢ test and chi-
squared test were carried out according to variable
type, and non-parametric testing was applied when
the conditons for application were not met.

Results

The mean patient age was 65 years (SD 12.4; range
31.9-83.9 years); 30 patients (78.9%) were men.

Clear cell tumours were most common (57.9%),
followed by chromophobe and papillary carcinoma.
Only one of the tumours displayed sarcomatoid
differentiation and was diagnosed as unclassifiable.
Fuhrman nuclear grade 2 (39.5%) was the most
common when this was analysed. Most tumours
were low stage (65.2% T1, 23.7% T2); no T4
tumours were detected. Distant metastasis was
observed in six cases, malignant lymph nodes were
found in two cases, and 16 cases (42.1%) were clas-
sified as Nx according to the TNM classification.
Table I summarizes the clinical characteristics of
the tumours.

When CA-IX expression was determined by immu-
nohistochemical techniques, 24 tumour specimens
(63.2%) were positive for this protein, whereas
CA-IX expression assessed by Western blot showed
overexpression of this protein in 23 specimens
(60.5%). When tumour expression was analysed in
CCRCC or non-CCRCC, CA-IX-positive distribu-
tion (Table II) was stadstdcally significant (p < 0.005)
for both immunohistochemistry and Western blot.
Neither technique detected CA-IX overexpression
in any healthy renal tissue specimens. Figure 1
shows the immunohistochemical images for CA-IX;
reference expression was detected by Western blot
according to tumour histology. In fact, both immu-
nohistochemistry and Western blot detected expres-
sion only in clear cell tumours and unclassifiable



Table II. Comparison of carbonic anhydrase IX (CA-IX) expres-
sion detection by immunohistochemistry and Western blot for clear
cell renal cell carcinoma (CCRCC) and non-clear cell renal cell
carcinoma.

Histopathology
CCRCC Non-CCRCC Total
IHC Negative 0 14 11
Positive 22 2 24
Total 22 16 38
WB Negative 1 14 15
Positive 21 2 23
Total 22 16 38

IHC = immunchistochemistry; WB = Western blot.

tumour. When tubulin was used as the reference,
expression was stronger in CCRCC; immunohis-
tochemistry showed brightly stained areas, but not
over the entire preparation.

W W | Tubulin
i

| CA-IX

Tubulin
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Table II lists the results for the concordance study
using the kappa coefficient and specific agreements.
These data were obtained by comparing immunohis-
tochemistry or Western blot results with histological
findings (CCRCC vs non-CCRCC) and comparing
the two techniques with each other. High concor-
dance indices were observed for clear cell tumour
diagnoses, and a high concordance index was also
observed between the two techniques.

The percentages of positives and negatives for the
two tests (according to whether tumours were clear
cell or not) revealed that Western blot had a sensitivity
of 95.5% and a specificity of 87.5%, compared with a
sensitivity of 100% and an equal specificity of 87.5%
for the immunohistochemical technique.

CA-IX expression quantitation in CCRCCs dif-
fered from one tumour to another (Figure 2). The
correlation of this quantitation with tumour stage or
Fuhrman nuclear grade was not statistically signifi-
cant, although positive lymph nodes and tumours

Figure 1. Images of carbonic anhydrase IX (CA-IX) expression detection by immunohistochemistry compared to Western blot detection in
various renal cell carcinoma subtypes: (a) clear cell; (b) papillary; (c) chromophobe; (d) unclassifiable. N = tumour specimen; R = healthy renal

tssue.
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Table III. Diagnostic power of the techniques used to detect carbonic anhydrase IX (CA-IX) expression.

Negative specific agreement (%)  Positive specific agreement (%)  Overall agreement (%) Kappa coefficient ?
IHC 93.3 (78.7-98.2) 95.7 (85.5-98.8) 94.7 (82.7-98.5) 0.89 (0.74-1) < 0.005
WB 90.3 (75.1-96.7) 93.3 (82.1-97.7) 92.1 (79.2-97.3) 0.84 (0.65-1) < 0.005
THC-WB 96.6 (82.8-99.4) 97.9 (88.9-99.6) 97.4 (86.5-99.5) 0.94 (0.83-1) < 0.005

THC = immunohistochemistry; WB = Western blot.

with higher Fuhrman nuclear grades (3 and 4 versus
1 and 2) were more likely to exhibit higher expression.
The reverse trend was also observed: tumours with
distant metastasis showed lower expression.

Discussion

Although gastric mucosa was originally described as
the only normal tissue in which CA-IX is expressed
[19], more recent studies have shown that CA-IX may
be present to a lesser extent in other normal tissues.
Expression is mainly present in tumours, however. In
any case, CA-IX is not found in healthy renal tissue
but is obviously expressed in RCC, almost exclusively
in clear cell subtype. Expression has rarely been
observed in other renal tumours and, therefore, it is
thought that these are false positives [20,21].

The pathological diagnosis of tumours has changed
in general and in renal tumours in particular, and
microscopic criteria alone are no longer used [22].
The classification most commonly used at present to
catalogue renal tumours, as published by the WHO
in 2004 [17], separates tumours according to

histological morphology, clinical behaviour and
underlying genetic alterations.

Different techniques are currently used to support
the classic histopathological diagnosis, usually based
on the variable expression of specific genes or proteins
according to histological origin (e.g. quantitative poly-
merase chain reaction, microarrays, Western blot). It
is known that genes related to angiogenesis are over-
expressed in CCRCC and, therefore, the differing
manifestations of these genes are the basis for some
antiangiogenic therapies used at present or in different
clinical trial phases [15].

In view of these aspects and the persistent obser-
vation of CA-IX overexpression in CCRCC, this
expression could be used in diagnosis. Although
CA-IX expression has been reported in subtypes other
than clear cell tumours but never in chromophobe
carcinoma, when expressed in non-CCRCC it is
found at a much lower percentage and with less
intensity [16,23-25]. There have been reports of
tumours with predominantly papillary architecture,
but considerable extension of cells with clear cyto-
plasm (considered unclassifiable in the histological
classification), and some molecular studies show

CA-IX
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Figure 2. Quantitation of carbonic anhydrase IX (CA-IX) expression in 22 clear cell renal cell carcinomas, compared with tubulin quantity.



characteristics of clear cell tumours (e.g. VHL inac-
tivation, loss of heterozygosity in the short arm of
chromosome 3) that may explain CA-IX overexpres-
sion [26]. This may also be true for tumours with
extensive sarcomatoid differendation in which the cell
origin is hard to categorize owing to morphological
characteristics.

This study assessed the validity of two different
methods for detecting CA-IX expression. Immuno-
histochemistry is the classic method used by patho-
logists and depends on their subjective assessments.
Western blot is a more objective, less generalized
diagnostic technique based on clinical presentation
and pathology that is less subjective and produces
fewer errors [27]. The present results showed high
percentages of positive, negative and overall specific
agreement, considering that CCRCC persistently
showed CA-IX expression. A comparison of the tech-
niques showed that both can detect CA-IX expression
(kappa coefficients >0.8 in all cases). Nevertheless,
slightly better results were obtained with immunohis-
tochemistry because of one false negative detected by
Western blot, a result possibly explained by the use of
different CA-IX antibodies in each technique. This is
due to better technical performance for each antibody
with the respective detection method. Both techni-
ques yielded the same number of false positives (one
each), but both cases involved unclassifiable tumours,
which can be explained by a clear cell origin or
transformation, as mentioned above. Immunohis-
tochemistry was more sensitive than Western blog,
although both tests showed high sensitivity and spec-
ificity percentages. Although the limited sample used
in the study does not allow these results to be gen-
eralized to use in routine practice, they are useful as a
diagnostic approach.

Regarding the use of the different antibodies for
Western blot and for immunohistochemistry, the
authors decided to use different antibodies based on a
preliminary experiment (data not shown). The antibody
selected for Western blot showed a more specific and
clear pattern for CA-IX, as the use of positive controls
indicated, compared with the one used for immunohis-
tochemistry. However, this antibody showed a weak
signal in immunohistochemistry. Therefore, a decision
was made to use the best antibody for Western blot or
immunohistochemistry in order to evaluate in the best
possible scenario by each technique.

Based on these findings, both techniques for CA-
IX detection can be considered valid for CCRCC
diagnosis, particularly in cases in which the morpho-
logical criteria are insufficient. The techniques can
also occasionally be used to predict the clinical behav-
iour of the tumours and to consider new emerging
alternative therapies in renal cancer, given that
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CA-IX may be a prognostic marker that depends
on expression and response to certain therapeutic
agents [28,29].

The usefulness of CA-IX as a prognostic factor is
controversial, although lower expression of this pro-
tein obviously entails a poorer prognosis, and a clear
relationship has not been found between CA-IX
expression and TINM stage or nuclear grade except
in terms of survival [28,30,31]. This investigation also
failed to find this relationship with prognostic factors,
although Western blot testing may be more objective
and the metastatic tumours presented lower expres-
sion, an apparently logical finding in keeping with the
fatal prognosis. The limited sample may not allow
more conclusive results, but CA-IX detection and
assay by Western blot is less subjective than
immunohistochemistry.

In conclusion, immunohistochemistry and Western
blot techniques for detecting abnormal CA-IX pro-
tein expression in CCRCC can be used to support
diagnostic techniques based on tumour morphology.
In fact, abnormal expression of the protein may offer
some clues about disturbances in the pathological
VHL pathway, with down-regulation of the factors
involved in angiogenesis. In this study, Western blot
was not superior to the diagnostic capacity of immu-
nohistochemical techniques, but did allow more
objective assay. No direct relationship appears to exist
between CA-IX expression levels and prognostic
factors such as stage and nuclear grade. However,
studies with more samples are required to find a firm
conclusion on this point.
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Resumen

Contexto: Ultimamente, basandose en la implicacién del gen supresor vhl en los casos de car-
cinoma de células renales (CCR), se ha evaluado la implicacion de la ruta de sefializacién entre
pVHL y el factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1a), ante la necesidad de encontrar nuevos
marcadores diagndsticos, prondsticos y de respuesta a farmacos.

Sintesis de evidencia: La sobreexpresion de HIF-1a confiere mejor prondstico en pacientes
afectos de CCR de tipo células claras (ccRCC). Ademas HIF-1a regula otros genes, concreta-
mente el de la anhidrasa carbonica IX (CA-IX), cuya sobreexpresion es practicamente exclusiva
de los ccRCC y su determinacion Util para el diagnostico de este subtipo. Sin embargo, no se
ha demostrado la implicacién de CA-IX ni en el prondstico ni en la respuesta a inmunomodu-
ladores o antiangiogénicos. Ello hace necesario la evaluacién global de toda esta ruta: pvHL
— HIF-1a — CA-IX, e incluso el andlisis de otras proteinas y vias de sefializacion que también
controlan la actividad de HIF-1a. En este (ltimo caso, las MAPK, son criticas en la activacién de
HIF-1a, existiendo evidencias a nivel experimental del control sobre su actividad, aunque no
se ha establecido su papel clinico como biomarcador. Si bien esta demostrado el papel de las
MAPK en los fenémenos de resistencia a quimio y radioterapia convencional, no lo estd en la
respuesta a sorafenib, dato llamativo si tenemos en cuenta que es inhibidor de varias protein
quinasas. Recientemente se ha observado que las MAPK pueden estar implicadas en la respuesta
a distintas terapias, incluidas las basadas en inhibidores de tirosin quinasa.

Conclusiones: La confirmacion de estos datos supondra una explicacion a la variacion observada
entre pacientes, que con una misma alteracion funcional del gen vhl presentan un distinto
comportamiento bioldgico y clinico, y a una mejor seleccion de terapias no quirrgicas.

© 2011 AEU. Pubticado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.
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Abstract

Context: Only on the basis of the involvement of the vhl suppressor gene in the cases of renal
cell carcinomas (RCC), the involvement of the signaling pathway between the pVHL and the
Hypoxia inducible factor 1, alpha (HIF-1c) has been evaluated because of the need to find new
diagnostic and prognostic and response to drugs markers.

Evidence synthesis: The overexpression of HIF-1a confers better prognosis in clear cell type
RCC (ccRCC). Furthermore, HIF-1a regulates other genes, specifically that of the carbon anhy-
drase IX (CA-IX), whose overexpression is practically only of the ccRCC and its determination
is useful for this subtype. However, the involvement of the CA-IX has not been demonstrated
in the prognosis or in the response to immunomodulators or antiangiogenics. Therefore, it is
necessary to make a global evaluation of all this pathway: pVHL — HIF-1a — CA-IX, and even
the analysis of other proteins and signaling pathways that also control the HIF-1a activity. In
the latter case, the MAPK are critical in the HIF-1a activation, there being evidence on the
experimental level of the control on its activity. although its clinical role as a biomarkers has
not been established. Although the role of the MAPK in the phenomena of resistance to conven-
tional chemotherapy and radiotherapy has been demonstrated, it has not been demonstrated
in response to sorafenib, an important piece of information if we consider that it is an inhibitor
of several protein kinases. Recently, it has been observed that the MAPK may be involved in the
responses to different therapies, included those based on tyrosine kinase inhibitors.
Conclusions: The confirmation of these data would suppose an explanation of the variation
observed between patients who, with the same functional alteration of the vhl gene, have a

different biological, clinical behavior and better selection of non-surgical therapies.
© 2011 AEU. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Contexto

Los tumores renales suponen aproximadamente el 3% de
todas las neoplasias, siendo el carcinoma de células rena-
les (CCR) el tumor maligno mas frecuente en el rifdn del
adulto.

Tanto a nivel general como en nuestro medio, la inciden-
cia del CCR ha aumentado alrededor del 126% desde 1950,
produciéndose un incremento anual progresivo en las tasas
de incidencia del 2,3 al 4,3%, fundamentalmente debido al
mayor uso de técnicas de imagen. Sin embargo, paralela-
mente la mortalidad se ha incrementado en un 36,5% anual,
por lo que la deteccién incidental por si sola no explica
del todo este aumento en la incidencia, lo que nos lleva
a pensar que otros factores, como los ambientales, dieté-
ticos o genéticos, parecen estar también implicados en el
creciente diagnostico de este tumor’. Dentro de los CCR el
més frecuente es el carcinoma de células claras (ccRCC),
que representa alrededor del 70%.

Los CCR pueden aparecer en el contexto de enferme-
dades hereditarias o de manera esporadica, clasificandose
asi en tumores renales familiares y tumores esporadicos.
La forma esporadica representa el 96% de los casos, de ahi
el gran interés en conocer los mecanismos moleculares que
inician su formacién. Dentro de las formas hereditarias la
mejor caracterizada es la asociada al sindrome Von Hippel
Lindau, el cual se caracteriza porque los individuos afecta-
dos presentan riesgo de desarrollar tumores en diferentes
érganos, incluyendo los rifiones, el cerebelo, la espina dor-
sal, el oido interno, las glandulas adrenales y el pancreas.
En este sindrome se han encontrado alteraciones genéticas
que afectan sobre todo al cromosoma 3. Concretamente, en
los Gltimos afos se ha identificado el gen vhi, localizado en

el brazo corto de cromosoma 3 (3p), catalogandose como
gen supresor tumoral y estableciéndose una relacién muy
estrecha entre este gen y el sindrome de Von Hippel Lindau,
de forma que este se encuentra alterado en mas del 70%
de los casos?. Sin embargo, también se ha constatado la
implicacion de dicho gen en la aparicién de casos de CCR
esporadico, encontrandose una destacable relacion entre
alteraciones en el gen vhl con el CCR, fundamentalmente
de tipo células claras®, aspecto también refrendado por
estudios previos de nuestro grupo®.

Durante los Gltimos afios, y a la vista de que los cri-
terios diagnésticos basados Gnicamente en la arquitectura
histolégica son insuficientes, se estd intentando realizar una
caracterizacion molecular del CCR para determinar nuevos
marcadores tumorales Gtiles tanto en el diagndstico histolo-
gico, como en la prediccion pronostica y de respuesta a los
farmacos que estan desarrollandose actualmente. En este
sentido, y basandose en la ya mencionada implicacion del
gen supresor vhl en los casos de CCR esporadico, se ha eva-
luado la imptlicacién de la ruta de sefializacién entre VHL y
el factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1«) en el CCR.

Sintesis de evidencia
ViapVHL — HIF-1a — CA-IX

El gen vhl codifica una proteina (pVHL) que se une a
HIF-1a en condiciones de normoxia, favoreciendo su degra-
dacién, mediada por ubiquitinizacién y por un mecanismo
dependiente de prolin hidroxilasas (hidroxilacién de proli-
nas 402 y 564). Es aqui donde radica parte de la funcién
supresora del gen vhl. La ausencia de una funcién nor-
mal de pVHL (bien por mutacién bien por hipermetilacion
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del gen) genera una situacion parecida a la hipoxia, por lo
que HIF-1a no se degrada, originando niveles altos de HIF-
1 que son caracteristicos en el CCR°. Ademas, HIF-1a es
también un factor de transcripcion que induce la activa-
cion de ciertos genes, cuyo producto proteico aumenta la
disponibilidad de oxigeno mediante activacién de factores
angiogénicos (fundamentalmente VEGF, PDGF y eritropoye-
tina) o regula la adaptacion metabélica cuando el oxigeno
ambiental es limitado. Por el contrario, en presencia de
una actividad normal de pVHL y con condiciones ambien-
tales normales de oxigeno, HIF-1a se degrada no ejerciendo
su funcién. La sobreproduccidon de factores angiogénicos
debida al aumento de HIF-1a puede explicar la naturaleza
hipervascular del CCR y el posible estimulo al desarrollo
y crecimiento tumoral®-'?. Seglin lo descrito en otros tra-
bajos, la sobreexpresion de HIF-1a pudiera conferir mejor
prondstico en los pacientes afectos de ccRCC°.

Ademés HIF-1a también regula otros genes entre los
que tienen especial interés las anhidrasas carbonicas (CA),
en concreto el gen productor de la proteina CA-IX. Esta,
a excepcién de en la mucosa gastrica, se expresa fun-
damentalmente en tejidos tumorales, entre ellos el CCR,
y es inducida también por condiciones de hipoxia'""2. La
sobreexpresion de CA-IX es practicamente exclusiva de los
ccRCC™, por lo que su determinacion es Gtil en el diagnos-
tico de este subtipo celular. Cuando aparece sobreexpresada
en otros subtipos surge la posibilidad de que se trate de fal-
sos positivos 0 CCR con componente mixto. La expresion de
CA-IX puede ser determinada por inmunohistoquimica (IHQ)
0 métodos directos como Western blot (WB). Los estudios
hasta el momento no han demostrado la implicacién de CA-

IX en el pronostico del CCR —en términos de supervivencia

o progresién tumoral— ni en la respuesta a ciertas tera-
pias inmunomoduladoras o antiangiogénicas, objetivandose
Unicamente en casos de CCR metastasicos'#"7, estando la
utilidad de CA-IX mas dirigida al diagnostico diferencial de
los subtipos histologicos det CCR'. Por todo ello, son nece-
sarios otros estudios que impliquen una evaluacion global de
toda esta ruta de sefializacion pVHL — HIF-1a — CA-IX, e
incluso el andlisis de otras proteinas y vias de sefializacion
que, como las proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPK) o ATM, controlan la actividad de HIF-1a.

Papel de las proteinas quinasas activadas por
mitogenos en el cancer renal

Junto al mecanismo basado en la prolin hidroxilasa-VHL, la
funcionalidad completa de HIF-1a estd controlada por dis-
tintos mecanismos que implican la acetilacion, como se ha
descrito con el de la lisina 5328 y la fosforilacion. En este
{ltimo caso las MAPK parecen ser criticas en la activacion
de HIF-1a. Asi, se ha descrito que ERk1/2 o p38 MAPK son
capaces de fosforilar in vitro a HIF-1a'>* y cémo la inhibi-
cién de estas dos MAPK es capaz de bloquear la expresion
de genes reporteros de la actividad HIF-1a2'. De hecho,
es conocido como la reestabilizacion de HIF-1a, por 6xido
nitrico o cromo, esta mediada por MAPK?. Incluso se ha
descrito como otra MAPK, la ERK5, puede controlar los nive-
les de expresion de HIF-1a al menos en células endoteliales,
promoviendo su degradacion?. Recientemente se ha demos-
trado también como la inhibicion de distintas MAPK bloquea

el crecimiento de modelos celulares derivados de ccRCC*.
En resumen, existen notorias evidencias que sugieren que la
rutas de sefialacion de MAPK puede ser critica en los efectos
biologicos de HIF-1a.

Las MAPK constituyen una familia de serin/treonin qui-
nasas activadas por factores de crecimiento y estrés. Estas
proteinas desempefian un papel clave en la transduccion
intracelular de senales, permitiendo a la célula integrar
diferentes estimulos extracelulares. Asi, las MAPK regulan
procesos como mitosis, cambios en los patrones de expresion
génica, movimiento, metabolismo, muerte celular progra-
mada permitiendo a las células sobrevivir, proliferar, inducir
apoptosis, interaccionar con multiples tipos celulares, etc.
Todos estos procesos estan implicados en el correcto des-
arrollo del organismo, asi como en su homeostasis, con
implicaciones en cancer y su terapia®. Desde el punto de
vista filogenético las MAPK forman parte del grupo CMGC
de proteinas quinasas, del que también forman parte las
quinasas dependientes de ciclinas (CDK), glucégeno sintasa
quinasas y quinasas CDK-like?*. Cada subfamilia de MAPK
esta compuesta por un modulo de sefalizacién de tres qui-
nasas evolutivamente conservadas que se activan de forma
secuencial. Asi, la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK o MEKK)
activa a la MAPK quinasa (MAPKK o MEK), que a su vez activa
a la MAPK por fosforilacion. Las MAPKKK son proteinas a
menudo activadas por fosforilacion o por interaccion directa
con proteinas de unién a GTP (como la familia Ras/Rho)
en respuesta a estimulos extracelulares?”. La activacion de
dichas MAPKKK provoca la activacion en residuos de serina
o treonina de las MAPKK y su activacion, a su vez estimula
la fosforilacion y activacion de las MAPK mediante la fos-
forilacion dual en residuos de treonina y tirosina (motivo
Thr-X-Tyr) localizados en el loop de activacion del subdomi-
nio quinasa VII?2. Una vez activas fosforilan a sus sustratos
en residuos de serina o treonina adyacentes a prolina. La
fidelidad en la transmision de la sefial va a venir determinada
por la activacién secuencial de estas proteinas mediante
la participacion de proteinas adaptadoras especificas, cuya
funcién es organizar las proteinas de la ruta permitiendo
una activacién coordinada. La duracidn y la intensidad con
la que se activa la ruta va a depender de la compartimen-
talizacion subcelular de las distintas moléculas implicadas
en la ruta (como ejemplo PEA-15 que retiene a ERK1/2 en
el citoplasma) y de la activacion de fosfatasas que silencian
la ruta cuando es necesario. En respuesta a estos estimulos
pueden activarse tres subfamilias de proteinas MAPK: ERK,
SAPK/JNK y p38 MAPK.

Por todo lo comentado anteriormente, parece logico pen-
sar que, ademas de la funcionalidad de pVHL, que es sin duda
alguna la pieza clave en el proceso de transformacion del
ccRCC, las MAPK puedan tener un papel relevante. En este
sentido es importante destacar que en el afio 1995 Oka et
al?? describieron como en una serie corta de pacientes con
ccRCC se detectaba una activacion constitutiva de ERK1/2.
No obstante, este estudio estd basado en una metodologia
compleja (ensayos quinasa in vitro) y susceptible de malti-
ples artefactos. Mas recientemente se ha propuesto el uso de
p38 como un potencial biomarcador de ccRCC que se corre-
laciona ademas con el grado de Fuhrman®®. Otros estudios
han evidenciado una expresion significativamente alta de
MAPKK1 y ERK2 en el ccRCC en relacidn con controles, sugi-
riendo que esta via pueda tener valor terapéutico contra
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el ccRCC?*. Para probar esta hipotesis se utilizo la toxina
letal del antrax (LeTx) como un inhibidor de las muttiples
vias de sefalizacion MAPK. LeTx es una exotoxina que, en
parte, se une al NH2-terminal de MKK1, MKK2, MKK3, MKK4,
MKK6 y MKK7, pero no MKK5, resultando en una pérdida de
la funcién quinasa de las MKK?4,

Conclusiones

Aunque existen una gran cantidad de evidencias a nivel
experimental sobre el papel de la sefializacién mediada por
MAPK en el control de la actividad de HIF-1a, no se ha
establecido su papel clinico como biomarcador en ccRCC.
Ademds, si bien estd demostrado el papel de las MAPK en
los fendmenos de resistencia a quimio® y radioterapia®
convencional, no lo esta en la resistencia a sorafenib, tra-
tamiento que actualmente tiene al CCR como una de sus
indicaciones33. Este dato es llamativo si tenemos en cuenta
que sorafenib, aunque es un inhibidor de varias protein
quinasas, fue considerado inicialmente como inhibidor de
RAf4, que es la MAPKKK de la ruta de sefalizacion de
ERK1/2. Ademas, recientemente se ha observado que las
MAPK pueden estar implicadas en la respuesta a distintas
terapias de cancer, incluidas las basadas en inhibidores de
tirosin quinasa como en el caso de imatinib mesilato®.

La confirmacion de todos estos datos podria suponer una
nueva explicacién a la variacion observada entre pacien-
tes que, con una misma alteracion funcional del gen vhl,
presentan un distinto comportamiento biolégico y clinico.
Ademas, el poder determinar su relacién con la respuesta
a los nuevos farmacos, como sorafenib, contribuird a una
mejor seleccion de las terapias no quirdrgicas a administrar
a estos pacientes.
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