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Desde que Hipdcrates ( 460-370 a.c.) describiera € cancer como un padecimiento de
prondstico grave secundario ad exceso de, 1o que é denominaba, bilis negra producida
por € bazo y d estdbmago, hasta nuestros dias, ha habido grandes e importantes avances
en d conocimiento y mangjo de edta enfermedad, pero en los comienzos dd sglo XXI
sgue condituyendo uno de los problemas socio sanitarios mas importantes que conoce
la humanidad.

La primera herramienta empleada en d tratamiento del cancer fue su exéress, que se
asentd definitivamente a findes dd siglo XIX y principios ded XX con cirujanos de la
talla de Wolkman (primera extirpacion de un cancer de recto), Kocker (desarrollo de la
cirugia tiroided), Bilrroth (primera gastrectomia), Hasted (primera mastectomia
radicd), Werthen (higerectomia radicd), Mile (introdujo la  reseccion
abdominoperineal en @ cancer de recto) etc.

Més tarde, en 1908, a raiz de los descubrimientos de Becquerd (radioactividad) y €
matrimonio Curie (radio), Belclere empleo las radiaciones ionizantes como terapéutica
por primeravez y pogteriormente se desarrollaria como tal laradioterapia

El turno de la quimiotergpia llegaria més tarde, a partir de los descubrimientos de Lits y
Dudtin en 1934 (efecto antimitdtico de la colchicing), Waksman (descubrimiento de la
actinomicing), Gilman y Goodman (efectos de la modtaza nitrogenada en diversas
neopladias linfoides) y de otros muchos.

Los tratamientos hormondes ya se venian empleando desde findes del sglo XIX: en
1890, Wite y Cabot redizaron una castracion en un paciente con hipertrofia progtética y
en 1895, Beatson, redizé una ovariectomia a una mujer con cancer de mama avanzado.
Sin embargo, la hormonoterapia médica como td se desarrollé a partir de los afios 40 y
60.En 1944, Haddow comprob6 la accion del dietiletilbestrol en € cancer de mama,

Jensen describio en 1967 la presencia de receptores estrogénicos en € cancer de mama,
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en 1969 Hdl dntetizO la aminoglutetimida y Cole descubrio los famacos
antiestrogenos en 1971.

Més tarde, se empezé a emplear la inmunoterapia como tratamiento oncolégico. En este
campo s podria consderar a Mathé € pionero, quien en 1964 observd fendmenos
inmunologicos en pacientes afectos de coriocarcinoma e intenté su gplicacion clinica
con poco éxito ( De Castro y Gonzalez, 1998a).

Desde entonces y conforme se han ido incrementando los conocimientos sobre las bases
moleculares dd cancer, s han ido abriendo nuevas liness de investigacion con
resultados esperanzadores en muchos casos, aunque todavia hoy con escasa rentabilidad
clinica

Egte trabgo va a intentar gprovechar los conocimientos que tantos otros infatigables
investigadores han aportado anteriormente en € terreno de la biologia molecular y la
inmunoterapia para avanzar otro pequefio, pero confiemos que firme, paso hacia la

mejor comprension del cancer y gproximarnos mas asi a su curacion.




Deteccidn de linfocitos T citotdxicos especificos
anti-p53 en pacientes con cancer de mama Introduccion

1. INTRODUCCION
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1.1. EL CICLO CELULAR

El ddo ceular condituye @ proceso basico de la vida. Se compone de diferentes fases

interrdlacionadas entre s que tienen como objetivo find la reproduccion y proliferacion

cdular (Fig.1).

Una cdula en reposo edtaria en 1o que se conoce como Fase GO o de quiescencia

Cuando esta cdula es requerida para iniciar un cicdo cdular s2 suceden las siguientes

fases (Monzo, 1999):
Fase Gl: la cdula es edimulada por diversos factores de crecimiento
extracdulares que se unen a receptores de membrana y activan las cascadas de
sefidizacion que regulan la transcripcion de los genes que codifican las proteinas
necesarias para llevar a cabo @ proceso de la proliferacion. Como consecuencia
del incremento de la sintess de sus componentes, fundamentamente proteinas
necesarias para la duplicacion de ADN, la cdula dobla su tamafio. Edta fase
tiene una duracion gproximada de 6 a 12 horas y d find existe un conjunto de
proteinas cuya finadidad es la de garantizar que se den las condiciones propicias
(temperatura, pH, concentracién sdina,...) para que la cdula pueda pasar a la
siguiente fase y que se denomina punto de control R o punto de restriccion

Fase S: tiene una duracion goroximada de 8 horas y es la fase en la que se
duplicael ADN.

Fase G2: supone una nueva fase ce produccion de proteinas para prepararse para
entrar en divison cdular. Un nuevo punto de control, denominado control M,
asegura que las condiciones fisicoquimicas sean las correctas y la duplicacion
precisay sin errores.

Fase M: Es la fase de divisén cdular y dura gproximadamente 1 hora. Eta a su
vez subdividida en otras 5 fases (profase, metafase, anafase, telofase y

citociness) y su resultado find son dos células 2n idénticas ala primera.
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Fig.1. Ciclo Celular. Reproducido de De Castro J, Gonzalez
Baron M, “Cinéticade lacélulatumoral” en “Oncologia
Clinica’ Vol. 1,22Edicion, 21-34.

111 CICLINASY CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS

Como es logico, este ciclo esta sometido a un riguroso sistema de control levado a cabo
por una serie de proteinas cuyo objetivo es @ de garantizar que cada fase se haya
completado de forma correcta. Estas proteinas son las cinasas que se caracterizan por
tener la capacidad de fosforilar otras proteinas. Esta accion est a su vez regulada por
otras proteinas denominadas cidinas, por lo que las cinasas se denominan cinasas
dependientes de ciclinas (CDK=Cyclin Dependent Kinase). Ambas, forman un
complgo activo ( holoenzima) con actividad serin/treonin cinasa especifica que actlia en

diferentes puntos de ciclo cdular. Mientras que los nivdes de CDK permanecen
estables durante todo € cido, los nivdes de ciclina aumentan y disminuyen en funcion
delafase dd ciclo cdular (Fig. 2). Ad, existen dos tipos especides de ciclinas:
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a)Ciclinas G1: regulan d punto de control R. Son las ciclinesDy Ey s
unen alas CDK (2, 4y 6) durante lafase G1 paraactivar € inicio delafase S.

b)Ciclinas mitéticas: regulan € punto de control G2/M. Son las ciclinas
A yBysunenalas CDK (1y 2) durante la fase G2 para activar la entrada en mitosis
(Ardlanoy Moreno, 1997).

IR
GO

G2-M

Fig. 2. Expresién de ciclinas durante € ciclo celular. Reproducido de Monzé M. “El ciclo

celular y sus alteraciones’ en “OncologiaMédica’ Val. 1, 26-33.

La produccion de los diferentes subtipos de ciclines D (actudmente existen tres
identificadas D1, D2 y D3) (Inaba et a, 1992) es estimulada por factores de crecimiento

extracdlulares y su inhibicion depende de factores que reducen la proliferacion celular.
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Hasta que la cdula no ha rebasado d punto de restriccion de G1 es dependiente de
factores mitdgenos extracelulares (Pardee, 1989). La ausencia de estos factores antes de
llegar d punto de restriccion condicionaria la répida degradacion de las ciclinas-D,
impidiendo la activacion dd complgo E-cdk2 y provocando la interrupcion del ciclo
cdular. Sin embargo, la desgparicion de los factores mitdgenos cuando la cdula ya ha
rebasado @ primer punto de restriccion ya no impide la progresion de la céula en €
ciclo cdular, la cdula es ahora mitdgeno-independiente.

Las cidinas-D presentan un pequefio pico de acumulacion d find de la fase Gl y s
unen a la CDK4 o CDK6 (en funcion dd tipo cdular) (Matsushime et d, 1992). El
complgo D-CDK4 s encarga de hipefosforilar la proteina Rb. Esta proteina
desfodforilada bloquea € ciclo cdular en la trangcidn G1-S, por lo que su fosforilacion
permite a la cdula entrar en fase S. Rb tiene también una importante relacion con €
factor de transcripcion E2F que estimula expreson de diversas proteinas activadoras de
la proliferacion y a la cud se encuentra unida en estado de desfosforilacidn, impidiendo

asl su accion pro-proliferativa (De Castro y Gonzaez, 1998b).

Las ciclinas E se unen fundamentamente a CDK2. Esta tiene un pico de acumulacion d
inicio de la fase S y poco después sufre una rdpida degradacion. Al igud que €
complegjo D-CDK4, su accidn fundamenta es la de fosforilar la proteina Rb.

La cidina A se expresa fundamentamente en fase S y dcanza su maxima concentracion
d find de G2, sufriendo una rgpida degradacion nada més iniciarse la mitosis. Se une a
la CDK2 que estaba unida a la ciclina E y que queda libre a producirse la degradacién
de la misma E complgo A-CDK2 actla fundamentamente fosforilando y activando
helicasas, las cuales a su vez actiian doriendo la doble hélice de ADN.

Por Ultimo, las cidinas B (B1 y B2) inician su sintess d find de la fase S, dcanzando
au pico d find de G2 y sufriendo una rdpida degradacion d inicio de la mitoss. Forman
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complejos con la cinasa Cdc2 6 CDK1 (también llamada p34) cuya accion es la de
controlar la formacion dd uso mitético y la correcta distribucion de los cromosomas en
la placa ecuatorid de la cdula Findmente, para que la célula pueda complear la
mito§s y abandonar € ciclo cdular, la cicina B debe ser diminada mediante €
complgo promotor de anafase (degradacion proteica mediada por ubiquiting) (King et
al, 1996).

1.1.2. INHIBIDORES DE CDK

A s vez, los complgos ciclina-CDK son controlados por otra serie proteinas (Fig. 3).
Unas activan las sintesis de los complgos GCDK (fosfatasas codificadas por Cdc 25 y
Pyp3, kinasas codificadas por Cak y Civ) y otras los inactivan (p21, p27, pl5, pl6, pl8,
pl19). Globamente, las proteinas que regulan de forma regativa la actividad de GCDK
s denominan inhibidores de las ciclinas dependientes de kinasass o CKI ( de inglés
Cydin-dependent Kinase Inhibitors). Actudmente las CKI se clasfican en dos grupos.
la familia de p16 Ink (p15,p16, p18 y pl19) y la familia Cip/Kip (p21, p27 y p57) que se
definen por su andogia edtructurd y su diferente mecanismo inhibitorio (Tannoch & 4,
2000).

La familia Ink tiene actividad contra las cinasas G1, cdk2 y cdk4. Su mecanismo de
accion se basaen launion alas cdk bloqueando asi su unidén alacidina

Por otra parte, las CKI de la familia Cip/Kip actdan formando complgos terciarios con
las unidades cidlina-cdk y d contrario que las anteriores, parecen interactuar con cas
todos los complgos ciclina-cdk (Sherr y Roberts, 1995). Ademas, P21 y p57 también se
unen d antigeno nuclear de proliferacion cdular PCNA ( dd inglés Proliferating Cell
Nuclear Antigen) que es una subunidad de la ADN polimerasa, con lo que se bloguea su
accion y resulta asi una inhibicion de la sintess de ADN vy la interrupcion del ciclo
celular (Flores-Rozas et al, 1994).
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Fig. 3. Regulacion del Ciclo Celular. Reproducido de Hunter T, Pines J. “Cyclins and cancer. 1.
Cyclin D and CDK inhibitors come of age’. Cell 1994; 79:573-82 (Hunter, Pines 1994). Fuente:
DeVita VT, Jr, Hellman S, Rosenberg SA. Principios y Préctica de Oncologia (Perkins, Stern

1997).

1.1.3. PROTEOLISISMEDIADA POR UBIQUITINA

Cuando un componente dd ciclo cdular ha completado su funcidén, es degradado
completamente. De este modo, la progresion a través del ciclo cdular queda asegurada

sn riesgo de que la cdula intente repetir dguna fase ingpropiadamente. Edta

10
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degradacion proteica tanto de las ciclinas y cdk como de sus inhibidores se lleva a cabo
por un mecanismo mediado por ubiquitina Esencidmente, la proteina a diminar sufre
un proceso de ubiquitinacion y se convierte asi en sustrato del complgo proteosoma

26S quien la fragmentard en pequefios péptidos (King et a, 1996).

1.1.4. PAPEL DE LA PROTEINA RB

El gen Rb fue inicidmente descrito como un gen supresor de tumores que se encontraba
mutado en familias con una predisposicion a padecer retinoblastomas y osteosarcomas
(Friend et a, 1986). Actudmente, se sabe que la proteina Rb (que consta de 928
amino&cidos) y otras proteinas asociadas (p107 y pl30) son esencides en la regulacion
del ciclo cdular de cas todas las cdulas dd organismo, no sdlo de las dd o y €
hueso.

Como s ha mencionado anteriormente, la funcién de la pRb viene determinada por su
Stuacion de fosforilacion.

Normamente, los niveles de proteina RB no se modifican durante € ciclo cdular, pero
s sus nivdes de fodorilacion. En una cdula que se encuentra en reposo, la pRb
permanece hipofosforilada, 1a cud fija los factores de transcripcion génica E2F y DP. El
factor E2F estd a su vez unido a una secuencia especifica de nucledtidos en é DNA
gendmico, impidiendo asi la transcripcidon de RNA mensgeros que codifican para
proteinas necesarias para la proliferacion cdular. Sin embargo, a medida que progresa €
cicdo cdular, la pRb s va hiperfosforilando merced a la accién de los complgos
cddina-cdk4/6 y ciclina E-cdk2. Asi permanecera durante @ resto del ciclo. Ahora, los
factores de transcripcion son liberados y pueden gercer su accion, resultado de lo cua
lacdulaprogresaen € ciclo cdular.

Se han descrito d menos seis subtipos de la familia E2F y dos de la DP. Las proteinas

E2F;.5 poseen una potente accion de transactivacion, sin embargo E2Fs parece que

11
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tendria como misién d reprimir la transcripcion mediada por E2F (Morkd et d, 1997).
Se cree que las proteinas DP actiian potenciando la accion de las E2F.

12
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1.2. APOPTOSIS

La muerte ceular programada o apoptosis es un complgo mecanismo esencid para €
mantenimiento de la homeodtasis tisular controlado genéticamente. Este  complgo
fendbmeno es conocido desde 1972 (Ker e d, 1972) aunque han sido trabgos
posteriores los que han aportado mas conocimientos sobre sus mecanismos de

actuacion.

La apoptoss es fundamental tanto durate @ periodo embrionario (formacién de
edructuras taes como los espacios interdigitaes, por gemplo) como en € adulto.
Congituye d mecanismo a través dd cud se asegura una correcta funciondidad de
todos los tgidos y drganos d diminar las cdulas defectuosas. Es bésica para € control
de enfermedades autoinmunitarias d dedtruir posbles linfocitos autorreactivos 'y
condituye un demento esencid de la reaccion inmunitaria mediada por linfocitos T
citotéxicos o por las cdulas NK (dd inglés “naturd killer”). Cuando una cdula sufre
una mutacion genética o dafio irreparable en su ADN sufrird asi mismo los fendmenos

apoptaticos, previniéndose asi |a cancerogénesis.

Exigen diferentes factores con capacidad para desencadenar la  apoptoss:
hiperproliferacion, diferenciacion andmda, infecciones virdes, dteracion dd ADN por
radiotergpia 0 quimiotergpia, cdlulas citotoxicas, mensges endocrinos y paracrinos y
pérdida de territoriaidad.

En la gpoptoss estan implicados una seie de ligandos y sus correspondientes
receptores, los cudes transmiten la sefid agpoptdtica a varias proteasas citoplasméticas
denomidas caspasas (Nagata, 1997; Yuan, 1997), aungue también exise cierta
evidencia de la exisencia de una gpoptoss caspasa-independiente (Miller et a, 1997).
Entre los ligandos destacan € de Fas (Fas-L), también denominado de Apol (Apo-1-L)

13
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0 de CD9 (CD95-L), d TNFa IL-1 o INF? o linfotoxina Estos ligandos son
reconocidos por un conjunto de receptores que pertenecen a la superfamilia del factor de

necross tumora (TNF) que se definen por presentar Smilares dominios extracelulares

ricos en cisteina y que incluyen a Fas (Apol 6 CD95), a TNFR (también conocido como
p55 6 CD120a), DR3 (de inglés “Death Receptor 3" 6 Apo3), DR4 y DR5 (Apo2,

TRAIL-R2, dd inglés “TNF-Rdaed Apoptosis Inducing Ligand”,

0 Killer) (Nagata,

1997; Yuan, 1997; Ashkenazi y Dixi, 1998). También existe otro receptor (CAR1) que
no pertenece a la superfamilia ded TNF y del cua se desconoce su ligando (Ashkenazi y

Dixi 1998).
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Fig.4. Cascada de activacion de caspasas. Reproducido de Lacal Sanjuéan LC,

de sefiales” en “Oncologia Clinicay Molecular”, 59-66.

“Sistemas de transmision
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La sefid llega a la cascada de las cagpasas que son cimoOgenos inactivos que se activan
por hidrélisis consecutiva.

Como resultado find de esta sucesion de sefides se produce la desconexion de los
ssemas de reparacion ded ADN y generdmente, aunque no de forma congtante, la
activacion de una nuclessa que degradad € ADN en fragmentos de tamafio
nucleosoma (mdltiplo de 160 pares de bases). De hecho, “apoptosis’ proviene de

griego y sgnifica precisamente “ caida con fragmentacion”.

Parddamente a las modificaciones bioquimicas, se producen una serie de cambios
morfologicos en la cdula tdes como la reduccion dd tamafio, condensacion nuclear y
citoplasmdtica, la fragmentacion dd ADN y la formacidn de cuerpos apoptéticos
provenientes de la ruptura nuclear. Dichos restos celulares 0 cuerpos apoptéticos son
fagocitados inmediatamente por los macréfagos que se encuentran en las proximidades,
evitdndose ad la liberacion masiva de materia intracdlular (como ocurre en la necross)
y la respuesta inflamatoria consecuente (Perona y Lacal, 1999). En la tabla 1 se resumen

las diferencias entre gpoptosis y necrosis.

Al contrario que la necrosis, la gpoptoss eda controlada genéticamente. Existen dos
grupos de genes implicados en dicha regulacion (los pro-apoptéticos y los anti-
apoptdticos) que codifican para diferentes proteinas relacionadas con la muerte ceular
programada. Entre los genes pro-gpoptdticos se encuentra bax y entre los anti-
apoptéticos Bcl-2 que codifican para proteinas con capacidad de dimerizacion entre
elas y que dependiendo del dimero producto (bax-bax, bax-bcl-2 6 bcl-2-bcl-2) se
activara o inhibira la apoptosis. Existe otro gen de edta familia, d bcd-X, que puede dar
lugar a dos proteinas diferentes. bcl-X (supresora de la apoptosis) y a bcl-Xs (inductora

de gpoptosis), que también se dimerizan con las anteriores (Tardn, 2000).

15
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Fig. 5 Cambios morfolégicos en el fendmeno de apoptosis de un

trofoblasto. A: encogimiento citoplasmatico. B: condensacion nuclear,
adquiriendo la tipica morfologia en herradura. C: Condensacion celular

progresiva. D: Formacion de cuerpos apoptéticos (Flecha).
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Necrosis Apoptosis
Con reaccion inflamatoria asociada - Sinreaccion inflamatoria.
Aumento del volumen celular - Disminucién de volumen celular.
Ruptura celular y vertido del contenido - Fragmentacion celular (formacion
celular  (lo que induce respuesta de cuerpos de apoptosis).
inflamatoria). - Organelas celulares intactas.
Organelas celulares alteradas. - Hidrdliss  del ADN en
Hidrdlisis del ADN en fragmentos fragmentos nucleosdmicos.
heterogéneos. - Grandes masas heterocrométicas
Pequefios agregados de cromatina. perinucleares.
Conduce aladestruccion del tejido. - Afecta a determinadas células de
Causa accidental. formaselectiva.
Programada genéticamente.

Tabla 1. Diferencias entre necrosis y apoptosis. Reproducido de De Castro J, Gonzdlez M “Cinéticadela
Céulatumora” en OncologiaClinicaVoal. 1, 21-34. 2° Edicion.

Paradgjicamente, muchas de las proteinas que estimulan € ciclo cdular también son

inductoras de la apoptosis, como es € caso de la proteina p53.
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1.3. P53: GEN Y PROTEINA

La proteina p53, producto de gen dd mismo nombre, fue identificada inicidmente en
1979 como resultado de dos tipos de estudios.

Por un lado, se observé que exigia una proteina ceular de 53 kiloddtons (kd),
denominada p53, que coprecipitaba con & antigegno T mayor de las cdulas
trandformadas por d virus smiano SV-40, por lo que se concluyd que p53 interactuaba
con € antigeno T mayor dd SV-40. Los anitigenos T (tanto € menor como & mayor)
eran expresados por las cdulas transformadas y eran esenciaes tanto para € comienzo
como para d mantenimiento del estado de transformacion (Chang et a, 1979; Kress et
a, 1979; Laneet d, 1979; Linzer et d, 1979; Meero et d, 1979).

Descubrimiento de p53 (1) I

s Virus simiano 40 (SV 40)

i (i
o ;
]
==
\ g

Fibroblastos de Cédulas
Hamster transformadas

'h
b R
MV

mAab PAb419 \‘

Coprecipitacion del antigeno T mayor del SV 40y
una proteina celular de 53 KDa

Fig. 6. Descubrimiento de p53 (1).
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Por otro lado, De Leo y sus colaboradores describieron una aparente sobreexpresion de
la proteina en tumores murinos inducidos quimicamente por metilcolorantreno (Meth
A) (DeLeoetd, 1979).

Descubrimiento de p53 (I1) I

Céulas transformadas Suero murino

(Meth A, SVMK)
sl Met A SYMK
22 ~

- - e _ _ .

Inmunoprecipitacion

Fig. 7. Descubrimiento de p53 (11).

Ademés, también observaron que exigian nivees dtos de proteina p53 en una gran
vaiedad de cdulas transformadas y que este hecho sucedia independientemente de la
etiologia de dicha trandformacion, mientras que sus niveles en cdulas sanas eran muy
bajos ( Kresset d, 1979; Lane et d, 1979; Linzer et a, 1979)
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1.3.1. ONCOGEN 6 GEN SUPRESOR

Desde 1984 varios grupos observaron como plasmidos de p53 presentaban una serie de
propiedades, como la capacidad de inmortaizar las células (Jenkins et a, 1984) y la de
trasformar los fibroblastos embrionarios de la rata en asociacion con ras (Eliyahu & d,
1984; Parada et d, 1984). También se constatd que la superexpresion de p53 conferia a
las cdulas un gran tumorigenicidad (Eliyahu et d, 1985) y otro trabgo poserior
observé una correlacion entre b transferencia de un gen p53 clonado y € incremento de
la capacidad metadtatizante en tumores murinos (Phol et a, 1988). Todos estos rasgos
eran smilares a los que presentaban los plésmidos con sobrexpresién de myc y por

tanto sugerian que p53 se trataba, en efecto, de un oncogen smilar amyc.

Sn embargo, estudios poseriores descubrieron que los plasmidos empleados en los
trabgjos anteriores eran en redidad variantes mutadas de p53. Esto se debid a que se
hebian utilizado cdulas trandformadas como fuente de ARN codificante de cADN
(Eliyahu et d, 1988; Finlay et a, 1988).

De forma inmediata los investigadores se formularon la pregunta logica: ¢es también la
p53 savae 0 sana oncogénica?.

La respuesta fue negativa (Eliyahu et d, 1988 y 1989; Fnlay et d, 1988 y 1989). Por lo
tanto, se concluyé que € potencid oncogénico sdlo se adquiria como consecuencia de
una mutacion, evocando un mecanismo compdible con d moddo de activacion de un
proto-oncogen. Estudios posteriores pusieron de manifieto que se trata dd gen més
frecuentemente mutado en tumores humanos (Hollstein et a, 1994; Caron de Fromentel
et a, 1992).

Pero, ¢s la p53 sdvge no era un oncogen, cud era su funcién?. Esta cuettion se

empezd a aclarar gracias a los trabgos de Benchimol y sus colaboradores, en los que
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demostraban que las dteraciones gendmicas que ocurrian en € gen p53 de las cdulas de
la eritroleucemia dd raton inducida por virus eran las responsables de la inactivacion de
dicho gen y que acontecian durante la progresion tumord (Mowat et d, 1985; Chow et
a, 1987). Asi mismo, también se habia descrito en dguna serie la pérdida de funcion de
p53 en cdulas de sarcomas humanos secundaria a una mutacion adquirida (Masuda et
a, 1987). Esto sugeria que p53 se podia comportar en redidad como un gen inhibidor
de la transformacion o gen supresor. La demostracion de esta hipotesis se obtuvo d
comprobar que los plasmidos de p53 sdvae eran capaces de bloguear “in vitro” la
transformacion maligna provocada por oncogenes en raias. Edta actividad inhibitoria era
perdida por las cdulas tumorales con p53 mutada ( Eliyahu et d, 1989; Finlay et d,
1989).

1.3.2. ESTRUCTURA

El gen p53 eda locdizado en € brazo corto dd cromosoma 17 (17pl3) y tiene un
tamafio de aproximadamente 20 kilobases de ADN. Se compone de 11 exones, €
primero de elos no codificante (May y May, 1999), interrumpidos por 10 intrones.
Tiene 5 dominios, conservados a lo largo de la evolucion: € primero eta en d exon 1y
los otros 4 se dtldan entre los codones 129-146, 171-179, 234-260 y 270-287, en los
exones 4,5, 7 y 8 respectivamente. Es precisamente agui donde se producen la mayoria

de las mutaciones oncogénicas.
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Fig. 8. Estructuradel gen p53.

Su producto, la proteina nuclear p53, et compuesto por 393 aminoécidos y posee tres
regiones edtructuraes y funciondes. Sin embrago, conviene sefidar que se trata de una
proteina flexible compuesta por 4 unidades idéntices y como tad es muy dificl de
edudiar mediante crigalografia de rayos-X porque no forma cristales ordenados y S lo
hace, las imagenes suden ser confusas. Por €elo, la proteina p53 ha sido estudiada por
partes. Los dominios que han podido ser identificados se esquematizan en la Sguiente
figura
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Exon

Regiones altamente conser vadas

Fig. 9. Estructura organizativa de la proteina p53.

A. EBExtremo amino-termind: comprende los aminoacidos 1 a 80,

codificado por los exones 24. Es una zona acidica, con estructura héice a. Contiene la
zona de activacion, € dominio transcripciond ( aminoécidos 1 -42). A éla s unen la
proteina transportadora de TATA 6 TBP ( dd inglés “TATA-box Binding Protein”) y
los factores asociados (TAF) a la misma. El TBP es un factor de trancripcion generd
que s une expecificamente a promotor TATA-box para la ARN polimerasa |l, rico en
resduos de timinay adenina.

Eda region también interactla con d factor de replicacion ADN RP-A ( dd inglés
Replication Protein A) y la subunidad p62 de factor basa de transcripcion/reparacion
THID ( dd inglés“Tranforming Eactor complex [1D”).

Aqui también se unen la proteina E1B-55 kDa de adenovirus, la proteina mdm-2
humana y la proteina X dd virus de la hepdtitis B, los cuaes actlan como inhibidores

de la transactivacion. De especid interés es la regulacion negativa que gerce mdm:-2,
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que se rediza por un doble mecanismo. Por un lado, como se acaba de resefiar, se une a
la region transcripciond de p53 impidiendo asi su funcidn. Pero, por otro lado, también
provoca su r@pida degradacion. La propia mdm-2 es activada por p53, asegurando un
control por retrodimentacion negativa o feedback negativo. Precisamente aqui podria
resdir una de las posbles explicaciones de porque la p53 sdvge 0 sana es mas
inestable que la mutada, la cud es incgpaz de inducir la expresdén de mdm-2. Esta
regulacion también podria ser determinante en la recuperacion cdular tras € paro de
cicdocdular en G1.

Por dltimo, también exige una region ( aminoacidos 63-97) en d extremo amino-
terminal rica en resduos de prolina y que parece necesaria tanto para la apoptosis

mediada por p53 como parala supresion del crecimiento tumord.

p53
-+

I mdm-2
&9& — —_—Qc-'li—_—
&Cﬁ exon | Texon Il exonll
p53 RE l
Degradacion de p53

"\m:ﬁ « @ mdm2

Pérdida de transactivacion de p53 &

. e

Dominio de Dominio deunién a ADN
transactivacion

Fig. 10. Inactivacién de p53 por mdm-2.
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B._Region centrd: contiene las 4 regiones dtamente conservadas a 1o

largo de las especies ( dominios Il a V). Estd comprendida entre los aminoécidos 102 y
292 y es codificado por los exones 4-9. Es aqui dénde esta € dominio de unién d ADN
y también d antigeno mayor T del SV-40. La union d ADN se produce a través de una
secuencia de consenso ( secuencia de nucledtidos caracteristica que se asocia a la
funcion reguladora de un gen) con una intensa Smetria interna consistente en dos copias
de 10 pares de bases de 5-Pu-Pu-Pu-C(A/T)(T/A)GRPIP-3, dendo necesaria la
integridad de ambas (Pu: base plrica, adenina o guaning Pi: base pirimidinica, citosna
o tiaming). Launion se produce en formatetramérica (El-Deiry et a, 1992).

Es en edta region precisamente donde se locdizan del 80-90% de las mutaciones de p53.
Dedlas, € 50% afectan alos resduos Argh7s, Glyaas, ArQpas, Arpag, Argp7s Y Artpss.
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Fig. 11. Una Unica proteina p53 unida a una cadena de ADN através de su dominio central (naranja). La

peguefia esfera roja representa un atomo de zinc que contribuye a estabilizar la proteina.
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L as mutaciones pueden ser de dos tipos.

Las mutaciones de clase | afectan a resduos que directamente contactan con € ADN e
induyen a Argas Y Argrs, que son los resduos més frecuentemente mutados de p53.
Los productos de esta clase de mutaciones pueden formar complgos con la p53 savae

y podrian no interferir con su funcién.

Sn embargo, las mutaciones de clase Il implican a resduos que no contactan
directamente con € ADN pero que tiene un efecto clave en la edtabilizacion de la
estructura de la proteina y por consiguiente en su funciondidad (residuos de Argizs y
Gly.4s, por gemplo). Asi, las mutaciones que provocan una dteracion de la estructura
de la proteina, gercen un efecto negativo dominante e inhiben la funcion de la p53
savage.

En las figuras 12 y 13 se muestra d espectro mutaciond de p53, tanto en la totdidad de
los tumores humanos como en e cancer de mama. Se puede comprobar como ambos

son superponibles, con pequerias diferencias porcentua es Unicamente.
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Fig 12. Espectro mutacional de p53 en todos los tumores humanos. Fuente: registro de
mutaciones de p53 del IARC (International Agency for Research on Cancer) en
http://www.iarc.fr/p53 (Oliver et a, 2002). Versién R7, Septiembre de 2002.
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Fig 13. Espectro mutacional de p53 en el cancer de mama. Fuente: registro de mutaciones de

p53 del IARC (International Agency for Research on Cancer) en http://www.iarc.fr/p53

(Oliver et d, 2002). Versién R7, Septiembre de 2002.
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C. Extremo carboxi - termind: comprende los residuos 300 a 393 y

esta codificada por los exones 311. Congta de tres subregiones: una region bisagra
o “linker” entre d dominio centrd de union inepecifica a ADN y € extremo
carboxi-termind  (aminoacidos 300-318); un dominio de tetramerizacion  (
aminoécidos 323-356) y una region rica en residuos bésicos ( aminoacidos 363-393)
adyacente, que podria actuar como un domino gooptdtico, un regulador

transcripciona o un detector de dafio gendmico.

La proteina p53 forma tetrameros a través dd dominio de oligomerizacion. Esta
formacion de tetrAmeros es necesaria para la correcta activacion y funcion de la proteina
“in vivo” (noas “in vitro”). Se ha demostrado que la proteina p53 requiere un cambio
edructural para activar su union d ADN. La forma latente de p53, que no se une d
ADN, es regulada por € extremo carboxiterminal. La unién de p53 a ADN es activada
por la fosforilacidon de los residuos 378 y 392 o por la desfosforilacion del residuo 376 o
la acetilacion de los residuos 373 y 382 o por la deeccién de este dominio
carboxitermina y/o la unién dd anticuerpo PAb421 a los residuos 370-378. Estos datos
han llevado a postular que € extremo carboxitermina determina la converson de p53
entre formas inactivas y activas para su union d ADN, regulado por un efecto
aogtérico (Mendoza-Rodriguez y Cerbon, 2001).

En eda regidon estan los puntos de unidén de muchas otras proteinas tales como: agunas
helicasas (XPD, XPB), TBP, proteina X del virus de la hepatitis B, etc.

1.3.3. FUNCION

Como ya se ha apuntado anteriormente, la proteina p53 sdvge o fisoldgica tiene una
serie de funciones esencides para d correcto funciondismo cdular 'y que estan

intimamente rel acionados con su estructura tridimensiond.
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Esencidmente, se trata de un factor de transcripcion que actla activando o reprimiendo
genes especificos que participan en la reparacion, muerte celular programada o ambas
(Tablas 2 y3).

Genes activados transcripcional mente por p53

Gen Nombre Funcion

MDM2 Oncoproteina n° 2 “Mouse Double | Gen inducible por dafio al ADN
Minute” y parada del crecimiento

GADD45 Gen inducible por dafio al ADN

y parada del crecimiento. Posible
funcion de reparacion
p21/WAF1/Cipl Inhibidor de la replicaciéon del ADN | Regulador del ciclo celular.

y deciclina-CDK.

CiclinaG Deteccion del ciclo celular.

Bax Inductor de apoptosis.

IGF-BP3 Proteina 3 de union alGF Inhibidor de laviade IGF

Trombospondina Inhibidor de la angiogénesis.

FAS/Apo 1 Receptor de superficie celular.
Inductor de apoptosis.

GD-AIF Factor inhibidor de apoptosis

HIC1 Gen cancerigeno relacionado con

hipermetilacion

MCK Creatin Kinasa de M Usculo

Tabla 2. Genes activados transcripcionalmente por p53. Modificado de Nafiez Domenech L,
Escuin Borrés D, Barnadas Molins A “p53: gen supresor de tumores’ en Manual de Oncologia
Clinicay Molecular, 109-117.
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Genes reprimidos transcripcional mente por p53

Gen Nombre Funcion

PCNA Antigeno nuclear de Proliferacién Celular | Factor de progresividad de la

ADN polimerasa.

Bcl-2 Inhibidor de apoptosis.

c-myc Oncoproteinacelular.

GFG Factor de crecimiento de fibroblastos

c-fos Oncogen celular y factor de

transcripcion de  respuesta

temprana
HSP70 Proteina de choque térmico de 70 Kda
IL-6 Interleucina 6 Promotor de la diferenciacion de
célulasB.
MDR-1 Glicoproteina 1 de resistencia a multiples
drogas

TK (HSV) Timidin Kinasadel VirusHerpes Smple

Tabla 3. Genes reprimidos transcripcionalmente por p53. Modificado de NUfiez Domenech

L, Escuin Borras D, Barnadas Molins A “p53: gen supresor de tumores’ en Manual de

Oncologia Clinicay Molecular, 109-117.

P53 s activa en respuesta a diferentes sefides genotoxicas, tades como radiaciones
ultravioletas, agentes quimicos y fiscos, hipetermia, hipoxia, etc. Estas son sus

principales funciones:

|. Detencidon del ciclo celular. El objetivo es tratar de reparar € dafio ceular. Al
activarse, pb3 favorece la expreson de la proteina inhibidora de ciclinas p2l. Eda

proteina es un potente inhibidor de los complgos ciclina DCDK 4-6, ciclina ECDK2y
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cddina A-CDK1. Td y como se ha mencionado anteriormente, estos complgos son
esencides para la hiperfosforilacion de Rb, condguiente liberacion de los factores de
transcripcion (E2F, DP) y la progreson dd ciclo cdular, produciéndose asi una
deteccion ddl ciclo cdular en G1-S (De Castro y Gonzaez, 1998b). Por otra parte, se ha
observado que p21 puede formar complgos con subunidades de E2F y asi controlar de
forma directa la actividad de esta proteina por un mecanismo diferente (Delavaine,
Thangue 1999).

P21 ademés, es capaz de detener la sintesis y reparacion del ADN en fase S a través de
la inhibicion de la proteina PCNA (antigeno nuclear de proliferacion cdular), que es
una subunidad de la ADN polimerasa delta.

P53 también estimula la transcripcion de GADD45. El mecanismo por € cud este gen
es capaz de detener d ciclo celular no es conocido completamente, pero se sabe que esta
asociado iguamente a PCNA.

La activacion del gen de la ciclina G es también inducido por p53 y parece tener asi
mismo efecto en ladetencion del ciclo cdular en G1 (May y May, 1999).

También es capaz de unire d factor de replicacion dd ADN RPA (dd inglés
“Replication Protein A), inhibiendo de estaformalaentradade lacdulaenlafase S.

Pero, p53 no sdlo es capaz de detener d ciclo cdular en G1-S, sno que como se ha
demostrado en ratones, también lo puede hacer en G2 (Cross et a, 1995).

[I. Apoptosis. Exigen diversos estimulos que pueden causar gpoptosis dependiente de
p53, tdes como d dafio de ADN, antigenos virales (antigeno T mayor de SV-40, EIA
de adenovirus o E7 de papilomavirus), expresién ectdpica de oncogenes nucleares (c-
myc), pérdida de factores de crecimiento o de interleucinas, etc. (Mendoza-Rodriguez,
Cerbon 2001). Sin embargo, la induccion de apoptosis también puede ocurrir por vias
independientes de p53 (Lowe et al, 19934).

Eda funcién la puede llevar a cabo por medio de la transcripcion génica o por otra via

independiente. Esto ha sdo observado en varios tipos cdulares, en donde la apoptosis
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mediada por p53 ocurre en ausencia de sintesis de RNA o proteinas (Caelles et d, 1994)
0 en presencia de p53 con deficiente funcion transactivadora (Haupt et a, 1995).

Entre los genes cuya expreson es regulada por p53 y que estan relacionados con la
apoptoss estdn: IGF-BP3 ( dd inglés “Inaulin-like Growth Factor-Binding Protein 3”)
que a s activado por p53 codifica para una proteina que se une a factor de
crecimiento IGF-1 e impide la unidn a sus receptores cdulares (IGFR), actuando como
inhibidor de la proliferacion ceular y promotor de la gpoptosis, bax, cuyo producto
antagoniza la accién anti-apoptética de bcl-2 ; bcl-2; PIGs o genes inducidos por p53;
Fas, FasL y DR5 ( dd inglés Death Receptor 5 o receptor de muerte 5). Todos dlos son
inducidos por p53, salvo bal-2 que esinhibido.

Los PIGs 0 genes inducidos por p53 son 13 genes involucrados en @ control redox los
cudes en Ultima ingancia ocasonan un dafio oxidativo a la mitocondria, 1o que a su

vez, activala cascada de las caspasas y la gpoptosis (Polyak et al, 1997).

En resumen, p53 puede activar la cadena de las caspasas via receptores de la muerte
(Fas y DR5) o por medio de la liberacion de citocromo C de la mitocondria regulado
por los genes inducidos por p53. P53 también puede inducir gpoptoss a interferir con
lavia de sefides mitogénicas o de supervivencia mediadas por | GF.

Pero, ¢, qué es |o que determina que la célula detenga su progresién en € ciclo cdular o
entre en apoptoss?
Aungque este mecanismo no estd de todo esclarecido, se sabe que existen diversos

factores relevantes:

- Las cdlulas con un genoma inestable y/o en un medio extracdlular pobre en factores de

supervivencia 0 con oncogenes activos son més susceptibles de sufrir apoptoss.
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- Los niveles bgos de p53 provocan la deteccion del ciclo ceular mientras que

concentraciones més altas ocasi onan gpoptoss.

- La extenson dd dafio dd ADN también es determinante, a mayor extenson més

respuesta apoptética (Chen et d, 1996).

- La interrdlacion entre las rutas de p53 y Rb también es importante. La inactivacion de
Rb tendria como consecuencia la imposbilidad para la detencidén del ciclo cdular en G1
y por condguiente la gpoptoss. La explicacion podria resdir en la liberacion de E2F,
gue sobreexpresado induce apoptosis (Haupt et a, 1995).

As mismo, s¢ ha demostrado que ambas funciones son genéticamente independientes,
ya que una p53 transcripciondmente incompetente puede inducir apoptoss pero no
detencion del ciclo, mientras que la induccion de p21, que es la diana transcriciond mas

importante de p53, puede inducir la detencidn ddl ciclo pero no apoptoss.

También ha sido demostrado que para una respuesta gpoptética completa de p53 son
necesarios tanto € extremo amino-termind como carboxi-termind Yy que exide
gnergismo entre la apoptods transcripciondmente dependiente y la  independiente
(Chen et a, 1996).
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Fig. 14. Paro del ciclo celular, reparacion de ADN y apoptosis inducida por dafio a ADN.
Reproducido de Nifiez Doménech L., Escuin Borrds D, Barnadas Molins A. “p53: gen

supresor de tumores” en “Oncologia Clinicay Molecular”, 109-117.

[I1. Bloqueo de la angiogénesis. Mediante la edimulacion de la produccion de
substancias inhibidoras de la angiogénesis como la trombospondina-1 (Dameron et d,
1994).

IV. Unién y activacion de proteinas reparadoras de las lesiones de ADN. Tdes
como XPD y XPB (helicasas de ADN D y B dd grupo xeroderma pigmentosum)
(Monzo, 1999).

V. Promocion dela diferenciacion cdlular.
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AGENTES FISICOS Y QUIMICOS
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Fig. 15. Funciones de p53 dependiendo de la reparacion del ADN. Reproducido de Nufiez
Doménech L., Escuin Borras D, Barnadas Molins A. “p53: gen supresor de tumores’ en

“Oncologia Clinicay Molecular”, 109-117.

EN RESUMEN, ANTE UNA LESION DEL ADN, P53 INICIALMENTE PROVOCA
LA DETENCION DEL CICLO CELULAR Y ACTIVA A LAS PROTEINAS
REPARADORAS. SIN EMBARGO, SI EL DANO ES EXCESIVO O
IRREPARABLE, ACTIVA LA VIA DE LA APOPTOSIS.

ES POR ELLO QUE HA SIDO DENOMINADA “GUARDIAN DEL GENOMA”
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Ahorabien, ¢de qué forma se regulalafuncion de esta proteina esencid paralavida?

Los mecanismos reguladores de la funcion de p53 son multiples, complgos y no bien
conocidos.

Estd demostrado que para que acontezca una activacion Optima de p53 en respuesta a
radiaciones ionizantes o farmacos radiomiméticos (como la bleomicina por gemplo) se
precisa de la proteina ATM, producto del gen ATM (mutado en la enfermedad de
daxia-tdlangiectasa), que actla como una protein-kinasa fosforilando € resduo 15 de
serina. Sin embargo, la via de la apoptoss dependiente de p53 estd conservada en los
pacientes afectos de aaxia-tdlangiectasa en respueta a radiaciones ultravioleta o

inhibidores de la topoisomerasa (May y May, 1999).

Se han identificado otra serie de protein-kinasas que actlan fosforilando diversos
resduos tanto en @ extremo amino-termind como en @ carboxi-termind, lo cud seria
necesxio tanto para activar la proteina como para faclitar su union d ADN. La
acetilacion de extremo carboxi-termina también parece clave en la incorporacion de
p53 d ADN (Gu, Roeder 1997). Edta unién d ADN estd asi mismo influenciada por €
estado redox de la proteina, ya que su oxidacion la inhibe y su reduccion la favorece
(Hainaut et a, 1993).

La inactivacion de p53 se puede llevar a cabo por mutaciones o por mecanismos no
relacionados, tales como d secuestro de p53 por parte de una proteina vira (antigeno-T
mayor de SV-40, E1IB de adenovirus, E6 dd papiloma humano 16 y 18, antigeno
nuclear de Epstein-Barr, antigeno X de hepatitis B) o cdular. Otro mecanismo seria €
denominado secuestro citoplasmético observado en ciertos tumores (neuroblastoma, por
gemplo) que provocaria la inactivacion de p53 d expulsarla del nicleo. Se conoce la

exigencia de un trangporte activo bidirecciona a través de la membrana nuclear y una

37



Deteccidn de linfocitos T citotdxicos especificos
anti-p53 en pacientes con cancer de mama Introduccion

region de p53, localizada en su dominio de tetramerizacion, que actuaria como sefid de
expulson nuclear. Se ha observado que exiden diferencias en la locdizacion
intracdular de la proteina sdvae bgo condiciones de crecimiento normaes, lo que
sugiere que este mecanismo de control podria estar regulado por € propio ciclo ceular
(Stommel et d, 1999).

Por Ultimo, recordar € ya comentado mecanismo de retrodimentacion o feedback
negativo gercido por MDM-2, a través dd cua se produce tanto € bloqueo de la accion
de p53 como su rpida degradacion. MDM-2 también esta implicada en la expulson de
p53 del nlcleo.
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1.4. ALTERACIONES GENICAS DE P53

1.4.1. MUTACIONES DE P53

Como ya £ ha comentado, p53 es d gen més frecuentemente mutado en tumores

humanos.

Se han descrito mutaciones en mas de 51 tipos de canceres correspondientes a diferentes
tgidos dd cuerpo humano tales como cerebro, cervix, colon, esofago, estdmago,
higedo, laringe, mama, ovario, pancress, pid, préstata, pulmén, tiroides, veiga, etc.

De los tumores mas comunes, aproximadamente un 60-70% de los carcinomas
colorrectales, un 50-70% de los pulmonares y un 20-40% de los de mama portan
mutaciones en p53. ASi mismo, este gen eda ligado a neoplasas sanguiness y de los
ganglios linfaicos tdes como la enfermedad de Hodgkin, € linfoma de cdulas T y
ciertos tipos de leucemias (Gémez, Gonzdez 1998).
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DISTRIBUCION MUNDIAL DE CANCERESY DE MUTACIONESDE
P53

PAISESEN ViAS DE DESARROLLO PAISES DESARROLLADOS M utaciones
600 400 200 0 200 400 600 depS3

I U\ ON 70%

I =STOMACO 45%

[ 1 A M A 20%
. CO'ON 60%
. HIGADO 20%"
IR CROSTATA  10-30%
I CERVIX/UTERO ESpecial
| Eﬂnfu
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: LEUCEMIA z
LINFOMA 30%
OVARIO 60%
IRV 60%
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N CANCER DE PIEL NOMELANOMA g9

Gréfico 1. Frecuencia de mutaciones de p53 seguin €l tipo de cancer.

Exigen fundamentamente dos tipos de eventos mutagénicos que pueden afectar d
ADN:

-Externos 0 exogenos. factores que afectan d medio ambiente extracdular. En este
caso, € agente mutégeno determina la naturdeza de la leson (formacion de dimeros de

timinatras la exposicion aradiacion ultravioleta, por gemplo).

-Internos 0 enddgenos. son  espontdneos e implican  erores  de  replicacion,
depurinizacion, etc. (Souss et a, 1994).
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Globdmente, d tipo més frecuente de mutacién genética es la mutacion puntud, que
supone un cambio de una base nitrogenada por otra, 0 bien la insercion o la deleccion de

una base nitrogenada. Estas, a su vez, pueden ser de distintostipos:

-Trandciones. cuando se produce € cambio de una base purica por otra purica o € de

una pirimidinica por otra pirimidinica

-Transversiones. cambio de una base plrica por una pirimidinica o viceversa.

-Inserciones 0 delecciones (frameshift): incdusén o pédida de un base, con la

consecuencia de cambio de la pauta de lectura del codigo genético.

Los efectos de un mutacion puntud en € fenotipo cdular pueden ser muy diversos.
Podria tratarse de una mutacion de sentido diferente o “missensg’ (cambio de un
aminoacido por otro) cuyo efecto en la proteina podria ser: no detectable ( mutacidn
nula o dlenciosd), pérdida parcid de la funcidn, ganancia de funcion, dteracion de la
funcion, cambio en la estabilidad o pérdidatota de lafuncion.

El efecto de la mutacion en relacion con su funcion mas frecuentemente observado es d

efecto_dominante negativo. La p53 mutada puede unirse a otras p53 savges formando

tetrAmeros, los cudes difieren de los formados por la p53 sdvage en que inhiben d
unién d ADN y por condguiente son afunciondes. Edas mutaciones no conllevan una
capacidad oncogénica directa, pero si una pérdida de la capacidad de control tumora; es
decir, precisan de la accién de otros oncogenes para desarrollar un tumor (Michaovitz
et a, 1991; Nuriez et al, 2000).

También podria tratarse de una mutecion sin sentido “nonsensg’” ( cambio de un
aminoécido por un coddn de paro en la sintesis de la proteing) cuyo efecto seria @ de

paro de sintesis (Monzo, 2000).
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Como ya s ha comentado con anterioridad, inicidmente se crefa que précticamente
todas las mutaciones de p53 ocurrian en los exones 59, en los llamados punto caientes
o “hot spots’, pero hoy en dia ya se sabe que hasta un 10-15% ocurren en otras
regiones. Ademés, mientras las mutaciones en los exones 5-8 suden ser de tipo
“missenss’, las mutaciones que acontecen fuera de dlos son con mayor frecuencia de
tipo “nonsenss’ o “frameshift”.

Edas sarian las frecuencias aproximadas de agparicion de las mutaciones de p53:
mutaciones de sentido diferente (missense) (86%), delecciones / inserciones (8%),

mutaciones sn sentido (nosense) (5%) y mutaciones silenciosas (1%).

El espectro de mutaciones es diferente en funcion del tipo de tumor. Las mutaciones
misense, las cudes condituyen € cambio genético més frecuente en tumores humanos,
afectan a multiples tipos de tumores, fundamentamente a carcinomas colorrectaes, de
pulmon, de esdfago, de estdmago, de higado, de mama y de vegiga Cada uno, sn
embargo, presenta un patrén de mayor frecuencia de transiciones o transversones. A,
por gemplo, la transversén GC>TA es muy caracteristica de los hepatocarcinomas
asociados a aflotoxina e infeccién cronica por virus de hepatitis B, sn embargo es
excepciona en d carcinoma de colon o en € linfoma de Burkitt (Souss et d, 1994).

Las mutaciones nonsense se encuentran en & 5% de cancer de pulmon, de esdfago y
otros.

Las reordenaciones génicas se asocian frecuentemente con osteosarcomas, Sarcomas
de partes blandas, linfomas'y leucemias mielogénicas cronicas.

Las pérdidas alélicas son un acontecimiento ocasonad en diferentes tumores, tdes

como € colorrectal, de mama, de esifago, linfomas y osteosarcomes.

Aunque de forma mucho mas excepciond, las mutaciones también pueden afectar a la
linea germinad. Edtas se han identificado en pacientes afectos de  Sindrome de

LiFraumeni (trastorno con patrén de herencia autosdmica dominante y que predispone a
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padecer diversos tumores), pero también en agunas familias sin los criterios completos
de ta sindrome y con predisposicion a diferentes canceres primarios multiples de
presentacion  precoz, taes como tumores cerébrdes mulltifocades, sarcomas de la
infancia y sobre todo, carcinomas de corteza suprarrerd en la infancia (Makin & 4d,
1992).

La definicion dinica de Sindrome de LiFraumeni relne los dguientes criterios
Sarcoma diagnogticado antes de los 45 afios y un familiar de primer grado con cancer
antes de los 45 afios 0 un familiar de segundo grado con sarcoma diagnosticado a
cuaquier edad o cuaquier cancer antes de los 45 afios. No se han detectado mutaciones
de p53 en la linea germind en una serie de familias con Sindrome de LiFraumeni, lo
que sugiere laimplicacion de otros genes.

El espectro mutaciond de p53 en la linea garmind es amilar d de las mutaciones

sométicas en |os canceres esporadicos y tienden a producirse en los exones 5 a 9.

1.4.2 CONSECUENCIAS DE LASMUTACIONES

A) Generdes

L as consecuencias que se derivan de las mutaciones de p53 parecen obvias.

o Imposibilidad parala apoptoss dependiente de p53 y pérdidadel control celular.

o Poshilidad de génesis de un elevado niimero de tumores.

o Curso evolutivo tumord con cgpacidad de progresion hacia formas de mayor

grado de mdignidad y de recurrencia, ya identificado en agunas neoplasias,
tales como adrocitomas grado Il (Sidransky et a, 1992), tumores de colon
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(Rosen e d, 1997), cacinomas de cabeza y cudlo y pulmoén (Cdifano,
Sidransky 1999) y los tumores mamarios (Dickson, Lippman 1997).

o Mayor capacidad metadtatizante. La capacidad angiogénica es clave para d
desarrollo de metdstasis (Folkman, 1995). Por lo tanto, la pérdida de la
cgpacidad antiangiogénica mediada por la trombospondina-1, podria poshilitar

unamés facil dissminacion del tumor.

o Se ha comunicado una gparente mayor resstencia de la neoplasa a la
quimiotergpia, hormonoteragpia y radiotergpia, que seria debida, en parte, a que
edas edrategias tergpéuticas intentan inducir muerte ceular programada, la cud
se veria seriamente comprometida con la pérdida de funcion de p53 (Lowe e d,
1993b; Hamada et a, 1996; Berns et a, 1997). No obstante, como se comentara
més addlante, es preciso seguir redizando estudios para definir € pape exacto

de los diferentes marcadores biol 6gicos en este sentido.

o Por todo lo anterior, es un factor independiente reconocido de ma prondstico y
menor supervivencia a los 5 afios (Thor et a, 1992, Starzynska et a, 1992;
Bradford et al, 1997; Jones et d, 1997; Wolf et d, 2001).

Por otra parte, en las cdlulas sanas los niveles de p53 son tan extremadamente bgjos que
son précticamente  indetectables. Esto es debido a que la proteina es rgpidamente
degradada tras su sintesis, fendmeno en @ que juega un pape determinante la mdm-2,

por |o que tiene una vida media de menos de 20 minutos (Laca, 1999).

Sin embargo, € resultado de una mutacion puntud de p53 suele acarrear un cambio de
conformacion y un incremento en su edtabilidad. Como consecuencia se produce un

acimulo intracdular  de la proteina y la posbilidad de ser detectado por
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inmunohistoquimica (Souss et d, 1994). Eda técnica = basa en d empleo de
anticuerpos contra antigenos especificos o porciones de elos (epitopo), mayormente de
naturaleza proteica, asociados a células ya sea en secciones tisulares (depositadas en
porta-objetos de microscopio Optico) ya sea en suspension o tras la disgregacion de
solidos. En d primer caso, la union de los anticuerpos a las células es vdorada d
microscopio, por lo generd mediante un procedimiento indirecto, utilizando anticuerpos
marcados con moléculas fluorescentes o con enzimas.

Fig. 16. Tincion inmunohistoquimica de la proteina p53 en un ganglio

linféico axilar infiltrado por una carcinoma de mama Secci6n en
parafina.
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En d caso de las clulas en suspension, la expreson del antigeno es medida usando
citometria de flujo, que cuenta d nimero de céulas que se han hecho fluorescentes por
anticuerpos marcados directa o indirectamente (Skar, Costa 1997).

Aunque parece haber una buena corrdacion entre la mutacion de p53 y la acumulacion

de lamisma, esto esta SUjeto a varias matizaciones:

ad No todas las mutaciones se traducen en un resultado postivo por
inmunohigoquimica Si que exige una fuerte corrdacion entre las mutaciones
“missensg” que afectan a los exones 59 y su deteccion por inmunohistoquimica
Sin embargo, eo no se ha observado asi en las mutaciones del tipo “nort
senss’, “frameshift’, delecciones o insarciones 0 en las mutaciones tipo
“missensg’ dtuadas fuera de los exones 5-9. Esto podria ser debido a que €
producto de este tipo de mutaciones es una proteina truncada e inestable que no
puede s detectada por inmunohistoquimica a tratarse de cdulas con
mutaciones en las secuencias de ARN y que por consguiente no pueden
transcribirse  correctamente (Souss e d, 1994). Este hecho ya ha ddo
comunicado en cancer de pulmon, ovario y mama (Bodner et d, 1992; Casey et
a, 1996). Las mutaciones de este tipo se edtima que acontecen en menos del
15% del total (Souss et a, 1994).
As mismo, la p53 sdvge parece tener una influencia en la edtabilizacion de la
proteina en las cdulas con mutaciones en la misma, ya que se han identificado
agunos tumores que aln teniendo una determinada mutacion tipo missense no
son detectables por inmunohistoquimica. En estos tumores se puede identificar
un ddo de p53 sdvge Sin embargo, exigtian otros tumores con positividad
inmunohistoquimica portadoes dd mismo tipo de mutacion, pero en este caso
carentes del alelo de p53 salvge (Casey et a, 1996).
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b) Una postividad inmunohistoquimica no sempre es la consecuencia de una
mutacion. Se ha observado un intenso acimulo citoplasmético de p53, con
exasisma podtividad nuclear, en pacientes con cancer de mama cuya
secuenciacion de ADN mostraba p53 sdvae, carente de mutacion dguna. De
aqui se deduce que ciertos tipos de tumores podrian inactivar a p53 a través de
un secuestro citoplasmético, adeandola de su lugar de accién en € nlcleo
ceular, pero sn necesdad de etar mutada De la misma forma, también s
observd una intensa postividad citoplasmé@ica en tgido mamaio sano de
mujeres que estan en la lactancia, 10 que sugiere un mecanismo empleado en
dgunas dtuaciones fisoldgicas especifices con € fin de permitir una
proliferacion cdular trandtoria (Moll et d, 1992). En efecto, ete mecanismo
puede explicar, por lo menos en parte, la discrepancia observada en los tumores
mama entre la pogtividad por inmunchistoquimica, que va de un 20% a un 62%
segUn las series (Thor et d, 1992; Allred et a, 1993; Poller et a, 1993; Isola et
a, 1992; Lipponen et d, 1993, Bartek et a, 1990; Davidoff et a, 1991; Horak et
a, 1991; Ostrowski et a, 1991) y € porcentgje de deteccion de mutaciones por
secuenciacion de ADN, que es sustanciamente menor y que oscila entre € 15%
y € 35% segln las series (Coles e, 1992; Kovach et a, 1991; Thorlecius et d,
1993; Andersen et a, 1993; Osborne et d, 1991).

No es éta la Unica stuacion fisoldgica en la que se ha demostrado un acimulo
de p53. Tras la exposcion de pid sana a doss de radiaciones ultravioleta
capaces de provocar una quemadura solar moderada se detecta por
inmunohigtoguimica un incremento de los niveles de p53 a las 2 horas, con un
pico a las 24 horas, torndndose nuevamente indetectables a las 360 horas. En
esde cao, d incremento trandtorio de los niveles de p53 se produce ante un
estimulo genotdxico y setrata de una p53 savage (Hal et a, 1993).
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Iguamente, se han detectado patrones inmunohistoquimicos postivos Smilares
en cietas patologias cutaness benignas, tdes como nevus meanociticos o
psoriasis (Eeles et d, 1993).

Exiden diferentes patrones de podtividad inmunohistoquimica segin € tipo de
anticuerpo monoclona empleado. El anticuerpo empleado debe reunir una serie
de caracterigticas como dta especificidad, ausencia de reaccion cruzada con
otfras proteinas cdulaaes y una devada dfinidad por &  antigeno
independientemente dd método de fijacion tisular empleado. La técnica sobre
tgido fresco congelado no plantea excesivos problemas, pero normamente las
muestras sudlen estar preparadas para su examen histolégico convenciond, es
decir, fijadas y embebidas en parafina. En estos casos, la despardfinizacion
previa necesxyia para redizar la inmunohisoquimica, puede dedtruir la
integridad antigénica. Por este motivo, no es apropiado € empleo de ciertos
anticuerpos como PAb122 o PAb1801 para andizar muestras fijadas en
parafina; S se pueden y se deben emplear otros, taes como DOL1, DO7 y
HR231. Ademés, la senshilidad y especificidad de cada anticuerpo no es la
misma. Por dlo, una edtrategia para aumentar la potencia de la técnica es la de
emplear de forma smultdnea varios anticuerpos capaces de reconocer diversos
epitopos de la proteinaa DO1 6 DO7 que reaccionan con € extremo amino-
terminal junto con HR231 6 PAb122 que lo hacen con € extremo carboxi-
teemind (Souss e d, 1994). Con todo, la técnica de inmunchistoquimica
(empleando Unicamente DO7) ha sido vdidada como un méodo fiable para la
deteccion de mutaciones de p53 en cancer de mama (Bartley, Ross 2002).
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Teniendo presentes todas estas condderaciones, Sn embargo, se pueden resumir y

esquematizar de la Sguiente manera las diferencias entre p53 sanay savge

P53 SALVAJE P53 MUTADA

VIDA MEDIA CORTA (MINUTOS) VIDA MEDIA LARGA ( HORASDIAS)

SIN ACUMULO INTRACELULAR SE ACUMULA

CONCENTRACION INTRACELULAR DETECTABLE MEDIANTE

INDETECTABLE INMUNOHISTOQUIMICA

AUSENCIA DE PRESENTACION ES PRESENTADA POR EL MHC, TANTO

ANTIGENICA LA SECUENCIA MUTADA (TUMOR
ESPECIFICA) COMO LA NO MUTADA
(TUMOR ASOCIADA)

Tabla 4. Diferencias entre la proteina p53 sana y la mutada MHC: Sistema Mayor de
Histocompatibilidad.

B) Cancer de mama

Las consecuencias de una mutacion de p53 en pacientes con cancer de mama son
esencidmente las mismas que para € resto de tumores, pero presentan una serie de

particularidades que se enumeran brevemente a continuacion:

- Mayor poshilidad de evolucion de un carcinoma in dtu a un infiltrante (Poller et d,
1993).
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- Rdacion edadigicamente dgnificativa entre @ acdmulo de pS3 y € edado de
receptores hormonales negativo, hecho este desfavorable para las pacientes con cancer
de mama y que segin la Conferencia de Consenso Internaciona sobre € tratamiento
primario de cancer de mama (21-24 Febrero, 2001. St. Gallen, Holanda) convierte a
una paciente sin afectacion axilar en una paciente de moderado-ato riesgo (Thor et d,
1992).

- Reacion estadigicamente sgnificativa entre € dto grado nuclear y acimulo de p53
(Thor et a, 1992).

- Factor independiente de menor supervivencia globa y libre de metéstass (Thor et d,
1992). En pacientes sn afectacion axilar la supervivencia globa a los 8 afios es de un
56% en aquellas pacientes cuyos tumores presentan acimulo de B3 frente a un 81% en
aquellos que no lo hacen (Isola et d, 1992). De forma andoga, también se ha observado
una menor supervivencia libre de enfermedad en € céncer de mama dd varon con
acumulo de p53 (Wang-Rodriguez et d, 202).

- Frecuente asociacion a la sobreexpresion de proteina cerbB-2, que parece tratarse un
factor predictivo de resgtencia d tratamiento hormond y citotoxico. (Isola et d, 1992;
Tetu et a, 1998; Hamilton et a, 2000).

- Se ha vido relacionado con una mayor expreson del receptor del factor de
crecimiento epidérmico, factor angiogénico de ma prondstico (Horak et d, 1991).

- Asociacion a tumores de mayor tamafio (més de un centimetro) y afectacion axilar d
diagndstico (Andersen et a, 1993).
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- Han sdo muchos los trabgos que han intentado definir exactamente € papd que
juega p53 en la resigtencia a los tratamientos oncolégicos, con resultados dispares. Un
estudio europeo no encontré buena correlacion entre la expresion de p53 y la respuesta
a tratamiento con doxorrubicina y paclitaxel empleados en monotergpia en pacientes
con cancer de mama metastésico (Hamilton et a, 2000). Dl mismo modo, otro estudio
encontr6 que d beneficio, en términos de supervivencia, que proporciona la
quimiotergpia adyuvante tipo CMF (ciclofosfamida, metrotrexate y 5-Fluorouracilo) es
independiente del estado de p53 (Dublin EA et d, 1997).

Otro estudio aestorizado llevado a cabo en 1716 pacientes postmenopalsicas con
cancer de mama con receptores hormonales positivos y sobre expresion de p53, HER2 y
e factor de crecimiento epidérmico vaord d tratamiento adyuvante con tamoxifeno. El
objetivo principd era la supervivencia libre de enfermedad. El resultado fue que edtas
pacientes e beneficiaban del tratamiento hormona y que por condguiete la sobre
expresdn de los mencionados marcadores tumorades no podia de ninguna manera
contraindicar € tratamiento adyuvante con tamoxifeno (Knoop e d, 2001). De forma
andoga, otro estudio que vaord d tratamiento adyuvante con tamoxifeno tanto en
pacientes premenopausicas como posmenopausicas, demostro que € beneficio de
tratamiento hormona en pacientes con tumores con receptores hormonales positivos no
depende del estado de p53 (ni tampoco de Her-2-neu) (Berry et d, 2000).

Exigen también, Sn embargo, otra serie de estudios que gpoyan la hipétess de la
quimio, hormono y radioresstencia asociada a acimulo de p53 (Aas e d, 1996; Tetu et
a, 1998; Clashen et a, 1998; Mottolese et al, 2000).

Con todo y tras revisar la literatura, se puede concluir que hoy por hoy no exise una
adecuada evidencia que apoye € empleo de la sobreexpresion de p53 en tumores de
mama para sdeccionar la edrategia tergpéutica, ya sea hormond, quimiotergpica o
radiotergpica (Hamilton y Piccart, 2000).
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1.5. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS BASADASEN P53

Pero, ¢Como aprovechar los conocimientos adquiridos a cerca de edta proteina vita

para€e control celular y que llegd a ser designada como “molécula dd afio” en 19937

Dado que es una mutacion en € gen la que parece estar implicada en la géneds
mantenimiento 'y progresén de la neoplasia, la aproximacion tergpéutica més
investigada ha ddo € intento de reemplazar dicho gen mutado por una copia sdvae

Sana.

En los primeros estudios preclinicos, se empled la trandferencia mediada por plasmidos
de p53 y se observd una reduccion de nimero de colonias con mutaciones de p53
(Barker et al, 1990; Casey et d, 1991). Posteriormente se observaron respuestas
objetivas (con reduccion del volumen tumoral medido por TC y descensos sgnificativos
de la dfa-fetoproteing) en pacientes con hepatocarcinoma a los que se les inyectaron
plédsmidos de p53 en la arteria hepética (Habib et a, 1996).

Otra estrategia empleada ha sido la del empleo de retrovirus conteniendo ADNCc de p53.
En € primer ensayo clinico llevado a cabo en pacientes con cancer no microcitico de
pumon en los cudes s empleo la inyeccion directa intratumord de un vector de
retrovirus conteniendo & gen 53 savae, se observd que € 66% de los pacientes
presentaban apoptoss, la mitad de los cudes presentd ademas regresdon tumord. La
toleranciad tratamiento fue buena (Roth et a, 19964).

Sn embargo, en un intento de meorar la eficiencia de la trandferencia génica,
empezaron a emplear adenovirus recombinantes conteniendo ADNc de p53. Se
demostré en varios tipos de cdulas tumordes ( mama, prédata, ovario, pancress,
neuroblastoma,...) que las células infectadas de esta forma presentan una detencion del
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ciclo cdular y que ademéas edtos vectores son mas citotoxicos en las cdulas que
expresan una mutacion de p53, mientras que las cdulas normaes son generdmente
resstentes alos dichos efectos (Katayose et d, 1995).

Exisen ya numerosos trabgos en fase clinica que han demostrado que este tipo de
tratamiento es seguro y aplicable En cuanto a la efectividad, también se han
comunicado respuestas discretas en pacientes con cancer no microcitico de pulmon,
cabezay cuello, vgiga, proégatay mama.

p53 sana )
- p53 activ
I P ;
Célilj-la ) j’ Apoptosis mediada
Lesionenel ADN por p53
p53 mutada iz . T
P53 inactivagm | P @9
= 8 9y
e 4 ok / (i &gkg
Cédula
YT
“Inoculacion de Proliferacion vira Muerte de células
Adenovirus en células tumorales tumorales

Fig. 17 Terapia génica mediante adenovirus recombinates
conteniendo ADN de p53.
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El principa inconveniente parece ser @ que la capacidad infectiva de los adenovirus
mediante inyeccion intratumoral directa sblo afectaria a un 510% de todas las cdulas y
gue fundamentamente tendria gplicacion a nive dd control de la enfermedad a nivel
locoregiond.

Ded mismo modo, se ha demodtrado en céncer de mama, pulmén y coldén, que las
cdulas infectadas son mas quimio y radiosensbles con un asumible perfil de toxicided
(Seth et d, 1997; Roth e a, 1996a; Nemunaitis et d, 1999; Spitz et d, 1996; Kuball et
a, 2002; Clayman et a, 1998).

Otra linea de investigacion emplea los adenovirus sdlectivos de replicacion ONY X-015,
que son defectivos en EI1B. Parece s que estos adenovirus podrian infectar
sectivamente las cdulas defectivas en p53 sana, induciendo en elas gpoptosis. Se han
empleado ya en hepatocarcinomas, tumores de cabeza y cuello, colorrectdes con
metastasis hepdticas, metéstasis pulmonares de tumores sdlidos, pancreas y otros. Se ha
comprobado que la tergpia es bien tolerada ya sea via intratumord, intraperitoned,
intraarterid o intravenosa. La efectividad es modesta, con tasas de regresiéon tumord de
0-14%, aunque con un posible sSnergismo con laquimio y radioterapia (Kirn, 2001).

Aunque todavia los resultados de todas estas investigaciones de virotergpia son muy
modestos, existe un gran interés por parte de los cientificos por seguir ahondando en
ede campo y hay muchos ensayos en marcha, por lo que es esperable que en los

proximos afos se conozcan novedades importantes.

Por Udltimo, exige otra linea de investigacion basada en p53 y que es la inmunoterapia,

la cud serd andizada en |los proximos capitul os.
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1.6. INMUNOL OGIA DE P53

1.6.1. INMUNIDAD HUMORAL: ANTICUERPOS ANTI-P53

Ya en 1979, De Leo demostrO en animaes que la respuesta humora en tumores
inducidos por metilcolantreno como d MethA era dirigida contra p53 (De Leo et d,
1979) y mientras que otros autores la describieron en pacientes con tumores del SV40
(Melero et d, 1979; Kress et a, 1979).

Crawford fue & primero en describir la existencia de anticuerpos contra pS3 humana en
e 9% de los pacientes con cancer de mama (Crawford et a, 1982) y posteriormente
Caron de Fromentd hizo lo propio en nifios con una gran variedad de canceres
(linfomas B sarcoma de Ewing, rabdomiosarcomas, etc.), con una media dd 12% pero
acanzando hastad 20% en d linfoma Burkitt (Caron de Fromente et d, 1987).

1.6.1.1. Deteccion de anticuerpos
Los primeros trabgos emplearon la inmunoprecipitacion o @ andiss de Western blot y

posteriormente latécnicade ELISA.

1.6.1.2. Anticuerpos antip53 y frecuencia de mutacion

Se ha demostrado que los anticuerpos antip53 son un marcador especifico de neoplasia
y que existe una buena corrdacion entre los mismos y las mutaciones de p53. De ese
modo, los pacientes con tumores con dtas tasas de mutaciones de p53 también
presentan una elevada frecuencia de anticuerpos especificos, con la Unica excepcion de
los gliomas. Estos Ultimos, presentan mutaciones de p53 en € 40% de las ocasiones,
pero no expresan anticuerpos (Rainov et a, 1995). Una posible explicacion de este

comportamiento seria que @ cerebro es un Organo con cierto privilegio inmunitario que
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no permite € desarrollo de una respuesta humord. También podria ser que exista una
insuficiente presentacion antigénica en @ supuesto caso de que p53 no pueda aravesar
la barera hematoencefdica Es poshle también que exiga cieta inmunosupreson
yarogena, ya que la mayoria de estos pacientes son habituamente tratados con
dexametasona. En d extremo opuesto estén, junto con los controles sanos, los tumores
testiculares, melanomas y hepatomas, los cuaes no presentan mutaciones en pS3 y por
tanto tampoco desarrollan una respuesta humord especifica, por 1o que estos pacientes
no presentan anticuerpos anti-p53. (Souss T ,2000; FHeischhacker et al, 1994; Lubbe et
al, 1994).

1.6.1.3. Relacion entre los anticuer pos anti-p53, mutaciones de p53 y acumulo de p53.
Se sabe que sdlo € 20-40% de los pacientes que presentan mutaciones de p53 tiene
ademas anticuerpos anti-p53 en su suero y que la acumulacion de la proteina es clave en

d desarrollo de los mismos.
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RELACION ENTRE ANTICUERPOS ANTI-P53 Y MUTACIONES DE P53
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Gréfico 2. Relaci6n entre anti cuerpos anti-p53 y mutaciones de p53. Tomado de Lubin R, 1995a.

Es conocido € hecho de que sdlo las mutaciones “missenss’ pueden generar una
respuesta humoral (Winter et a, 1992). Pero, también se ha demostrado que a pesar de
padecer € mismo tipo de tumor con idéntica mutacion y acUmulo de p53, dgunos
pacientes desarrollan respuesta humora y otros no, con |o que parece obvio que existen
otros factores implicados, como podrian ser las moléculas HLA | y 1l. Incluso s ha
observado que los niveles de anticuerpos varian en € mismo peciente en funcién del
momento evolutivo de la enfeemedad y carga tumord, con lo que un paciente que
inicidmente no tenia anticuerpos los podria presentar ante la recidiva de la enfermedad

o fracaso dd tratamiento.
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Se han identificado anticuerpos en pacientes con tumores con p53 sdvge. Este hecho
puede obedecer a diferentes causas. Podria tratarse de un faso postivo o bien que €
tumor fuera muy heterogéneo y d fragmento andizado no fuera portador de la
mutacion, pero s otra zona. También podria exigtir una metéstasis indetectable con una

mutacién de p53 asociada a un tumor primario con p53 no mutado.

1.6.1.4. Especificidad de los anticuer pos anti-p53

Se ha demosirado que los anticuerpos reconocen epitopos  inmunodominantes
locdizados en la region amino termind y carboxitermina y que s0lo unos pocos
reconocen mutaciones presentes en laregion central (Schlichtholz et d, 1994).

Por otra parte, € nivel de anticuerpos en un organismo sano es muy bgo, lo que sugiere
una minimatolerancia ala p53 endogena.

La especificidad de los anticuerpos esta entorno a 95%, pero sSn embargo tiene una
senshilidad bga ya que solo d 20-40% de los pacientes con mutaciones de p53
desarrollan anticuerpos especificos.

El andliss isotopico de los anticuerpos pone de manifiesto son sobre todo GGl e 1gG2,
aunque agunos tienen una respuesta fundamentamente de IgA y otros tienen también
respuesta IgM, pero en ningin caso estaeslaunica (Lubin et a, 1995a).

También se ha observado que los cambios conformaeciondes de p53 son claves en la
generacion de la respuesta humord. Asi, anticuerpos capaces de reconocer la region
centra de p53 mutada y con cambios conformacionaes, no son capaces de reconocer la
region central de p53 sana. ESto es debido a que la region centrd de p53 sdvge tiene
una edructura muy compecta y es muy hidrofdbica, 1o que la hace muy poco
inmunogénica (Legros et d, 1994).

1.6.1.5. Anticuerpos anti p53 y parametros clinicos.
En conjunto, los diferentes edtudios exigentes, sugieren una asociacion entre los

anticuerpos  anti-p53 y tumores poco diferenciados con una menor supervivencia,
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aunque otros no encuentran dicha relacion. Por ello, son necesarios més trabgos para
confirmarlo (Souss, 2000).

1.6.1.6. Anticuerposy seguimiento

Exige una buena corrdacion entre la evolucion dd titulo de anticuerpos anti p53
especificos y la respuesta d tratamiento en pacientes con cancer de pulmoén (Zalcman et
a, 1998), colon (Hammd et d, 1997) y ovario (Gaducci et d, 1998).

En & cancer de mama, también es posible detectar una regparicion de los anticuerpos
anos después de la tergpia inicid, varios meses antes de la deteccion de la recidiva
(Soussi, 2000).

1.6.1.7. Poblaciones de alto riesgo de cancer

Como se ha indicado anteriormente, los anticuerpos anti-p53 suelen ser del tipo 1gG, lo
gue indica una respuesta secundaria tras una prolongada inmunizacién antes de
diagnogtico. Por dlo, es razonable pensar que se podrian utilizar como un indicador
precoz de transformacion maligna en ciertos tumores.

Esto se demostré por primera \ez en pacientes muy fumadores que desarrollaron cancer
de pulmon y en los cudes se detectd una devacion de los anticuerpos anti-p53 antes que
cudquier otra manifestacion clinica de la enfermedad (Lubin et d, 1995b).

De igud modo se han identificado devaciones dd titulo de anticuerpos anti p53 en
trabgjadores de ciertas industrias expuestos a diversos carcindgenos varios afos antes de
desarrollar un angiosarcoma hepético (Trivers et d, 1995). Este hecho también ha sdo
identificado en pacientes afectos de enfermedad pulmonar obstructiva cronica antes de
desarrollar cancer de pulmén (Trivers et ad, 1996); en pacientes con esdfago de Barrett
(Cawley et d, 1998); y en pacientes con leucoplasaord (Rahan et a, 1998).
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1.6.2. INMUNIDAD CELULAR

1.6.2.1. Antigenos tumorales reconocidos por linfocitos T

Los linfocitos T no reconocen directamente a los antigenos, sno que lo hacen a través
de las moléculas dd Sistema Mayor de Histocompaetibilided. Estas moléculas de HLA
son glucoproteinas de membrana compuestas por dos cadenas y se cladifican en dos
categorias. moléculas de clase | y de clase 1. Los genes que codifican para etas

proteinas se encuentran en € brazo corto del cromosoma 6.

Las moléculas de cdlase | se encuentran en la membrana de todas las cdulas dd
organismo y estan compuestas por una cadena pesada (@) de unos 45.000 daltons de
peso molecular y por una cadena ligera congtante ([%-microglobuling), cuyo peso
molecular es de 12000 ddtons. Cada molécula HLA | forma cuatro dominios
extracelulares. dos externos, pertenecientes a la cadena pesada (dominios & y &), y dos
internos, correspondientes a tercer dominio de la cadena pesada (a3) y a la (-
microglobulina. Findmente, la cadena pesada araviesa la membrana cdular y termina

en unaregion intracitoplasméica por € extremo carboxitermind.
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Fig. 18. MoléculaHLA clasel.

Los antigenos HLA de clase Il se encuentran en la superficie de las cdulas dd sstema
mononuclear fagocitico y los linfocitos B. Constan de una cadena pesada (a) de unos
33.000 datons y una cadena ligera () de unos 28.000 ddtons. Estas proteinas también
poseen dos dominios extracelulares externos (ag y 3) y dos internos (a2 y (3). En este
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caso, ademas, son las dos cadenas las que atraviesan la membrana celular para terminar
en unaregion intracitoplasmética.

En ambos tipos de moléculas HLA, los dominios externos se disponen para conformar
una especie de cand o hendidura que condituye € lugar de unidén de los digintos
péptidos.

La funcion especifica de las moléculas de HLA es la de combinarse con los antigenos
“naturdes’ en forma de péptidos, formando un combinado que puede ser reconocido
por € receptor de los linfocitos T. El receptor de los linfocitos cooperadores (CD4)
reconoce @ antigeno en combinacion con moléculas de clase II, mientras que los
linfocitos T citotoxicos (con fenotipo CD8) lo hacen en combinacion con moléculas
HLA | (NUfez, 1993).
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Reconocimiento de antigeno por linfocitos T:
Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)

. Céluladiana
MHC Antigeno s
clase-I / = ‘__L_’ “Ra-microglobulina
@ coe nn‘uafs'.
| : o Pt 3
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Reconecido por -
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Fig. 19 . Presentacion antigénica através de las moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad clase

Lyll.

Es conocida la exigencia de diversos antigenos tumorales que son reconocidos, en su
mayoria, por linfocitos T citotoxicos. Estos péptidos, que derivan en muchos casos de
proteinas propias y estén sobreexpresados en las cdulas tumorales, son procesados
intracelularmente y presentados a través de las moléculas HLA de clase | (Voss &t d,
2000).
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La liga de estos antigenos susceptibles de ser reconocidos por linfocitos T se va
ampliando cada dia, pero entre ellos caben destacar:

-Antigenos codificados por los genes MAGE, BAGE y GAGE. Son antigenos
denominados tumor-especificos ya estos genes s hayan expresados en una amplia
vaiedad de tumores, taes como meanoma, mama, veiga, pulmoén, cabeza y cudlo y
sarcomas, y en Unicamente dos tgidos sanos, la placenta y @ testiculo. Estos parecen
comportarse redlmente como antigenos especificos de tumor, dado que d testiculo
carece de moléculas HLA | y 1l, por lo que no se produce tolerancia inmunolégica
frenteadlos.

-Antigenos de diferenciacion. Estos antigenos se encuentran tanto en melanocitos sanos
como en cdulas de melanoma, donde estdn sobreexpresados. Son antigenos tumor-
aociados. Se han identificado cuatro: tirosinesa, Mdanr A / MART-1( dd inglés
“M dlanoma Antigen Recognized by T cdlls’), gpl00 y gp45 (Boon y Van der Bruggen,
1998).

-Antigenos virdes tades como VPH-E6/7 en pacientes con carcinoma de cervix y VEB

en pacientes con cancer de cavum.

- Antigenos asociados atransformacion: p53, CEA, AFP, Her-2/ney, cidlina 1, mdm2,...

Estos antigenos pueden identificarse através de dos métodos:

-Inmunologia directa consste en identificar @ anitigeno expresado por & tumor
partiendo dd linfocito antitumordl.

-Inmunologia inversa. d primer paso seria identificar proteinas sobreexpresadas por el

tumor, para luego identificar péptidos inmundgenos capaces de unirse a moléculas de
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HLA y poder ser presentados a los linfocitos T, generando asi respuesta inmune celular
especifica

1.6.2.2. Linfocitos anti-p53

La exigencia de aticuerpos IgG anti-p53 en adgunos pacientes indica que en un
momento de la evolucion de la enfermedad hubo una respuesta mediada por linfocitos
colaboradores CD4 anti-p53. Estos anticuerpos se dirigen contra los dominios N-
temind y C-termind y no tienen capacidad de digtincion entre la proteina mutada y la
no mutada (Crawford L et a, 1982).

De entre todos los antigenos capaces de generar una cierta respuesta inmunologica
especifica, p53 es uno de los candidatos mas atractivos desde € punto de vida de la

inmunoterapia.

Como se ha sefidado anteriormente, € gen p53 es @ gen més frecuentemente mutado en
los tumores humanos y sus muteciones més frecuentes son del tipo “missense’, las
cudes ocurren  mayoritariamente  en  los  denominados  “puntos  cdientes’
(fundamentalmente dentro de 6 codones: 175, 245, 248, 249, 273y 282).

P53 en condiciones normales tiene una vida media muy corta y ademas es una proteina
fundamentdmente nuclear, lo que la convierte en poco accesble a la maguinaria
proteolitica citoplasmatica. Como consecuencia de ello, no es procesada ni incorporada
a las moléculas clase | dd HLA y por condgguiente no es presentada d sSstema
inmunolégico (Yanuck M et d, 1993). Sin embargo, cuando muta, se edabiliza y se
acumula en d interior de la cdula Al acumularse, es susceptible de ser procesada y
fragmentada en pequefios péptidos de unos 8-10 aminoécidos. Algunos de estos

péptidos tienen la capacidad de unirse y ser presentados a través de las moléculas de
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HLA dase | alos linfocitos T y generar asi una respuesta inmunolégica (Houbiers et d,
1993; Zeh et d, 1994; Noguchi et a, 1994; Theobad et a, 1995).

Es importante destacar que cuando la proteina p53 mutada se estabiliza y se acumula, es
procesada toda €lla, tanto € péptido que contiene la mutacion puntua como d resto de
péptidos no mutados. Este hecho es crucid para la comprensién de la inmunoterapia
basada en p53. De este modo, cabe imaginar una doble respuesta inmune celular: una
dirigida contra la region mutada y otra contra la region no mutada o savge que s
encuentra sobre expresada en € tumor. La potenciacion de esta respuesta inmunoldgica
seria la base para d desarollo de vacunas antitumordes tanto de forma profilactica

como terapéutica.

La primera de elas es tumor-especifica, ya que Unicamente se dirige contra cdulas
tumorales que sobreexpresen p53 producto de una mutacién concreta. Esto fue
demostrado por primera vez por Houbiers “in vitro” ( Houbiers et a, 1993) y poco
después por Noguchi “in vivo”, quien empled ratones afectos de sarcoma Meth A. Este
tumor presenta una mutecion puntua de p53 dd tipo missense en d codon 234,
producto de la cua se genera un péptido tumor-especifico. Este investigador comprobd
que la inmunizacion con este péptido era capaz de desarrollar una respuesta inmune
especifica mediada por linfocitos T. Es més, también demostrdO que ratones sanos
inmunizedos previamente con este epitopo eran capaces de desarrollar resstencia a una
posterior transfeccion de células Meth A viables portadoras de idéntica mutacion. Sin
embargo, estos linfocitos T citotoxicos no fueron capaces de diminar un sarcoma Meth
A yaestablecido (Noguhci et a, 1994).

Pogteriormente, Mayordomo y col demostraron que empleando células dendriticas (que
son las cdulas presentadoras de antigeno profesiondes més potentes) cultivadas en
presencia de GM-CSF (factor edimulante de crecimiento de colonias

granulomonocitarias) e IL-4 (interleukina 4) como adyuvantes, no sdlo se produce una
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meor inmunizacidbn en ratones sanos, Sno que también s genean linfocitos T
citotoxicos con capacidad antitumora directa y capacidad de inducir la regreson de
tumores establecidos en ratones afectos de sarcomaMeth A (Mayordomo et a, 1995).

Sn embago, ede tipo de inmunoterapia dirigida especificamente contra una mutacion
puntua concreta tiene un gran inconveniente y es que deberiamos andizar cada tumor
por separado, secuenciandolo e identificando su mutecion puntual para luego poder
generar una respuesta inmune especifica. Ademas, no todas las mutaciones ocurren en
epitopos inmunogénicos (Vierboom et d, 1997).

Pero, como se ha apuntado, cuando p53 muta se acumula toda la proteina, sendo la
mayor parte de la misma proteina savge. La vacuna ideal contra € cancer seria aguella
que tuviera como diana un antigeno reconocido por linfocitos T citotoxicos asociado
frecuentemente a las neoplasias humanas y que pudiera ser presentado por una molécula
de HLA clase | expresada en una gran mayoria de pacientes.

El ddo de la molécula de HLA dase | més frecuente en la raza caucésica es d HLA-
A2.1 (presente gproximadamente en la mitad de las personas). Por dlo, se ha puesto
egpecid interés en identificar los péptidos de p53 sadvge de las regiones dtamente
conservadas capaces de incorporarse a la molécula HLA- A21. y por tanto ser
inmunogenos (Nijman HW et d, 1994).

Por tanto, es coherente € pensar que también exidtira reaccion inmunoldgica contra la
dicha region no mutada, que seria tumor-asociada. Esto fue demostrado por € propio
Mayordomo en 1996. Empleando un péptido de p53 con capacidad inmundgena (p53;32-
240) presentado por cdulas dendriticas cultivedas en un medio rico en GM-CSF e IL-4,
desarrollé unos linfocitos T citotoxicos con reactividad cruzada y con capacidad de
provocar regresion tumora en 3 tipos de sarcoma de raton antigénicamente diferentes.

Estos tumores, conocidos por CMS3, CM$4 y CMS5, presentan una mutacion tipo
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“missensg” en los codones 242, 194 y 155 de p53 respectivamente, es decir, fuera del
epitopo 232-240 con d que s habia redizado la inmunizacion. Sin embargo, estos
linfocitos no fueron capaces de reaccionar contra los otros dos tipos de sarcomas que
fueron andizados, Meth A y CMSL, los cuades expresan una mutacion missense de p53
en los codones 234 y 239, respectivamente, es decir justo en d lugar del epitopo
empleado paralainmunizacion (Mayordomo et d, 1996).

Eso mismo ha sdo confirmado, también “in vitro”, por poderiores trabgos que
emplearon otros péptidos de p53 HLA A.2 restringidos, tdes como € 149-157 (Liu &
al, 2000) y € 65-73 (Brafoed et al, 2000).

Eda linea de investigacion es mucho més prometedora dado que nos aproximamos mas
a concepto de vacuna “universa”. S bien es deto que esta inmunizacion en principio
fracasaria frente a tumores cuya mutacion de p53 se encontrara precisamente en d
epitopo empleado para la inmunizacion, la solucion pasaria por redizar  una
inmunizacion mdltiple, es decir, generando varios linfocitos T citotoxicos dirigidos
especificamente contra epitopos diferentes.

Poco después, se pudo demodtrar que “in vitro” es podshble generar linfocitos T
citotdxicos humanos selectivos para d epitopo pS3z64.272 partiendo de linfocitos T
obtenidos mediante aféress de sangre periférica de donantes sanos. Estos linfocitos son
capaces de reconocer y lisar lineas cdulares de carcinomas de cabeza y cudlo que sobre
expresan p53 (Ropke et a, 1996), melanomas y carcinomas de mama (Gnjatic et 4,
1998).

La conclusén que se extrae de estos edtudios es que d reconocimiento de un
determinado epitopo de p53 savage por parte de los linfocitos T citotoxicos humanos no
viene redringido por d tipo de tgido de tumord, lo cud los hace aplicables
potencidmente a tumores de muy diferente naturdeza higtologica A pesar de todo, se
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condaté que a partir de la sangre de la mayoria de los donantes no era posible generar
linfocitos especificos y que € acimulo de p53 en d tumor no necesxriamente
esdimulaba en todos los casos la citolisis mediada por linfocitos T, la cuad podria ser
debida a un deficiente procesamiento y condguiente presentacion  antigénica
(Chikamatsu et al, 1999).

Pogteriormente, también se demostré que es posible € generar de igud modo linfocitos
T citotoxicos especificos frente d mismo epitopo procedentes de pacientes afectos de
cacinomas de cabeza y cudlo usando céulas dendriticas autdlogas (Hoffmann et d,
2000).

Paradgjicamente, en ede trabgo se congtatd que ninguno de los tumores de los 3
pacientes que fueron capaces de generar dichos linfocitos tenia la capacidad de
presentar adecuadamente @ epitopo (dos tenian @ genotipo p53 wt y por tanto Sn
acimulo secundario y € otro una mutaciéon missense en @ codén 273, la cud evita la
presentacion de p53p64-272 bloqueando su procesamiento) (Theobald et a, 1998). Por
contra, los pacientes que no fueron capaces de generar los linfocitos tenian tumores con
acimulo de p53 mutada y por tanto con capacidad potencia de presentacion de
epitopo. Aungue con un nimero muy ecaso de pacientes (7), este estudio parecia
sugerir que “in viva’ los linfocitos T citotdxicos especificos anti-p53264-272  podrian
jugar un papd en la diminacion de las cdulas tumordes que expresan dicho epitopo y
en la inmunosdeccion de variantes cdulares carentes dd mismo, lo que en ddfinitiva
contribuiria ad escgpe dd ssema inmunolégico por pate de tumor en pacientes con
cancer de cabezay cudlo.

Para comprobar dicha hipdtess, d mismo grupo desarroll6 un estudio en d que s
andizd la frecuencia de aparicion de precursores de cdulas T egpecificas frente a
P53264-272 €n 30 pacientes afectos de carcinoma de cabeza y cuello y 31 donantes sanos

empleando la técnica de tetrameros de péptidos-moléculas de HLA. Encontraron que las
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frecuencias més eevadas de edos linfocitos T (muchos de dlos con fenotipo de
linfocitos de memoria), las presentaban los pacientes cuyos tumores no acumulaban p53
y tenian @ genotipo p53 sdvge. Més alin, en los pacientes cuyos tumores acumulaban
p53 la frecuencia de linfocitos T especificos era tan bga que no diferia
dgnificativamente de la de los donantes sanos. Estos hdlazgos son compatibles con la
teoria de la inmunosdeccion, que implica que las cdulas T egpecificas diminarian
precozmente aguellas cdulas tumoraes que sobreexpresan p53, mientras que las cdulas
tumorales que no fueran capaces, por diversos motivos, de procesar ni presentar d
epitopo, adquiririan una ventga de crecimiento. Esto también explicaia la dta

frecuencia de linfocitos T de memoria identificados en estos pacientes. (Hoffmann et d,
en prensa).

Estos sorprendentes halazgos revelan las complgas interacciones entre le sstema

inmuney € tumor, cuyos mecanismos hoy en dia son practicamente desconocidos.

1.6.2.3. La Autoinmunidad Potencial

A la viga de estos importantismos resultados, la Sguiente cuestion resulta inevitable:
¢Se producen a la par fendmenos de autoinmunidad frente a la p53 no mutada de las
cdlulas sanas?.

En modelos animdes, la respuesta es que no se ha demodtrado (Vierboom et d, 1997,
Mayordomo et d, 1996; Roth et a, 1996b). Los mecanismos implicados en edta

tolerancia no son todavia bien conocidos, pero existen varias explicaciones posibles.

Es bien conocido que la forma de auto-tolerancia més importante es la deleccion timica,
mediante la cud son eiminados mediante apoptoss los linfocitos que reconocen
péptidos propios (Keppler et a, 1987). Sin embargo, este proceso es atamente
dependiente tanto de la avidez del reconocimiento de la célula T como de la cantidad de
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péptido presentada ( Ashton-Rickardt et a, 1994; Sebzda et &, 1994). Como
consecuencia, agunas cdulas T que reconocen epitopos propios con una avidez inferior
a un determinado umbrd, pueden sdir a sangre periférica (Oehen & d, 1994; Liu & 4,
1995).

Ademés dd control timico centrd, la ausencda de un medio ambiente
inmunoestimulante gpropiado en la periferia, puede conducir a anergia (Webb et d,
1990). Por dlo, incluso en presencia de un antigeno determinado, las células T podrian
ignorarlo. Asi, se ve como también en la periferia es importante tanto la avidez de la
cdulaT por d antigeno como la cantidad del mismo.

P53 se sobreexpresa en varios tgidos normales taes como € timo, bazo y las cdulas
linfohematopoyéticas ( Rogd A e d, 1985). De esta forma, los linfocitos con gran
dinidad por p53 son eiminados mediante la sdeccion timica Sin embargo, existen
linfocitos que reconocen la p53 sdvge con bga dinidad en sangre periféica
(Hernandez et d, 2000) y que han sido identificados en donantes sanos (Ropke et d,
1995). Por tanto, se puede afirmar que existe una cierto grado de tolerancia fisolégica a
p53 y que la inmunizacion se redizaria movilizando d repertorio de linfocitos T
citotoxicos especificos de bga afinidad existentes previamente. La especificidad por €
tumor parece que se mantiene debido que la concentracion de p53 en los tgidos sanos
es bgisma y los linfocitos son de bga dfinidad, con lo que exise una ligs tumord sn
fendmenos de autoinmunidad (Morgan et d, 1998; Vierboom et d, 1997; Del eo, 1998).
De hecho, estos linfocitos tampoco son capaces de lisar cdulas neoplasicas con niveles
normales de p53 (Gnjatic et d, 1998).
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2. JUSTIEICACION
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Lainmunotergpia contra el cancer esté en fase de desarrollo.

Recientemente se ha descrito la exigencia de una respuesta inmunoldgica especifica
mediada por linfocitos T citotoxicos anti-p53 en pacientes con cancer de cabeza y cuello

(Hoffmann TK, en prensa).

Estos linfocitos T, dirigidos contra € epitopo 264-272 de la proteina p53 parecen
desempefiar una funcion de inmunosdeccion, ya que podrian diminar clones de cdulas

tumorales con sobreexpresion de la proteina

Este hallazgo, unido d hecho de que la proteina p53 esta sobre expresada en la mitad de
todos los tumores humanos, podria tener una importancia decisiva para € desarrollo de
vacunas antitumoraes especificas anti-p53, las cuades podrian ser gplicadas en una gran
variedad de tumores de etirpe muy diferente.

Para dlo, es importante comprobar s exise una respuesta inmunolégica especifica
mediada por linfocitos anti- p53 en distintas neoplasias, susceptible de ser potenciada.

Por eso, d presente trabgo pretende verificar 9, de forma andoga a lo descrito en
pacientes con cancer de cabeza y cudlo, en pacientes con cancer de mama existe una

respuestainmunol dgica celular especifica anti-p53 mediada por linfocitos citotoxicos.
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3. OBJETIVOS
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Principal:

1. Demodrar “in vivo® la exigencia de linfocitos T citotdxicos especificos anti-p53

en sangre periférica de pacientes con cancer de mama.

Secundarios:

1. Corrdacionar la frecuencia linfocitos T anti-p53 en sangre periférica con €

“daus’ de p53 en e tumor.

2. Seleccionar pacientes con cancer de mama para inmunoterapia.
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4. MATERIAL Y METODOS
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Se reclutaron pacientes con cancer de mama tanto e @ Servicio de Oncologia Médica
como en la Unidad de Mama del Hospitd Clinico Universtario de Zaragoza, asi como
en d Sarvicio de Oncologiadd Hospitad San Jorge de Huesca.

Las pacientes debian presentar una recidiva neoplasca fécilmente accesble que
requiriera confirmacion histologica o lesion primaria intervenida o biopsiada

Una vez prestado € debido consentimiento informado, a cada paciente e le rediz6 una

extraccion de sangre'y tegjido tumoral.

El tgido tumord se dividia en dos pates una, introducida en formol, para su andiss
histopatologico convencional y la otra, conserveda en fresco, s dmacend a -80°
centigrados, para su futuro andisis por secuenciacion de ADN.

Tanto la sobreexpresion de p53 como otros factores prondgticos fueron andizados en €
tgido tumora en los laboratorios de Anaiomia Patoldgica de Hospital Clinico de
Zaragozay dd Hospita San Jorge de Huesca.

El andiss de sangre fue de dos tipos. uno drvio para tipar d HLA de la paciente y €
otro para andizar los linfoditos anti-p53. Una vez centrifugada la sangre y obtenidas las
céulas mononucleares en condiciones de maxima asgpsa, e guardaron en tubos de

criopreservacion a-80°.

Findmente, tanto d fragmento de tumor como las cdulas mononucleares fueron
trangportados con nieve carbonica a -60°C a su destino find, € laboratorio de
inmunologia de la Universdad de Pittsburgh, dénde se redizd la deteccidon de linfocitos
anti-p53 especificos.
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4.1. POBLACION

4.1.1. UNIVERSO POBLACIONAL

Todas las pacientes se reclutaron en la Comunidad Auténoma de Aragdn.

La poblacion aragonesa, segin € Censo de 1995, consta de 1.205.663 habitantes, o que
supone un 3% de la poblacion espafiola, mientras que d territorio aragonés representa
un 94% dd totd. Eso dSgnifica que d peso demografico de Aragon en € conjunto
naciond es débil.

La densidad de poblacion es de 25 habitanteskn?, siendo, tras Castilla - La Mancha, la
menor de Espala Pero, debido a un sddo migratorio interregiona negeivo y la
concentracion en Zaragoza de las migraciones intrarregionaes, la ciudad de Zaragoza

supone en cantidades globaes lamitad de la poblacidn de Aragén.

En & decenio 1981-91, d contrario de lo que ocurrid en € conjunto de Espafia, la
poblacion aragonesa descendié un 0.7%. Sin embargo, eta evolucion no fue
homogénea. Al andizar la estructura demogréfica, se observa que € grupo de edad que
disminuyé de manera consderable fue d juvenil (menores de 25 afios), un 16.3%
(72.000 personas). Por € contrario, la poblacion madura (25-64 afios) aumentd un 3.7%.
Sin embargo, donde € aumento fue reamente importante fue en la poblacion mayor (>
65 afos), que supuso un incremento del 25% (42.000 personas).

Por tanto, la evolucion de la poblacién aragonesa puede cdificarse de regresiva con un
indice de envgecimiento dd 17.9% (superior a la media naciond, que es dd 13.8%).
Egte indice es alin més acusado en las provincias de Huesca y Terud por la emigracion

juvenil. Producto de este fendbmeno de enveecimiento, la tasa de mortaidad también ha
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aumentado hasta Stuarse en € 9.5 por mil. Ademas, € descenso de la tasa de natalidad,
que en 1994 se Stud ya en un 7.8 por mil, esta provocando un crecimiento vegetativo
negativo. Por todo elo, la piramide de poblacion muestra una figura en forma de hucha,

propia de las poblaciones con carécter regresivo (Gréfico 3).
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Graéfico 3. Piramide de poblacién de Aragon, 1996.

Pero, de forma pardela d incremento en d nimero de personas mayores, hay mayor

longevidad, por lo que € grado de sobreenvejecimiento (poblacion de 80 afios 0 mas) ha
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aumentado también de forma considerable, representando & 22.4% de la poblacion

mayor de 65 afios.

Todas las pacientes incluidas en € presente estudio fueron reclutadas en los Hospitaes
Clinico Universtario de Zaragoza y San Jorge de Huesca, ambos pertenecientes a la red
publica de hospitaes dd Servicio Aragonés de Sdud (SALUD).

En la actudidad, € sstema sanitario de la Comunidad Auténoma de Aragén se divide

en cinco aress de salud:

>

rea | : corresponde ala gran mayoriade la provincia de Huesca.

rea |l: comprende la mayor parte de la ciudad de Zaragoza y la zona sur y

>

este de laprovincia

Area Il1: congituida por la zona oeste de la ciudad de Zaragoza y la parte
central y oeste de la provincia.

Area|V: lamayor parte delaprovinciade Terud.

Area V: nordeste de la provincia de Zaragoza y zona norte de la capitdl.

También seincluyen en este area varios municipios dd sur de Huesca.

Sin embargo, conviene sefidar que se acaba de aprobar una resolucidon segin la cud
proximamente exidiran 3 &eas sanitarias mas, hada totdizar 8 en toda la Comunidad
Autonoma. Esas 3 nuevas areas serén las de Barbagtro, Cdatayud y Alcafiz, las cuales

sediggregardn de las &ess|, 111 y 1V, respectivamerte.
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Mapa Sanitario de Aragon, Septiembre-1998

Area |
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Area ll
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Fig. 20. Areas sanitarias de la Comunidad Auténoma de Aragén.
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El Hospital Clinico de Zaragoza es d Hospitd de referencia de los sectores 3 y 6 de
area 111, mientras que @ Hospita San Jorge lo es ddl sector 1 del aea l. El sector 7 del
area |1l tiene como Hospita de referencia d Hospital de Caaayud (Ernest Lluch), para
el que a su vez d Hogpitd Clinico de Zaragoza actla como centro de referencia, y
sector 2 del areal a Hospital de Barbastro.

El Sector 1 del &ea 1 es @ sector de Huesca y tiene una poblacion de 115.431
habitantes seglin € censo de 1991. Esta poblacion es mayoritariamente rura (65.755),
mientras que la poblacion urbana (Huesca capital) no dcanzalos 50.000 (49.676).

El &ea Il comprende 25 zonas rurales (sector 3) k la provincia de Zaragoza (187.920
habitantes) y 7 zonas de salud urbanas de Zaragoza capitd (sector 6). En totd, tiene una
poblacion de 294.570 habitantes con un marcado caracter rural (63%), de las cudes €
50.23% son mujeres.

La esperanza de vida de en la provincia de Zaragoza es de 77 afios, menor que la de la
Comunidad en general, sendo en los hombres de 73.7 afios y en las mujeres de 80.2

anos.

La tasa de incidencia del cancer de mama en la provincia de Zaragoza y Huesca es de
34.7 y 46.4, respectivamente, por 100.000 habitantes y gustada a la poblacion mundid
(Registros de Tumores de Poblaciones Nacionales, periodo 1972-1982. Dr Zubiri).

En Espafia, la tasa de mortaidad por cancer de mama es de un 9.16 por 100.000
habitantes (Anuario de Estadigticas Sanitarias Mundiaes, 1983y 1985).

En Edados Unidos, segin datos de Indituto Naciona del Cancer y dd Indituto
Naciond de Salud, la tasa de incidencia anua gustada por edad de cancer de mama en
mujeres de raza blanca es de 108.8 por 100.000 fabitantes, con una tasa de mortaidad
de 27.3 por 100.000 habitantes (periodo 1984-1988).
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4.1.2. UNIVERSO MUESTRAL. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Sobre € universo poblaciona descrito se consderd como candidato a participar en €
presente estudio a aguelos pacientes que cumplieran los Sguientes criterios de

indusion.

Criteriosdeinclusion:
-Paciente con cancer de mama primario, metastascio 0 recidivado comprobado
histol 6gicamente.
-Edad igual o superior a 18 afios.
- Consentimiento informado.
-Ausencia de infeccion activa 0 neutropenia en € momento de redizarse la extraccion
de sangre.

-Ausencia de un segundo tumor concomitante.

Criterios de excluson:

-Incumplimiento de dguno delos criterios de inclusion.
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4.2. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio descriptivo transversa en una serie de casos.
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4.3. ANALISISESTADISTICO

Tanto los estadisticos descriptivos (medias, medianas, desviaciones tipicas, percentiles)
como los andliss estadigticos con resultados tanto graficos como numéricos (T-student,
prueba exacta de Fisher, regresdn lined smple-coeficiente de correlacion de Pearson)
se redlizaron empleando € programa G-stat, versiéon 1.2.

Se trata de un programa completo de andisis estadisticos multiplataforma programado
en JAVA y desarrollado por € departamento de Biometria de GlaxoSmithKline®.

La variable linfocitos es una variable cuantitativa continua. Ademés, se aplico d tet de
Kolmogorov (contraste de bondad de guste), segiin @ cud se pudo suponer que ademas
seguia una didribucion norma. Por tanto, para € contraste de hipGtesis sobre medias de
linfocitos se empled la prueba de t- Student.

En d contraste de hipétesis para @ rechazo de la hipétesis nula (Hp) se establecio d
nivel de sgnificacion del 95% (p<0.05).
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4.4. ESTADIFICACION DEL TUMOR

Para la esadificacion ddl tumor se empleo la quinta edicion de la “Clasficacion TNM
de los tumores mdignos’ de la Unién Internaciona Contra d Cancer (UICC) (Wiley-
Liss, Inc., Nueva York, 1997), que era la vigente durante € periodo en € cud
transcurrié d estudio. Sin embargo, conviene resefiar que desde € 1 de Enero dd afio
2003 estd en vigor la sexta edicion, la cud presenta dgunas pequefias modificaciones

sobre la anterior.

La cladsficacion dd cancer de mama, congta de dos subclasificaciones una dinica (que
s rediza basdndose en la exploracion fisca) y otra patolégica (basandose en los
resultados histolégicos y que se designa con la letra “p”). Las categorias de tamafio
tumord (T) y metéstasis a distancia (M) coinciden en ambas, no adi la afectacion de

ganglios linfaticos regionaes (N). Los detalles se resumen en las Sguientes tablas.
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Tumor primario (pTy T)

TX El tumor primario no puede evaluarse.
TO No hay evidencia de tumor primario.
Tis Cacinoma in gStu: carcinoma ductd in situ, carcinoma lobulillar in

situ o enfermedad de Paget del pezon sin tumor subyacente.
T1 Tumor con tamafio igud o inferior a2 cm.
T1mic: Microinvasion de 0.1 cm o inferior.
T1a Tumor superior a0.1 cm pero inferior a0.5 cm.
T1b: Tumor mayor de 0.5 cm pero no mayor de 1cm.
T1c: Tumor mayor de 1cm pero no mayor de 2 cm.

T2 Tumor mayor de 2 cm pero no mayor de 5 cm.
T3 Tumor con tamafio superior a 5cm.
T4 Tumor de cuaquier tamafio con extenson alapiel o pared toracica

T4a Tumor fijo ala pared torécica

T4b: Edema, infiltracion o ulceracion de la pid, incluyendo pid de
naranja; o presencia de nddul os satélites dentro de la misma mama.

T4c: Td4ay T4b.

T4d: Carcinomainflamatorio.

Tabla 5. Clasificacion TNM. Tamafio del tumor primario.
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Gangliosregionales (N)

NX
NO
N1
N2

N3

No pueden evauarse los ganglios linfaticos regionaes.

Ausencia de metéstasis ganglionar regiond.

Metéstasis en ganglio(s) axilar ipsilatera movil.

Metastass en ganglio(s) axilares ipslateraes fijos entre S 0 a otras
estructuras.

Metagtas's en ganglio(s) linfético(s) de lamamariainternaipsiaterd.

Tabla 6. Clasificacion TNM. Afectacién clinicade ganglios linfaticos.

Ganglios regionales (pN)

PNx
PNO
PN1

PN2

PN3

No pueden evduarse los ganglios linf&ticos.
Ausencia de metéstasis ganglionar regiond.
Metéstasis en ganglio(s) axilar ipsilaterd movil.
pNla Micrometastass, todas inferiores o iguales a0.2cm.
pN1b: Metéstasis ganglionares, dguna mayor de 0.2cm.
pN1bi: Metéstasis de 1 a 3 ganglios, cuaquiera mayor de 0.2
cm pero todas menores de 2 cm.
pN1bii: Metastass en 4 0 més ganglios, cudquiera mayor de
0.2 cm pero todas menores de 2 cm.
pN1biii:  Invason ganglionar  extracgpsular, con  tamafio
ganglionar de menos de 2 cm.
pN1biv: Metéstas's ganglionares, a menos unamayor de 2cm.
Metastass en gangliog(s) axilares ipdlaterdes fijos entre Sl 0 a otras
estructuras.
Metddads en ganglio(s) linféico(s) de la mamaia interna
ipslaerd.

Tabla 7. Clasificacion TNM. Afectacidn anatomopatol 6gica de ganglios linf&ticos.
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Metastasis a distancia (pM y M)

MX Las metéstasis a distancia no pueden evaluarse.

MO No hay metastasis adistancia.

M1 Metastasis a distancia (incuyen ganglios linfaicos supraclaviculares
ipslateraes).

Tabla 8. Clasificacion TNM. Afectacion metastésica.

Finamente y basdndose en la conjuncion de las tres categorias (T, N y M) resulta un

estadio de enfermedad que se especificaen latablasguiente.

Estadio T N v
Estadioll T1 NO MO
Estadio I1A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio 1B T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio I11A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1,2 MO
Estadio 1B T4 Cudquier N MO
Cudquier T N3 MO
Estadio IV Cudquier T Cudquier N MO

Tabla 9. Estadificacion del cancer de mama.
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4.5. RECOGIDA DE MUESTRA DE SANGRE

Procedimiento: se coloca d brazo dd paciente sobre una superficie planay duray se le
anuda un compresor de caucho por encima dd codo para provocar la ingurgitacion de
las venas del antebrazo por éstasis. A continuacion se desinfecta la zona con un algodéon
impregnado en dcohol y se rediza la venopuncion con un tubo de doble aguja
(VACUTAINER®) para insertar posteriormente los tubos de vacio de forma sucesiva.
Fndmente, se retiran € compresor y portatubos, redizando una fuerte compresiéon en la

zona de puncién mediante un agodon seco fijado con e esparadrapo.

aguja manguito de latex

tapon de caucho tubo

WO GR
= ]

» 1

| S !

| U

portatubo
raya de indicacidn

Fig. 21. Tubo de doble aguja para extraccion de sangre.
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4.6. TIPAJE DE HLA

Unicamente seredlizé d tipgje HLA de Clase| (locusA, By C).

Para dlo, se recoge una muestra de 10 mililitros de sangre dd paciente en un tubo de
vacio heparina de sodio como anticoagulante (0.3 ml; 1000 U/ml) y pogteriormente se

diluye en un volumen igua de suero sdino estéril.

El dguiente paso es @ adamiento de los linfocitos. Este procedimiento se explica con
detenimiento en € apartado 4.8.1..

La cantidad de linfocitos que se pueden obtener a partir de 10 ml en personas sanas es
de 10-20 x 10°. Una vez obtenidos bs linfocitos, se le afiade 1ml de RPMI (medio de
cutivo dd Roswvdl Pak Memorid |nditute, Buffao, NY) 1640 gudando la

concentracion de linfocitos entre 1.5y 2 x 10°/ml.

Para hacer € tipge serologico de HLA se emplea la técnica de linfocito-toxicidad,
desarrollada por Terasaki.

La prueba se redliza en microplacas de 60 o 72 pocillos. Se sdecciona un pand de
antisueros (anticuerpos monoclonaes) contra los diversos antigenos HLA A, By C.

Los linfocitos se afladen a la placa y se incuban durante media hora Durante la
incubacion los anticuerpos de los antisueros s fijan a los anitigenos cdulares
especificos, formando comple os antigeno / anticuerpo.

La deteccion de estos inmunocomplgos se rediza afladiendo complemento de congo
durante una hora. As 2 conforma un complgo litico que tiene como resultado la liss
de los linfocitos diana. En los pocillos donde no hay reaccion antigeno / anticuerpo no

se produce lisisde las cdlulas.
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Findmente, para la deteccion de los linfocitos lisados se procede de la Sguiente manera
A cada pocillo se aflade naranja de acridina y bromuro de ethidio. Estos reactivos son
cancerigenos, por 1o que hay que tomar precauciones para su manipulacion.

El naranja de acridina pasa a través de la membrana cdular fijandose en  ADN cdular.
Cuando s expone a los rayos ultravioleta aparece con una coloracion verde
fluorescente,

El bromuro de ethidio penetra Unicamente € interior de la cdula S la membrana et
lesionada, dando una reaccidn una naranja cuando se expone alaluz ultravioleta

Por tanto, las células vivas aparecen con fluorescencia verde y las muertas con
fluorescencia naranja. La técnica necesta que e le afada tinta china para diminar €
fondo fluorescente.

Lavaoracién de latécnica se rediza contando € nimero de cdulas vivasy muertas.

El ssema de cuantificar culas es e sguiente:

0 = negativo.

1 =10-20%.

2 = 20-40%, positivo dudoso.
4 = 40-60%, positivo déhil.

6 = 60-80%, pogitivo.

8 = 80-100%, positivo fuerte.
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4.7. ANALISISDEL TEJIDO TUMORAL

Se andizaron muestras de tgjido tanto del tumor primario como de recidivas accesibles.

Por un lado, se recogid una pequefiia muestra de tumor que fue inmediatamente
congelada en fresco a -80°C. En esta muedtra esta previsto redizar en € futuro la
secuenciacion del gen p53 en cada tumor, para verificar s ciertos tipos de mutaciones
CoNnCretos se asocian a un mayor 0 menor concentracion de linfocitos T especificos anti-
p53. Ad mismo, eda prevido redizar la visudizacion y cuantificacion in situ de los

linfocitos anti-p53 en @ propio tumor.

Por un lado, se andizd la sobreexpreson de p53 en € tumor. Para dlo, una pequeia
porcién dd tegido, nada mas ser extirpado de la paciente, era introducido en formaol y
remitido a Servicio de Anatomia Patologica, tanto del Hospitd Clinico de Zaragoza
como San Jorge de Huesca. Una vez dli, cada muestra era embebida en un bloque de
parafina

A continuacién, sobre cada bloque de parafina, se redizaban secciones de 5 micras de
espesor empleando un microtomo tipo Leica Biocunt Jung.

Con € fin de aumentar la adherencia de las secciones a los portaobjetos y evitar su
desprendimiento  durante  las  técnicas  inmunohigtoquimicas,  fueron  utilizados
portaobjetos gelatinados. Pogteriormente las preparaciones requerian una fase de

procesado a microondas.
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4.7.1. PREPARACION DE LA SOLUCION PARA EL GELATINADO DE LOS
PORTAOBJETOS

Se cdientan 100ml de agua destilada a 40°C y se disuelven 0.50gr de geaina. Después,
se afaden 0.40gr de aumbre de cromo. A continuacion se introducen los portaobjetos
en d interior de la solucidn preparada, se sacan y se dgjan secar gpoyados en una rgjilla

atemperatura ambiente.

4.7.2. PROCESADO DE LAS PREPARACIONES AL MICROONDAS

Este proceso se lleva a cabo en tres fases consecutivas.

-Colocar las preparaciones en recipientes de plasico termo-resigtentes, las

cuales contienen tampon citrato 10mM, pH 6.5.

-Procesar las preparaciones en horno microondas en tres ciclos de 5 minutos,

cada uno de ellos a 750. (L as preparaciones no deben secarse durante laincubacion).

-Dgar enfriar |as reacciones a temperatura ambiente durante 20 minutos.

A continuacion, se procedia a redizar las técnicas de rutina y de inmunohistoquimica

sobre | as secciones.
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4.7.3. TECNICAS DE RUTINA

Se redizaron tinciones con hemaoxilina-eosna para @ examen higtolGgico de ruting,
siguiendo los habituaes procesos de tincion.
El objetivo de esta técnica era € obtener la confirmacion de la presencia de céulas

malignas en la muestra.

4.7.4. TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Por técnicas inmunohistoquimicas se determinaron tanto € estado de p53 como otros

marcadores prondsticos en e tumor.

Antes de comenzar con las técnicas inmunohistoquimicas se procede a un desparafinado

de las secciones.

Para dlo, se colocan los portaohjetos en canadtillas especides para los mismos y se les
hace pasar por bafios de xilol y por una serie de acoholes en orden decreciente de
graduacion.

Pogteriormente se introduce en agua dedtilada y para terminar se da un bafio de una
solucion tamponada de fosfatos (PBS. phospate buffered sdine). EI PBS tiene como
objeto & estabilizar d pH en 7.2.

Tras @ desparafinado, ya se pueden gplicar las técnicas de inmunohistoquimica. La
metodologia fue la habitud.

-En primer lugar se debe inhibir la actividad enziméica endogena de los tgidos a

andizar. Una vez que las secciones han sdo desparafinadas, € siguiente paso va a ser
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incluirlas en una solucién de 100cc de acohol metilico con 1.5cc de agua degtilada
durante 30 minutos.

-Hidratacion progresiva:

Alcohal 70° durante 5 minutos.
Agua dedtilada durante 5 minutos.

Técnica de avidina-biotina peroxidasa

En ede trabgo se empled la técnica de avidina-biotina peroxidasa que se resume

brevemente a continuacion.

-Procesado en microondas.

-Incubacion en suero de congo normd, diluido en PBS 1/5 durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

-Se decanta.

-Se afiade @ anticuerpo monoclona especifico (anticuerpo  primario) y se incuba

durante 60 minutos en camara hiimeday atemperatura ambiente.

-Se dimina € sobrante y se hacen tres lavados de 5 minutos cada uno, con PBS disudto

en agua.

-Se secan las preparaciones a mano y se procede a la incubacion durante 30 minutos con

el anticuerpo secundario biotinilado (anticuerpo de congo anti-inmunoglobulines de
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raton ligado a bioting) que se incluye en @ kit. Edte paso también se rediza en cdmara
himeday atemperatura ambiente.

-Se dimina € sobrante y se hacen tres lavados con tampdn PBS durante 5 minutos a

temperatura ambiente.

-Incubacién con d complgo avidina-biotina peroxidasa (ABC) durante 30 minutos en
camara hiumeda y a temperatura ambiente. Este complgo debe prepararse 30 minutos
antes de su uso, afadiendo 5 ml de PBS, una gota dd reactivo A (avidind) y una gota
del reactivo B (biotina ligada a peroxidasa), en ese orden, agitandolo después.

-Sediminad sobrantey se lava con PBS durante 10 minutos atemperatura ambiente.

-Revelado:
Se afade un cromoégeno (la diaminobenciding), peréxido de hidrogeno y un
reactivo liquido incluido en  kit.

Selavacon aguay se miraa microscopio optico (Olympus AH-2 VVanox-T).

A continuacion s especifican los anticuerpos empleados, tanto primarios como

secundarios.
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Anticuerpos primarios

Andlisis de sobreexpresion de p53

Se empled un anticuerpo monoclona anti-p53, clon DO-7 (Novocastra™, Benton Lane,
Newcastle). Este anticuerpo reconoce un epitopo en € extremo animo termind de la
proteina, entre los aminoacidos 35-45, reaccionando contra la proteina sdvae y la
mayoria de las mutaciones de p53.
Tras la inmunotincion, las muestras fueron examinadas por microscopia de luz. Los
resultados se expresaron seglin laescala siguiente:

-: ausenciadetincion.

+/-: tincion débil o equivoca

+: tincion inequivoca
El tumor fue condderado p53 postivo cuando més dd 10% de las cdulas tumordes

moastraban unaintensidad de tincion inequivoca.

Andlisis otros mar cadores
Ademés dd estado de la proteina p53 en @ tumor, se determinaron otra serie de
marcadores en € tumor. Para dlo, s emplearon los dguientes anticuerpos

monoclondes

Receptores de estrégenos. clon 6F11 (Novocastra™, Benton Lane,

Newcastle). Dilucion 1/40. Se considerd receptores de estrégenos positivo la deteccién

de cudquier grado de postividad (débil, intensa 6 muy intensa) en més del 10% de las
cdulas.
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Receptores de progestagenos. clon 1A6 (Novocestra™, Benton Lane,

Newcastle). Dilucion: 1/40. Al igud que en @ caso anterior, se consderd receptores de
progesterona_positivo la deteccion de cudquier grado de positividad (débil, intensa 6
muy intensa) en més del 10% delas cdulas.

Factor de crecimiento epidérmico: clon EGFR 113 (Novocastra™, Benton
Lane, Newcastle). Dilucion 1/10.

Oncoproteina _c-erbB-2: clon A0485 (Herceptet™-Dako, Carpinteria,

Cdifornia). Prediluido. Egste anticuerpo es dtamente especifico ya que no muestra
positividad cruzada contra otras proteinas anaogas tales como las tirosn quinasas de la
familia dd factor de crecimiento epidérmico (EGFR, HER-3 6 HER-4). La escda
empleada para determinar d “satus’ del tumor fuelasguiente

-: ausenciadetincion.

+; tincion dédil afectando Unicamente a una porcion de la

membrana ceular.

++; tincidn débil pero afectando a la totdidad de la membrana

citoplasméticaen d menos d 10% de las cdlulas.

+++ tincidn intensa afectando a la totdidad de la membrana

citoplasméicaen a menos d 10% delas cdulas.

Se congderd c-erbB-2 positivo cuando se detectaba una tincion equivaente a ++ 0 +++.

Tanto la ausencia de tincion (-) y como la tincion débil (+) fueron consideradas como

resultado negativo.

Antigeno nuclear ki 67: clon M1B1 (Novocastra™, Benton Lane, Newcastle).
Dilucién: 1/15.
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Anticuerpos secundarios

En todos | os casos se emplearon los siguientes anticuerpos secundarios.

-Complgo Avidina-Biotina (ABC).
Incluye d Kit para preparacion dd comple o avidina- biotina peroxidasa:
Reactivo A (Avidina), diluido en PBS conpH en 7.2.
Reactivo B (Biotinaligada a peroxidasa), diluido iguamente en PBS.

-Diaminobencidina

Cromaogeno usado en lasolucion find ddl revelado.
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4.8. DETECCION DE LINFOCITOS ANTI-P53 ESPECIFICOS

4.8.1. AISLAMIENTO DE LOS LINFOCITOS

4.8.1.1. Recogida de la muestra.

Se procedia a la extraccion de 50 ml de sangre de la paciente que era recogida en 5
tubos de ACD (citrato).

4.8.1.2. Isolacion de células mononucleares de sangre periférica.

Todo € proceso de preparacion de la muestra para su andisis se redizd en condiciones
de maxima asgpda y en d interior de una campana de flujo laminar ubicada en d
laboratorio de inmunologia (Modelo BIO-1I-A de Telsar SA.). Todo d materid
empleado para cada muestra era inmediatamente desechado en un contenedor bioldgico
a concluir.

o
o
-

B
Fig. 22. A. Campana de flujo laminar (Modelo BIO-II-A, Telstar S.A). B. Esguema de

funcionamiento.
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La campana de flujo laminar o cabina de seguridad bioldgica asegura la ausencia de
contaminacion de las muestras durante su manipulacion, d obtener un &ea
delimitada de are limpio y etéril. Esto se consigue mediante d principio de barrido
continuo por flujo descendente de aire ultrafiltrado en régimen laminar.

El primer paso consstia en centrifugar la sangre para sepaar € suero de las
cdulas sanguiness, que era pipeteado (pipeta modeo Matrix Cdlmate, LP
italiana SPA) y amacenado en 2 tubos contenedores de 15ml (Falcon™) a -80°C
en un frigorifico de ultracongelado ( Modelo QLT 1885-V12, Advantage).

El suero se empleard en d futuro para andizar la frecuencia de aparicion de
anticuerpos anti-p53 y correlacionarlos con los linfocitos T especificos anti-p53.
Inicidmente se rediz6 a 2000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos.
Sn embago, tras andizar las primeras doce muestras se decidid centrifugar
Unicamente a 1200 rpm (equivaente a 250 xg). El motivo de esta modificacion
en la técnica fue que se comprobd que se producia cierta hemadliss que podia
dificultar & pogerior andlisis. Se empled una centrifugadora modelo CR 312 de
la empresa Jouan.

Para proceder a la isolacion de las células mononucleares, se tomaba la sangre a
la que se le habia retirado € suero y e le afiadia suero sdino (agua con cloruro
sodico d 9%). En 4 tubos contenedores de 50 ml por muestra se rellenaba con
ficol, Histopaque®-1077 (Sigma Diagnostics®), hasta la mitad (25 ml) y con
sumo cuidado se pipetesba la sangre con suero fisoldgico encima  El
Histopague®-1077 es una solucién de un polisacé&ido (polisucrosa) y un medio
de contraste radio-opaco (diatrizoato sddico) de una densidad de 1077 +/- 0.001
gml.

Estos 4 tubos fueron centrifugados a 3000 rpm durante 25 minutos a temperatura

ambiente con las primeras doce muestras. Pero, d igud que se hizo en la
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primera fase, en lo sucesvo también se redujeron las revoluciones a 1400
(equivdente a 400 g) y € tiempo a 20 minutos. Se evitd centrifugar a
temperaturas inferiores a 10°, para evitar una agrupacion cdular que dificultara
la recogida. En la figura 22 se muestra @ normograma empleado para cacular
las revoluciones por minuto requeridas en funcidn de la fuerza de centrifugacion
relativa recomendada (g) por € fabricante.

Al centrifugar, los eritrocitos y los granulocitos forman agregados con €
polisac&ido y sedimentan rdpidamente. Asi, se obtiene una capa inferior donde
*£ encuentran los hematies, los polimorfonucleares sedimentados y €
Histopaque®, y una zona superior dénde se encuentra € plasma, tad y como se
representa en la figura 23. Entre ambas, queda una fina interfase que es donde se

encuentran los linfocitosy las otras céulas mononucleadas.
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Fig. 23. Normograma para el célculo de las rpm teniendo
en cuentalafuerza de centrifugacion relativa
A: Radio(cms): distancia entre el e de la centrifugadora
y el extremo distal del portatubos.
B: Fuerzarelativa de centrifugacion.

C: rpm. Se obtiene trazando una linea recta que pase por
Ay B.

Esa corona cdular es aspirada cuidadosamente con una pipeta Pasteur,
intentando recoger la mayor parte posible, pero evitando que se mezcle con los
hematies de la zona inferior, para depostarla en otro tubo contenedor de 50ml.
Ahora, s le afade nuevamente suero fisologico hagsta rdlenarlo

completamente.
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Centrifugar Plasma
Sangre " ‘
#00xg Células mononucleares
-y g

Hematiesy
polimorfonucleares

Histopaque® 1077

Fig. 24. Esquema de la metodologia seguida para la isolacion de células mononuclerares

de sangre periférica.

La mezcdla de cdulas mononucleres y suero fisologico obtenida fue
centrifugada a 2500 rpm durante 7 minutos en las primeras doce muestras y a
1200 rpm (equivdente a 250xg) durante 7 minutos en las sucesvas, por €
motivo ya expuesto.

El resultado es que los linfocitos junto con las restantes cdulas mononucleares
ahora ¢ quedan en d fondo, formando una pequefia padtilla, denominada
“pelet”, que es su término anglosgon. Se retira € sobrenadante, se afiade
nuevamente suero fisologico hadta arriba y se vuelve a centrifugar durante otros

7 minutos més.

Tras retirar otra vez € sobrenadante, se le afiade 1Iml de dimetilsulfoxido d 10%
(09ml de suero fidologico y 0.1ml de dimetilsulfoxido) (DMSO=(CHs),SO,

Merck) d “pelet”, se introduce en un tubo de criopreservacion de 1.8ml
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(Nunc™) y se congela a -80°C. Para garantizar un correcto andisis de la muestra
e debian haber obtenido como minimo 5 millones de cdulas viables por cada
vid.

El proceso de congelado debe ser lento para proteger las membranas celulares y
no debe adcanzar la temperatura maxima de congedado (-80°C) en un tiempo
inferior a 2 horas. EI| DMSO protege a la cdula durante la congelacion, evitando

au crigtdizacion y la rotura de sus membranas.

C. Transporte de las muestras

Se redizO en una cga de materid adante llena de nieve carbonica, capaz de mantener

unatemperatura de - 60° durante 24 horas.

4.8.2. DETECCION DE LINFOCITOS: TECNICA DE TETRAMEROS,

4.8.2.1. Descongelacion

Al llegar a su destino, se procedia ala descongelacion de las células.

Este es un paso extremadamente delicado, ya que  DMSO a temperatura ambiente es
un toxico cdular. Por dlo, las muestras se introducen en un bafio de agua que eda a
37°C durante un minuto y rapidamente se le afiade medio de cultivo (10ml por muestra).
De esta forma, se obtiene una dilucion dd DMSO d 1%, limitando mucho su toxicidad
ceular. Ahora se procede a centrifugar la muestra a 1200rpm durante 7 minutos, de
fooma que s condgue un nuevo “pdlet” de cdulas mononucleares viables y un
sobrenadante de DM SO y medio de cultivo que es rdpidamente desechado.

Findmente, las cdulas eran introducides en un medio de cultivo, quedando ya lidas

parasu andigsfind.
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4.8.2.2. Técnica de Tetrameros

En ede trabgo, s andiz0 la frecuencia de aparicion de linfocitos citotdxicos
especificos frente a dos epitopos de p53 restringidos a HLA-A2.1, que fueron @ p53;64-
272 Y € P53149.157 Y, mediante la técnica de tetrdmeros.

El tetrdmero es un complgo molecular formada por una 4 moléculas recombinantes del
sdema mayor de hisocompatibilidad HLA-A2.1 asociadas a un determinado péptido y
conjugadas con un fluorocromo. En este caso, € fluorocromo fue la ficoeritrina (PE), la
cud s une a las moléculas de HLA a través de otras tantas moléculas de biotina

(ITAQ™ MHC Tetramers. Immunomics).

A cada HLA-A2.1 s une @ nonapéptido a estudio, en este caso € p53z64-272 Y € pP53140-
157. Edte tetrAmero se unira a linfocito T citotdxico que posea receptores especificos
frente ad péptido. Esta union, ademés, no depende dd estado funciond de linfocito T,
por |0 que se uniran todos |os que existan.

Los tetrameros, por lo tanto, se afladen d medio de cultivo donde estén los linfocitos

procedentes de las pacientes y se incuban con dlos.

Findmente, los linfocitos se monitorizan por citometria de flujo.
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Fig. 25. Imagen tridimensional de un tetramero de HLA. Verde: fluorocromo. Azul:

moléculas de HLA. Rojo: péptido.
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Péptido

HLA A 21

B, microglobulina
Biotina

Estreptavidivina-PE

.Q.—‘.

. LTC CD8
Receptor de

lacélulaT

Fig. 26. Representacién esqueméatica del tetramero péptido-HLA y su unién al linfocito T

citotoxico especifico CD8.

4.8.2.3.Citometria de flujo

La citometria de flujo condste en la medicion de las propiedades fisco-quimicas de
cdulas o paticulas en sugpensdn a través de un flujo laminar y una fuente de luz
(léser).

Las cdulas han de encontrarse en suspension para ser captadas por € sstema de fluidos
del citometro de flujo. Cuando las condiciones son adecuadas, la muestra fluye en un
nGcleo central Sn mezclarse con € liquido de arradtre (flujo laminar).

El lugar donde tiene lugar € encuentro entre las céulas en flujo laminar y € haz de luz

léser eslacamaradeflujo.
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Las cdulas que vienen en pequefios grupos traides por € liquido de arastre, se
disponen en linea dentro de la camara de fluyo paa poder ser andizadas
individudmente, gracias a la adecuada presion de la misma. Asi, se centran en d haz de
luz laser. Por tanto, la camara de flujo es quien define las caracteridticas del flujo, €
enfoque hidrodinamico y es d lugar dénde se produce la interpretacion entre d haz

focalizado dd l&ser y lamuestra, en d llamado punto de interrogacion.

Detector de Fluorescencial

ssors0 [ | Filtro

Detector de
Fluorescencia 2

Espejo Dicroico (560nm)

DA\

565742

Dispersor de haz

Detector de
dispersion lateral f ;

A55/10

L aser /Ty 4B8/10

S—4( 1

Punto deinterrogacion U

Detector de
dispersion frontal

Fig. 27. Plano simplificado del tipico citémetro andlitico deflujo.

110



Deteccidn de linfocitos T citotdxicos especificos
anti-p53 en pacientes con cancer de mama Material y Métodos

Las fuentes de luz laser utilizadas pueden diferenciarse por su sistema de refrigeracion
(@re o0 agua) o por su potencia (bga y dta (citometros con funcion de separacion
ceular)). El laser més utilizado es d Argon que emite a 483nm, refrigerado por are y
de bgja potencia.

3 ) Corriente de lamuestra )
Angulo superior Vainadel canal de

de dispersién | l fluo

- __.-"_
frontal - -~ f; *—— Céluladecuarzo

1 L éser
Pérdidaaxial de ¥ o o ==

" b . luz -
Anguloinferior e

de dispersion 2

frontal Dispersion lateral

Fig. 28.Esquema de funcionamiento de un citometro de flujo en tres dimensiones.

El citometro de flujo andiza tamafio cdlular y complegjidad estructurd:

Tamafio cdular: cuando € haz impacta con la cdula en la camara de flujo,
provoca una disperson de la luz fronta (Forward Scatter). Esta luz frontd dispersada y

refractada da lainformacion proporciond d tamafio ceular.
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Complgidad estructurd: cuando € haz impacta con la cdula en la cAmara de
flujo, también provoca una disperson latera de la luz a 90° (Side Scatter) y nos informa

sobre la estructura celular interna 0 complgidad estructurd.

Gracias a la informacion de tamafio cdular y complgidad estructurd, confrontando
ambos parametros en un “dot plot” (parcela de puntos), se pueden identificar tres grupos
celulares.

» Pequeiio tamafio y bgja complgidad: linfocitos.

» Mayor tamafio y complgidad: monocitos.

» Tamafio dmilar d anterior o ligeramente mayor pero con mucha mayor
complgidad: polimorfonucleares.

Pero, € citbmetro, ademés de tamafio y complgidad ceular, mide la cantided de
fluorescencia emitida por la luz dispersada a 90° tras @ impacto de haz laser con la
cdulaen lacamaradeflujo.

La fluorescencia emitida por cada fluorocromo o colorante debido a la excitacion de
léser es normamente detectada por un Unico cand de fluorescencia. La especificidad de
la deteccion esta controlada por la sdleccion de longitudes de onda por parte de los
epgosy filtros Opticos dd citdbmetro.

Los filtros Opticos estén congtruidos a partir de materides que absorben o reflgan
ciertas longitudes de onday se usan paradiminar y separar laluz recogida.

Los fluorocromos para anticuerpos més utilizados son € Isocianato de Fuoresceina
(FITC) que emite a 525 nm, RPhycoeritrin (PE) cuya emison es a 578 nm y € Peridin
Chlorophyll Protein (PerCP) que emite a una longitud de onda de 675nm. También hay

otros fluorocromos para marcar ADN.

112



Deteccidn de linfocitos T citotdxicos especificos
anti-p53 en pacientes con cancer de mama Material y Métodos

Dependiendo del citdmetro de flujo, de la cantidad de fuentes laser y de los
fluorocromos se pueden leer smultaneamente 2,3 0 mas fluorescencias en una misma
cdula

Tan importante como los fluidos y la dptica en un citdmetro son la dectrénica y sus
detectores de sefid, como fotodiodos y fotomultiplicadores que convierten la sefid
luminosa en impulsos déctricos. Los fotodios capturan la sefid de dispersion fronta
(FSC), mientras que los fotomultiplicadores tienen una gran senghbilidad y recogen las
débiles sefiales de dispersion laterd (side scatter) y de fluorescencia

Fig. 29. Citometro de flujo Coulter-Epics XL ™ y su sistemainformatico.

Sdema informético. Gracias a la informatica podemos establecer criterios de sdeccion

paa edudiar las didintas inmunofluorescencias. Edtos criterios de sdeccidn se
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denominan “gates’. La informdica nos permite estudiar y presentar los datos como
hisogramas, parcdas de puntos, parcdas de densdad, parcelas de contorno,
representaciones en 2 o 3 dimensiones, etc.

Para diferenciar las didtintas poblaciones linfocitarias, € primer paso es definir los CD
(Cluger Differentiation antigen) que se define como la estructura antigénica expresada
en la superficie cdular, caracterizada por ser reconocida por, d menos, dos anticuerpos
monoclondes diferentes y tener definido € peso molecular. Cada uno de los antigenos
individualizados se denomina CD seguido de un nimero de identificacion.

Las poblaciones linfocitarias bas cas son:

» Linfocitos T cooperadores. CD3+, CD4+.

» Linfocitos T citotoxicos: CD3+, CD8+.

» Linfocitos B: CD19+.

» Linfocitos asesnos naurdes o NK (naurd killer): CD3-, CD16+,
CD56+.

Todos los linfocitos tienen € marcador CD45+ y son negativos para @ marcador CD14,

propio de los monocitos.

Por lo tanto y como se ha comentado anteriormente, a las células mononucleadas
adadas de las pacientes se les afiadian los tetrmeros de HLA y se incubaban asi
durante 30 minutos a temperatura ambiente en un medio de cultivo de suero dino y
ablminabovina

Seguidamente, se afadian los diferentes anticuerpos anti-CD durante otros 30 minutos a
una temperatura de 4°C. Los anticuerpos empleados fueron: CD14-FITC (RMO52,
Immunotech™, Miami. FL), CD3-ECD (HIT3a, Beckman Coulter™, Miami, FL) y d
CD8-PC5 (SFCI21Thy2D3(T8), Beckman Coluter™, Miami, FL).
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Tras la incubecion, las cdulas eran lavadas, desechando d medio de cultivo, y
resugpendidas en 1 ml de formaldehido en suero sdino al 0.5%.

Findmente, se procedia a su andiss mediante citometria de flujo.

Dada la bga frecuencia de eventos esperados, se andizaron 10° eventos por cada
muestra. Ad, se pudo estimar la frecuencia verdadera de linfocitos especificos con un
bajo margen de error.

Cabe sefidar que @ andiss de una muestra para linfocitos especificos contra los 2
peptidos (p53264-272 Y P53149-157) requiere, € andids de 2 millones de linfocitos CD8.
Asumiedo las pérdides de cdlulas durante € proceso de isolacion de las cdulas
mononucleadas de sangre periférica y las debidas a la congelacion y descongelacion de
la muestra, se requiren de 20 a 40 ml de sangre como minimo por paciente. En este
edudio se extrgeron 50ml. A pesar de dlo, la probabilidad de obtener un insuficiente

recuento celular no es despreciable.

Paa € andiss de las muedtras s empleo un citbmetro de 4 colores de
inmunofluorescencia y doble léser gudtado a la minima velocidad (méximo de 1000
eventos por segundo) a fin de permitir un andiss lo mas preciso posible, modelo
Coulter-Epics XL (Beckman Coulter™, Miami, FL). El sstema de refrigeracion del
léser es de are. Los datos fueron andizados en tiempo rea usando un potente sstema
informético (Beckmart+ Coulter System |l software).

El resultado de la cuantificacion de los linfocitos especificos para los tetrameros se
expreso como frecuencias (1/1000, por gemplo) o como frecuencias reciprocas (1000,

siguiendo con & gemplo anterior).

Como control podtivo se emplearon dos lineas de linfocitos T citotoxicos especificos

contra los epitopos p53z64-272 Y P53149-157 de la proteina salvgie (Hoffmann et a, 2000).
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Como control negetivo se empled la poblacion HLA A2 negetiva, cuyo resultado es
inespecifico por definicion a tratarse de dos epitopos estringidos a HLA A2+. El punto
de corte para discrimiar un resultado postivo de uno negativo se establecio, por tanto,
en d percentil 99 de la frecuencia de linfocitos especificos de los sujetos HLA A2-.
Como s andizaron dos péptidos, se digidé & percentil 99 superior de las dos series

como punto de corte para ambas poblaciones de linfocitos T.
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5. RESULTADOS
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5.1. PACIENTES

Desde Marzo/01 hasta Enero/02 43 pacientes con cancer de mama que fueron atendidas
en los Servicios de Oncologia de Hospitd Clinico de Zaragoza y del Hospitd San
Jorge de Huesca prestaron su autorizecion para paticipar en d estudio y fueron
estudiados.

Tras determinacion de HLA y de la factibilidad de la toma de biopsia se sdeccionaron
23 pacientes. De los 20 pacientes que no fueron findmente seleccionados, 15 eran HLA
A2-. En los otros 5 casos d motivo de no-incluson fue que la enfermedad no se
condderd lo suficientemente accesible, la cud requeria someter a la peciente a una
intervencion innecesaria y de riesgo. En 3 de dlas se llegd a determinar € HLA, que fue

positivo parad locus A2.

De las 23 pacientes sdeccionadas, 16 eran HLA A2+ y 6 eran HLA A2-, las cudes ¢
emplearon como controles negativos. En un caso d HLA no se pudo findmerte conocer

por motivos que se explicaran més addante.

De todas dlas, 15 pacientes (65.21%) pertenecian d Hospital Clinico de Zaragoza y 8
(34.78%) d de Huesca.

La edad mediana de los pacientes de la muestra fue de 72 afios (rango: 44-89) y la
media de 69.73 afios, con una desviacion tipica de 13.27.
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Gréfico 4. Histograma de edad de la muestra.

Ladigtribucion por sexos fue de 22 mujeres (95.65%) y 1 hombre (4.34%).

Todos los pacientes eran de raza blanca.
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Gréfico 5. Distribucion por sexo de los pacientes estudiados.

Todas las pacientes fueron diagnosticadas de cancer de mama en € periodo
comprendido entre Octubre de 1983 y Enero de 2002.

Periodo N° casos diagnosticados (%)
<1999 5 (21.73%)
1999-2000 4 (17.39%)
2001 12 (52.17%)
2002 2 (8.69%)

Tabla. 10. Namero de casos diagnosticados segln periodo de tiempo.
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De los 23 tumores, 19 (82.60%) fueron carcinomas ductdes infiltrantes, 2 (8.69%)
carcinomas lobulillares infiltrantes, 1 (4.34%) carcinoma papilar infiltrante y 1 (4.34%)
fue un carcinoma cuyo subtipo no fue especificado en € informe anatomopatol dgico.

En @ gréfico 6 se muestran las frecuencias relativas de los diferentes tipos de carcinoma
mamario que se observaron. Td y como ocurre en la poblacion generd, € carcinoma

ductd infiltrante fue @ tipo més frecuente.

9% 4o
4% = CDI
@ CL|
CPI
ONE

o3%

Gréfico 6. Distribucion por tipos de tumor. CDI: carcinoma ductal infiltrante; CLI: carcinoma

lobulillar infiltrante; CPI: carcinoma papilar infiltrante; NE: tipo de carcinoma no especificado.
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En un 47.82% (n=11) de los casos @ grado histoldgico de mdignidad fue medio o grado
I1. El resto de ladistribucion se resume en latabla 11.

Grado histolégico N° Casos (%)

| 0 (0%)

I 11 (47.82%)
1l 5 (21.73%)
NE 7 (30.43%)

Tabla. 11. Grado histolégico. NE: no evaluado o no evaluable.

La digtribucidon por estadios d diagndgtico y en  momento de la incluson en € estudio
s muedtraen lastablas y graficos sguientes.
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ESTADIO N° CASOS (%)

I 2 (8.69%)

A 5 (21.73%)

1B 6 (26.08%)

A 2 (8.69%)

B 3 (13.04%)

v 5 (21.73%)

Tabla 12. Distribucién de casos por estadios al diagnéstico en valores

absolutosy porcentajes relativos.

A 1B MA B v

Grafico 7. Distribucion por estadios al diagndstico en valores

absolutos.
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ESTADIO N° CASOS (%)
I 1 (4.34%)
A 4 (17.39%)
1B 4 (17.39%)
A 0 (0%)
B 2 (8.69%)
v 12 (52.17%)

Tabla 13. Distribucion de casos por estadios a la inclusion en valores

absolutosy porcentgjesrelativos.
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Gréfico 8. Distribucién por estadios en el momento de la inclusion en

valores absol utos.
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En la tabla 14 se muestran la edad media y mediana de edad y la distribucién por sexos
en funcion dd estadio en € momento de laincluson en € estudio.

ESTADIO N Media Mediana Rango Mujer Hombre
| 1 61 - - 1(100%) | 0(0%)

A 4 74.5 79 54-86 3 (75%) 1 (25%)
1B 4 68.25 735 44-82  4(100%)  0(0%)

1A 0 - - - 0 (0%) 0 (100%)
1B 2 57 57 56-58  2(100%) 0 (0%)
v 12 715 72.5 51-89 12 (100%) 0 (0%)

Tabla 14. Edad media, mediana de edad y distribucion por sexos en funcion del estadio a la
inclusiéon. Nota: En la columna de la media correspondiente al estadio |, a existir Unicamente un

caso, se muestra el valor del mismo.

De las 23 pacientes, 12 (52.17%) tenian metéstass en € momento de entrar en
estudio.

Enlatabla 15 se muestrad nlmero de locdizaciones metastasicas.
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n° de localizaciones metastasicas  n° pacientes

1 7
2-3 2
>3 3

Tabla 15. Numero de localizaciones metastésicas de | 0s pacientes.

En d gréfico 9 s« sfida cud fue la locdizacion predominante de la enfermedad
diseminada. En los casos en los cudes exigtia més de un érgano afecto se sefidd agque
cuya afectacion confiere peor prondgtico a la enfermedad. Para €lo, se sSguio la excda,

de mgor apeor prondstico:

Linfocutanea
Osea.
Peuropulmonar.

Hepética.
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-
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Gréfico 9. Lugar predominante de la enfermedad metastasi ca (val ores absol utos).

Debido a que s trata de un estudio inmunolégico, se puso especid énfasis en que los
pacientes no eduvieran inmunodeprimidos més dla de lo ineviteble debido a su
enfermedad.

En d momento de hacerse la incdusén 3 pacientes estaban recibiendo tratamiento
citotoxico, asociado a hormonoterapia en 2 casos. No obgtante, la cifra tanto de
leucocitos totdes como de linfocitos era rigurosamente norma en € momento de
hacerse la extraccion para el estudio.

En un caso, la extraccion de sangre para d andiss de linfocitos T se redizé a cabo de
7 semanas de haber recibido tralamiento con dtas dods de quimiotergpia con
trangplante autdlogo de cdulas madres de sangre periférica El recuento hematol6gico
egra rigurosamente normal, aunque se acepta que pudiera exidir cierto grado de

inmunosupresion cuditativa que no fue confirmada
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Otro paciente recibia de forma concurrente un tratamiento experimenta de
mantenimiento con vacunas de mucopolisacaidos. Este hecho se condderd irrdlevante
de cara a la determinacion de linfocitos anti-p53 y en todo caso se esperaria un efecto de

amplificacion d tratarse de un tratamiento potenciador del sistemainmunol égico.

En d gréfico 10 s resumen los tratamientos oncolOgicos concomitantes que estaban
recibiendo |las pacientes.

9%
OHT
4% Vacunas
k O Corticoides
aon [ — 70% p
0, —

B QT+HT

9% B Ninguno

Graéfico 10. Tratamientos oncol 6gicos que recibian las pacientes a la inclusién en
el estudio.
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5.2 TIPAJE HLA

El tipge HLA de clase | s les rediz0 a todas las pacientes que prestaron su
autorizacion para paticipar en € estudio, excepto a una de dlas. El motivo de eta
violacion dd protocolo fue que la muedra no fue vdida paa su andiss por haber
transcurrido més de 24 horas desde la extraccion y no haberse conservado en buenas
condiciones. Pogteriormente, se desestimO la repeticion de la misma porque se obtuvo

un bajo recuento cdular en d andisis de linfocitos.

En d gréfico 11 se especifican las frecuencias de los diversos delos de HLA A, By C
que se obtuvieron.
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ALELOSHLA TRV

OA3 OA23
20 A24 [EA26
MA2 [IA30
18 A32 ®AGS
16 OB7 B8
y B13 mBI18

B35 HB38
12 OB44 [1B49
OB51 ©B53
EB57 [ B60
B62 EB64
EB65 [ BW4
EBW6 B CW3
CW4 B CW5
CW6 B CW7
cws

Gréfico 11. FrecuenciasdelosalelosHLA A, B y C delos pacientes.

Se identificaron 33 deos diferentes. Entre dlos, € que se presentd con mayor
frecuencia fue e BW6, que lo hizo en 20 casos (90.90% de las 22 pacientes a las que se
les pudo determinar € HLA).

El delo A2 estaba presente en 16 casos, |0 que representa un 72.72% del total de las 22
pacientes de la muestra. LOgicamente, este porcentgie es superior d encontrado en la
poblacion general, en la que es dd 50% aproximadamente, ya que se trata de una
poblacién sdeccionaday sesgada precisamente por este parametro.

En los gréficos y tablas siguientes se representan las frecuencias de los adeos obtenidos
segun loslocus A, B 6 C.
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ALELOSHLAA

20

107

Gréfico 12. Frecuencia de aparicion de bbs alelos HLA A en

valores absol utos.
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Tabla16. LocusHLA A.
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ALELOSHLAB

20- @B7 B8
0B13 0OB18
154 B35 OB38
B44 0 B49
10- B51 B53
OB57 ©OB60
5 B62 B64
B65 BW4
0- EBW6

Gréfico 13. Frecuencia de aparicion de los alelos HLA B en valores

absolutos.

LocusHLAB n° LocusHLAB n°
B7 2 B8 2
B13 2 B18 7
B35 4 B38 1
B44 9 B49 2
B51 2 B53 1
B57 1 B60 3
B62 4 B64 1
B65 2 BWA4 16
BW6 20

Tabla17. LocusHLA B.
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ALELOSHLAC

Gréfico 14. Frecuencia de aparicion de los aelos HLA C en valores

absol utos.

@ECW3
Cw4
OCW5
OCW6
CW7
@ECWS8

LocusHLA C

CwW3

Cw4

CW5

CW6

Cwv

cws

w| o N o o B~

Tabla 18. LocusHLA C.
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Como ya s ha sefidado, la presencia dd aldo HLA A2+ es requisito indispensable para
la presentacion antigénica de los dos epitopos de la proteina p53 a estudio (€l 264-272'y
e 149-157).

Por dlo, las pacientes con tipge HLA A2-, que son incapaces de redizar la
presentacion antigénica de dichos péptidos de pb3 caracteristica de los pacientes HLA
A2+, fueron incluidos en d estudio como controles negativos y garantia de fiabilidad de

latécnica

A continuacién y como detdle meramente descriptivo, se representan la digtribucion de
edad, sexo y estadio de ambas subpoblaciones (pacientes HLA A2- y HLA A2+).
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Mediana Media DT Rango
70 69.31 13.46 44-87

Tabla 19. Descriptivos de la variable edad de los pacientes HLA A2+. DT:

desviacion tipica.

De los 16 pacientes HLA A2+, 15 eran mujeres (93.75%) y 1 era vardn (6.25%). En
este subgrupo la edad mediana fue de 70 afios (rango 44-87) con una media de 69.31.
Ladistribucion por estadios se muestraen € grafico 15.

DISTRIBUCION POR ESTADIOSEN
LOSPACIENTESHLA A2+

3 3
2
2- | | I
0 0 . . . 0 . .
I A 1B A B v

Gréfico 15. Distribucion por estadios en pacientesHLA A2+,
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En & subgrupo de los pacientes cuyo tipge HLA A2- todos los casos eran mujeres (6
casos, 100%). La mediana de edad fue de 66.5 afios (rango 51-89), mientras que la
media era de 68.83.

Mediana Media DT Rango
66.5 68.83 14.33 51-89
Tabla 20. Datos demograficos de las pacientes HLA A2+,

La digtribucion por estadios en este subrupo se muestra en d gréfico 16. Al igud que
ocurrié con € grupo de pacientes HLA A2+ d estadio mas frecuente fue d 1V.

DISTRIBUCION POR ESTADIOSEN
LOSPACIENTESHLA A2-

8_
6_
4

4_

21 1 1

0 0o o
o--—.—.- - - -
| A 1B WA MBIV

Gréfico 16. Distribucién por estadios en pacientes HLA A2-.
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5.3. ANALISISDEL TEJIDO

Se andizaron tanto la sobreexpreson de proteina pS3 como € estado de otros

marcadores pronosticos en € tegjido tumora de 23 pacientes.

En 13 pacientes (56.52%) se andizd € tumor primario en la pieza de mastectomia,
mientras que en otros 3 casos més (13.04%) se redizé € andiss dd tumor primaio
procedente de una biopsia quirdrgica diagnostica. En los 7 casos restantes se andizaron
las recidivas presentes en los siguientes érganos. piel (4 casos, 17.39%), pleura (1 caso,
4.34%), liquido pleura (1 caso, 4.34%) y ganglio linfético (1 caso, 4.34%).

Tgido analizado n° casos

Pieza de mastectomia 13
Recidiva cutanea
Tumor 1° (biopsia)
Pleura (biopsia)

Adenopatia (citologia)

[ N N ZO N N

L iquido pleural (citologia)

Tabla 21. Tejido tumoral analizado para determinar los

marcadores prondsticos.

Lamentablemente, en los dos casos en los que se habia redizado una citologia (tanto de
liquido pleurd como de ganglio linfatico) no se pudo determinar ningdn marcador, ni

tan siquierala sobreexpresion de p53, dada la dispersion de la celularidad de lamuestra
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Por lo tanto, sdlo se pudieron andizar correctamente 21 muestras de tgido tumora
(91.30%).

A continuacion se muestran las frecuencias de deteccion de cada marcador prondstico
estudiado. Noétese como d “dsaus’ de p53 como € de los receptores hormondes se
andiz6 en todos los pacientes. El estado del resto de marcadores es variable, debido a
gue la determinacion 0 no de los mismos se dgo a criterio dd patdlogo responsable en

cada caso.

p33
El andliss de p53 en & tumor, por tanto, se efectlio en los 21 pacientes. La frecuencia

de sobreexpresion de p53 seresume en € gréfico 17.

FRECUENCIA DE
SOBREEXPRESION DE P53

N

Gréfico 17. Frecuencia de sobreexpresion de proteina p53 en tejido detectada por

inmunohi stoquimica.
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De las 21 pacientes, en 4 (19%) de ellas se comprobd una sobreexpresion de la proteina
p53 detectada por inmunohistoquimica. Este porcentgje es extrgpolable a descrito en la
literatura en cancer de mama, € cud se Stlaentre e 20% Yy d 60% segln las series.

Enlos 17 casos restantes (81%) la proteina p53 fue negativa.

S s andiza @ porcentge de sobreexpresion de p53 segin € HLA, se obtiene que la
sobreexpresion de p53 en los pacientes HLA A2+ fue de un 20% (3/15), asi como en los
pacientesHLA A2- que también fue de un 20% (1/5).

Como dato anecddtico, sefidar que en la paciente con HLA desconocido p53 fue

negativa

Receptores hormonal es

El “dsatus’ de los receptores hormonaes se determind, asi mismo, en los 21 pacientes y

Se representa gréficamente a continuacion.
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Gréfico 18. Porcentaje de expresion de receptores de estrogenos en tejido tumoral.

Gréfico 19. Porcentaje de expresion de receptores de progesterona en tejido tumoral.
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De los 21 pacientes, 13 (62%) tenian los receptores de estrogenos positivos y 8 (38%)
negetivos.

En los tumores de 15 pacientes (71%) no se comprobd la expresion de receptores de
progesterona, mientras que en los otros 6 si (29%).

De tota de pacientes estudiados, 5 (24%) expresaron ambos tipos de receptores
hormonaes en sus tumores, 8 (38%) Unicamente expresaron receptores de estrégenos y
1 (4.76%) Unicamente € receptor de progesterona. En los 7 casos restantes (33%),

ambos receptores hormonal es fueron negativos.

Ki-67

El marcador de proliferacion celular ki-67 sdlo se determind en 8 pacientes, sendo
positivo en 7 de dlos (87.5%).

Graéfico 20. Porcentaje de sobreexpresion del marcador de proliferacién celular

Ki-67 entejido tumoral.
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C-erb-B2

La expresdn de proteina c-erb-b2 en @ tumor se determind en 12 casos, resultando
positiva por inmunohistoquimica en 4 de €l os (33%).

Gréfico 21. Porcentaje de deteccién de la proteina c-erb-B2 tejido tumoral.

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El EGF se determind en 7 pacientes, resultando en todos ellos negativo.

En las tablas sguientes se muestran los diferentes factores prondsticos en teido tumord

Segun lapresenciao ausenciadd deo HLA A2 enlos pacientes.
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Paciente HLAA2 P53 RE RP  KI-67 C-ERB-B2 EGFR
Ne
+ - - - ne ne ne
3 + + - - ne ne ne
+ ne ne ne ne + ne
8 + - + - ne ne ne
10 + + - - ne ne ne
11 + - + - ne ne ne
12 + - + - ne ne ne
21 + - ++ + ne ne ne
22 + - - - ne ne ne
27 + - + + + - -
29 + - +++ +++ ne - ne
32 + - - - ne ne ne
35 + - + - + - -
36 + + - - + - -
46 + - + - - - -
48 + - + + + + -

Tabla 22. Factores prondstico histopatoldgicos en cada uno de los pacientes HLA

A2+. ne: no evaluado.

PacientesHLA A2+

P53 12 (80%)
RE 6 (40%)
RP 11 (73%)
Ki-67 1 (20%)
c-erb-b2 5 (71%)
EGF 5 (100%)

"

3 (20%)

9 (60%)

4 (27%)

4 (80%)

2 (29%)
0

Tabla 23. Frecuencia de expresion de factores pronésticos en los tumores de

los pacientesHLA A2+.
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PacienteN°| HLAA2 P53 RE RP KI-67 C-ERB-B2 EGFR
1 - + - - ne Ne ne
7 - - + - ne +++ ne
43 - - - + + - -
44 - - + - + - ne
49 - ne ne ne ne + ne
52 - - + - ne Ne ne

Tabla 24. Factores prondstico histopatol 6gicos en cada uno de los pacientes HLA

A2-. ne: no evaluado.

PacientesHL A A2-

P53
RE
RP
Ki-67
c-erb-b2
EGF

4 (80%)
2 (40%)
4 (80%)

0

3 (60%)
1 (100%)

-
1 (20%)
3 (60%)
1 (20%)

3 (100%)

2 (40%)
0

Tabla 25. Frecuencia de expresion de factores prondsticos en |os tumores de

los pacientesHLA A2-.

Aunque irrdevante para € estudio, d observar las frecuencias relaivas se puede

comprobar que ambas subpoblaciones (pacientes HLA A2+ vs A2-) estaban bien

bal anceadas en cuanto a marcadores prondsticos en € tumor.
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Findmente, en las tablas 26 y 27 se correlacionan los diferentes factores prondsticos

histopatol 6gicos con la presencia o ausencia de sobreexpresion de p53.

Pacienten® | P53 RE RP KI-67 C-ERB-B2 EGFR
1 + - - ne ne ne
3 + - - ne + ne
10 + - - ne ne ne
36 + - - + - -

Tabla 26. Factores prondsticos en cada uno de los pacientes con

sobreexpresién de p53 en €l tumor. ne: no eval uado.

Pacientes p53+

- +
RE 4 (100%) 0
RP 4 (100%) 0
Ki-67 0 1 (100%)
c-erb-b2 1 (50%) 1 (50%)
EGF 1 (100%) 0

Tabla 27. Frecuencia de expresion de factores pronésticos en los pacientes

con sobreexpresion de p53 en e tumor.
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Pacienten® | P53 RE RP KI-67 C-ERB-B2 EGFR

2 - - - ne Ne ne

7 - + - ne +++ ne

8 - + - ne Ne ne
11 - + - ne Ne ne
12 - + - ne Ne ne
21 - ++ + ne Ne ne
22 - - - ne Ne ne
27 - + + + - -
29 - +++ +++ ne - ne
32 - - - ne Ne ne
35 - + - + - -
43 - - + + - -
44 - + - + - ne
46 - + - - - -
47 - + + + - -
48 - + + + + -

Tabla 28. Factores pronéstico en cada uno de los pacientes con ausencia de

sobreexpresién de p53 en el tumor. ne: no evaluado.

Pacientes P53-

RE
RP
Ki-67
c-erb-b2
EGF

4 (25%)
10 (62.5%)
1 (14%)
7 (78%)
6 (100%)

12 (75%)
6 (37.5%)
6 (86%)
2 (22%)

Tabla 29. Frecuencia de expresién de factores pronésticos en las pacientes

con ausencia de sobreexpresion de p53 en el tumor.
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Como se puede observar, existe una mayor relacion entre la sobreexpresion de p53 y €
resto de factores prondsticos desfavorables, muy especidmente, ta y como se describe
en la literatura, con los receptores hormonaes negativos y la sobreexpreson de c-erb-
b2.

Incluso en esta pequeiia serie, tras aplicar la prueba exacta de Fisher, las diferencias
observadas dcanzan la sgnificacion estadistica en @ caso de los receptores hormonaes
(p = 0.01), no asi en € caso de la sobreexpresion de cerb-b2 (p = 0.49). Las tablas de

contingencia 2 x 2 disefiadas para ambas variables se muestran a continuacion.

P53+ P53-
RH+ 0 14
RH- 4 3

Tabla 30. Tabla de contingencia 2 x 2 del “status’ de RH (receptores

hormonales) y p53 en & tumor. Tamafio muestral: 21.

P53+ P53-
C-ERB-B2+ 1 2
C-ERB-B2- 1 7

Tabla 31. Tabla de contingencia 2 x 2 del “status’ de cerb-B2 y p53 en €

tumor. Tamafio muestral: 11.
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5.4. LINFOCITOSANTI-P53

Se determiné la frecuencia de aparicion de linfocitos T citotoxicos anti pP534-272 Y ati

P53149-157 €N sangre periféricade 23 pacientes con cancer de mama.

En 4 casos (17.39%), € bgo recuento cdular en la muestra enviada impidié obtener un
resultado valorable. De los 4 pacientes, 2 eran HLA 2+, otro HLA A2- y d cuato s
trataba del paciente en € cud no se pudo conocer € tipge HLA y en d que no se repitio
precisamente por este motivo.

En 19 casos (82.60%), se pudieron determinar los linfocitos T existentes dirigidos
contra el péptido 264-272.

Sin embargo y de nuevo por problemas de recuento cdular, Unicamente se andiz6 la
frecuencia de linfocitos T especificos frente d epitopo 149-157 en 15 pacientes
(65.21%).

148



Deteccidn de linfocitos T citotdxicos especificos
anti-p53 en pacientes con cancer de mama Resultados

A modo de gemplo, en los gréficos siguientes se muestran los “dot plots’ obtenidos por
citometria de flujo de una paciente HLA A2+ y otra HLA A2-. Los resultados se
refieren a los tetrameros de linfocitos T citotoxicos especificos contra € péptido 264-

272 dela proteina p53.

El cuadrante superior derecha dd tercer “dot plot” de cada paciente es € que
corresponde alos tetrameros de linfocitos T citotoxicos especificos frente a p53y64-272.

Se puede apreciar claramente como, en @ caso de la paciente HLA A2+, en ese
cuadrante exise una cantidad significativa de puntos, lo cud reflga la exisencia de una
frecuencia dgnificativa de linfocitos T anti-p53 en su suero. El valor, en este caso
concreto, fue de 1/2262.

= = = =
= - &5’ e R4
0 o 5
B o8 5o
I:_.Ig I:_.Igl T T T I:_.Ig T T
ot o10# 107 104 of 1ot 10® 107 10#
CO8 CyChrame CO8 CyChrame

Gréfico 22. Frecuencia de tetrdmeros de células CD3+, CD8+ y CD14- especificas contra p53;64-272

detectadas por citometria de flujo en una paciente HLA A2+,
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En @ caso de la paciente HLA A2-, por € contrario, € cuadrante de los tetrameros esta
practicamente en blanco, reflgando la ausencia de linfocitos T anti-p53 en sangre

periférica. En este segundo caso, € vaor fue de 1/37789.

5 5 5
) ) R3 L)
N o oo R4
o B 5%
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o9 10t 102 104 104 o9 10t 102 104 104
CO3 CyChrame CO3 CyChrame

Gréfico 23. Frecuencia de tetrameros de células CD3+, CD8+ y CD14- especificas contra p53y64-272

detectadas por citometria de flujo en una paciente HLA A2-.

En las tablas dguientes se muedtran, una por ung las frecuencias de linfocitos T
especificos dirigidos tanto contra € epitopo 264-272 como 149-157 de la proteina p53
detectados para cada uno de los 23 pacientes estudiados.
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Resultados

Paciente n®

Linfocitos T anti p5364-272

52

(b&jo recuento celular)
(bajo recuento ceular)
1/1825

1/2262

1/37789

1/8469

1/2432

1/2116

1/2199

(b&jo recuento celular)
1/2334

1/3222

1/4178

1/499

1/232

1/3481

1/6726

1/5634

1/3381

(b&jo recuento celular)
1/3081

1/6606

1/23217

Tabla 32. Frecuencia de linfocitos T anti p53;64-

272 €n el suero de cada uno de |os pacientes.
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Resultados

Paciente n®

0o N O w N P

52

Linfocitos anti p53149-157

(b&jo recuento celular)

(b&jo recuento celular)
1/1600

1/2212

(bajo recuento celular)
1/3450

1/2521

1/517

(bajo recuento celular)
(bgjo recuento cdlular)
(b&jo recuento celular)
1/841

1/2458

112111

1/4888

1/1028

1/5767

1/16536

1/2869

(b&jo recuento celular)
1/2044

(bgjo recuento celular)
1/12026

Tabla 33. Frecuencia de linfocitos T anti p53149.157

en el suero de cada uno de |os pacientes.
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La frecuencia de deteccion de linfocitos segin € HLA (A2+ vs A2-) de los pacientes se
muestraen lastablas 34 y 35.

Pacienten® HLA LTC anti p5&64.272 LTC anti p53149.157

1 A2-  Bgorecuentocdular  Bgo recuento celular
7 A2- 1/37789 Bgo recuento celular
43 A2-  1/6726 15767

44 A2- 1/5634 1/16536

49 A2- 1/6606 Bgo recuento cdlular
52 A2- 1/23217 1/12026

Tabla 34. Frecuenciade linfocitos T anti-p53 en pacientesHLA A2-.

En la tabla 34 se muedran los vaores de linfocitos anti-p53 detectados en los pacientes
HLA A2-.

Los resultados obtenidos en esta poblacion son inespecificos por definicion. Por este
motivo se emplearon para establecer € punto de corte, que se definié como € percentil

99. Edte vaor fue de 1/5634 para € epitopo 264-272 y de 1/5767 para € epitopo 149-
157. Por convenio se digié d mas dto (1/5634) como punto de corte para ambos
péptidos.

Se puede vear claamente como ningln peciente con tipge HLA A2- presentaba una
concentracion de linfocitos T igud o mayor que @ punto de corte. Este dato gpoya la
fiabilidad de latécnica
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Resultados

En la tabla sguiente se puede comprobar como de los 16 pacientes HLA A2+, en 14 se

pudo redlizar la determinacion de linfocitos T, d menos contra uno de |os dos epitopos.

Pacienten® HLA LTC antip53z64-272 LTC antip53149-157
2 A2+ Bgorecuento cdular  Bgo recuento cdlular
3 A2+ 1/1825 1/1600

6 A2+ 1/2262 1/2212

8 A2+ 1/8469 1/3450

10 A2+ 1/2432 1/2521

11 A2+ 1/2116 1/517

12 A2+ 1/2199 Bgo recuento celular
21 A2+ Bgorecuento cdular  Bgo recuento cdlular
22 A2+ 1/2334 Bgo recuento cdlular
27 A2+ 1/3222 1/841

29 A2+ 1/4178 1/2458

32 A2+ 1/499 112111

35 A2+ 1/232 1/4888

36 A2+ 1/3431 1/1028

46 A2+ 1/3381 1/2869

48 A2+ 1/3081 1/2044

Tabla 35. Frecuenciade linfocitos T anti-p53 en cada uno de los pacientes HLA A2+.
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De exs 14 sujetos HLA A2+, 10 pecientes (71.42%) tenian linfocitos T anti-p53
especificos dirigidos contra los dos epitopos estudiados detectables en sangre periférica

En un caso (7.14%) Unicamente se detectaron linfocitos anti-p53149-157 por encima del
punto de corte, Siendo negativo para e epitopo 264-272.

En otro caso més, 0lo se detectaron linfocitos contra € péptido 264-272, resultando
negativo parad 149-157.

En los otros 2 casos (14.28%) se evidenciaron linfocitos dirigidos contra € péptido
P53264-272. EN estos 2 pacientes no pudo determinarse la frecuencia de linfocitos contra
el otro epitopo por un recuento cdular insuficiente para e andiss.

En edta pequefia serie, por lo tanto, se puede concluir que € 100% de los pacientes HLA
A2+ con céncer de mama edtudiados presentaron concentraciones detectables de
linfocitos anti-p53, bien contra @ epitopo 264-272, bien contra @ péptido 149-157 o
bien contra ambos.

En la tabla 36 s muestran los edtadisticos descriptivos para la varidble linfocitos T
especificos parad epitopo 264-272 segin & HLA del paciente.

Notese como los resultados se expresan en vaores absolutos, que son las frecuencias
reciprocas. ESto se hizo asi parafacilitar € andiss estadistico.

Por lo tanto, se debe tener en cuenta que los valores mas bgos traducen en redidad
frecuencias de linfocitos T especificos méas elevadosy viceversa

Por este motivo, € rango se expresa dd vaor absoluto maximo a minimo.
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Linfocitos n° Media Mediana Rango
antip5364.272  pacientes geométrica
14 2832.92
HLA A2- 5 15994.40 11704.06 6726 37789-5634

Tabla 36. Media, medianay rango de linfocitos T anti-p53,64.272 Segiin el HLA A2 de los pacientes. Los

valores se expresan en valores absol utos (frecuencias reciprocas).

HLA A2

40000 20000 0 20000 40000 60000 80000
LTCanti-p53 (pp 264.-272)

Gréfico 24. Diagrama de cajas para la representacién de la variable linfocitos T citotoxicos
anti-p53,64.072 por HLA A2. En los bordes de cada caja se representan el primer y el tercer
cuartil. La mediana esta en la linea central y la media aparece sefialada con un punto rojo
dentro de la caja. Los extremos de los segnentos estén situados a 1.5 veces la distancia
intercuantilica. Los puntos rojos que estdn més ala de los extremos de los segmentos se

consideran valores extremos.
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Como se puede comprobar la media de deteccion de linfocitos anti pS364.272 €n la
poblacion HLA A2+ fue de 2832 (=1/2832), mientras que en la poblacion HLA A2- fue
de 15994 (=1/15994). L as desviaciones tipicas fueron, respectivamente, 1947 y 14217.

Aplicando la prueba de tstudent para contrastar la diferencia de medias, se obtiene que

las diferencias son estadisticamente significativas con un vaor de p = 0.002.

De forma andoga, en la tabla 37 se muestran los estadisticos descriptivos para la

varigblalinfocitos T anti-p53149-157 Seglin € HLA de los pacientes.

Linfocitos n° Media Mediana Rango
antip53149-157 | pacientes geométrica

HLA A2+ 12 3044.91 2183.43 2335 12111-517

HLA A2- 3 11443.00 10476.28 12026 | 16536-5797

Tabla 37. Media, mediana y rango de linfocitos T anti-p53149.157 Seguin el HLA A2 de |os pacientes.

Los valores se expresan en val ores absol utos (frecuencias reciprocas).

La media de deteccion de linfocitos T contra € péptido 149-157 de p53 en los pacientes
HLA A2+ fue de 3044.91, con una desviacion tipica de 3096.97.

En los pacientes HLA A2-, sin embargo, la media fue de 11443 y la desviacion tipica de
5408.11.

Nuevamente, d aplicar la prueba de contraste de medias de tstudent se comprueba que
las diferencias observadas fueron estadisticamente significativas (p = 0.002).
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HLA A2

4000 2000 0 2000 4000  60DD  BOOD 10000 12000 14000 16000 18000
LTC anti-p53 (pp 149-157)

Gréfico 25. Diagrama de cajas para la representacién de la variable linfocitos T citotoxicos
anti-p53149.157 por HLA A2. En los bordes de cada caja se representan el primer y el tercer
cuartil. La mediana esta en la linea central y la media aparece sefialada con un punto rojo

dentro delacagja

En conclusén, como ya se ha sefidado, estos resultados gpoyan la figbilidad de la
técnica empleada para la identificacion de los linfocitos T especificos contra los dos

epitopos de la proteina p53 estudiados.
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5,5. CORRELACION ENTRE LINFOCITOS ANTI-P53 E
HISTOPATOLOGIA

En este edudio, exidia gran interés no s0lo en comprobar la exigencia de linfocitos
citotdxicos especificos anti-p53, Sno también en observar su corrdacion con € “satus’
de p53 en & tumor de los pacientes con cancer de mama que participaron en d estudio.

Dado que, como cabia esperar, ninguno de los pacientes HLA A2- presentd linfocitos
anti-p53 por encima dd punto de corte, Unicamente se estudid la mencionada

correlacion en los pacientes HLA A2+.

En € estudio se reclutaron 16 pacientes HLA A2+, pero recordemaos que en 2 ¢casos no
s pudo obtener un resultado vaorable debido d bgo recuento de cdulas linfocitarias
obtenido parad andisis.

En otro caso més, € problema fue que no se llegd a conocer & “satus’ de p53 en

tumor, debido a que la muestra extraida fue de una citologia de liquido pleurd.

Por tanto, se pudieron andizar correctamente 13 pacientes HLA A2+ con cancer de

mama. Los resultados obtenidos de cada uno de €los se muestran a continuacion.
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N©° paci ente P53 en tej ido LTC antip53264.272 LTC antip5314g.147

3 + 1/1825 1/1600

8 - 1/8469 1/3450
10 + 1/2432 1/2521
11 - 1/2116 1/517

12 - 1/2199 Bgjo recuento
22 - 1/2334 Bgjo recuento
27 - 1/3222 1/841

29 - 1/4178 1/2458
32 - 1/499 /12111
35 - 1/232 1/4888
36 + 1/3431 1/1028
46 - 1/3381 1/2869
48 - 1/3081 1/2044

Tabla 38. “Status’ de p53 en tegjido y concentracion de linfocitos anti-p53 en cada uno de los

pacientes HLA A2+ con cancer de mama.

En primer lugar, se andiz6 la concentracion de linfocitos anti-p53 dirigidos contra €
péptido 264-272 de la proteina p53 en funcion del estado de p53 en @ tumor. Los
estadisticos descriptivos se muestran en lastablas 39 y 40.
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N° Pacientes Mediana Rango Media DT
10 27075 8469-232 2971.1 2291.86

Tabla 39. “Status’ de p53 en tejido y linfocitos anti-p53,64-272 €N pacientes con cancer de
mama con p53 negativa en tejido. Los resultados se expresan en valores absolutos

(frecuenciasreciprocas). DT: desviacion tipica

La media geomérica de linfocitos anti-p53z64-272 €N pacientes con ausencia de

sobreexpresion de p53 en tgido, menos influenciada que la media por los vaores

extremos, fue de 2076.
N° Pacientes Mediana Rango Media DT
3 2432 3431-1825 2562.66 810.93

Tabla 40. “Status’ de p53 en tejido y linfocitos anti-p53,64.272 €N pacientes con cancer de
mama con p53 postiva en tejido. Los resultados se expresan en valores absolutos

(frecuencias reciprocas). DT: desviacion tipica.

La media geométrica de linfocitos anti-p5364-272 para pacientes con sobreexpresion de

p53 en sus tumores fue de 2478.

Estos resultados demuestran que muchos pacientes con cancer de mama HLA A2+

presentan linfocitos T citotdxicos anti-pS3 dirigidos especificamente contra € péptido
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264-272. Ese hecho, ademés, se observa tanto en los pacientes cuyos tumores
sobreexpresan la proteina p53 como en agquelos que no lo hacen. ESo mismo se ilustra

en lagguiente gréfica

P53

L ]
*
L

2000 0 2000 4000 6000 8000 10000
LTC anti-p53 (pp 264-272)

Gréfico 26. Diagrama de cajas para la representacion de la variable linfocitos T
citotoxicos anti-p53,64.272 POr p53. En los bordes de cada caja se representan el primer y
el tercer cuartil. La mediana esta en la linea central y la media aparece sefialada con un

punto rojo dentro delacaja.

Aparentemente, parece exidtir una ligera tendencia a presentar una frecuencia mayor de
linfocitos T contra € péptido 264-272 de la proteina pS3 en pacientes con cancer de

mama cuyos tumores sobreexpresan dicha proteina, en comparacion con los que no lo
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hacen. Sn embargo, S s aplica la prueba de t-student, se comprueba como esas

pequefias diferencias no acanzan la sgnificacion estadigtica (p = 0.77).

Igudmente, se andiz6 la concentracion de linfocitos T dirigidos contra € péptido 149-
157 en funcién dd estado de p53 en € tumor de los pacientes HLA A2+. En este caso,
por |os motivos anteriormente expuestos, Unicamente se pudieron etudiar 11 pacientes.

L os estadisticos obtenidos se muestran a continuacion.

N° Pacientes Mediana Rango Media DT
8 2663.5 12111-517  3647.25 3693.18

Tabla 41. “Status’ de p53 en tegjido y linfocitos anti-p53,49.157 €N pacientes con cancer de
mama con p53 negativa en tejido. Los resultados se expresan en valores absolutos

(frecuencias reciprocas). DT: desviacion tipica

N° Pacientes Mediana Rango Media DT
3 1600 2521-1028 1716.33 753.26

Tabla 42. Estatus de p53 en tejido y linfocitos anti-p53149.157 €N pacientes con cancer de
mama con p53 postiva en tejido. Los resultados se expresan en valores absolutos

(frecuencias reciprocas). DT: desviacion tipica.

Las medias geométricas de linfocitos anti-p53149-157 para pacientes con o sSin acimulo de
p53 en sus tumores fueron, respectivamente, 1606 y 2445.
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Nuevamente, encontramos que muchos de los pacientes con cancer de mama HLA A2+
poseen linfocitos anti-p53 dirigidos especificamente contra € epitopo 149-157. Como
ocurrio con € otro péptido estudiado, su presencia se observa tanto en los pacientes
cuyos tumores acumulan la proteina p53 como en agquellos que no lo hacen.

P53

4000 2000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
LTC anti-p53 (pp 149-157)

Gréfico 27. Diagrama de cgjas para la representacion de la variable linfocitos T citotéxicos
anti-p53149.157 por p53. En los bordes de cada caja se representan el primer y el tercer
cuartil. La mediana esta en la linea central y la media aparece sefialada con un punto rojo

dentro delacaja

Observando tanto la tabla de estadisticos como d diagrama de cgas, se vudve a

gpreciar una ligera tendencia a presentar una mayor frecuencia de linfocitos especificos
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anti-p53149-157 en los pacientes con proteina p53 detectable por inmunohistoquimica que
en los que no la presentan.

Sin embargo, d aplicar la prueba de t-student se obtiene que las diferencias no son
estadisticamente sgnificativas (p = 0.40).

En un intento de encontrar una corrdacion edadigicamente dgnificativa entre la
presencia de linfocitos T anti-p53 y @ “dtatus’ de p53 del tumor, se decidid transformar
la varidble de frecuencia reciproca de linfocitos (cuantitativa continua) en una varigble
cuditativa dicotdmica que smplemente expresara su vaor en resultado postivo o
negativo para la deteccion o no de linfocitos T anti-p53. El resultado postivo se
consderé aguella frecuencia reciproca de linfocitos T < 5634, mientras que € resultado
negativo se considerd aquel > 5634.

Este andlisis se redlizd para cada uno de los péptidos por separado.

Por tanto, para cdcular la dgnificacion edadigica se disefiaron dos tablas de
contingencia 2 x2 y se aplico posteriormente la prueba exacta de Fisher en cada uno de

dlas.

p53 + p53-
LTC anti-p53z64-272 + 3 9
LTC anti-p53264-272 - 0 1
Tabla 43. Tabla de contingencia 2 x 2 para la variable LTC anti-

P53264-272 por pS3.

El vaor de p en este primer caso no dcanzo la sgnificacion estadistica ( p = 0.76).
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p53 + p53-
LTC anti- p53149- 157 + 3 7
LTC anti- p53149. 157 - 0 1

Tabla 44. Tabla de contingencia 2 x 2 para la variable LTC anti-

P53149.157 por p53.

La segunda tabla de contingencia, disefiada para @ epitopo 149-157 por p53, también

arrojo un resultado lgjos de la significacion estadigtica ( p = 0.72).

Por tanto, en edta pequefia serie no se ha podido comprobar una relacion
estadisicamente sgnificativa entre la gparicion de linfocitos T especificos anti-p53 y
“datus’ de p53 en d tumor. A pesar de dlo, S s ha observado una tendencia no

donificativa a mayor concentracion de linfocitos especificos en los pacientes con

acumulo de la proteina
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5.6. CORRELACION ENTRE LINFOCITOSANTI-P53

Tras demodrar la existencia de linfocitos especificos anti-p53 en pacientes con cancer
de mama, se comprobé que tipo de relacion existia entre las dos subpoblaciones de
linfocitos anti-p53 estudiadas, esto es, las especificas contra € péptido 264-272 y las
dirigidas contra € péptido 149-157. Eda correlacion fue estudiada Unicamente en los
pacientesHLA A2+,

Para elo, s¢ andizaron sSOlamente los pecientes en los cudes se habian podidoo
determinar ambas subpoblaciones de linfocitos, con lo que se obtuvo un tamafio

muestral de n =12.

Lagréficasguiente es la grafica de digpersion para ambas varigbles.
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Grafico 28. Grafico de dispersion para ambas subpoblaciones de LTC especificos

anti-p53. LTC: linfocitos T citotoxicos. pp: péptido.

Pero més interesante es cdcular la recta de regresidon lined y € coeficiente de

correlacion de Pearson, |os cuaes se muestran a continuacion.
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Grafico 29. Recta de regresion estimada por minimos de cuadrados (negro) para las dos
subpoblaciones de linfocitos T citotdxicos anti-p53. Curvas de prediccion interiores al 95% de
prediccion de valores medios (color rojo) y curvas de prediccién exteriores a 95% de

prediccion de valoresindividuales (color azul).

El coeficiente de correlacion de Pearson (r) fue de -0.3201 con una p de 0.6806.
De €dlo se deduce que, en esta pequefia serie, no existe una correlacion sgnificativa
entre ambas subpaoblaciones de linfocitos T, 9 bien d dgno negativo nos orienta a

que cuando una poblacion linfocitaria aumenta, la otra desciende.
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5.7.CORRELACION ENTRE LINFOCITOSANTI-P53Y EDAD

Dado que podria exigir adgun tipo de variacion en la intenddad de la respuesta
inmunolégica seguin la edad, se considerd interesante & observar la corrdlacion entre la
frecuencia de linfocitos anti-p53 y la misma.

Paradlo, se siguié lametodol ogia empleada en d capitulo anterior.

LTC anti-p53264-272 Yy edad
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Gréfico 30. Gréfico de dispersion para LTC especificos anti-p53;54.272 ¥ edad en
pacientes con cancer de mama.
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Al aplicar la recta de regreson lined y @ coeficiente de corrdacion se obtiene lo

dqguiente.
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Gréfico 31. Recta de regresion estimada por minimos de cuadrados (negro) paralos linfocitos T
citotoxicos anti-p53;64.272 Y €dad. Curvas de prediccion interiores al 95% de prediccion de
valores medios (color rojo) y curvas de prediccion exteriores a 95% de prediccidn de valores

individuales (color azul).

El coeficiente de corrdacion de Pearson fue de 0.3227 (p = 0.16), lo cua revela una
ausencia de corrdacion dgnificactiva. El resultado postivo del vador de r en este cao
no indica que a medida que aumenta la edad también lo hace la frecuencia de linfocitos,

sino todo lo contrario. Eto es debido a que la frecuencia de linfocitos empleada para €
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cdculo es la reciproca, por lo que lo que aumenta en funcion de la edad es d reciproco
de lafrecuencia de linfocitos.

Este resultado podria revelar la exisencia de un cierto grado de anergia en los pacientes
més afosos.

LTC anti-p5314g_157 Yy edad
De forma andoga a lo redizado con € primer epitopo, a continuacion se muestran los

resultados de la curva de dispersion, recta de regreson lined y coeficiente de

correlacion de Pearson que se obtuvieron paralos LTC anti-p53149-157 Y laedad.
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Grafico 32. Gréfico de dispersion para LTC especificos anti-p53;49.157 ¥ edad en

pacientes con cancer de mama.
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Grafico 33. Recta de regresion estimada por minimos de cuadrados (negro) paraloslinfocitos T
citotoxicos anti-p53149.157 Y edad. Curvas de prediccion interiores a 95% de prediccion de
valores medios (color rojo) y curvas de prediccion exteriores a 95% de prediccion de valores

individuales (color azul).

Al gplicar d coeficiente de correlacion de Pearson se obtuvo un vaor de -0.067 (p =
0.63), lo cud expresa una corrdacion précticamente nula entre la frecuencia de

gparicion de linfocitos T anti-p53149-157 Y la edad.

En conclusén, con este pequefio tamafio muestra, no se ha logrado identificar una
corrdacion dgnificativa entre la frecuencia de linfocitos T anti-p53 dirigidos contra los
péptidos 264-272 y 149-157 y laedad.
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6. DISCUSION
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6.1. DATOSDE LA LITERATURA

Haciendo una busqueda en Medline (Pubmed, desde Enero de 1979 hasta 1 de Abril de
2003), no = han encontrado estudios previos en la literatura cientifica que demuestren
la exigencia “in vivo' de linfodtos T citotoxicos anti-p53 en pacientes con cancer de

mama. Por este motivo e presente trabgo tiene un interés especid y es original.

En edudios precedentes se ha demostrado que es poshle generar linfocitos T
especificos anti-p53 dirigidos contra diversos epitopos HLA A2+ restringidos a partir de
linfocitos CD8 obtenidos de donantes sanos e incubados con células dendriticas y €
péptido inmundgeno. Egtos linfocitos son capaces de diminar “in vitro” lineas cdulares
de diversos tumores, incluido € cancer de mama (Houbiers et a, 1993; Theobald et 4,
1993; Ropke et a, 1996; Gnjatic et a, 1998; Chikamatsu et al, 1999).

Tambiéen esta demodrado, en raones, que linfocitos T citotoxicos especificos
senshbilizados “in vitro” contra un péptido de P53 y adecuadamente estimulados, son
cgpaces tanto de diminar tumores murinos establecidos como de proteger contra €
desarrollo de los mismos en ratones sanos (Mayordomo et a, 1995 y 1996; Cicinnati et
al, 2000).

En un momento como € actud, en d que s etd intentando desarrdllar la
inmunoterapia  anti-p53, parece cdave deeminar 9§ exigen “in vivo®  linfocitos

especificos en pacientes con cancer.

El estudio pionero sobre determinacion de la frecuencia de gparicidon de linfocitos anti-
p53 en pacientes con cancer 1o ha redizado € equipo del Profesor De Leo, colaborador
en la presente teds, en pacientes con cancer de cabeza y cudlo (Hoffmann et d, en

prensa).
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Ese equipo ha estudiado concretamente la frecuencia de agparicion de linfocitos T
citotoxicos especificos anti-p53 (péptido 264-272) en sangre periférica de pacientes con
cancer de cabeza y cudlo, para evduar la utilidad de los péptidos derivados de p53
como futuras vacunas en pacientes con cance.

La ventgia de los canceres de cabeza y cudlo es que es posible detectar mutaciones de
p53 hasta en & 60% de los casos, las cudes ademés sudlen ser del tipo transversiones d
estar inducidas por carcindgenos, tades como € tabaco y € acohol. El resultado de
dichas mutaciones es, en la mayoria de las ocasones, € cambio de un Unico aminoécido
por otro, con lo que la proteina mutada resultante, que se acumula, es muy smilar a la
proteina norma. Por lo tanto, es posble la presentacion antigénica d Ssema
inmunolégico de epitopos inmundgenos de eda proteina mutada, los cudes en su
mayoria son péptidos identicos alos de la proteina salvgje.

Para dlo, se evauaron por citometria de flujo multicolor (4 colores) los linfocitos T de
30 pacientes HLA A 2.1 postivos y 31 donantes sanos HLA A 2.1 postivos, utilizando
complgos péptidos-moléculas HLA A 2.1 (tetrameros). A través de filtros o “gating”
sucesvos primero se diminaron las cdulas CD 14 (monocitos) asi como las cdulas
necréticas y agpoptoticas, todos dlas capaces de unirse de forma inespecifica d
tetrémero. Podteriormente se  diminaon las cdulas CD3- (naurd killer), para

find mente sdeccionar Unicamente los tetrameros T CDS8.

Dado que en 10 donantes sanos HLA A2- encontraron niveles bgos de tetrameros
pP53264-272 CD3+, CD8+ (media geométrica 1/23.397) y este hdlazgo es inespecifico por
definicion, fijaoon @ punto de corte del limite inferior de deteccion postiva de
tetrAmeros de culas T en & percentil 99 de los sujetos HLA A2-, que resultd ser de
1/7805.
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Encontraron que los pacientes HLA A2+ con cancer de cabeza y cudlo tenian una
frecuencia media de linfocitos CD8 especificos para @ péptido derivado de p53
dgnificativamente mas dta que los donantes sanos HLA A2+, 1/3533 vs. 1/5207
(medias geométricas), respectivamente (p = 0.0041).
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Grafico 34. Frecuencias reciprocas de tetrameros p53,64.272 CD8+ en donantes sanos HLA A2.1-,
donantes sanos HLA A2.1+y en pacientes HLA A2.1+. Cada circulo representa un sujeto. Lalinea
de puntos es el punto de corte del limite inferior de deteccion equivalente a percentil 99 de la
frecuencia reciproca de los sujetos sanos HLA A2.1- (7805). N6tese como todos los pacientes HLA

A2.1- quedan fuera de dicho limite, dando un resultado negativo.
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Pero, cuando se redizd un andiss con detale dd grupo de pacientes, se observd que
podian dividirse en dos subgrupos.

El primer grupo era d de agudlos pacientes cuyos tumores no acumulaban la proteina
p53 0 bien no podian presentarla correctamente.El segundo grupo, por € contrario, lo
formaban aguellos pacientes cuyos tumores si acumulaban la proteina p53.

El primer grupo de pacientes presentaba unas frecuencias de linfocitos T anti-p53p64-272
en sangre periférica dgnificativamente més dtas que las de los del segundo grupo,
sendo las medias geoméricas 2418 y 4981, respectivamente (p = 0.0006). Las
medianas fueron 2636 y 4958, respectivamente.

pa3
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Gréfico 35. Diagrama de cajas para la representacion de la variable linfocitos T citotoxicos
anti-p53,64.272 POr p53 en pacientes con cancer de cabezay cuello. En los bordes de cada caja
se representan €l primer y el tercer cuartil. La mediana esta en la linea central y la media

aparece sefialada con un punto rojo dentro de lacaja.
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Ademés, la frecuencia de linfocitos T en @ segundo grupo era equiparable a la de los
syjetos sanos (medias geoméricas de 4981 y 5207, respectivamente; diferencias

estedisticamente no sgnificativas), td y como sereflgaen € sguiente gréfico.
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Graéfico 36. Frecuencias reciprocas de linfocitos T CD8 anti-p53,64.272 €N donantes sanos y en

pacientes con y sin acimulo de p53 en su tumor.
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En este edtudio también se compararon las frecuencias de los linfocitos T especificos
anti-p53264-272 con las de linfocitos T especificos para un antigeno de memoria modelo
(péptido de la matriz de la influenza) y de un modelo de antigeno nuevo contra € que
no esan senshilizados (péptido de la transcriptesa inversa del virus de la
inmunodeficiencia humana). Edo se rediz6 para evduar € moddo de respuesta que
seguian los linfocitos T anti-p53. Como se puede comprobar en € siguiente gréfico, en
los sujetos sanos los linfocitos anti-p53 sguen un paron smilar d de los linfocitos
dirigidos contra la transcriptasa inversa dd VIH, modelo de antigeno nuevo. Por €
contrario, los linfocitos de los pacientes con cancer de cabeza y cuelo se aproximan

més d modd o de antigeno conocido que siguen los linfocitos anti influenza

Controles sanos Pacientes con cancer de
cabezay cudllo

120 ;HV 12 HWV

10000 1000 100 10000 1000 100

Grafico 37. Frecuencias reciprocas individuales de linfocitos T anti-p53,64-272 (Circulos) en sujetos sanos
y en pacientes con cancer de cabeza y cuello comparados con las curvas de distribucién normal de
linfocitos anti matriz de influenzay transcriptasa inversa de VIH. La linea discontinua representa el punto

de corte del limiteinferior de deteccion de tetrdmeros.
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Por elo, s redizd un “gating” mediante € citdmetro para diferenciar la poblacion de
linfocitos de memoria (CD45R0O+) y la“naive’ (CD45RA+).

El resultado fue que tanto los pacientes con aclmulo de p53 en sus tumores como los
ujetos sanos presentaban mayoritariamente linfocitos T del tipo “naive’ e incgpaces de
proliferar “in vitro” en respuesta a epitopo (72.7 +/- 2.5% cdulas naive, 10 + 6.6%
cdulas de memoria, 17.3 +/- 6.3% céulas transicionaes).

Sn embargo, los pacientes sin acimulo de p53 presentaban un porcentge Més
sgnificativo de linfodtos T anti-p53 de memoria (50.3 +/- 8.5% céulas naive, 36.5 +/-
12.8% cdlulas de memoria, 13.2 +/- 6.3% céulas trandciondes).

Por todo dlo, Hoffmann concluye que esta relacion reciproca exigente entre € acimulo
de p53 y la frecuencia de linfocitos anti-p53 sugiere que “in vivo® los linfocitos T
especificos para p53z64-272 tienen gran importancia bioldgica ya que podrian ser capaces
de diminar las cdulas tumoraes que presentan este epitopo, dando lugar a la gparicion
de vaiantes tumordes con pédida dd mismo, inmunorresstentes. Este es d
denominado fendmeno de inmunosdeccion, € cud parece contribuir d escgpe dd

tumor del sSstemainmune en pacientes con cancer de cabezay cudlo.

Edos hallazgos podrian tener importantismas implicaciones para futuras edrategias
basadas en p53.

Puesto que los propios linfocitos T anti-p53 dd paciente son capaces de diminar clones
enteros de cdulas tumorades, es de esperar que una inmunotergpia especifica tenga un
efecto tumoricida todavia mayor.

Por @ contrario, también se puede pensar que la vacunacion con linfocitos anti-p53
podria crear una preson con efecto inmunosdlectivo sobre @ tumor que favoreciera €

desarrollo de variantes inmunores stentes.
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El motivo por € cud los tumores con acimulo de p53 presentaban frecuencias tan bgas
de linfocitos especificos podria deberse a mulltiples causas. bgo procesamiento
antigénico, subdptima presentacion antigénica, etc.

Por otro lado, estos epitopos realmente son péptidos propios y como se ha comentado en
la introduccion, este hecho induce cierta tolerancia que se traduce en la diminacion de

loslinfocitos T de mayor afinidad.
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6.2. DATOSDEL PRESENTE ESTUDIO

6.2.1. LIMITACIONES DEL TRABAJO

El nimero de peacientes andizado ha permitido adcanzar d objetivo principd de
edudio: demodtrar la exigencia de linfocitos T citdxicos especificos anti-p53 en sangre
periférica de pacientes con cancer de mama.

Sin embargo, a la hora de corrdacionar la frecuencia de linfocitos con d “satus’ de p53
del tumor nos encontramos con que la muestra es pequefia Ello nos permite observar
tendencias y formular hipdtess, pero con grandes reservas y sSn poder establecer
conclusiones definitivas.

Dado que en d cancer de mama la probabilidad de encontrar mutaciones de p53
detectables por inmunohistoquimica es tres veces mas bga que en pacientes con cancer
de cabeza y cudlo, para detectar las diferencias descritas por Hoffmann habria sdo

necesaria una serie por 1o menos de 90 pacientes HLA A2+ con cancer de mama.

A la limitacion que da € pequefio tamafio muestrd hay que afiadirle las pérdidas
sufridas en € proceso de adamiento de c8ulas mononucleadas, congelacion, transporte
y descongdacion. Ello ha impedido andizar completamente a todos los pacientes,

reduciendo alin més & nimero de casos.

6.2.2. DATOS DEL PRESENTE ESTUDIO

En d presente trabgo se ha andizado la frecuencia de aparicion de linfocitos T

citotdxicos anti- p53 en pacientes con cancer de mama.
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Ello fa supuesto una ardua tarea para la que ha sido necesaria la implicacion de muchos
epecidigas en lamateria

Primero se ha redizado una blsgueda sistemética de pacientes HLA A2+ con tgido
tumora accesible para su exéresis.
Esto ha supuesto la obtencién dd consentimiento informado, la determinacion de HLA

y la colaboracidn con los cirujanos y los anatomopatdlogos.

Por otro lado, la determinacion de los linfocitos T citotdxicos anti-p53 especificos para
dos epitopos (264-272 y 149-157) es una técnica complga, sobre todo por la finura que
requiere. Ello nos ha motivado a colaborar para su redizacion con d Unico equipo
experimentado que exise en d mundo, que s encuentra en la Universdad de
Fittsburgh (Pennsylvania).

En € presente estudio se ha podido detectar la presencia de linfocitos T especificos
dirigidos contra los epitopos 264-272 y 149-157 de la proteina p53 en pacientes HLA
A2+ con cancer de mama.

La importancia de este trabgo radica, precisamente, en que e trata de la primera vez
que s logra identificar “in vivo” una respuesta inmunoldgica especifica mediada por

linfocitos T citotOxicos anti-p53 en pacientes con cancer de mama.

Ademés, d edtudiar as mismo una poblacion HLA A2- se ha podido fijar un punto de
corte (equivalente d valor percentil 99) que en edta serie ha Sdo de 1/5634. En la serie
de Hoffmann en pacientes con cancer de cabeza y cudlo € punto de corte fue inferior

(1/7805), aungque comparable.

Es de destacar que € 100% de los pacientes HLA A2+ con cancer de mama ardizados
en d edudio han presentado frecuencias de linfocitos T especificos anti-p53 dirigidos
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contra d menos uno de los dos epitopos estudiados superiores a mencionado punto de
corte. Analizados por separado, € 92.85% de todos los pacientes presentaban linfocitos
anti-p53264-272 Y € 91.66% presentaban linfocitos anti- p53149-157.

El porcentge de deteccion para € epitopo 264-272 es equiparable a descrito por
Hoffmann en los pacientes con cancer de cabeza y cudlo, que fue de un 96.66%. Hay
que tener en cuenta que, como se ha sefidado, d vaor absoluto de los puntos de corte
fue diferente en ambas series (1/7805 vs. 1/5634), pero en las dos fue equivaente d
percentil 99 de la poblacion HLA A2-, donantes sanos en € caso de Hoffmann y
pacientes en € nuestro.

En € caso dd péptido 264-272, la media de deteccion de linfocitos fue de 1/2832, con
una media geométrica de 1/2170. Esta media geomélrica es ligeramente superior,
aunque comparable, a la encontrada por Hoffmann en pacientes con cancer de cabezay
cuelo parael mismo epitopo (1/3533).

En € caso dd epitopo 149-157, la media fue de 1/3044, con una media geométrica de
1/2183. Egte epitopo no fue analizado por Hoffmann.

Sn embargo, en este estudio se han encontrado diferencias importantes a correlacionar
la frecuencia de linfocitos con € “satus’ de p53 en @ tumor con respecto a lo descrito
previamente en pacientes con cancer de cabezay cuello.

En los pacientes con cancer de mama estudiados no se han encontrado diferencias entre
la frecuencia de deteccion de linfocitos anti-p53z64-272 €N pacientes con 0 sn acumulo de
p53 (medias geométricas 1/2478 y 1/2076, respectivamente; p = 0.77).

De modo andogo, tampoco se han encontrado diferencias entre las frecuencias de
linfocitos anti-p53140-157 €n pacientes con o sin sobreexpresion de p53 en sus tumores
(medias geométricas 1/1606 y 1/2445, respectivamente; p = 0.4).

Es més, d contrario de lo que ocurria con la serie de Hoffmann, estos datos, aunque

estadisticamente no sgnificativos, parecen indicar una cierta tendencia a la presencia de
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frecuencias ligeramente superiores de linfocitos T anti-p53 en pacientes cuyos tumores
acumulan la proteina Esto parece ir en contra de la teoria de la inmunosdeccion

propuesta por Hoffmann.

Una posible explicacién para las diferencias observadas se pensd que podria residir en
que en los pacientes con cancer de cabeza y cudlo dd trabgo de Hoffmann € criterio
para consderar a un tumor P53+ fue que mas del 25% de las cdulas marcaran para €
anticuerpo (que fue € mismo empleado en este trabgo), mientras que en edta serie s
congderd un resultado podtivo a patir dd 10% de tincion de la muestra Eda
diferencia parecia importante, ya que en € presente estudio se habian encontrado
frecuencias dtas no esperadas de linfocitos en los 3 pacientes con p53 tedricamente
positiva, pero exisia la posbilidad de que esas pacientes tuvieran un porcentge de
sobreexpreson de p53 entre € 10 y € 25%, con lo que para Hoffmann habrian
resultado p53- y habrian reforzado su teoria de lainmunosdeccion.

Ya a pogteriori, por tanto, se solicitdé a los Patdlogos que revisaran las 3 muestras y nos
proporcionaran € porcentgje exacto de sobreexpresion de p53. En los 3 casos €
resultado fue superior a 25%. Por lo tanto, se trataba de pacientes que eran

inequivocamente p53 positivas.

Como ya se ha sefidado y a pesar del pequefio tamafio muestrd, existen varias hipotesis
que podrian explicar € resultado encontrado.

Por un lado, parece logico pensar que los linfocitos especificos dirigidos contra
cuaquier epitopo los vamos a encontrar de forma mayoritaria precisamente en presencia
de dicho antigeno. De hecho, esto es lo que esperaba Hoffmann cuando disefio su
primer estudio. Pero, también se han detectado frecuencias muy eevadas de linfocitos

en pacientes que no sobreepresan la proteina.
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Por dlo, d igud que en d trabgo redizado en pacientes con cancer de cabeza y cuelo,
habria sdo interesante determinar @ fenotipo de los linfocitos para identificar los tipo
“nave’ y de memoria

Tedricamente, existe la posibilidad de que los linfocitos detectados en la poblacidon p53-
s traten de linfocitos T especificos de memorig, los cudes ya habrian diminado
previamente clones enteros de céulas cancerosas con sobreexpreson de p53 y que
ahora son detectados en sangre periférica. En edta linea de argumentacion, lo esperable
seria que los linfocitos T detectados en los pacientes pS3+ fuesen tipo “naive’ los cudes
edarian en esxws momentos intentando eiminar esos clones phS3+. Eda batala
inmunoldgica les obligaria a multiplicarse y por eso sus frecuencias serian ligeramente
superiores a las encontradas en los pacientes p53-, aunque como Se ha sefidado,
edadigicamente no dgnificativas. Evidentemente, s las diferencias son pequefies se
podria obtener una significacion aumentando la muestra.

Edta hipdtesis esta en consonancia con lateoria de Hoffmann.

En edte trabgo esta previso redizar la secuenciacion del ADN de las células mdignas
para identificar € tipo de mutacion de p53 en cada tumor. Esto es importante porque
sabemos que exigen agunos tipos de mutaciones que condicionan un acimulo de p53
detectable por inmunohistoquimica pero que son incapaces de ser presentadas d Sstema
inmunologico. Por tanto, este tipo de tumores p53+ desde € punto de vista
inmunolégico se comportarian realmente como tumores p53-. En consecuencia, a la
espera de confirmacion mediante secuenciacion de ADN, exigte la posihilidad de que de
las tres pacientes p53+, adguna o todas presenten una mutacion en p53 que redmente las
haga comportarse como p53- desde  punto de vistainmunol égico.

Nuevamente, este hecho, de confirmarse apoyariala teoria de Hoffmann.

En conclusion, con los datos que nos proporciona este estudio, no es posible confirmar

ni tampoco rechazar la teoria de lainmunoseleccion propuesta por Hoffmann.
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Por dlo, exigte otro trabgo, ya en marcha, en @ cud se ampliard la muestra hasta un
numero de pacientes que permita sacar conclusiones mas solidas.

En este nuevo estudio, estda previto secuenciar d gen p53 y corrdacionar la
concentracion de linfocitos T con la de anticuerpos anti-p53 tanto en sangre periférica

como en d tumor. ASmismo esta previsto andizar d fenotipo CD45 de los linfocitos.

Por udltimo, en d presente trabgo no se ha observado una correlacion sgnificetiva entre
las frecuencias reciprocas de linfocitos dirigidos contra dos epitopos distintos y en todo
caso parece inversa. Esto podria ser reflgo de la eficiencia dd sstema inmunolégico, €
cud desarollaria una Unica respuesta inmunologica especifica contra una proteina
sobreexpresada. En este trabgo, la media de frecuencias de linfocitos mas dta ha sdo la

dirigida contra € péptido 149-157, aunque los 2 vaores méximos lo dieron linfocitos

especiflcos anti- p53264-272.

Tato € trabgo de Hoffman como este mismo posbilitan la redizacion de nuevos
esudios clinicos en pacientes con cancer de cara a desarrollar una inmunoterapia
especifica gplicable en la préctica médica diaria a un gran nimero de pacientes.

Como ya se ha comentado, las implicaciones clinicas podrian llegar incluso a terreno
de la profilaxis de neoplasas empleando “vacunas’ en pacientes de dto riesgo. El
equipo de trabgjo del propio Dr. Deleo ya ha estudiado en ratones la viabilidad de este
tipo de vacunas (Mayordomo 1995 y 1996; Cicinnati et a, 2000).

Todo esto debe confirmarse en las proximas décadas conforme se vayan obteniendo

resultados de més estudios.
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1. Ha ddo posble medir la frecuencia de los linfocitos T citotoxicos especificos
dirigidos contra los péptidos 264-272 y 149-157 de la proteina producto del gen p53

en sangre periférica de pacientes con cancer de mama.

2. Ha sdo posble demograr, por primera vez, la exisencia “in vivo’ de una respuesta
inmunolégica cdular especifica mediada por linfocitos anti-p53 en pacientes con
cancer de mama.

3. Latécnica de tetrdmeros de HLA utilizada es fiable y se ha establecido un punto de
corte (percentil 99 del resultado de los pacientes HLA A2-) smilar d descrito en la

literatura.

4. En todos los pacientes HLA A2+ con cancer de mama estudiados existen
frecuencias de linfocitos T anti-p53 frente a aguno de los 2 péptidos de p53
estudiados (264-272 y 149-157) por encima del punto de corte.

5. En eda serie, no se han podido detectar diferencias ettadisticamente sgnificativas
entre las frecuencias de linfocitos T anti-p53ze4-272 Y anti-p53149-157 €N sangre
periféricaen relacion con @ “status’ de p53 en € tumor.

6. No s ha encontrado una corrdacion sgnificativa entre los linfocitos T anti-p53264-

272 Y anti-p53264-272.

7. No = ha detectado una corrdlacion significativa entre los linfocitos anti-p53 y la
edad ddl paciente.

8. El disefio de vacunas dirigidas contra la proteina p53 es un reto pendiente en

Oncologia
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