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Cabeza de toro. Picasso (1942)

“Un dia encontré, entre un monton de objetos revueltos, un sillin viejo de bicicleta justo al lado de un
manillar oxidado. [...] No he hecho mas que soldarlos”

Yo no busco, yo encuentro

Buscar es partir de hechos conocidos y querer encontrar algo conocido en lo nuevo.
Encontrar: eso es lo totalmente nuevo, también en el movimiento.

Todos los caminos estan abiertos, y lo que se encuentra es algo desconocido. Es un riesgo, una
sagrada aventura.

La incertidumbre de tales riesgos solo la pueden asumir quienes se sienten protegidos en la
desproteccion, quienes en la incertidumbre o en la desorientacion se sienten guiados, quienes en la
oscuridad se abandonan a una estrella invisible y se dejan atraer por su destino en lugar de fijarlo a

partir de sus limitaciones humanas.

Esta apertura hacia todo nuevo conocimiento, hacia toda nueva vivencia interior y exterior: esa es la

esencia del ser humano moderno, quien, pese al miedo de ser arrastrado, experimenta, sin embargo,
la gracia de sentirse amparado en la manifestacion de nuevas posibilidades.

Pablo Picasso
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RESUMEN

El cancer de mama triple negativo es el subtipo que actualmente tiene el peor prondstico de todos
los canceres de mama. Son un 15% de todos ellos, suelen aparecer en pacientes jévenes y su
progresion es tan rapida que un 70% fallece en los cinco primeros afos. En los dltimos afios se ha
visto que el sistema inmune juega un papel esencial en el control de los tumores, especialmente en
aguellos agresivos y con un componente genético importante como es el cancer de mama triple
negativo. Mediante diferentes estudios, se ha demostrado que la presencia de linfocitos dentro del
tumor al diagndstico mejora notablemente el prondstico de estas pacientes.

Con este proyecto, queremos entender las causas porqué unas pacientes tienen esta infiltracion
inmune mientras que otras no. Si entendemos bien el origen que explique estas diferencias,
podriamos aplicar tratamientos para inducir que las células inmunitarias vayan al tumor y ejerzan alli
su funcién de vigilantes de la integridad del cuerpo humano. La hipétesis principal es que las células
inmunitarias se han quedado retenidas en los ganglios linfaticos regionales a través de unos
receptores o “frenos” inmunitarios.

Para testar la hipétesis, se identificaron quince pacientes que tenian mucha infiltracion de células
inmunes y veinte que no tenian apenas ninguna. Se realizaron pruebas de inmunohistoquimica para
reconocer cinco biomarcadores (los frenos inmunitarios) en el ganglio, y se ha podido probar que el
CTLA-4 (del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4) esta mas expresado en el ganglio
de pacientes con poca infiltracién en el tumor (p=0.01). Si en el futuro se administrara un anticuerpo
anti-CTLA-4, podriamos testar si podemos desactivar el freno que retiene a los linfocitos. De esta
manera podriamos favorecer la infiltracion de linfocitos en el tumor y asi poder eliminarlo.

Triple Negative Breast Cancer is the tumor subtype that currently has the worst prognosis of all
breast malignancies. This subtype represents 15% of all breast cancer, commonly appearing in
young women, and progressing so rapidly that 70% of patients succumb within 5 years of diagnosis.
In the last few years, it has been established that the immune system plays a key role in tumor
control, especially among these most aggressive tumors demonstrating the triple negative
component. Different studies have demonstrated that the presence of lymphocytes in the tumor at
diagnosis significantly improves the prognosis of these patients.

With this project, we would like to understand why some patients have this lymphocyte infiltration
while others lack it. If we can explain the source of this difference, we might apply immunotherapeutic
tools to induce immune cells to migrate into the tumor to perform their protective function. The main
hypothesis is that immune cells are retained in regional lymph nodes via receptors acting as immune
‘brakes”.

To test this hypothesis, we identified fifteen patients with high immune cell infiltration and twenty with
very low infiltration. We tested five antibodies with immunohistochemistry to identify biomarkers (the
immune “brakes”) within their lymph nodes and we discovered that CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte
Associated Protein 4) is more expressed in the lymph nodes among patients with very low immune
infiltration within their tumors (p=0.01). In the future, we could administer an anti-CTLA-4 antibody to
test whether we are able to deactivate the brake that restrains lymphocyte infiltration. If so, we could
enable lymphocyte infiltration into the tumor bed with the aim of eliminating it.
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INTRODUCCION

1. Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es el tumor maligno mas frecuente en mujeres, la primera causa de muerte
por cancer en mujeres, y la quinta causa de muerte por cancer en el mundo después del cancer de
pulmén, colorrectal, estémago e higado'. En 2018 se diagnosticaron 2,088,849 nuevos casos de CM
de los 18,078,957 casos de cancer totales (11.6%), y se registraron 626,679 muertes mundiales por
CM de las 9,555,027 muertes por cancer (6.6%)! (Figura 1). En algunos paises del mundo

(especialmente en Africa) hay mas incidencia y mortalidad por cancer de cérvix que de mama®.

Hay diferencias entre regiones ricas y pobres en la incidencia (54.4% vs. 31.3%) y mortalidad (11.6%
vs. 14.9%) del CM!. Esto se debe principalmente a la implementacion de los programas de cribado y
al acceso a farmacos, ademas de un menor nimero de hospitales y médicos por habitante. La
incidencia ha ido en aumento en los paises en vias de desarrollo muy probablemente debido al
aumento de distintos factores de riesgo conocidos, entre los que se pueden sefalar el incremento de

la obesidad, la disminucién de la actividad fisica y los cambios en los habitos reproductivos?.

. Both sexes ) Females
A Incidence Mortality B Incidence Mortality

Other
28.9%

Calieaail Nan-Hodgkin

sukaemia ImDhoma
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Cervix uterl__1

3.3%
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38% 1
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X
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Carvix utard Conpas uleritpy,

329 | 4T% 6.6% 4a% e Ligar
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&N 6.6%

Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad de cancer mundiales. A) En ambos sexos; B) En mujeres.

Fuente: Imagen tomada de Globocan 2018,

1.1. Caracteristicas

El CM es un tumor que aparece en las glandulas mamarias, sobre todo en mujeres (< 1% de los
canceres de mama es en hombres?). Los dos tipos de carcinomas invasivos mas frecuentes se

definen segun el lugar de aparicion en la mama:
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a) Carcinoma de mama tipo no especial (cldsicamente conocido como carcinoma ductal

infiltrante): se forma en los conductos galactoforos, que es por donde circula la leche desde

las glandulas al pezdén. Representa el 80% de todos los tumores de mama.

b) Carcinoma lobulillar_infiltrante: se produce en los lobulillos mamarios, que es donde se

produce la leche. Representa el 10% de todos los tumores.

El resto de tumores (10%) son menos habituales y presentan caracteristicas histopatoldgicas propias

(ej. mucinoso, micropapilar y el tubular, entre otros).

Aparte del tipo de tumor, para diagnosticar y tratar correctamente el cancer de mama, se han de
conocer otros aspectos como son el estadiaje tumoral o el grado histoldgico, entre otros. Aunque hay
distintas maneras de valorar el grado histologico, uno de los métodos mas utilizados es el de

Nottinghan, en el que se comparan las células cancerigenas con las células normales?®:

a) Grado I: las células cancerigenas se parecen bastante a las unidades del conducto lobular,
formacion de tubulos (>75%), grado medio de pleomorfismo nuclear y bajo recuento mitético.

b) Grado IlI: tienen un parecido moderado con las normales.

c) Grado lll: no se parecen a las normales, tienen un marcado grado de pleomorfismo celular,
no hay apenas formacion de tlbulos (<10%) y frecuentes mitosis.

Los tumores pueden ser unicéntricos (un tumor), multifocales (dos o mas tumores en un Unico
cuadrante) o multicéntricos (dos o mas tumores en cuadrantes distintos). Dependiendo del tamafio
tumoral (se considera el mas grande si hay mas de un tumor), se clasifican en T1 (T1a: 1-5 mm, T1b:
6-10 mm o T1c: 11-20 mm), T2 (>20 mm y < 50 mm), T3 (> 50 mm) y T4 (T4a: invasion toracica,

T4b: cutanea, T4c: ambos o T4d: inflamatorio).

Ademas del estudio del tumor primario, con posterioridad se hace una investigacién de extensién de
la invasion linfatica (ganglios) y hematica (otros érganos) para saber si la enfermedad se ha

extendido. Segun el nimero de ganglios locorregionales invadidos, se clasifican:

e NX: ganglios linfaticos regionales no evaluables
¢ NO: sin evidencia de metastasis ganglionares
e N1: metastasis en adenopatias mdviles en nivel |, Il axilar ipsilateral
e N2: metastasis en adenopatias fijas en nivel I, Il axilar ipsilateral o adenopatias en mamaria
interna ipsilateral en ausencia de adenopatias a nivel axilar
o N2a: metastasis en adenopatias axilares ipsilaterales en nivel I, 1l fijas
o N2b: metéstasis en adenopatias en mamaria interna ipsilateral en ausencia de

adenopatias a nivel axilar
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¢ N3: metastasis a nivel infraclavicular ipsilateral (nivel Ill axilar) con o sin afectacion axilar a
nivel 1, 1l; o adenopatias en mamaria interna ipsilateral con adenopatias a nivel I, Il axilar; o
metastasis a nivel supraclavicular ipsilateral con o sin afectacién axilar o de mamaria interna.

o N3a: metastasis en adenopatias infraclaviculares ipsilaterales
o N3b: metastasis en mamaria interna ipsilateral con afectacion axilar

o N3c: metastasis en adenopatias supraclaviculares ipsilaterales

La diseminacion por otras partes del cuerpo se clasifica en MO (no hay metéstasis) o M1 (hay

metéstasis en uno o mas 6rganos).
Cuando se tiene el tamafio, el nimero de ganglios afectados y la presencia o no de metastasis se

hace el TNM, que es la base para la estadificacion internacional en base a la American Joint
Committee on Cancer (AJCC)* (Tabla 1).

Tabla 1. Estadios del cancer de mama segun el TNM en base a AJCC*.

Estadio | 1A T1-TINOMO
B TO-T1NmicMO
Estadio Il A TON1**MO, TIN1**MO o T2NOMO
1B T2N1MO o T3NOMO
Estadio Il A TO-T3N2MO o T3N1MO
B T4NO-N2MO
e TO-T4N3MO
Estadio IV v TO-T4NO-N3M1 (cancer metastasico)

*T1 incluye T1mic; *Tumores TO y T1 con micrometastasis Unicamente se excluyen del estadio IIA'y
se clasifican como estadio 1B

1.2. Subtipos basados en histopatologia

Hay cuatro biomarcadores usados en el estudio anatomopatoldgico del CM para el diagnéstico del
subtipo de céncer de la paciente y que ademas determinaran el abordaje terapéutico. Son los
receptores de estrégenos (RE) y progesterona (RP) (receptores hormonales), el HER2 (del inglés,
Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) y el Ki67 (factor de tasa de crecimiento). Con estos
biomarcadores y, haciendo una aproximacion a la definicion gendémica de los tumores definidos por

Perou et al.®, se definen cuatro subtipos de CM por inmunohistoquimica (IHQ) (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion del cAncer de mama seguin biomarcadores histopatol6gicos®.

LUMINAL A RE y RP+, HER2-
Hormonal no agresivo Ki67 < 20% (crecimiento lento)
LUMINAL B/HER2- RE+ Ki67 = 20% (crecimiento rapido) o
Hormonal agresivo HER2- | HER2- | RP-/ < 20%
LUMINAL B/HER2+ RE+ Cualquier Ki67
Hormonal agresivo HER2+ | HER2+ | Cualquier expresion de RP
RE y RP-
HER2+ HER2+
RE y RP-
TRIPLE NEGATIVO HER?—

RE: receptores de estrogenos; RP: receptores de progesterona; HER2: Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2; Ki67: factor de tasa de crecimiento

La positividad de los marcadores viene definida segun las guias de consenso de ASCO/CAP (del
inglés American Society of Medical Oncology/College of American Pathologists). El RE y el RP se
valoran por IHQ del 0 al 100%, dependiendo del porcentaje de células que lo expresan y se
consideran positivos cuando son = 1%’. Estas recomendaciones son las publicadas en 2010 vy

corresponden a la reunién de las dos sociedades en 2008.

En 2018 salieron unas nuevas guias del marcador HER2, donde actualizaron especialmente como
tratar los casos equivocos®. Este receptor se ha de valorar primero por IHQ del 0 al 3+, siendo 0y 1+
negativo, 2+ equivoco y 3+ positivo (Figura 2). Cuando sale 2+ (equivoco), se procede a hacer o
bien la técnica ISH (In Situ Hybridization) single probe (Figura 3) para medir el nUmero de copias del
gen HER2 por célula y en comparacion con otro gen de referencia (CEP17), o bien la técnica ISH
single probe (Figura 4), que solo mide el nimero de copias de HER2 por célula. Por ISH single
probe, se considera amplificado si tiene un promedio de = 6,0 copias de HER2/célula; no amplificado
cuando tiene un promedio de < 4,0 copias de HER2/célula; y equivoco cuando el promedio de copias
de HER2 por células es = 4,0 y < 6,0. Cuando es equivoco, se deberia realizar la técnica del ISH
dual probe. Por ISH dual probe, se dice que el HER2 esta amplificado si el ratio entre los dos genes
es = 2,0 y = 4,0 copias/célula; no amplificado cuando el ratio es < 2,0 con un promedio de < 4,0
copias de HER2/célula; y equivoco ocurre en estos tres casos: ratio = 2,0 y < 4,0 copias/célula, ratio
< 2,0y 26,0 copias/célula y ratio < 2,0 y un promedio de = 4,0 y < 6,0 copias/célula. En cada caso
equivoco hay que proceder segun unos algoritmos diferentes (no mostrados), y que basicamente
consiste en hacer IHQ en secciones del mismo blogue que se us6 para el ISH dual probe y en caso

equivoco, repetir la valoracion del ISH por un segundo patdlogo.
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Test HER2 del tejido invasive por un test validado de IHQ

Controles de lote y en ldmina que muestran corecta tincidn

Tincidn circular de la Mo tincidn observada

membrana completa, Tincidn de membrana débil o Tincidn de membrana incomplata o o .
intensa y =10% de las moderada en =10% de las V¥ que es apenas perceptible en tincién de membrana incompleta
células tumorales células tumaorales >10% de las células tumorales y apenas perceptible en £10%
de las células tumorales
HQ 3+ HQ 2+ HQ 1+ HQ 0
positivo equivoco negativo negativo

Realizar un nuevo test usando ISH con el mismo
espécimen o solicitar un nuevo test con un nuevo
espécimen, usando IHQ o ISH

Figura 2. Algoritmo para la evaluacion del HER2 por IHQ en el tejido invasivo de un espécimen de
cancer de mama. Cualquier caso que salga fuera de las categorias definidas se trata como equivoco.

Fuente: imagen adaptada de Wolf et al.2. HER2: human epidermal growth factor receptor 2; IHQ:
inmunohistoquimica; ISH: in situ hybridization.

Test HER2 en el componente invasivo por un
prueba ISH single probe validada

Controles de lote y en la lamina que
muestran una correcta hibridacién

Promedio de copias de HER2 Promedio de copias de HER2 Promedio de copias de HER2
de > 6.0 sefiales/célula de 240y < 6.0sefiales/célula de < 4.0 sefiales/célula
Sila IHQ es 3+ y/o el ISH SilalHQ es 0, 1+ y/o el ISH

dual probe es Grupo 1* SHIHGC B8 2 dual probe es Grupo 5

s, | "

positivo Hacer ISH dual probe negative
para el resultado final

Figura 3. Algoritmo para la evaluacion del HER2 por ISH single probe en el tejido invasivo de un
espécimen de cancer de mama. En cualquier caso que salga fuera de las categorias definidas se
deberia tratar como equivoco. El Grupo 1* y Grupo 5** vienen definidos en la Figura 4

Fuente: imagen adaptada de Wolf et al.8. HER2: human epidermal growth factor receptor 2; IHQ:
inmunohistoquimica; ISH: in situ hybridization.
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Test de HER2 en el componente invasivo por el ISH dual probe

Controles de lote y en la ldamina para mostrar una correcta hibridacién

HER2/CEP17 ratio 2 2.0 HER2/CEP17 ratio < 2.0
Group 1 Grupo 2 Grupo 3 5 dc_"»'“:ﬁp" 4 4 Grupo 5
Promedio de copias de Promedio de copias de Promedio de copias de il 'g Scopiat e Promedio de copias de
HER2 = 4.0 sefiales/célula  HER2 < 4.0 sefiales/célula HER2 = 6.0 sefales/célula HER224.0y <6.0 HER? < 4.0 sefiales/célula

sefiales/célula

*

ISH Hacer pruebas adicionales Hacer pruebas adicionales”  Hacer pruebas adicionales’ ISH
positivo negativo

Figura 4. Algoritmo para la evaluacién de HER2 por ISH dual probe en el tejido invasivo de una
muestra de cancer de mama. El Grupo 1* Grupo 2* y Grupo 3*, habria que hacer pruebas
adicionales y seguir otro esquema de decision publicados en el articulo (no se muestra).

Fuente: imagen adaptada de Wolf et al.2. HER2: human epidermal growth factor receptor 2; IHQ:
inmunohistoquimica; ISH: in situ hybridization.

1.3. Subtipos basados en perfiles de expresion génica

En los Ultimos afios han ido apareciendo chips —méas conocidos por su palabra en inglés
microarrays— y paneles de genes como PAM50 de la techologia NanoString, gracias a los cuales se
han precisado mas los diferentes subtipos de CM%1°, Sin embargo, otros tests, como el Oncotype
DX12 o MammaPrint'3, si que se han implementado en la decisién sobre la aplicacién o no de QT

adyuvantes en pacientes RH+ en estadios iniciales de la enfermedad.

Un andlisis mas exhaustivo de 587 pacientes triples negativos llevé a Lehmann et al.}4, en 2011, a
diferenciar el CMTN en seis tipos con unos patrones intrinsecos genéticos muy caracteristicos: basal
1, basal 2, inmunomodulatorio, mesenquimal, mesenquimal stem-like y receptor de andrégeno
luminal. Un andlisis posterior, realizado por Burstein et al.'®, clasific los tumores de mama triple
negativos en cuatro subtipos: basal inmunosuprimidos, basal inmunoactivados, mesenquimales y

receptores de androgeno luminal. La Tabla 3 resume las dos clasificaciones y como se solaparian.
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Tabla 3. Subtipos de cancer de mama segun el analisis de sus perfiles de expresion génica.

Subtipos segin Lehmann et al. (2011) Subtipos segln Burstein et al. (2015)
Basal 1 Basal inmunosuprimido

Basal 2 P

Inmunomodulatorio Basal inmunoactivado

Mesenquimal Mesenquimal

Mesenquimal stem-like

Receptor de andrégeno luminal Receptor de andrégeno luminal

Clasificacion seguin Lehmann!* y Burstein®®,

Esta clasificacion de CMTN podria constituir una base para la optimizacién de los diferentes
tratamientos disponibles (véase que incluso podrian recibir hormonoterapia aquellas del subgrupo
receptor de andrégeno luminal), identificar aquellas pacientes con mejor prondstico (el subtipo
inmunomodulatorio tiene el mejor prondstico, y el basal inmunosuprimido, el peor) o mejorar el

disefio de los ensayos clinicos futuros.

1.4. Oportunidad para lainmunoterapia

El tratamiento de CM depende de numerosos factores, entre los que se incluye la clasificacion por
IHQ. No es el objetivo de este trabajo de tesis doctoral profundizar en el tratamiento del CM. La
Tabla 4 tan solo pretende dejar reflejadas unas pinceladas que, como tales, no permiten al lector

mas que hacerse una idea superficial de éstos.
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Tabla 4. Tipos de tratamientos aprobados para pacientes de cancer de mama segun su subtipo®

LUMINAL A
Hormonal no agresivo Hormonoterapia
LUMINAL B / HER2- Terapia dirigida

Hormonal agresivo

Hormonoterapia
Terapia dirigida
Anti-HER2

Terapia dirigida
Anti-HER2

LUMINAL B / HER2+
Hormonal agresivo

Quimioterapia
Antiangiogénicos*

HER2+/RH-

TRIPLE NEGATIVO

* Los antiangiogénicos como el bevacizumab sélo estan aprobados en el contexto metastasico en
algunos paises; HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2; RH: receptores hormonales.

El subgrupo de CM que actualmente menos opciones de tratamiento tiene es el triple negativo. Al no
tener ningun biomarcador identificado en la practica clinica, no tiene ninguna terapia especifica, y
solo se puede hacer QT estandar. Por tanto, se trata de un tumor con necesidades médicas no
cubiertas, ya no solo por la carencia de tratamientos dirigidos, sino porque sus opciones terapéuticas
tienen unas toxicidades importantes. Por esta razén, y por otras que veremos mas adelante, es en
este tipo de pacientes donde mas se esta testando la inmunoterapia (IT), sola o en combinacion, y

tanto en lineas metastasicas como en neoadyuvancia, con resultados ya muy prometedores.

1.5. Céancer de mama triple negativo

El CMTN comprende alrededor del 15% (rango 10-20%) del CM*®. Es el subtipo de peor prondstico,
ya que tienen una menor supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresion (SLP). El
70% de las pacientes triple negativo fallecen en los cinco primeros afios del diagnéstico en
comparacion con el 44% de los otros canceres!’. Hay una rapida progresion desde la recaida hasta
el fallecimiento (9 vs. 20 meses de media de supervivencia desde la recurrencia®). Todo esto es

debido a varias razones:

a) Son tumores mas agresivos, de crecimiento muy rapido. Sélo el 32,8% se diagnostican en

estadio | en comparacion con el 45,7% de los otros tumores?’.

b) Aparecen en pacientes mas jovenes (< 50 afios), y hay mayor porcentaje de pacientes de

menos de 40 afios (12,2 vs. 5,7% en otros tumores)*’.
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f)

9)

h)

)

K)

2.

Normalmente se detectan por autopalpacion y no por mamografia, ya que en la mayoria de

paises ésta se hace de manera rutinaria a partir de los 50 afios.

Hay un mayor porcentaje de pacientes de origen africano (10,0 vs. 4,4%) e hispano (18,6 vs.
12,8%)'".

Dos tercios de los tumores son > 2 cm en el diagnéstico, cuando en los otros subtipos son un

tercio de ellos?®.

Tienen un porcentaje mayor de pacientes con los ganglios afectos, y no siguen una
correlacion con el tamafio del tumor. En los otros tumores si que hay una correlacion, donde
el 19% de las mujeres con tumores < 1 cm tienen nédulos positivos comparado con el > 90%

de las mujeres con tumores > 5 cm?*.

La mayoria son tumores ductales infiltrantes y de grado 11l (66 vs. 28%)8.

En un mayor porcentaje de los casos se asocian a mutaciones en BRCA1/2 y p53.
Tienen una alta carga mutacional.

Tienen una probabilidad méas alta de metastasis a distancia, sobre todo viscerales (pulmon,
cerebro e higado).

Poseen una mayor probabilidad de recaida. El tiempo medio de recaia es de 2,6 afios en
comparacién con cinco afios para otros canceres'®, Sin embargo, a partir de los ocho afios
desde el diagndéstico apenas se observan recaidas, cuando en los otros tipos de canceres el

riesgo de recurrencia es mas constante®®.

Vigilancia inmunoldgica para el control de los tumores

El sistema inmunolégico (Sl) es el encargado de salvaguardar la integridad de los érganos del

cuerpo humano y defenderlo de cualquier agente extrafio o de cualquier proteina que sea reconocida

como perjudicial. Esta formado por un conjunto de tejidos (médula 6sea, bazo, timo, ganglios y

conductos linfaticos), de células inmunoldgicas y de proteinas liberadas por estas (inmunoglobulinas

[lgs], interleucinas [IL], complemento, etc.). Hay dos tipos de respuestas inmunes que se diferencian

por el momento de actuacion, las células que participan y la especificidad de la respuesta:
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Respuesta innata: es aquella que actia de manera inmediata ante el reconocimiento de

antigenos extrafios al organismo. Reconoce patrones generales y no es especifica ante el
tipo de agente que la causa, pero es muy efectiva para poner un primer freno rapido y alertar
y dirigir a otras células inmunes hacia el lugar de la invasiébn. No genera memoria

inmunoldgica. Esta formado por células fagociticas y por el sistema del complemento.



o Respuesta adaptativa: es especifica ante el tipo de antigeno en cuestién y por tanto, muy

efectiva para acabar con la “invasion”. Ademas, genera memoria inmunoldgica que garantiza
una respuesta adaptativa mejor y mas rapida para apariciones similares posteriores. Hay dos
tipos, la respuesta inmunitaria celular, mediada por los linfocitos T, y la respuesta inmunitaria
humoral, mediada por los linfocitos B y con secrecion de anticuerpos (Igs). La respuesta
celular esta pensada para microorganismos intracelulares (virus y algunas bacterias) y células
cancerigenas, y la respuesta inmunitaria humoral para invasiones de microorganismos
externos y toxinas. En cancer se ha estudiado més la funcién de la respuesta celular, pero

también hay una respuesta humoral cuyo conocimiento es menor.

Hay seis caracteristicas principales del S| adaptativo que definen su funcionamiento: la especificidad,
la diversidad, la memoria, la especializacion, la autolimitacién y la no-autorreactividad®, cuya

definicién se resume en la Tabla 5:

Tabla 5. Caracteristicas de la respuesta inmune adaptativa'®

Caracteristica Significancia

Especificidad La respuesta inmune es Unica para cada antigeno reconocido e incluso para
cada region o epitopo del antigeno

Diversidad El sistema inmune es capaz de reconocer una gran variedad de antigenos
diferentes, que viene reflejado en el repertorio linfocitico de cada organismo

Especializacion Responde de manera distintiva y especifica ante diferentes antigenos

Después de una primera exposicion al antigeno, el sistema inmune se activa
Memoria para que en la segunda o sucesivas exposiciones la respuesta sea mas
rapida, mas grande y efectiva que la primera

El sistema inmune es capaz de volver a su estado basal (homeostasis)

Autolimitacion cuando el “peligro” ha sido erradicado

Es capaz de diferenciar a los organismos intrusos de las células propias, y

No-autorreactividad n A . ; .
no dafarlas cuando las células inmunes actlian sobre el invasor

De estas seis propiedades, la que probablemente mas relevancia tiene en cancer es la no-
autorreactividad. Esta condicién no solo es caracteristica de la respuesta adaptativa, sino que es
también comdn a la respuesta innata. Todas las células del SI deben ser capaces de diferenciar
aquellas células que son propias del organismo de las que no lo son. Es lo que se llama tolerancia
inmunoldgica. Si no, se destruirian los tejidos, como ocurre en las enfermedades autoinmunes. En el
caso de las células cancerigenas, éstas son células propias del organismo que se han vuelto
aberrantes porque han tenido uno o varios cambios (mutaciones, sobreexpresion de genes, etc.) que

han hecho que la célula crezca y se divida sin control. Al ser una célula con muchas caracteristicas
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similares a la normal, es mas dificil detectarla que a una bacteria, por ejemplo. Cuando el Sl no ha
podido reconocer a las primeras células cancerosas o dar una respuesta adecuada a su aparicion,

seguiran creciendo y se formara un tumor macroscépico.

2.1. Tipos de células inmunoldgicas

Las células del Sl se llaman leucocitos o glébulos blancos, y son las encargadas de reconocer y
destruir cualquier elemento extrafio al organismo. Los leucocitos se dividen en granulocitos y
agranulocitos, segun el niamero de granulos en el citoplasma. Los granulocitos tienen muchos
granulos y derivan de la célula madre mieloide. Son los neutréfilos, basofilos/mastocitos y
eosindfilos, segun se tifian o no con colorantes basicos o acidos. Los agranulocitos son los linfocitos
(T, B y células asesinas [NK, del inglés Natural Killer]) y los monocitos (macréfagos y células

dendriticas) (Figura 5).

Leucocitos
Granulocitos Agranulocitos
"‘S’:‘-’b > Linfocito T
T
- "-i._‘.‘f‘?
i Linfocito B
& Linfocitos
Eosindfilos Basofilos Neutrofilos - Celtilas asesmas
Q Macrdfagos
Monocitos
‘ Células
2 dendriticas

Figura 5. Divisién general de los leucocitos segln sus caracteristicas morfoldgicas. Los granulocitos
tienen muchos granulos con enzimas en el citoplasma y el nicleo lobulillado. Los agranulocitos no
tienen granulos y el nlcleo es redondo y de gran tamafio, ocupando casi todo el citoplasma?.
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Desde el punto de vista funcional, los glébulos blancos se dividen segln actlen en la respuesta

innata/inespecifica, en la adaptativa/especifica o en la interrelacion de ambas:

e Células de la respuesta innata: células fagociticas (macrofagos y neutrdéfilos) y las células

asesinas o NK.

e (Células de la respuesta adaptativa: linfocitos B y linfocitos T.

e (Células presentadoras de antigenos: células dendriticas y macréfagos.

La interrelacion entre la respuesta innata y adaptativa se hace a través de las células presentadoras
de antigenos (CPA), que son principalmente las células dendriticas y en menor medida los
macréfagos, que captan antigenos liberados al exterior para presentarselos a los linfocitos T. Los
linfocitos B se activan gracias a los linfocitos T ayudantes (Th, del inglés T helper) (Figura 6).

! v

Las células T maduran en el timo Las células
o A B maduran
(S G en la médula

oOsea

Macréfagos o
‘ e, ¢ 5/ Migra a los nodos linfaticos

!

4 . ”
MNP 53 (=N
= & = @)
CéluaT CélulaTde Célula CélulaT Célula Célula B de
reguladora memoria citotéxicaT colaboradora plasmédtica memoria
Inmunidad mediada Inmunidad mediada
por células por anticuerpos

Figura 6. Produccion de las células inmunes y su posterior diferenciacion en los diferentes subtipos.

Fuente: adaptado de B. Solomon et al.%.
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2.1.1. Linfocitos T

Los linfocitos T son las células inmunes de la respuesta adaptativa celular. Hay varios tipos de
linfocitos, que se diferencian segun sus funciones, y que por tanto expresan diferentes marcadores:
linfocitos T efectores, citotoxicos o citoliticos (CTL, del inglés Citolytic T Lymphocyte), Th, T

reguladores y T de memoria (Figura 6).

Los linfocitos T progenitores se generan en la médula 6sea a partir de la célula madre, y a través de
la sangre van a madurar al timo para convertirse en linfocitos T. Alli se seleccionan solo aquellos que
no reaccionen contra antigenos propios del organismo (autoantigenos). Después de esta seleccion y
maduracion, son liberados a la circulacion desactivados para la busqueda constante de antigenos
extrafios. Una vez que han localizado un antigeno, los linfocitos se mueven hacia los ganglios

linfaticos para su diferenciacion y su posterior activacion (Figura 6).

Solo reconocen antigenos unidos al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major
Histocompatibility Complex). A esto se le conoce como restriccion del MHC, ya que este receptor
solo se expresa en células propias del organismo. Maduran en el timo y se caracterizan por ser
CD3+. Solo reconocen antigenos péptidos, no otro tipo de biomoléculas como los linfocitos B, que
pueden descubrir cadenas glucidicas.

2.1.1.1. Linfocitos T citotéxicos

Los linfocitos T citotdxicos son los encargados de destruir células que producen proteinas extrafias
en el citoplasma (inmunidad celular). Son CD8+ y solo reconocen antigenos presentados por el MHC
clase | expresado en la célula diana y las CPA. Son las células efectoras por excelencia para la

destruccién de las células tumorales, y son muy importantes en la autoinmunidad®.

Cuando se produce la sinapsis entre los receptores, el linfocito T citotéxico tiene tres mecanismos
para eliminar la célula diana. El primero es a través de la secrecion de las citocinas interferon y (INF-
y) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a, del inglés, Tumor Necrosis Factor a) para desencadenar su
apoptosis?2. El segundo seria la liberacion de las proteinas citotoxicas (granzima A, By C, y
perforinas). Las perforinas crean poros en la membrana celular para que las granzimas puedan
entrar y bloqueen la sintesis de proteinas virales y asi conducir a la apoptosis celular. Este sistema
se hace de manera unidireccional a través de unas uniones llamadas sinapsis inmunitarias?®. El
tercer mecanismo es a través de la interaccion de Fas (del inglés, First Apoptosis Signal). Las células
CD8+ activadas expresarian Fas para que a través de la union de su ligando (FasL) expresado en la

célula diana provoquen una cascada de sefalizacion. Esta cascada activaria las caspasas para
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inducir la apoptosis celular?®. Cabe destacar que las células CD8+ también pueden expresar tanto
Fas como FasL. Esto ocurre en las fases finales del proceso inmunoldgico, ya que se pueden

destruir entre si durante el proceso llamado fratricidio haciendo que todas desaparezcan®.

2.1.1.2. Linfocitos T colaboradores

Los Th reconocen antigenos presentados por los fagocitos y los estimulan a través de citocinas para
gue los destruyan desde el interior. También se encargan de activar a los linfocitos By T. Son CD4+
y solo reconocen proteinas extracelulares presentadas por el MHC clase Il. Ademés de los linfocitos
T reguladores, de los que se hablard mas extensamente en el siguiente apartado, hay dos tipos
principales de Th: los Thl y los Th2?°. Otros linfocitos Th cuya funcién es mas desconocida en
cancer son los Th17 y los T foliculares.

Los Thl secretan principalmente IFN-y, lo que favorece su diferenciacién e inhibe a los Th2 y la IL-
12. La diferenciacion de los linfocitos Thl se produce en respuesta a antigenos que han presentado
las células asesinas y los macréfagos. Los Thl devuelven a los macrofagos la sefial de eliminar a los
antigenos fagocitados. El IFN-y estimula la sintesis de IgGs por los linfocitos B para opsonizar a las

células diana y asi favorecer su fagocitosis. Se considera que crean un ambiente proinflamatorio?.

Los Th2 secretan principalmente IL-5 e IL-6, que favorecen su diferenciacion y activacion. También
secretan la IL-10 segregada por ellos mismos y por otras células, que favorece la inhibiciéon de los

Th1. Cuando los Th2 estan activados, se considera que favorece un ambiente antiinflamatorio.

Al principio de una respuesta inmunitaria suele haber subpoblaciones heterogéneas de sintesis de
citocinas, pero en las infecciones crénicas predomina una u otra ya que se autoestimulan y tienen

una inhibicién cruzada.

Los Thl7 y los linfocitos T ayudantes foliculares (Tfh, del inglés Follicular helper T cells) se
encuentran en menor presencia pero son también muy importantes para la regulaciéon de la
respuesta inmune. Los Th1l7 secretan la IL-17 y, en menor medida, la IL-22. Su principal funcién es
la induccién de reacciones inflamatorias como los Thl, especialmente las que son ricas en
neutrofilos. Los Tfh tienen una funcion muy importante en la activacion de linfocitos B dentro de los
centros germinales ganglionares. Se caracterizan por expresar CXCR5, PD-1 (del inglés,

Programmed Death 1), IL-21 e ICOS (del inglés, Inducible T-cell costimulator)®.
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2.1.1.3. Linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladores son los encargados de reducir la respuesta inmune cuando el peligro ha
sido erradicado y para limitar dafios al tejido sano. Son CD4+CD25+FoxP3+ (del inglés, Forkhead
box P3), y secretan la IL-10. El FoxP3 marcador es el encargado de realizar las funciones de
regulacién de estas células. Su principal efecto es la supresion de la activacion, proliferacion y

produccién de citocinas por parte de los linfocitos T citotoxicos y colaboradores.

A priori, se asocia negativamente la presencia de linfocitos T reguladores dentro de un tumor, ya que
se interpreta que ha silenciado la respuesta inmune cuando aun no ha acabado su labor. Se suele
usar mucho el ratio CD8/FoxP3 para evaluar si el tumor se encuentra en un medio activo o inactivo

inmunol6gicamente.

2.1.2. Linfocitos B

Los linfocitos B son las células principales de la inmunidad humoral. Secretan anticuerpos (Igs) para
opsonizar organismos extrafios para que otras células puedan fagocitarlos. Al igual que los linfocitos
T, derivan de una célula madre linfoide, pero estas maduran en la misma médula 6ésea y migran a los
ganglios linfaticos para su posterior diferenciacion en células plasméticas o en linfocitos B de
memoria (Figura 6).

Las células plasmaticas son los linfocitos B maduros (que son capaces de secretar anticuerpos) y se
caracterizan por ser CD20+, mientras que los linfocitos B inmaduros son CD19+. Expresan el MHC
clase Il. A diferencia de los linfocitos T, reconocen antigenos en su forma original, no necesitan que
sean procesados por otras células. Las células plasmaticas mueren a los pocos dias de su

activacion, pero los anticuerpos que producen duran mas de tiempo.

Después de una primera exposicion al antigeno, se generan linfocitos B de memoria, que haran que
en las exposiciones subsecuentes haya una respuesta inmunoldgica mas rapida y mas especifica.
Los antigenos proteicos que presentan los linfocitos Th generan mucha mas memoria que los
antigenos polisacéaridos. Los linfocitos B de memoria pueden vivir varios afios, y generaran con
rapidez células plasmaticas si se vuelven a encontrar con el mismo antigeno (respuesta inmune

secundaria).

Los linfocitos B reguladores estan considerados también un tercer subtipo de linfocito B. Su funcion
es presentar el antigeno a los linfocitos Th para la activacion de la respuesta humoral. También se
ha visto que estas ceélulas secretan IL-10, que inhibe la produccion de otras citocinas

proinflamatorias: IL-2, INF-y y TNF-a. De esta manera, consiguen inhibir las respuestas Th1.
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En general, no se conoce muy bien el papel de los linfocitos B en cancer, si su presencia en el
infiltrado tumoral es proinflamatoria o antiinflamatoria, y hasta qué punto los antigenos tumorales son

capaces de generar linfocitos B de memoria.

2.1.3. Células dendriticas

Las células dendriticas son las CPA por excelencia, ya que son capaces de capturar, procesar y
presentar antigenos a los linfocitos T citotéxicos y Th, y generar respuestas inmunes especificas.
También son células de la respuesta innata, ya que pueden fagocitar células cancerigenas.
Normalmente expresan el MHC clase Il y tienen una cantidad de estos complejos muy superior a los
linfocitos B 0o macrofagos. Ademas, son capaces de presentar antigenos tanto a linfocitos T
activados como “virgenes”. Por ambas razones, se dice que son las CPA mas potentes.

Las células dendriticas inmaduras se caracterizan por el marcador CD1a y su funcién es mas bien
fagocitica. Cuando residen en un tejido, su superficie celular suele ser muy grande para poder captar
la presencia de patégenos o células infectadas. Por otro lado, las células dendriticas maduras se
caracterizan por ser CD83+ y su funcion es la de presentar los antigenos a los linfocitos T en el
ganglio linfético, por lo que también suelen tener una gran superficie celular para poder contactar con

un mayor namero de linfocitos?*,

Son muy importantes para la tolerancia inmunoldgica, ya que participan en la seleccion de linfocitos
T en el timo (tolerancia central). Dado que puede que algunos linfocitos T escapen a este proceso de
tolerancia, y porque ademas hay antigenos propios que no estan presentes en el timo o que surgen
mas tarde en la vida del individuo, las células dendriticas también restringen los linfocitos T

circulantes autorreactivos (tolerancia periférica).

Hay otro subtipo de células dendriticas, las células dendriticas foliculares que no derivan de la
médula 6sea. Son células estromales que derivan de las células mesenquimales en los tejidos
conectivos. No expresan MHC clase Il. Forman parte de los centros germinales de los ganglios
linfaticos y captan antigenos que estan unidos a un anticuerpo o al complemento para presentarselos
a los linfocitos B. Guardan relacion con los antigenos presentados por las células dendriticas a los

Th en la zona T del ganglio®*.
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2.1.4. Macréfagos

Los macréfagos son los encargados de fagocitar células extrafias y hacer la presentacion de sus
antigenos a los linfocitos T en los ganglios linfaticos para su posterior seleccién y activacién. Son
CD68+ y expresan en la superficie altos niveles de MHC clase |. Cuando estan dentro del
microambiente tumoral se les llama Tumor Associated Macrophages o TAMs, y se dividen en dos

grupos segun su funcién: M1y M2.

Los macréfagos M1 son antitumorales y se activan a través del reconocimiento de patrones
moleculares asociados al dafio celular (DAMPs, del inglés Damage-associated molecular patterns) y
de la secrecion de la IL-12 y el INF-y. Los M1 fagocitan a las células tumorales y presentan los
antigenos tumorales a los linfocitos T. También secretan al medio TNF-a y éxido nitricot®

Los macrofagos M2 son protumorales y se activan a través de la IL-4 e IL-13. Secretan IL-4, IL-5 e

IL-10, entre otras moléculas, y promueven la angiogénesis tumoral.

Los M2 se pueden diferenciar de toda la poblacién de macréfagos CD68+ usando el marcador

CD163. Los M1 no parecen tener ningin marcador caracteristico.

2.1.5. Células asesinas

Las células asesinas o NK son las células de la inmunidad innata mas relacionadas con una
respuesta antitumoral, ya que han demostrado la capacidad de erradicar tumores®. Se caracterizan
por ser CD3-CD16+CD56+.

Las células NK ejercen su funcion a través de dos mecanismos:

a) Citotoxicidad natural: es un proceso espontaneo por el cual las NK reconocen de forma innata

alteraciones de una célula cancerigena y liberan sus granulos citotoxicos asi como perforinas

para que puedan penetrar en la célula.

b) Citotoxicidad mediada por anticuerpos: son capaces de identificar una célula recubierta de

anticuerpos y ejercer su actividad citotoxica.

Las NK también son capaces de liberar citocinas como el TNF-a o el IFN-y para la activacion y

proliferacion de células inmunitarias.
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2.1.6. Células mieloides supresoras

Las células mieloides supresoras (MDSC, del inglés myeloid-derived suppressor cell) son un grupo
mixto de células de origen mieloide que proliferan en situaciones de inflamacién crénica como en el
cancer, ya que la produccién hematopoyética queda perturbada por sefiales del tumor. En una

situacion normal, las células mieloides derivarian a células dendriticas, macréfagos y neutréfilos?.

Tienen funciones inmunosupresoras, especialmente sobre los linfocitos T citotoxicos, y también
promueven la angiogénesis y la proliferacion del tumor a través de la liberaciéon de citocinas como el
TGF-R (del inglés, Transforming growth factor- ). Son CD11b+.

2.2. Antigenos tumorales

Los antigenos tumorales son aquellas moléculas que se expresan en los tumores de manera

diferente a las células normales. Se pueden clasificar en dos tipos:

a) Antigenos especificos del tumor 0 neoantigenos: son antigenos que solo se expresan en los

tumores y no en una célula normal. Ejemplos de estos serian una proteina aberrante
procedente de un gen mutado o proteinas que se expresan en la etapa embrionaria pero no

en la etapa adulta, como el antigeno carcinoembrionario.

b) Antigenos asociados a tumores: se expresan tanto en células normales como en tumores,
pero en las tumorales lo hacen de manera aberrante, excesiva o con una regulacion

diferente.

El S| deberia ser capaz de detectar estos antigenos e ir al lugar de origen para destruir las células

cancerigenas antes de que se descontrole su crecimiento y se forme el tumor macroscopico.

2.3. Estructura de los ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos son unas estructuras ovaladas comunicadas entre si por los vasos linfaticos, a
través de los cuales circula la linfa. Tienen un tamafio de aproximadamente 1 cm y estan distribuidos
por todo el cuerpo, pero son mas numerosos en el cuello, axila, abdomen e ingles. Se pueden
distinguir cuatro partes principales del ganglio: la capsula, la corteza o coértex, area paracortical o

paracortex y la médula (Figura 7).
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Figura 7. Estructura de un ganglio linfatico.

Fuente: imagen tomada David JR et al.?.

La capsula es una capa de tejido conectivo de colageno que rodea al ganglio, y que se hunde hacia
dentro formando trabéculas, que ayudan a mantener la estructura y a compartimentalizar el ganglio.
El exterior de la capsula esta perforado por los vasos linfaticos aferentes, que es por donde entra la
linfa. Esta se filtra a través del seno marginal, pasa por la corteza y la trabécula hasta llegar al seno
medular, y ahi sale por los vasos eferentes, que se encuentran en la zona de la hendidura. A ellos

también llegan vasos sanguineos, que se dividen en capilares para entrar por las trabéculas®.

La corteza esta formada por foliculos, que si no tienen centros germinales se llaman primarios, y si
los tienen se les llama secundarios. Los foliculos primarios estan formados por linfocitos B maduros
en reposo que no han sido estimulados por ningun antigeno. Los centros germinales de los foliculos
secundarios son estructuras redondeadas que aparecen cuando los linfocitos B han sido estimulados
por la presentacion de un antigeno extrafio (Figura 8). Alrededor del centro germinal aparece el
manto, que esta formado por linfocitos B inactivos. El centro germinal esta formado, ademas de por

42



linfocitos B, por células dendriticas foliculares, macréfagos y, en menor nimero, por centrocitos,
centroblastos y células reticulares. Los Tfh son los encargados de hacer la presentacion de antigeno
a los linfocitos B. Los macréfagos presentes fagocitan aquellos linfocitos que no son reactivos al
antigeno, y son los que dan al CG un aspecto de “cielo estrellado”. Los centrocitos tienen citoplasma
abundante y un nlcleo grande e indentado con la cromatina laxa. Los centroblastos son mas
grandes que los centrocitos, el citoplasma es baséfilo y el ndcleo redondo, con granulos y con varios

nucléolos?”.

El a&rea paracortical es la zona del ganglio compuesto principalmente por linfocitos Th (~70%), y por
los T citotdxicos y muchas células dendriticas interdigitales y macréfagos, que hacen la presentacion
de antigeno. Sin embargo, esta proporcién cambia si hay infeccién virica, donde se produce un
considerable aumento de los linfocitos T citotoxicos. Las células dendriticas pueden tener una
superficie muy extensa para poder presentar muchos antigenos diferentes. Al microscopio se ven
rapidamente debido a su abundante citoplasma, claro y con limites no muy bien definidos, que
contrasta con la escasez de citoplasma de los linfocitos T. En la paracértex también se pueden
observar pequefios capilares o vénulas que es por donde circula la sangre dentro del ganglio?.

La médula es la zona central y mas cercana a la hendidura del ganglio, estd compuesto por
cordones medulares que rodean a los senos medulares formada por células plasmaticas,

macro6fagos y células dendriticas.

Paracortex Centro Germinal

/ Manto

Macréfagos <
Linfocitos \

Células ; \

dendriticas =~ _—— Capsula
foliculares

Figura 8. Detalle de un centro germinal tefiido con el marcador de activacion OX40 (20x).
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2.4. Presentacion de antigenos y reconocimiento inmunolégico

La presentacion de antigenos es el primer paso que ocurre para desencadenar una respuesta
inmunitaria especifica frente al tumor. Los antigenos tumorales son detectados a través de varias
vias: 1) liberacion espontédnea al torrente sanguineo de restos de células muertas; 2) presentacion
directa de la célula tumoral a las células inmunes, y 3) presentacion de antigenos por las CPA que

han fagocitado una célula tumoral o sus restos®.

Como hemos comentado anteriormente, las células efectoras mas importantes en cancer son los
linfocitos T citotoxicos. Estos se pueden encontrar viajando en el torrente sanguineo como linfocitos
T virgenes o residiendo en los ganglios linfaticos (Figura 7). Cuando se encuentran con un antigeno
liberado en la sangre, los linfocitos se mueven hacia los ganglios linfaticos para su activacion y
proliferaciéon. Una vez activados vuelven al torrente sanguineo para ir al lugar de la estimulacion
antigénica. Aquellos que se encuentran ya en los ganglios linfaticos esperan la recepcion de la
activacion antigénica a través de las CPA o de las propias células tumorales. Los linfocitos reactivos
contra el antigeno se activaran y se especializaran en linfocitos T citotéxicos o Th principalmente
(Figura 9). También tiene lugar una activacién de los linfocitos B, donde se genera un centro
germinal en los foliculos primarios a partir de los linfocitos B activados, y se especializan en células
plasméaticas (productoras de Igs) y en linfocitos B de memoria (Figura 9). Por tanto, un ganglio con
un area paracortical extensa o con muchos centros germinales implica que es un ganglio activo

cuyas células han reconocido la presencia de un agente extrafio (en nuestro caso un tumor)*®,

a) b)
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Figura 9. Presentacion de antigeno a los linfocitos Th (a) y a los linfocitos T citotoxicos (b).
MHC: Major Histocompatibility Complex; Th: T helper; TCR: T cell receptor; CD: Cluster of
Differenciation; TLR: Toll-Like Receptor; Tc: Linfocito T citotéxico.

Fuente: adaptado de Owen et al.?’
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2.5. Supresiéon inmunolégica y desarrollo del tumor

Se ha acufiado el término inglés immunoediting para designar a todos los procesos de comunicacion
que hay entre el tumor y las células inmunitarias dentro del microambiente tumoral. Se han
identificado tres fases del immunoediting (llamadas las 3 E’s) y son eliminacion, equilibrio y escape
(Figura 10). En la fase de eliminacion, las células inmunes han reconocido a las primeras células
cancerigenas como extrafias y han ido al lugar del tumor en un intento por destruirlo. Esto se conoce
también como vigilancia inmunolégica (en inglés, immune surveillance). En la segunda fase, uno o
varios clones lograrian sobrevivir al ataque de las células inmunitarias, y habria entonces un
equilibrio entre la velocidad de crecimiento del tumor y la eliminacion de las células cancerigenas.
Esta variante o variantes que han sobrevivido son mas resistentes al ataque inmunol6gico
(posiblemente menos inmunogénicas). Se cree que la fase de equilibrio puede durar afios. En la
Ultima fase, de escape, el tumor, a través de varios mecanismos (secrecién de citocinas inhibidoras,
activacion de células reguladoras, expresién de immune checkpoints, etc.) consigue desactivar el Si

por completo y seguir creciendo?®2°,

Normal cell

Cancerous cell
(high-immunogenic)
Cancerous cell

. (low-immunogenic
and invasive)

Dead cell

Elimination Equilibrium Escape
Effective killing of all cancer cells Dormant state and selection of Tumor overcomes immunity
low-immunogenic cells

Figura 10. Las tres fases del immunoeditting: eliminacion, equilibrio y escape.

Tipos de células: CD4+: linfocito T ayudante; CD8+: linfocito T citotoxico; Treg: linfocito T regulador,
NK: célula asesina; MO: macrofago: DC: célula dendritica; MDSC: célula mieloide supresora. Ir al
listado de abreviaturas para el significado de cada gen o de las abreviaturas.

Fuente: Imagen tomada de Andrade de Mello et al.*°
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3. Linfocitos infiltrantes del tumor en cancer de mama

Los linfocitos infiltrantes del tumor (o Tumor Infiltrating Lymphocytes (TILs), del inglés) son el
conjunto de células del SI que se encuentran dentro del area tumoral. EI CM no ha sido considerado
uno de los mas inmunogénicos —comparado con otros como el melanoma o céncer renal, por poner
tan solo dos ejemplos. Aun asi, la presencia o no de TILs y sus diferentes poblaciones se han
estudiado en numerosos ensayos clinicos adyuvantes y neoadyuvantes para valorar el beneficio de
ciertas terapias y su valor pronostico. En la actualidad se siguen haciendo muchos esfuerzos en el
ambito internacional para intentar comprender mejor su funcion y composicién, y se esta
investigando la presencia de los diferentes marcadores de activacion o supresion inmunolégica
(immune checkpoints) y su expresion en los diferentes tipos celulares. Ademas, se han hecho unas
guias internacionales, promovidas por el International Immuno-Oncology WorkingGroup®!, para
intentar estandarizar su evaluacién. Actualmente estas guias no suelen formar parte de la practica
clinica habitual, ya que la presencia de TILs aun no conlleva ninguna decisién clinica. Sin embargo,
hay pat6logos que han empezado a mencionar la presencia o no de la infiltracion linfocitaria a titulo

informativo en sus informes.

3.1. Poblaciones de linfocitos presentes en el area tumoral

Los TILs estan formados principalmente por linfocitos T (en especial, los citotoxicos CD8+) y Th®,
aunque también se han identificado poblaciones de linfocitos B, macréfagos, células dendriticas,
neutrofilos y NK. Hay tipos de células cuya presencia suprime el crecimiento del tumor, otros tipos
celulares que se asocian mas a la progresion del tumor, debido a que favorecen la desactivacion del
Sl, y otras células cuya funcion aun no esta clara (como por ejemplo, los linfocitos B). Ademas, un
mismo tipo celular, como los linfocitos T ayudantes (Th) se pueden orientar hacia una respuesta Thl
(supresion del tumor) o hacia una respuesta Th2 (progresion). En la Figura 11 se ilustran las células
del Sl presentes en el tumor, algunas de las moléculas que secretan al medio, y si favorecen o no la

supresion del tumor.
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Figura 11. Tipos de células inmunes del infiltrado linfocitario tumoral y algunas moléculas secretadas
al microambiente tumoral.

Th: T helper; M: macréfago; N: neutréfilo; DC: Dendritic Cell o célula dendritica; MDSC: Myeloid-
derived supresor cell o célula mieloide supresora; B cell: linfocito B; NK: Natural Killer o célula
asesina; T cell: linfocito T; Treg: linfocito T regulador; Igs: inmunoglobulinas; IFN-Y: interferon Y; IL:
interleucina; TGF-f: transforming growth factor S.

Fuente: tomado de Hendry et al.*2.

Los linfocitos T CD8+ son las principales células efectoras para destruir el tumor. Su localizacién es
importante, habiendo células en contacto directo con las células tumorales (intratumorales) y otras
entre los nichos (estroma) o en la periferia. Ya que los linfocitos citotoxicos tienen que estar en
contacto con la célula cancerigena para su destruccion, si el estroma es muy fibroso (con mucho
colageno), podria limitar su infiltracion*. Dentro del CM suelen ser mas abundantes en los tumores
HER?2 y triple negativo, ya que son los que tienen mayor inestabilidad genomica y por tanto suelen

generar mas antigenos tumorales que son reconocidos por estos® (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de infiltracion por linfocitos CD8+ en cada subtipo de cancer de mama®.

Media (rango) %
Subtipo Ausente Presente
Triple negativo 40 (9 - 60) 60 (40 —91)
Hormonal 57 (27 - 70) 43 (30-73)
HER2+ 39 (17- 60) 61 (40 -83)
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Los linfocitos Th promueven la supresion del tumor si se orientan hacia una respuesta Thl, y
fomentan el crecimiento tumoral si se convierten en Th2. Los linfocitos T reguladores se encargan de
regularizar una excesiva respuesta inmune, por lo que reflejan una respuesta secundaria natural al
proceso inflamatorio. En general, su presencia se asocia mas a una progresion tumoral ya que

reduce la respuesta inmune, que aun no ha sido efectiva en la destruccién del tumor.

Las células mieloides supresoras son una poblacion de células inmadura y se ha correlacionado con
peor prondstico en CM en estadios finales®’. Los macréfagos M1 son antitumorales, y los M2
protumorales; se ha observado que su presencia también estd relacionada con el tipo de tumor en
cultivos celulares: células RE+ luminal favorecen la aparicibn de M1 a diferencia de células triple
negativo, que generan mas M2%, Los macréfagos también podrian expresar PD-L1/PD-L2, que

inhiben a los linfocitos T citotoxicos, promoviendo el crecimiento del tumor®,

Los linfocitos B son mas escasos y se suelen encontrar en la periferia del tumor adyacente al tejido
normal formando centros germinales junto con los linfocitos T foliculares. El centro germinal rodeado
de linfocitos T son las llamadas estructuras linfaticas terciarias (TLS, del inglés Tertiary Lymphoid

Structures), que se describen en el apartado 3.3, y estan asociadas a buen prondéstico®.

3.2. Subtipos de Tumor Infiltrating Lymphocytes segun su localizacién

Los TILs se dividen principalmente en TILs estromales e intratumorales, segun estén en el estroma o
dentro de los nidos tumorales, respectivamente (Figura 12A). Hay tumores que no presentan ninguna
célula inmune, como la muestra de la Figura 12B. Algunos autores dividen a los TILs estromales en
TILs estromales adyacentes al tumor, si estdn en el borde del tumor, y TILs estromales distantes al
tumor, si estan dentro del estroma sin tener contacto con las células cancerigenas (Figura 12C).
También cabe destacar los TILs periféricas, que estan en los limites de todo el area tumoral y que

pueden estar presentes en tumores sin infiltracion linfocitaria.
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Figura 12. Imagenes de tumores ricos y pobres en TILs, y los diferentes tipos de TILs. A) Tumor rico
en TILs, en el que los nidos tumorales estan rodeados por gran cantidad de TILs estromales (x4). B)
Tumor pobre en TILs (x20). C) Tipos de TILs segun su localizacion (x20).

3.3. Estructuras linfaticas terciarias

Las estructuras linfaticas terciarias 0 mas conocidas por sus siglas en inglés TLS (Tertiary Lymphoid
Structures) son agregados inmunes ectopicos que se forman en la periferia tumoral y que constan de
uno o varios centros germinales rodeados de linfocitos T (Figura 13).

El centro germinal estda formado por linfocitos B y por Tfh que promueven la activacién de los
linfocitos B. En un estudio se vio que una alta expresién de CXCL13, una quimiocina que favorece la
union entre estas dos células, estaba asociada con mayores tasas de respuesta completa a la QT
antes de la cirugia®.
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Figura 13. Estructuras linfaticas terciarias (TLS) (x10). TILs: Tumor Infiltrating Lymphocytes

3.4. Guias parala evaluacion de los Tumor Infiltrating Lymphocytes

En 2015 se publicaron las primeras guias de evaluacion de los TILs en CM después de la reunion del
International TILs Working Group 2014, formada principalmente por patélogos*. Dos afios mas
tarde, salieron unas nuevas guias de recomendacion del mismo grupo, que ahora se llama
International Immuno-Oncology Biomarker Working Group, publicadas en dos articulos en los que
ademés afiadian recomendaciones no solo para CM infiltrante, sino también para carcinoma ductal
infiltrante in situ (DCIS, del inglés ductal carcinoma in situ) y enfermedad residual después de
neoadyuvancia en CM33, asi como la evaluacién de los TILs en otros tipos de canceres diferentes al
de mama*?. En ellas se dan una serie de pasos para hacer la medida de los TILs, y entre otras
cosas, no se consensud ningun punto de corte, y recomendaban considerar la presencia de TILs
como una variable continua (Tabla 7 y Figura 14).
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Tabla 7. Recomendaciones de evaluacion de los Tumor Infiltrating Lymphocytes

Guia para la evaluacién de los Tumor Infiltrating Lymphocytes en cancer de mama

1) Los TILs se deberian de reportar segin su componente estromal (% de TILs estromales) y su componente
intratumoral (% TILs intratumorales). Las razones son a) en muchos tumores la densidad de TILs en ambos
compartimentos es diferente, y b) si los TILs se evallan simplemente por el area tumoral, la densidad y patrén
de crecimiento de las células tumorales (un parametro no inmune) podria afectar al recuento de TILs

El denominador para determinar el % de TILs estromales es el area del tejido estromal (el area ocupada por
células inflamatorias mononucleadas sobre el total del area estromal intratumoral), y no el nimero de células
estromales (la fraccion del total de nlcleos estromales que representa el nicleo de células inflamatorias
mononucleadas). Igualmente, para los TILs intratumorales, el &rea de células tumorales es el denominador

2) Los TILs se deberian de evaluar dentro del borde del tumor invasivo, incluyendo el tumor central y el margen
invasivo. Esas areas se pueden informar por separado cuando sea necesario

3) El margen invasivo es el que se define como la region de 1 mm centrada en el borde que separa los nidos
tumorales del tejido normal. El tumor central representa el resto del area tumoral

4) Descarta los TILs que estan a distancia del borde tumoral. Los TILs inmediatamente adyacentes al margen
invasivo, los TILs peritumorales, se pueden evaluar cuando se necesite

5) Descarta los TILs en zonas del tumor con artefactos de aplastamiento, necrosis, hialinizacién regresiva, asi
como la zona donde se ha realizado una biopsia

6) Todas las células mononucleadas (incluidos linfocitos y células plasmaticas) deberian de ser valoradas, pero
los leucocitos polimorfonucleares deberian de ser excluidos

7) Una seccion (4-5 mm, aumentos de x200 a x400) por paciente se puede considerar suficiente a efectos
practicos. Sin embargo, se recomienda valorar secciones adicionales por cada caso cuando sea posible, e
informar del nimero de secciones revisadas por caso especificandolo en el manuscrito, ya que se desconoce
el grado de heterogeneidad de los diferentes tipos de tumor

8) Se recomiendan secciones completas mejor que biopsias cuando sea posible. Aunque se pueden usar, no
se ha validado ninguna metodologia para evaluar TILs en las biopsias obtenidas en el marco preterapéutico
neoadyuvante

9) Los patélogos deben hacer una media de los TILs en toda el area tumoral y no centrarse en las zonas con
mucha presencia de TILs

10) Los TILs deberian de ser evaluados de manera continua, ya que proporcionan mayor informacion biolégica
y permiten andlisis estadisticos mas precisos. Sin embargo, en la practica diaria, los patélogos raramente
valoraran los TILs como 13,5%, sino que lo redondearan al 15%. El patélogo deberia de reportar sus
evaluaciones con el mayor detalle posible con el que se sienta cémodo

11) Para la valoracioén del porcentaje, se tiene que tener en cuenta el patron de crecimiento irregular de los
linfocitos. Los TILs estromales deberian de ser evaluados como un parametro continuo. El porcentaje de TILs
estromales es un parametro semicuantitativo para esta evaluacion. Por ejemplo, 80% de TILs estromales
significa que el 80% del area estromal muestra una densa infiltracion mononuclear. Estos no forman
tipicamente agregados celulares sdélidos, por lo que la denominacion de “100% de TILs estromales” definiria
una zona en la que también habria espacio vacio entre los linfocitos

12) No se hace ninguna recomendacion formal sobre cudl seria el/los punto/s de corte recomendados para los
TILs. El consenso fue que una metodologia validada era mas importante que las cuestiones sobre el uso de los
puntos de corte en la préactica clinica, que se determinara cuando se haya puesto una metodologia soélida en
marcha

Fuente: International Immuno-Oncology Biomarker Working Group, publicadas en 20172,
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Figura 14. Método estandarizado para la evaluacion de los TILs recomendado por el International
TILs WorkingGroup®
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4. Tumor Infiltrating Lymphocytes y su valor predictivo y pronéstico en cdncer de mama

La mayoria de los estudios que evaluaban el valor predictivo de los TILs se han hecho de manera
retrospectiva partiendo de las biopsias de ensayos clinicos. Aunque muchos de ellos englobaban
todos los subtipos de cancer, donde mas se han estudiado ha sido en los canceres con mayor
presencia de TILs: el cancer HER2+ (especialmente en relacién con el trastuzumab), y el CMTN. En
este Ultimo ha sido especialmente importante debido a la ausencia de farmacos distintos de la

guimioterapia y a la necesidad de optimizar el tratamiento y mejorar el prondstico.

4.1. Prevalencia en cancer de mama

Una revision sistematica realizada por Stanton et al., en 2016% evalud el porcentaje de infiltracion
linfocitaria en CM vy las diferencias entre los subtipos hormonal+, HER2+ vy triple negativo. En esta
revision se vio que el 11% (5-26%) del CM tenian el fenotipo LPBC (del inglés Lymphocyte-
predominant breast cancer o CM con predominio linfocitario), definido como TlLs estromales 250 o
260%) y un 16% no tenian ninguna TILs*:. Entre los subtipos, los que mayor infiltracién linfocitaria
tenian era el triple negativo (20% de media) y el HER2+ (16%), y el que menos el hormonal+/HER2-
(6%), (Tabla 8). La mayoria de las pacientes (84%, rango 74-95%) tienen una infiltracion intermedia.
Esto ha hecho que algunos autores prefieran evaluar los TILs de manera continua (considerando

aumentos del 10%) y correlacionandolo con una disminucién en el riesgo de recaida y muerte**.

Tabla 8. Incidencia de Tumor Infiltrating Lymphocytes segun el subtipo de cancer de mama3®

. Numero de Media (%)
Subtipos acientes
P Nada* < 49% LPBC (rango)
Triple negativo 1.640 15 (10-20) 80 (60-89) 20 (4-37)
Hormonal + 2.410 20 94 (88-97) 6 (3-12)
HER2+ 929 9 84 (86-89) 16 (11-24)

*Estos datos corresponden a un solo estudio con pacientes con tumores con receptores hormonales
y HER2+.LPBC: Lymphocyte-predominant breast cancer.

En un estudio publicado por Adams et al.*® se vio que la probabilidad de que un CMTN tuviera 0% de
STILs estaba inversamente relacionado con el numero de ganglios linfaticos positivos, siendo un
25,7% para tumores con ganglios negativos, un 18,1% para tumores con 1-3 ganglios positivos, y un

10,6% para tumores con mas de tres ganglios afectos.
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4.2. Valor pronostico y predictivo de los Tumor Infiltrating Lymphocytes en

neoadyuvancia

La neoadyuvancia en CM ha tomado un gran papel en los ultimos afios. No es el objetivo de esta
tesis definir las virtudes del tratamiento neoadyuvante, pero como introduccién, cabe resaltar que la
mayoria de pacientes con tumores triple negativos o0 HER2 suelen recibir este tipo de tratamiento a
pesar de tener tumores muy pequefios. Se considera la respuesta completa patolégica (RCp) como

un marcador subrogado pronéstico después de este tratamiento.

En varios estudios se ha visto que la QT neoadyuvante basada en antraciclinas y taxanos
(especialmente paclitaxel) provoca muerte celular y hace que se estimule el Sl a través de la
presentacion de antigenos tumorales de las células dendriticas a los linfocitos T citotoxicos*¢47.
Igualmente, en tumores HER2+, también se ha visto que la adicion de trastuzumab a la
neoadyuvancia tiene una doble accién: primero, induciendo la atraccién de macréfagos y NK que
atacan de manera inespecifica las células del cancer (inmunidad mediada por el anticuerpo HER2); y
después, con la liberacién de antigenos tumorales y su presentacion por las CPA), atrayendo a los

linfocitos T citotoxicos que generan una respuesta mas especifica’®49°0,

Ademas de la presencia o no de TILs en el diagnéstico, también es importante saber qué subtipos de
TILs estan presentes y si estan activados o no. En un estudio se vio que la mayoria de los TILs eran
linfocitos CD3+ CD4+ (T colaboradores) y CD3+ CD8+ (T citotdxicos), y muy pocas células B o NK, y
también se observé que los linfocitos CD3+ CD8+ no expresaban granzima B antes del tratamiento
de neoadyuvancia (sugiriendo que no estaban activados), pero que si que lo hacian después del

tratamiento un tercio de las pacientes®.

Se han hecho varias investigaciones para evaluar el valor pronéstico y predictivo de los TILs en el
CM, ya sea antes o después de la neoadyuvancia. Los estudios mas importantes se han resumido

en la Tabla 9.
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Tabla 9. Resumen de los estudios neoadyuvantes que han realizado andlisis de los Tumor Infiltrating

Lymphocytes.
Ensayo Tratamientos Subtipo N RCp
GeparDuo*? Doxorrubicina Todos 218 OR 1.36 de RCp por cada 10% de incremento en
Docetaxel las iTILs (95% IC: 1.08-1.78,
Ciclofosfamida p =0.012)
GeparTrio* Doxorrubicina Todos 840 OR 1.21 de RCp por cada 10% de incremento de
Docetaxel las iTILs (95% IC: 1.08-1.35,
Ciclofosfamida p = 0.001)
Vinorelbina
Capecitabina
NeoALTTO®! Trastuzumab HER2+ 387 Por cada 1% incremento de TILs se asocia un 3%
Lapatinib de disminucién de tener recaida [HR 0.97 (95%
Paclitaxel IC 0.95-0.99, p = 0.002)]
FEC RCp: TILs > 5% esta asociado a una mayor tasa
de RCp [OR 2.60 (95% IC: 1.26-5.39,
p =0.01)]
GeparQuattro®? Epirrubicina HER2+ 156 OR 1.16 de RCp por cada 10% de sTILs (95% IC:
Ciclofosfamida 1.01-1.32, p = 0.038)
Docetaxel
Capecitabina
Trastuzumab
CHER-LOBS3 Trastuzumab y/o HER2+ 105 Por cada 10% de incremento en iTILs y STILs
lapatinib esta asociado un probabilidad mas alta de tener
Paclitaxel RCp (OR ajustado: 2.64, 95% IC: 1.46-4.79, p =
FEC 0.001y1.32,95% IC: 1.08-1.6,
p =0.006, respectivamente)
GeparSixto® Paclitaxel HER2+y 580 OR 1.2 de RCp por cada 10% de sTILs (95% IC:
Liposomal RE-/HER2- 1.11-1.29, p < 0.001)
Doxorrubicina Test significativo para la interaccion entre las TILs
Carboplatino y la respuesta a la terapia de carboplatino)
Bevacizumab
Trastuzumab
GeparQuinto®® Epirrubicina RE+y 313 OR 1.2 de RCp por cada 10% de sTILs (95% IC:
Ciclofosfamida RE-/HER2- 1.0-1.3, p =0.01)
Taxano
EORTC 10994 y FEC RE- 111 Altos niveles de gTILs: RCp 74.2%
BIG 00-01%° Docetaxel Bajos niveles de gTILs: RCp 31.3%

OR 6.42 de RCp entre altos versus bajos gTILs
(95% IC: 2.08-19.83, p = 0.001)

RCp: Respuesta Completa patolégica; RE: Receptor de Estrogeno; OR: del inglés Odds Ratio; HR:
del inglés Hazard Ratio; IC: intervalo de confianza; iTILs = intratumoral TILs; sTILs: estromal TILs;
gTILs: expresion génica de las TILs; FEC: fluorouracilo, clorhidrato de epirubicina y ciclofosfamida.

Fuente: adaptado de Wein et al.%’.
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Uno de los estudios que ha evaluado el valor predictivo es el realizado por Denkert et al. en 2010%.
El estudio se realizé con biopsias pretratamiento de dos ensayos clinicos heoadyuvantes basados en
taxanos y antraciclinas: 218 del GeparDuo (cohorte de entrenamiento) y 840 del GeparTrio (cohorte
de validacién). Se hizo un estudio inmunohistoquimico de todas las muestras para medir los TILs
(primero, con hematoxilina y eosina y después con los marcadores CD3, CD20 y CXCR3) y también
un analisis de expresién génica de marcadores relacionados con el S| en 134 biopsias del GeparTrio.
Se objetivd una mayor RCp en pacientes con altos niveles de TILs (LPBC, > 60%) comparado con las
de niveles bajos por las pruebas de IHQ (42 vs. 3% en la cohorte de entrenamiento, p=0.012; y 40
vs. 7% en la cohorte de validacion, p=0.001). En las pruebas de expresion génica se vio que el
marcador que mas correlacionaba con la RCp era el CD3Z (p = 0.0022), que identifica a los linfocitos
T (Figura 15).

IGKC P=.91
PTPRC P = 0004
CXCL13 P=.25
CXCL9 P = 0021
cD3D P=.16
CD3Z P=0022
0 i 2 3 4

Incremento (RCp vs. no RCp)

Figura 15. Relacion entre el incremento de expresion génica de seis marcadores inflamatorios con la
RCp. El PTPRC (CD45), CXCL9 y el CD3Z estan significativamente mas expresados en pacientes
con RCp que en los que no la alcanzan. RCp: Respuesta Completa patolégica

Imagen: tomada de Denkert et al.*3.

Es importante sefialar que en este estudio no solo se incluia a pacientes triple negativo, que suelen
ser los que tienen niveles mas altos de TILs y mejor responden a la QT; igualmente se observa el
aumento de RCp en pacientes con altos niveles de TILs al inicio de la neoadyuvancia. Esta
tendencia también se observd en otros estudios, como en los andlisis del GeparQuinto®®, que
estudiaba la RCp en pacientes HER2 negativo que se sometian a neoadyuvancia basada en
antraciclinas y taxanos, donde los pacientes LPBC tenian un RCp de 36.6% en comparacion con el
14.3% de las non-LPBC (p<0.001).
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En los andlisis del GeparSixto>, donde las pacientes se sometian a neoadyuvancia basada en
antraciclinas y taxanos con o sin carboplatino, esta tendencia también se ha visto (59,9% para LPBC
vs. 33,8% non-LPBC, p<0.001). En un subandlisis que comparaba la RCp de las pacientes que
habian recibido carboplatino con las que no, y se observo que el 75% de las pacientes con altos
niveles de TILs del grupo de carboplatino alcanzaban la RCp, en comparacién con las que tenian
niveles bajos, que eran solo el 34% (p<0.005) (Figura 16A). En el grupo sin carboplatino este efecto
era mucho mas bajo (45 vs. 34%, p=0.09) (Figura 16A). En el subestudio por cohortes, las pacientes
con niveles altos de TILs alcanzaban mayor respuesta completa si recibian carboplatino que las que
no tanto en la cohorte de triple negativo (43 vs. 74%, p=0.0005) como de HER2+ (50 vs. 78%,
p=0.047), (Figura 16B y Figura 16C)>*. En este estudio, el 19,9% de las pacientes HER2+ y el 28,3%
de las triple negativo eran LPBC, un porcentaje mas alto que la media (16% para las HER2+ y 20%
para las triple negativas®®).
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Figura 16. Tasa de RCp del GeparSixto segun la presencia de TILs. A) Tasa de RCp segun los
niveles de TILs en el tumor (todos, LPBC, non-LPBC) en todas las pacientes, en las pacientes que
no recibieron carboplatino (terapia PM) y las que si lo recibieron (terapia PMCb). B) Tasa de RCp en
pacientes triple negativo. C) En pacientes HER2+

RCp: Respuesta Completa patolégica; LPBC: Lymphocyte Predominant Breast Cancer, PM:
paclitaxel mas doxorrubicina liposomal no pegilada; PMCb: PM mas carboplatino; ns: no significativo.

Fuente: adaptada de Denkert et al.>

Otro de los estudios importantes sobre el valor predictivo de las TILs en neoadyuvancia fue el
desarrollado por West et al.%¢. El estudio analizé la expresion génica de las 113 pacientes RE- (de
las cuales, 71% triple negativo) que participaron en el ensayo clinico EORTC 10994/BIG 00-01,
donde se trataban con antraciclinas. Se seleccionaron ocho genes que correlacionaban con la
presencia de TILs al diagnéstico para definir tres grupos de pacientes con niveles altos, bajos e
intermedios de TILs. Se observé que 23 de las 31 pacientes (74%) con niveles altos de TILs

alcanzaban la RCp en comparacién con las 25 de las 80 pacientes (31%) con niveles intermedios y
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bajos. Estos mismos resultados se vieron en un subanalisis de las pacientes triple negativo. Cuando
esta firma de genes se quiso aplicar a una cohorte de cisplatino neoadyuvante, se vio que no

correlacionaba la respuesta con los niveles altos de TILs.

Ademas, de los ocho genes seleccionados, solo los seis expresados en los linfocitos T
correlacionaban con RCp y no los dos de los linfocitos B. Por tanto, los linfocitos T parecen ser el
subtipo de TILs mas importante. De entre los seis genes de los linfocitos T, la granzima B era el que
mas estaba asociado con la RCp y su probabilidad se equiparaba a la media de los ocho

marcadores.

En un estudio realizado por Dieci et al., en 2014% evalué en 278 pacientes triple negativo el valor
pronostico de los TILs en la enfermedad residual después de la neoadyuvancia. En este trabajo se
vio que cada incremento del 10% de TILs en la enfermedad residual el riesgo de metastasis y muerte
se reducia un 21% (Hazard Ratio [HR] 0,78, 95% intervalo de confianza [IC] 0,71-0,88 y HR 0,79
95% IC 0,71-0,89). Cuando se evaluaron los TILs en dos grupos (TlLs+ llamado LPBC > 60% y TILs
bajo < 60%), se vieron los siguientes resultados en supervivencia libre de metastasis (Figura 17A) y
SG (Figura 17B): las pacientes con niveles altos de TILs en la enfermedad residual tenian una
supervivencia libre de metastasis a cinco afios del 81,5% (95% IC 57-93%), mientras que las que
tenian niveles bajos solo un 46% (95% IC 42-55%); para la SG; las pacientes con niveles altos de
TILs tenian una probabilidad de 91% (95% IC 68-97%) de seguir vivas después de cinco afos,

mientras que las de niveles bajos tenian una probabilidad del 55% (95% CIl 48% al 61%).
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Figura 17. Grafica de Kaplan-Meyer de A) Supervivencia libre de metastasis en pacientes con
niveles altos de TILs (> 60%) y niveles bajos (< 60%) en la enfermedad residual después de la
neoadyuvancia. B) Supervivencia global en pacientes con niveles altos de TILs (> 60%) y niveles
bajos (= 60%) en la enfermedad residual después de la neoadyuvancia.

Fuente: adaptada de Dieci et al.®®
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En otro estudio llevado a cabo por Ladoire et al., en 2011*" se evalué el ratio CD8/FoxP3 antes y
después de la neoadyuvancia basada en antraciclinas en pacientes triple negativo, y antraciclinas y
taxanos con o sin trastuzumab en pacientes HER2+. Para las HER2+, se ha visto que la infiltracion
evaluada por el ratio CD8/FoxP3 al inicio de la neoadyuvancia no esta asociada con mejor SLP o
SG, pero si que lo esta la cantidad de infiltracion después del tratamiento con independencia de si
habia alcanzado la respuesta completa y si habia recibido trastuzumab. También se observé que
esta infiltracion correlacionaba con la RCp (HR 6,28, Cl 2,42-16,27, p < 0,0001). Para las pacientes
triples negativos, solo se observo una disminucién del marcador FoxP3 (51 al 26% de las muestras),
pero apenas ningun cambio en CD8 (del 59 al 51%). El ratio que correlacionaba con la SLP o con la
SG (Figura 18) era en la muestra de la cirugia.
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Figura 18. Gréaficas de Kaplan-Meyer para la supervivencia global de 51 pacientes triple negativo
estratificadas segun el ratio CD8/FoxP3 favorable o desfavorable en A) antes y B) después de la
neoadyuvancia.

Fuente: adaptado de Ladoire et al.*

4.3. Valor prondéstico y predictivo de los Tumor Infiltrating Lymphocytes en adyuvancia

Se han realizado también varios analisis del valor pronéstico y predictivo de las TILs en la

adyuvancia. En la Tabla 10 se han resumido los estudios mas importantes.

59



Tabla 10. Resumen de los estudios neoadyuvantes que han realizado andlisis de los Tumor
Infiltrating Lymphocytes.

Ensayo Tratamientos Subtipo N Recurrencia
BIG 2-98%° Doxorrubicina RE+/PR+ 1.079 No significativo
Ciclofosfamida HER2+ 297 No significativo
CMF CMTN 256 Por cada 10% de incremento de sTILs: SLP,
Docetaxel HR=0.84 (95% IC: 0,74-0.98,
p = 0.025)
FinHER#4 Docetaxel RE+/HER2- 591 No significativo
Vinorelbina HER2+ 209 Predictivo para el beneficio del trastuzumab (p
FEC interaccién = 0.025)
* Trastuzumab CMTN 134 Por cada 10% de incremento de las sTILs:
SLPD, HR =0.79 (95% IC: 0.64-0.98,
p =0.032)
E2197y Doxorrubicina CMTN 481 Por cada 10% de incremento de las sTILs:
E1199% Ciclofosfamida SLP, HR =0.84 (95% IC 0.74-0.95,
Docetaxel p = 0.005)

IBCSG CMF CMTN 647 Por cada 10% de incremento de sTILs:
22-0068° Antraciclinas intervalo libre de cancer de mama, HR = 0.87
Taxanos (95% IC 0.79-0.95, p = 0.003)

CM mantenimiento
Gustave 5 -fluorouracilo RE+/HER2- 199 No significativo
Roussys! Doxorrubicina HER2+ 112 Por cada 10% incremento de sTILs: HR
Epirrubicina ajustado = 0.82 (85% IC 0.69-0.96,
Clclof(_)sf.amlda. p =0.02)
No quimioterapia CMTN 463 Por cada 10% incremento de sTILs: HR
ajustado = 0.85 (95% IC 0.74-0.99,
p =0.04)
Analisis Antraciclinas CMTN 991 Incluyeron los estudios E2197, E1199, BIG 2-
combinado® | Taxanos 98, FinHER y Gustave Roussy
Por cada 10% incremento de sTILs: SLP
invasiva, HR = 0.86 (95% IC 0.80-0.93,
p < 0.0001)
N983163 Doxorrubicina HER2- 489 Sin trastuzumab, por cada 10% de incremento
Ciclofosfamida de sTILs: SLP alos 10 afios, HR = 0.23 (95%
Paclitaxel IC 0.07-0.73, p=0.01)
+ Trastuzumab HER2+ 456 Con trastuzumab, no significativo

SLP: supervivencia libre de progresion; SLPD: supervivencia libre de progresion distante; HR: del
inglés Hazard Ratio; IC: intervalo de confianza; iTILs = intratumoral TILs; sTILs: estromal TILs; CMF:
ciclofosfamida, metotrexato y fluorouracilo; FEC: fluorouracilo, epirubicina y ciclofosfamida; CMTN:
cancer de mama triple negativo

Fuente: adaptado de Wein et al.%’.

Uno de los estudios mas importantes que evalGan el valor pronéstico y predictivo de los TILs en la
adyuvancia es el publicado por Loi et al., en 2013 sobre el ensayo clinico BIG 02-98. Esta

investigacion ofrece un periodo de seguimiento muy largo para la evaluacién de la supervivencia asi
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como la aleatorizacién a antraciclinas o antraciclinas mas taxanos para la evaluacién de la prediccién

de respuesta por los TILs.

Para el valor prondstico, se analiz6 la SLP y SG de dos maneras diferentes: 1) la comparacion
haciendo dos grupos de pacientes (TlLs < 50% y TlLs = 50% —fenotipo LPBC—), y 2) la valoracion
de los TILs como variable continua por incrementos de 10%. En el primer caso, solo en las pacientes
triple negativo (de las cuales el 10,6% eran LPBC) habia una correlacién estadisticamente
significativa entre los TILs y la SLP y la SG (Figura 19). En el segundo tipo de andlisis se vio que
cada 10% de incremento de infiltracion estromal e intratumoral habia un 15 y 17%, respectivamente

de reduccion de riesgo de recurrencia, y un 17 y 27%, respectivamente de riesgo de muerte.
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Figura 19. Graficas de Kaplan-Meyer para pacientes triple negativo del ensayo clinico BIG 02-98. A)
Supervivencia libre de progresion. B) Supervivencia global para pacientes triple negativo con TILs <
50% (no LPBC) vs. TlLs = 50% (LPBC).

Fuente: adaptadas de Loi et al.®®

Para el valor predictivo se hicieron los mismos analisis: no LPBC vs. LPBC, y los TILs como variable
continua. En este caso solo se vio una correlacion entre los TILs y la respuesta a los tratamientos en
pacientes HER2+. Sorprendentemente, las pacientes LPBC tuvieron mayor SLP y SG en el brazo de
antraciclinas pero no en el brazo de antraciclinas mas docetaxel. En el caso de las pacientes no

LPBC, la curvas se invierten, obteniendo mayor SLP y SG si recibieron antraciclinas mas docetaxel.

Otro estudio que valord el valor prondstico y predictivo de los TILs fue el de Loi et al.** sobre el
andalisis del ensayo clinico FinHER. Al igual que el anterior trabajo, solo se vio una correlacién entre
los TILs y la SLP y la SG en las pacientes triple negativo. En cuanto al valor predictivo de los TILs,
solo se observo en las pacientes HER2+, que obtenian mayor beneficio al trastuzumab cuanta mayor

infiltracion linfocitaria tenian (HR 0,82 con trastuzumab vs. 1,22 sin trastuzumab) (Figura 20).
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Figura 20. Comparacién del beneficio al trastuzumab en pacientes HER2+ entre pacientes TlLs 2
50% (LPBC) vs. TILs < 50% (non-LPBC).

Fuente: adaptado de Loi et al.*

El estudio de West et al.®® mencionado con anterioridad, también analizé la relacién entre los niveles
de TILs al diagnostico y la respuesta a las antraciclinas adyuvantes en 255 pacientes RE- (de las
cuales el 61% eran triple negativo). Se vio que las antraciclinas aumentaban la SLP y la SG en
pacientes con niveles altos de CD3 medido por IHQ (HR = 0,28 en ambas). La SLP a cinco afios en
el grupo de niveles altos de CD3 (n = 77) fue de mas alta en pacientes tratadas con antraciclinas en
gue las pacientes que no recibieron QT adyuvante (86,7% vs. 35,1%), mientras que en pacientes con
los niveles bajos (n = 79) la SLP a los cinco afos fue parecida (50,0 vs. 35,8%). En las pacientes que
recibieron la terapia CMF (ciclofosfamida + metotrexato + fluoruracilo) no se observé ninguna
diferencia entre pacientes CD3 > media (HR = 0,37) que con los de CD3 < media (HR = 0,34) (Figura

21). Estos mismos resultados se vieron en un subandlisis de las pacientes triple negativo.
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Figura 21. Supervivencia libre de progresion por A) CD3 > media y B) CD3 < media segun hayan
recibido antraciclinas, CMF (ciclofosfamida + metotrexato + fluoruracilo) o no quimioterapia.

Fuente: adaptado de West et al.>® Png = test log-rank para la tendencia.
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En este estudio también se hizo un andlisis mas especifico para determinar la relevancia de cada
subtipo de linfocito en la respuesta a las antraciclinas. Se comprob6 que pacientes con niveles altos
de linfocitos B CD20+ respondian mejor a las antraciclinas pero que no llegaba a ser
estadisticamente significativo®®. De entre los linfocitos T (CD3+), los mayoritarios eran los linfocitos T
citotoxicos CD8+ (7,8 veces mas que los linfocitos T ayudantes CD4+). Se vio que la respuesta a las

antraciclinas correlacionaba con los CD8+ pero no con los CD4+°,

5. Valor prondstico y predictivo del perfil inmunolégico del ganglio linfatico axilar

En la actualidad, los ganglios axilares se utilizan en el estadio del tumor, mirando la presencia o no
de metastasis y su tamafio, siendo uno de los mayores predictores de supervivencia. Sin embargo,
poco se ha tenido en cuenta el perfil inmunolégico de los ganglios linfaticos, en especial del ganglio
centinela (GC). Uno de los primeros estudios en los que se analiz6 el perfil inmunoldgico fue el de
Kohrt et al.®* en 2005. Se midié el porcentaje de CD4 (Th), CD8 (T citotéxico) y CD1a (célula
dendritica), y se compararon entre el GC, ganglios axilares no centinelas (GA) con metastasis (GA+),
sin metastasis (GA-), y controles (ganglios de personas sanas). Se observo que los GA- tenian
mayor porcentaje de células dendriticas que los GC, los controles y los GA+ (en este orden).

También llamo la atencién que GA- fueran los que tuvieran la poblacion de células CD4+ mas baja.

Para correlacionarlo con la recurrencia, se separ6é los GA en tres grupos: GA+ en una
linfadenectomia (LFD) positiva (GA+/LFD+), GA- en una LFD positiva (GA-/LFD+) y GA- en una LFD
negativa (GA-/LDA-). Se observé que las pacientes con recurrencia tenian niveles mas bajos de CD4
y CD1a que los que no recaen, con independencia de la invasion ganglionar (Figura 22).
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Figura 22. Media y desviacion estandar de los porcentajes de CD4, CD8 y CD1a, separados por
recurrencia 0 no en A) ganglios axilares positivos, B) ganglios axilares negativos en una
linfadenectomia axilar positiva, y C) ganglios axilares negativos en una linfadenectomia axilar
negativa.GA: ganglio axilar; LDA: linfadenectomia.

Fuente: imagen adaptada de Kohrt et al.®*
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Otra investigacion que hace un analisis muy exhaustivo de los ganglios linfaticos es el que Seidl et
al.®® han publicado a comienzos del 2018. Se estudi6 la morfologia del ganglio (centinela y axilares),
el tamafo y forma de los centros germinales y la densidad del manto (véase Figura 7 para las

diferentes partes del ganglio) en pacientes de CM, entre otros muchos parametros.

Los resultados mas relevantes fueron que, con independencia del subtipo histolégico, se
correlaciono6 los tumores con pT mas alto con un aumento de densidad de los CG vy los foliculos, CG
mas redondos y zonas del manto mas pequefias, y los pT mas bajos con CG no circulares y zonas
del manto mayores® También se correlacioné a tumores con mayor grado, con mayor porcentaje de

TILs, mayor densidad del CG y foliculos y negativo para la infiltracion cortical de macréfagos.

La densidad de los foliculos y centro germinal se correlacioné negativamente con los receptores
hormonales, y de manera positiva con el CMTN®, sugiriendo una mayor presentacion de antigenos
en los ganglios de este ultimo tipo. Los investigadores sugieren que las pacientes con altas
densidades en los CG con forma redondeada podrian responder mejor a la IT.

También se observé que una disminucién del receptor de estrogeno correlacionaba con una
reduccion de la infiltracion cortical de macréfagos®. Estos resultados son discordantes ya que los
macrofagos, siendo CPA, deberian coincidir con el aumento de densidad de los CG y los foliculos
gue vieron gue ocurria mas en las pacientes RE- y triple negativo. Los investigadores sugieren que
una oposicién de mecanismos influye en la poblacion de los ganglios, o un agotamiento directo de

macro6fagos, que se ha llevado a cabo experimentalmente en tumores.

6. Immune checkpoints

En la dltima década, ha cobrado cada vez mas relevancia uno de los hallmarks del cancer
identificados mas recientemente: la evasién de la respuesta inmune. Sin embargo, el uso de
tratamientos inmunoterapicos (para regular el Sl) no es reciente. En 1986, el Dr. Coley usé la
bacteria Streptococcus pyogenes para tratar el sarcoma de un paciente, después de haber leido que
un paciente se curd de sarcoma después de haber tenido una infeccion de piel, y que después de
siete afios seguia libre de cancer®. Coley siguié infundiendo la bacteria a mas de 1.000 pacientes,
pero con el avance de la radioterapia y la QT, y las criticas de sus compafieros, su método fue

cayendo en desuso.

Muchos afios después, se comprobd que sus principios eran correctos y que se puede modular el Si
para que sea éste el que destruya el tumor. Actualmente apenas se usan las bacterias (con

excepcion de la terapia del bacilo de Calmette-Guérin, conocida como terapia BCG), sino que se

64



estan evaluando otras estrategias. Una de ellas es el disefio de anticuerpos para el bloqueo de las
sefiales inhibitorias del cancer a las células efectoras inmunes, asi como la potenciacion de la
activacion de estas células (Figura 23). Ya hay varias terapias aprobadas, solas o en combinacion,
para muchos tipos de cancer, y hay centenas de ensayos clinicos que estan testando nuevos

marcadores. Otras estrategias son el disefio de vacunas o terapia con células T modificadas.

Figura 23. Los diferentes receptores de inhibicion o estimulacion inmune segun su expresion el
células tumorales, macréfagos, linfocitos T y células dendriticas.

Fuente: imagen tomada de Ott et al.®”
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6.1. CTLA-4

El CTLA-4 o CD152 es el principal receptor implicado en la regulacion negativa de los linfocitos T
activados (Figura 9) en los inicios de la respuesta inmune, especialmente en los tejidos linfoides
(ganglios)®®. Se expresa sobre todo en la superficie de los linfocitos T efectores y constitutivamente

en linfocitos T reguladores, y en menor medida en el citoplasma de los monocitos (macréfagos)®.

Tiene dos maneras de efectuar su accion: transmitiendo una sefial inhibitoria a través de su regién
intracelular, o compitiendo con el marcador de coestimulacion CD28 por los marcadores CD80
(también llamado B7.1) y CD86 (B7.2) (Figura 24)°. Cuando el CTLA-4 transmite una sefial
inhibitoria intracelular, la célula no libera IL-2, por lo que se bloquea la proliferacion de los linfocitos.
El CD28 tiene mucha menos afinidad por el CD80/CD86 que el CTLA-4, por lo que si este Ultimo esta
presente, prevalece el efecto inhibitorio. EI CD86 esta asociado mas a una coestimulacion del TCR
ya que aparece mas pronto y con mas abundancia en las células dendriticas, y el CD80 se asocia
mas a la inhibicién. Los linfocitos T reguladores expresan constitutivamente CTLA-4 para ejercer su
inhibiciébn. También juega un papel importante en la funcién de los linfocitos Tth y en la forma de los
centros germinales. La antagonizacion o deficiencia de CTLA-4 se asocia con centros germinales de

gran tamafio y mal definidos, asi como niveles bajos de 1g%.

Celula presentadora de Linfocito T
antigenos
CD80 0 CD 86 mmenn s (D28 o -l
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Figura 24. Esquema de activacion e inhibicion del linfocito T segun la expresion de CD28 o CTLA-4.
MHC: Major Histocompatibility Complex; TCR: T-cell Receptor; CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte
Associated Protein 7°.

Los anticuerpos anti-CTLA-4 (abreviado aCTLA-4) ipilimumab y tremelimumab fueron los primeros
immune checkpoint inhibitors que se aprobaron, primero en la indicaciébn de melanoma metastésico y
después en cancer de pulmén metastasico. Se ha intentado correlacionar la expresion de CTLA-4 en

el tumor por inmunohistoquimica con la respuesta a los aCTLA-4, sin éxito. Sin embargo, se ha visto
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gue la respuesta si que esta correlacionada con la aparicion de mutaciones inmunogénicas que

producen neoantigenos que pueden activar los linfocitos T*.

6.2. PD-1, PD-L1y PD-L2

El receptor PD-1 esta expresado en linfocitos T activados, linfocitos B, linfocitos reguladores y
células NK. Tiene dos ligandos, el PD-L1 (también llamado B7-H1 y CD274) y el PD-L2 (B7-DC o
CD273). Los dos ligandos compiten, teniendo el PD-L2 entre 2 y 6 veces mas afinidad por PD-1"2,
Sin embargo, esta mayor competitividad del PD-L2 queda condicionada por su baja expresion,
favoreciendo que sea el PD-L1 el ligando principal del PD-1.

El marcador PD-1 esta relacionado con extenuacion o agotamiento del Sl, qgue sucede normalmente
después de una estimulacién crénica como el cancer. El tumor, para evadir la respuesta inmune,
expresa principalmente PD-L1 (aunque algunos expresan también PD-L2) para inhibir a los linfocitos
T. EI PD-L1y el PD-L2 se expresan también en macrdfagos y células dendriticas. Se cree que el PD-
L2 controla la activacién de los linfocitos T en los érganos linfoides (lugar de induccién), mientras que
el PD-L1 lo hace en los tejidos periféricos (lugar de actuacion). El PD-L1 se expresa también en
células no inmunes, mientras que la expresion de PD-L2 esta mas restringida y depende mucho de
las citoquinas liberadas por linfocitos Th2 al microambiente (especialmente la IL-4)*°.

El PD-L1 se une también al B7.1 (CD80), y transmite una sefial inhibitoria a los linfocitos. Algunos
estudios sugieren que el PD-L2 también podria unirse a otros receptores diferentes del PD-1. Como
ejemplo se vio que la infeccidn por helmintos mejoraba con aPD-L2 pero no con aPD-1, ya que con

€s0s anticuerpos se conseguia cambiar a respuestas Th1”,

La expresion de PD-1/PD-L1 en CM es mas prevalente en tumores HER?2 vy triple negativo, al ser
estos los que mas infiltracion inmune tienen. La expresion de PD-L1 se ha asociado con mayor RCp
en la neoadyuvancia del CMTN y con mejor pronéstico’®. En los ensayos clinicos que se estan
llevando a cabo con terapias aPD-1 y aPD-L1 se esta valorando si podrian usarse como
biomarcadores predictores de respuesta. Hasta principios del 2019, el Gnico test CDx (del inglés,
Companion Diagnostic o test asociado a un tratamiento) aprobado era el aPD-L1 por IHQ para varias
indicaciones de pembrolizumab®. Para las otras terapias similares (nivolumab, atezolizumab y
durvalumab) se habian aprobado como test complementarios (del inglés Complimentary Diagnostic),
gue guian la administracion del farmaco pero que no era obligatorio realizarlo’. En marzo de 2019
se aprob6 en Estados Unidos el test CDx PD-L1 para administrar atezolizumab junto con nab-
paclitaxel en el cancer de mama triple negativo metastasico, gracias a los resultados obtenidos en el
IMpassion1307°.

67



En los tumores con infiltracion linfocitaria se ha visto que los linfocitos T CD8+ también expresan PD-
L1. Se cree que su funcion es para mantener su supervivencia durante la fase de descenso de la
respuesta inmunitaria y asi evitar su apoptosis, segun los resultados de varios modelos
preclinicos’”:’8, Esta doble expresion de PD-L1 tanto en el tumor como en los linfocitos T citotéxicos,
y la expresion de PD-1 en los linfocitos T podrian explicar las respuestas variables a las

inmunoterapias aPD-1/aPD-L1.

EL PD-L2 es un biomarcador poco utilizado en el pasado pero que actualmente estd tomando mas
relevancia. En CMTN se expresa de manera moderada/alta, segun un estudio de 22 pacientes’. En
ese mismo estudio se evalu6 el PD-L2 en otros tumores, y se vio que en cancer de cabeza y cuello
era expresado en las células tumorales de la mitad de las muestras, a diferencia del cancer renal y el
melanoma, tumores considerados mas inmunogénicos’. Por estos resultados, se valoré6 como
biomarcador predictivo para la respuesta de pembrolizumab en cancer de cabeza y cuello escamoso
de la cohorte del ensayo KEYNOTE-012"°, viendo correlaciéon con la respuesta al tratamiento, asi
como mayor SG. Se esta explorando este biomarcador en varios estudios con pembrolizumab®,
aunque también existen farmacos en desarrollo aPD-L2 (rHIgM12B7) que se estan probando en

melanoma metastasico®.

A diferencia del CTLA-4, se considera que la inhibicion de PD-1 ocurre mas tarde en la respuesta
inmune, apareciendo su expresion en los tejidos periféricos. Ademas, la sefializacion PD-1 interfiere

con mas cascadas de sefializacion que el CTLA-4%,

6.3. OX40

El OX40 (CD134) es un receptor de membrana que se expresa principalmente en células Thy T
citotoxicas activadas, y en menor medida en linfocitos T reguladores, células NK y neutréfilos®. No
se expresa constitutivamente como el CD28, sino que es una molécula de coestimulacién secundaria
gue aparece unos dias después de la activaciéon antigénica del linfocito. Ademas de la proliferacion

de linfocitos T, induce la produccién de citocinas y la diferenciacion de linfocitos CD4 de memoria.

Su ligando OX40L (CD252) también se expresa después de la activacion de las CPA. Su presencia
se ha relacionado con el mantenimiento de la respuesta inmune posterior a la activacién de las

células efectoras, y reduciendo la presencia de linfocitos T regulatorios®.

Existen varios agonistas del OX40 que se estan testando en ensayos clinicos. Estos promueven la
proliferacion de linfocitos T CD8 a través de un aumento de los T CD48%. Ademas, cuando se une al

0OX40 expresado en un Treg inhibe la generacion de mas Tregs.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

7. Hipotesis

Los trabajos y estudios realizados hasta ahora han demostrado como la presencia de TILs en
pacientes de CMTN mejora la respuesta a tratamientos adyuvantes y neoadyuvantes, y ademas,
cOmo estas pacientes tenian un mejor pronostico en SLP y SG. Sin embargo, no se conoce con
exactitud por qué los pacientes tienen TILs al principio de la enfermedad. El presente trabajo busca
entender por qué hay pacientes con CMTN que no presentan infiltracién inmune al diagnéstico, ni
activados ni desactivados. La hipotesis principal es que los linfocitos han quedado bloqueados en los
ganglios linfaticos locales a través de uno o varios immune checkpoint inhibitors, y de esta manera
no han podido migrar al tumor (Figura 25).

Si se consigue entender esto, se podria disefiar una secuencia de tratamientos especifica contra
estos mecanismos y convertir algunos tumores triples negativos no inmunoldgicos en tumores

inmunoldgicos con mejor prondstico y mejores alternativas terapéuticas.

f PRIMARY
TUMOR

4 T-cell
receptor

Dendritic cell

Figura 25. Esquema de activacion y desactivacion de linfocitos T en el ganglio por las células
dendriticas, y en el tumor por las células cancerigenas a través de los marcadores mas importantes.

Fuente: imagen modificada de Zaravinos et al.?.
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8. Objetivos

El objetivo primario es demostrar que, en el grupo de pacientes sin infiltracion inmune, los linfocitos T

han quedado bloqueados en los ganglios linfaticos locales a través de uno o varios immune

checkpoint inhibitors. Se espera que sea a través del CTLA-4 o el PD-1 ya que son los primeros

biomarcadores que aparecen en la inhibicion de linfocitos previamente activados (Figura 25), pero

también se mirara el PD-L1 y el PD-L2 que se expresan principalmente en las CPA, asi como el

marcador de coestimulacién de OX-40. Se usara la técnica de inmunohistoquimica para evaluarlos.

Como objetivos secundarios para generar nuevas hipétesis, queremos:

e Realizar un estudio de la respuesta humoral, comparando la expresién de los biomarcadores

CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2 y OX-40 por IHQ en los centros germinales en ambos grupos; y

realizando un andlisis cualitativo y cuantitativo de los CG y de los TLS en ambos grupos.
e Comparar la expresion de los biomarcadores CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2 y OX-40 por IHQ
en el tumor de ambos grupos, y hacer una correlacion entre la expresion de PD-L1 en las

células tumorales con la expresion de PD-L1 en las TILs y con el tamafio del tumor como

variables dicotémicas en pacientes con niveles altos de TILs.

e Realizar un andlisis cualitativo de la tincion de los diferentes anticuerpos en las muestras de

ganglio y tumor, y comparar la tincién de los diferentes biomarcadores en una misma zona,

usando también el anticuerpo CD8 para identificar los linfocitos T citotoxicos

e Comparar la expresion de 50 genes inmunes por la técnica de NanoString con andlisis:

O

O

O

entre el ganglio y el tumor de todas las pacientes

entre las parejas tumor-ganglio de todas las pacientes

entre el ganglio y el tumor de las pacientes con niveles altos de TILs

entre el ganglio y el tumor de las pacientes con niveles bajos de TILs

entre el tumor de pacientes con niveles altos de TILs y pacientes con niveles bajos;

entre los ganglios de pacientes con niveles altos de TILs y pacientes con niveles bajos
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9. Pacientes y muestras

Se trata de un estudio ambispectivo, en el que se usaron muestras de archivo para hacer en ellas
diferentes pruebas. Como criterios de inclusion se establecieron que fueran pacientes con CMTN con
un tumor de tamafio mayor a 10 mm, sin afectacibn de ningun ganglio y sin metéstasis al
diagnostico. Como criterios de exclusion, las pacientes no debieron haber hecho QT neoadyuvante y
debian tener la muestra de la cirugia disponible asi como los ganglios linfaticos extraidos en la
intervencion. El objetivo era seleccionar pacientes con tumores en ambos “extremos”; es decir, con

un gran porcentaje de TILs y con minimo porcentaje de TILs.

A partir de la revision de 787 informes de anatomia patoldgica y sus respectivas historias clinicas, se
identificaron 102 pacientes T1c/T2 NO MO que cumplian con todos los criterios de inclusion y ninguno
de exclusion. Se hizo un proceso de preseleccion para determinar el porcentaje de TILs en las
muestras de tumor. Para ello, se evaluaron todas las TILs totales (STILs e iTILs) en las laminas
tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) de la operacion, segun las Gltimas guias publicadas por el
International Immuno-Oncology Biomarker Working Group®3. Se encontraron 15 pacientes (14,70%)
con niveles altos de TILs (> 50%) y se eligieron 20 (19,61%) con niveles bajos (< 5%) para la
formacion de los dos grupos, denominados TILs+ y TILs- respectivamente. Se descartaron 6 casos
con infiltracion linfocitaria muy heterogénea (5,88%). Para la elecciéon del ganglio linfatico en
pacientes a las que se realizé linfadenectomia o se le extrajeron varios ganglios, se eligié uno de

primer nivel que fuera el que tuviera mas centros germinales. Todos eran ganglios axilares.

Las muestras estaban comprendidas entre los afios 1998 y 2009, ya que a partir del 2010 no se
disponia del bloque parafinado de los ganglios, al haberse implantado el sistema OSNA (del inglés
One Step Nucleic Acid Amplification) en el hospital para el analisis de metastasis ganglionares. Las
muestras provinieron del Hospital Vall d’Hebrén de Barcelona y del Hospital Ramén y Cajal de
Madrid. Aquellas cuya operacién fue posterior a 2007 y no habian fallecido, se las pidio el
consentimiento informado para el uso de la muestra en este proyecto, segln establecié el comité
ético del hospital. Como variables clinicas, se tuvo en cuenta la edad de la paciente al diagndstico, el
tamafio del tumor, la histologia y el grado. Todas las muestras estaban conservadas en parafina que

habian sido fijadas a formalina 10% tamponada a pH neutro.
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10. Pruebas

Se planearon dos pruebas: inmunohistoquimica, para la deteccion de biomarcadores en la superficie
celular; y NanoString, para la cuantificacion de la expresién génica (ARN) (Figura 26). Ambas

pruebas se realizaron tanto en el tumor como en el ganglio de las pacientes.

15 TiLs+ (2 50%)
20 TILs- (= 5%)
Tumor y ganglio

IHC
CTLA-4, PD-1,
PD-L1, PD-L2, OX-40

NanoString
50 genes inmunes

Figura 26. Esquema con las diferentes pruebas proyectadas en nuestro estudio.

10.1. Inmunohistoquimica

Se utilizaron cinco anticuerpos para tefir el tumor primario y el ganglio de muestras parafinadas, y
ademas se mir6 el CD8 en las muestras donde se queria ver la misma zona teflida por diferentes
anticuerpos. Las muestras fueron cortadas a un grosor de 4 um y se usaron los siguientes
anticuerpos monoclonales antihumanos: CTLA-4 (clon F-8, dilucion 1:75; Santa Cruz Biotechnology),
0OX-40 (clon H-10, diluciéon 1:500; Santa Cruz Biotechnology), PD-L2 (clon D7U8C, dilucién 1:50,
CellSignaling Technology), PD-1 (clon NAT105, prediluido, Ventana), PD-L1 (clon SP263, prediluido,
Ventana) y CD8 (clon SP57, prediluido, Ventana)

El PD-L2, CTLA-4 y OX-40 fueron puestos a punto mediante el médulo de tincion Benchmark XT
utilizando el kit UltraView Universal DAB (Ref: 760-500) de Ventana Medical Systems. El CD8 se ha
realizado con el médulo de tincion BenchMark ULTRA utilizando el kit UltraView Universal DAB (Ref:
760-500) de Ventana Medical Systems. Los el PD-1 y PD-L1 se han realizado utilizando el médulo
de tincion Benchmark XT utilizando el kit OptiView DAB IHC Detection Kit (Ref: 760-700) de Ventana
Medical Systems. Para el CD8 y PD-L1 se usé ademds el OptiView Amplification Kit para amplificar

la sefial y asi mejorar su lectura.
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El desparafinado se realizé mediante la solucion EZ prepTM (10x) (Ref. 950-102); la recuperacion
antigénica con la solucion (Cell Conditioning 1, (Pre-dilute) (Ref. 950-124); el bloqueo con solucién
de peroxido de hidrogeno al 3%; y los lavados con el Reaction Buffer (10x) (Ref. 950-300). Todos los
pasos fueron realizados de manera automética. PD-L2 se incubd durante 44 minutos, el OX-40 36
minutos, el CTLA-4 36 minutos, el CD8 32 minutos, el PD-1 20 minutos y el PD-L1 16 minutos mas 8
minutos de amplificacion. La Tabla 11 resume las caracteristicas de los anticuerpos y diferentes

reactivos, pardmetros y equipos utilizados en la preparacion de la muestra.

Tabla 11. Resumen de las caracteristicas los anticuerpos utilizados y de los diferentes reactivos,

pardmetros y equipos utilizados para su tincion.

CTLA-4 OX-40 PD-1 PD-L1 PD-L2 CDS8
Clon F-8 H-10 NAT105 SP263 D7U8C SP57
Casa Santa Cruz Santa Cruz Roche Roche CellSignaling Roche
comercial | Biotechnology | Biotechnology (Ventana) (Ventana) Technology (Ventana)
Dilucién 1/75 1/500 Prediluido Prediluido 1/50 Prediluido
Médulo Benchmark Benchmark Benchmark Benchmark Benchmark Benchmark
XT XT XT XT XT ULTRA
. . ) - OptiView + . UltraView +
Polimero UltraView UltraView OptiView Amplificacién UltraView Amplificacién
.Tlempo.qe 36 min 36 min 20 min 16 min + 44 min 32 min +
incubacién 8 min 8 min

Dichos marcadores se localizaron mediante el anticuerpo secundario Horseradish Peroxidase (HRP)
Multimer, el cual contiene un céctel de anticuerpos marcados con HRP (anticuerpos de cabra anti-
IgG de ratén, de cabra anti-lgM de ratéon y de cabra anti-conejo). A continuacion, el complejo
resultante se visualiza utilizando DAB Chromogen (tetrahidrocloruro de 0,2% 3, 3’-diaminobencidina).
Finalmente se realiza una contratincion con Hematoxilina (Ref. 760-2021) y Bluing Reagent (Ref.
760-2037). Una vez finalizado el proceso automatizado, las preparaciones se lavan, se deshidratan y

se procede a su montaje siguiendo el proceso habitual.

Los anticuerpos fueron evaluados de manera independiente por dos investigadores (AQ y VP),
teniendo en cuenta el porcentaje de células positivas y la intensidad. En varios anticuerpos se valord
por separado la tincién en diferentes estructuras o tipos de células segun las hipotesis establecidas.
Cuando habia alguna discrepancia importante entre los dos evaluadores, se discutieron los casos

con un microscopio de doble cabezal hasta llegar a un acuerdo en la valoracion.
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10.2. Panel de expresion de genes

La técnica de NanoString nos permite detectar de una manera muy sensitiva y reproducible la
expresion génica de una muestra biolégica. Gracias a los barcodes con los que se le marca las
diferentes moléculas de ARNm (acido ribonucleico mensajero), podemos hacer un recuento absoluto
de éstas sin tener que hacer ningun paso de transcripcion inversa o amplificaciéon (Figura 27). Cada
barcode esta formado de 6 bolas que pueden ser de cuatro colores diferentes, por lo que segun el
orden de colores se forma un cAdigo Unico para cada ARNm.

s 5 Color Code B JTRNA Targel
3 Biotin Signal hatd
\i . eTD T (T o
hl‘-ﬁ' / ifl'qlll-[“h-* '“ “JIII{J Ifiil.l']‘b_huh g
Caplure Probe Reporler Probe Targel/Probe Cuhr%piei

Figura 27. Moléculas utilizadas en la técnica de NanoString. A) El Capture Probe nos sirve para
enlazar el ARNm, a través de la biotina, a bolas magnéticas de la placa para que el complejo no se
eluya en los diferentes lavados; y el Reporter probe nos marca cada ARNm con una secuencia de
colores para su identificacion posterior. B) Estructura del complejo Capture-Reporter-ARNm. Los
probes son especificos para cada ARNm®.

El Capture Probe y Reporter Probe se afladen en exceso para asegurarnos de que todo el ARNm de
la muestra que se quiere detectar ha sido hibridizado. Después el exceso de probes y el ARNm que
no es de interés se elimina en dos pasos, donde primero se hace una fijacién de los complejos a
estudiar en bolas magnéticas de la placa a través del Capture probe para poder lavar los ARNm que
no nos interesan. Luego se afiaden los Reporter probes y se vuelve a hacer un lavado para eliminar
el exceso de probes para no contar moléculas de mas. Una vez que se tiene en el complejo solo en

la reaccidn, se procede a su visualizacion y contaje.

Preparacion de las muestras

El ARN de las muestras se extrajo con el Maxwell® 16 LEV RNA FFPE kit (Promega)®, habiéndose

previamente cortado en rollitos los bloques de parafina y dispuestos en un tubo eppendorf.
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Para la preparacion de la técnica, se hicieron los siguientes pasos, segun el protocolo nCounter XT

CodeSet Gene Expression®®:

1.

Se sacaron los tubos del Reporter ProbeSet y del Capture ProbeSet del congelador y se
dejaron a temperatura ambiente para su descongelacion. Se invirtieron varias veces para

mezclar el contenido y se centrifugaron ambos los reactivos.

Se cred la mezcla maestra afadiendo 5 pL/muestra del buffer de hibridacion a 3 pL/muestra

del Reporter CodeSet. Se invirtieron repetidamente y se centrifugo.

Se puso 8 pL de la mezcla maestra en cada tubo etiquetado y después se anadié 5 uL de
ARN de cada paciente (25-100 ng). En algunos casos se afiadié agua libre de ARNasas para

que el volumen total fuera 13 L.

Se invirti6 las alicuotas del Capture ProbeSet para mezclar su contenido y se centrifugd. Se
afiadié 2 uL de la alicuota de Capture ProbeSet a cada tubo. Los tubos se invirtieron varias
veces para asegurarse que estaban bien mezclaros y se pusieron inmediatamente a 65°C en

el termociclador (previamente calentado)

Las muestras se incubaron unas 16h en el termociclador, y se recogieron a 4°C dentro de las
24h posteriores.

Disefo del panel de genes inmunes

Se decidié por el disefio de un codeset de NanoString personalizado, en el que se eligieron 50 genes

inmunes, clasificados en tres grupos: receptores de membrana y sus ligandos, marcadores de tipo

de célula inmune y moléculas liberadas al microambiente tumoral. Aquellos cuya expresion es

antitumoral o proinflamatoria estdn marcados en verde, los que son protumorales o antiinflamatorios

estan puestos en rojo, y los que su funcion es ambigua o se une a diferentes tipos de marcadores se

ha marcado en amarillo. El panel contaba también con 10 housekeeping genes o genes de control,

gue nos aseguran que la técnica se ha desarrollado correctamente (Tabla 12).
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Tabla 12. Panel personalizado de 50 genes disefiado para el estudio de las muestras en la
plataforma NanoString. En rojo estdn marcados aquellos genes relacionados con la progresion del
tumor (antiinflamatorios), en verde los que favorecen la supresion del tumor (proinflamatorios), y en
amarillo los que su presencia es ambigua o con doble funcion.

RECEPTORES DE MEMBRANA Y SUS LIGANDOS

CD152 — Marcador de inactivacion temprano de linfocitos T citotdxicos (se une a CD80 y
CD86)

Marcador de activacion de linfocitos T (se une a CD80 y CD86 con menor afinidad que
SN CTLA-4)
CD80 B7.1 — Presente en las CPA (se une a CTLA-4 y a CD28)
CD86 B7.2 — Presente en las CPA (se une a CTLA-4y a CD28)

CD279 — Marcador de inactivacion tardio en células T citotoxicas

CD274, B7-H1 — Marcador de desactivacion presente en el tumor y CPA

CD273 — Marcador de desactivacion presente en CPA especialmente, y en tumor
0OX40 CD134 — Marcador de activacion tardio de los linfocitos T, especialmente Th
CD252 OX40L - Presente en CPA

CD223 — Marcador de inactivacion de linfocitos T

Marcador de inactivacion de linfocitos T citotoxicos tardio (después del PD-1)

Ligando de TIM-3 presente en células tumorales y CPA

Receptor de citoquinas expresado en células Thl activadas y células NK

Marcador de inactivacion de linfocitos T citotoxicos y células NK

CD272 — Marcador inhibicion de linfocitos B y Thl (se une a la familia B7 y TNF)

CD40 Presente en CPA y linfocitos B, activa linfocitos Th

CD154 CD40L- presente en linfocitos Th activados

CD278 ICOS — Marcador de co-estimulacién tardio de los linfocitos T

CD275 ICOSL , B7-H2 — Presente en CPA y linfocitos B

CD137 4-1BB - Presente en linfocitos T activados, sobre todo los citotoxicos

CD27 Marcador de mantenimiento a largo plazo de la activacion de linfocitos T

CD70 CD27L - Induce proliferacion de linfocitos T y B activados

CD30 Marcador presente en linfocitos T y B activados

CD153 CD30L — Marcador presente en linfocitos B y T activados, también en macréfagos
B7-H3 — Inhibicién de los linfocitos T
Presente en CPA, inhibe los linfocitos T citotéxicos por un marcador desconocido

CD103 Presente en linfocitos T citotoxicos, favorece la adhesion a células epiteliales

GITR Activacién de células T, inhibicién de las células T reguladoras

Enzima ectonucleotidasa de superficie celular, crea un microambiente antiinflamatorio

Enzima ectonucleotidasa de superficie celular, crea un microambiente antiinflamatorio

MARCADORES DE TIPO DE CELULA INMUNE

CDS8A Marcador de identificacion de linfocitos T citotoxicos
CDh4 Marcador de identificacion de linfocitos T ayudantes
CD3D Marcador de identificacion de linfocitos T

Marcador de identificacién de linfocitos T reguladores

Marcador de identificacion de linfocitos T reguladores
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CD68 Marcador de identificacion de macréfagos

CD20 Marcador de identificacion de linfocitos B virgenes
CD21 Marcador de identificacion de linfocitos B activados
CD56 Marcador de identificacion de células NK

Marcador de identificacion de MDSCs

CD45R0O | Marcador de identificacion de linfocitos T de memoria

CDla Marcador de identificacion de células dendriticas virgenes
CD83 Marcador de identificacion de células dendriticas maduras
MOLECULAS LIBERADAS AL MICROAMBIENTE TUMORAL
IL-2 Promueve la proliferacion de células T

Promueve la aparicion de Th2, favoreciendo la progresion del tumor
IFN-y Favorece la supresion del tumor (Thl)
TNF-a Favorece la supresion del tumor a través del Thl y del sistema innato

Favorece la supresion de la respuesta inmune liberado por Treg o Th17

Factor de crecimiento endotelial, favorece el crecimiento del tumor

Enzima que favorece un ambiente antiinflamatorio

GENES DE CONTROL DE LA TECNICA

CHMP2A exon 1 EMC7 exon 3 GAPDH E1-E2-E3 GPIl exon 6 POLR2A E20-21

CHMP2A exon 2 EMC7 exon 5 GPI exon 4 OAZ1 E2-E3 SF3A1

Ir al listado de abreviaturas para el significado de cada gen o de las abreviaturas

11. Andlisis estadistico

Los biomarcadores evaluados por la técnica de inmunohistoquimica se valoran segun el porcentaje
de tincién respecto a la superficie total de la muestra o de la region a evaluar. Las variables
continuas son representadas a partir de su mediana y desviaciébn estandar, mientras que las
categoéricas a partir del valor absoluto y su porcentaje. Se utilizan métodos no-paramétricos para el
analisis de expresiones después de rechazar la hipétesis de normalidad a partir del test de Shapiro-
Wilk. El test U de Mann-Whitney se utiliza para las comparaciones entre los dos grupos de estudio y
se reporta el p-valor obtenido juntamente con la mediana y el rango de cada grupo. El analisis

estadistico se ha realizado mediante el software R version 3.5.1.

Para la técnica de NanoString se usaron dos tests: el ANOVA y el SAM. La asociacion entre dos
variables se evalu6 usando el test t de Student y Pearson's x2 o ANOVA. Para identificar genes
cuya expresion era diferente significativamente entre las parejas tumor-ganglio, se usé un test de dos
clases pareadas SAM (del inglés, significance of microarrays) con FDR (del inglés false discovery
rate) <5%, y analisis no pareados entre las pacientes con altos y bajos niveles de TILs de cada

grupo. Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando el software R version 3.5.1.
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RESULTADOS

En total se incluyeron 35 pacientes en el estudio, 15 pacientes con TILs altos (TlLs+, = 50% de
infiltracion linfocitaria) y 20 pacientes con TILs bajos (TILs-, < 5%). Se prefirié tener una n mas alta a
gue los dos grupos tuvieran el mismo namero de muestras. El rango de infiltracion linfocitaria de las
pacientes TILs+ fue de 55% a 90% Yy los de TILs- de 0% a 5%. La Tabla 13 muestra las diferentes

variables clinicas e histopatoldgicas de las pacientes de cada grupo.

Tabla 13. Variables clinicas e histopatologicas de las pacientes del estudio, segun la presencia o no
de Tumor Infiltrating Lymphocytes.

TiLs+ (2 50%) TiLs- (< 5%)
15 pacientes 20 pacientes

Edad diagndstico (afios)

- Media 55 61

- Mediana 56 62

- Rango 26 -79 38-79
Tipo de operacion

- Tumorectomia (%) 9 (60%) 16 (80%)

- Mastectomia (%) 6 (40%) 4 (20%)
Tamafo tumor (mm)

- Media 22,47 20,05

- Mediana 22 18

- Rango 11-50 11-35
Estadio tumor (%)

- T1cNOMO 6 (40%) 12 (60%)

- T2NOMO 9 (60%) 8 (40%)
Histologia (%)

- Ductal infiltrante 12 (80%) 15 (75%)

« G2 -0 - 1
« G3 « 12 . 14

- Medular G3 3 (20%) 0 (0%)

- Metaplasico G3 0 (0%) 2 (10%)

- Mucinoso 0 (0%) 1 (5%)

- Lobulillar G2 0 (0%) 1 (5%)

- Indiferenciado G3 0 (0%) 1 (5%)
Extirpacion ganglios linfaticos (%)

- Linfadenectomia 9 (60%) 5 (25%)

- Seleccién ganglio/s centinela/s 6 (40%) 15 (75%)

G2: grado 2; G3 grado 3; TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes
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12. Inmunohistoquimica de los receptores inmunes

Se evalud el porcentaje de tincidon en el tumor y el ganglio por diferentes zonas vy tipos de células,
acorde con el tipo de tincion del marcador en cuestion. En el caso de los centros germinales, cuando
no estaban presentes no se incluian en la comparacion, para distinguir aquellos ganglios que tenian
centros sin tefiir, valorados como 0%. Para evaluar los anticuerpos PD-L2 y CTLA-4, se usé el
programa cellSens Entry de Olympus, ya que las tinciones eran débiles y este programa permitia
aumentar el contraste del fondo blanco con la tincibn marrén. Fue el mismo programa que se uso
para tomar las fotografias de todos los anticuerpos. La Tabla 14 muestra un resumen de los
resultados de la mediana y el rango de las valoraciones, y la significacion estadistica de cada
comparacion.

83



Tabla 14. Resumen de los resultados de las comparaciones entre pacientes
anticuerpo y por zonas Y tipo celular, expresado en mediana, rango y el valor p.

TILs- y TILs+ por

Anticuerpo Zona Mediana Rango Valor p
CTLA-4 (linfocitos)
e TILs- 7% 2.0% - 12% p =0.01
e TILs+ 4% 0.5% - 9%
PD-1 (linfocitos)
e TILs- 15% 3% - 50% p=0.89
o TILs+ 15% 3% - 30%
Ganglio PD-L1
linfatico o« TILs- 10% 1% - 40% p=0.29
o TILs+ 7% 1% - 25%
PD-L2
o« TILs- 3% 0% - 10% p=0.11
o TILs+ 1% 0% - 10%
OX-40
e« TILs- 30% 5% - 100% p =0.01
o TILs+ 15% 1% - 30%
CTLA-4
e« TILs- 10% 0% - 15% p=0.44
o TILs+ 6% 2% - 15%
PD-1
o« TILs- 60% 30% - 90% p=0.30
o TILs+ 50% 30% - 80%
Centro PD-L1
Germinal* o« TILs- 5% 0% - 20% p=0.28
o TILs+ 7% 0% - 50%
PD-L2
e« TILs- 0% 0% - 10% p =0.03
o TILs+ 2% 0% - 20%
OX-40
e« TILs- 90% 50% - 100% p =0.01
o TILs+ 65% 2% - 90%
PD-L1
o TILs- 0.0% 0% - 0.5% p <0.001
Tumor o TlLs+ 0.5% 0% - 5.0%
(células
tumorales) | OX-40
e TILs- 35% 5% - 100% p <0.01
e TILs+ 15% 0% - 50%

*Si la muestra de ganglio no tenia ningun centro germinal, no se incluia en la comparacion de estas
estructuras, para distinguir aquellos centros germinales con tincion 0%.

TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes
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12.1. Descripcién de latincion de los anticuerpos

Se hizo un analisis cualitativo detallado de la tincion de los cinco anticuerpos utilizados para
comprender qué células y estructuras se tefiian.

12.1.1. Tincién de CTLA-4

En los ganglios, el CTLA-4 tifie los linfocitos del &rea paracortical (Foto 1) y del centro germinal (Foto
2). También se observa tincion citoplasmatica de los macréfagos de los senos medulares y la médula
(Foto 3). Se valora por separado por linfocitos (tincion puntiforme/de membrana, presentes en la
zona paracortical) de los macréfagos (tincion citoplasmatica, presentes en los senos medulares y
médula) ya que la tincion es diferente y en regiones diferentes del ganglio. Se compara solo la tincion
de los linfocitos para testar la hip6tesis principal. En los ganglios también se observé una tincion
granular en casi la mitad de las muestras de ganglio (la mayoria en los ganglios de TILs-), que no se
tuvo en cuenta en la valoracion (Foto 4)

En el tumor, el CTLA-4 tifie las TILs (Foto 5) y los linfocitos de los TLS (Foto 6), por lo que no se
puede hacer comparacion entre las células tumorales de las pacientes TILs+.

Foto 1. Tincion de CTLA-4 en los linfocitos en el area paracortical del ganglio linfatico (40x).
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Foto 2. Tincion de CTLA-4 del centro germinal del ganglio linfatico (20x).

Foto 3. Tincion de CTLA-4 citoplasmético en macrofagos de la medula del ganglio linfatico (40x).
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Foto 4. Tincién de CTLA-4 granular en el area paracortical (20x)

Foto 5. Tincién de CTLA-4 de las iTILs (40x).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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Foto 6. Tinciébn de CTLA-4 en los linfocitos de un TLS (40x).
TLS: del inglés Tertiary Lymphoid Structure.

12.1.2. Tincién de PD-1

En el ganglio, tifie basicamente la membrana de los linfocitos de varias zonas, no se aprecian
tinciones de macréfagos u otras células. Se observan tinciones en: los centros germinales y el manto
(Foto 7); la zona paracortical (Foto 8) y los foliculos primarios (Foto 9). Se valora por separado la
tincion de los centros germinales (excluyendo el manto) del resto del ganglio para la comparacion.

En el tumor, solo tifie las TILs (Foto 10) y los TLS (Foto 11), por lo que no se ha hecho comparativa
de las células tumorales entre los dos grupos de pacientes. La tincion es de membrana y a veces

puede llegar a ser muy intensa (Foto 12).
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Foto 7. Tincion de PD-1 en centro germinal y manto (20x).

Foto 8. Tincion de PD-1 de un ganglio completo, donde se ha sefalado el area paracortical (4x).
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de PD-1 en un foliculo primario (20x).

6n

Foto 9. Tinci

1 en las TILs estromales e intratumorales (20x).

de PD

on

Foto 10. Tinci

Tumor Infiltrating Lymphocytes.

TILs: del inglés
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Foto 11. Tincion de PD-1 de un TLS dentro del &rea tumoral en una paciente TILs+ (10x).
TLS: del inglés Tertiary Lymphoid Structure, TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

Foto 12. Tincion de PD-1 intensa de las TILs concentrada en una zona concreta a los lados de un
nido tumoral (10x). TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes

91



12.1.3. Tincién de PD-L1

En los ganglios, varias células presentan tincion de membrana o puntiforme en diferentes zonas:
macréfagos y linfocitos del seno subcapsular (Foto 13); los macrofagos de los centros germinales
(Foto 14); probablemente solo las células dendriticas de la zona paracortical (Foto 15 y Foto 16); y
los macrofagos de los senos medulares (Foto 17). Se valora por separado la tincion de los CG del
resto del ganglio. No es posible valorar las diferentes zonas por separado al ser la tincion difusa y en
varias células, y ademas no en todos los ganglios es posible distinguir cual son foliculos y cual es el

paracortex.

En el tumor, el PD-L1 es un anticuerpo dificil de valorar —especialmente en las muestras de TILs+—
porgue tifie tanto las células tumorales (Foto 18) como las células del sistema inmune (Foto 19). Esto
es especialmente dificil si la paciente tiene muchas TILs intratumorales que también estéan tefiidas
(Foto 20). Ademéas, muchas veces las células tumorales se pueden confundir con macrofagos debido
a que tienen un tamafio similar y la tincién es muy parecida (Foto 21). También tifie los macréfagos
del TLS (Foto 22).

Foto 13. Tincion de PD-L1 del seno subcapsular de un ganglio linfatico (10x).
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Foto 14. Tincién de PD-L1 en los macréfagos de un centro germinal (40x).

Foto 15. Tincién de PD-L1 en el area paracortical (10x).
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Foto 16. Detalle de la tincién de PD-L1 de células dendriticas en el area paracortical (20x).

Foto 17. Tincion de PD-L1 en los macrofagos de los senos medulares del ganglio linfatico (10x).



Foto 18. Tincion de PD-L1 en las células tumorales (20x).

Foto 19. Tincién de PD-L1 en las TILs, especialmente las estromales adyacentes al tumor (10x).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

95



WA B L L i N
g 5

. i |

5

=3 -,
<., o

Foto 20. Tincién de PD-L1 en el tumor (tincion de membrana) y en los TILs intratumorales (tincién
puntiforme) (40x). TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

Foto 21. Tincién de PD-L1 en macrofagos (40x). Se distinguen de las células tumorales al no formar
estructuras tan compactas como un nido (izquierda abajo), y su citoplasma tiene un color distinto.
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Foto 22. Tincién de PD-L1 en un TLS (20x)
TLS: del inglés Tertiary Lymphoid Structure

12.1.4. Tincién de PD-L2

El anticuerpo PD-L2 usado en el proyecto tiene una tincion muy débil en general, excepto cuando
tifle los macréfagos, que suelen tener una tincion citoplasmatica mas intensa.

En el ganglio, hay tincion en varias zonas: tincion puntiforme posiblemente de los linfocitos B en los
centros germinales (Foto 23), tincion difusa probablemente en las células dendriticas del area
paracortical (Foto 24), y tincion citoplasmética de los macrofagos de los senos medulares (Foto 25)
de ambos grupos. Se valora por separado los CG del resto del ganglio al ser ambas tinciones (difusa
y de membrana) en células que son presentadoras de antigenos y que por tanto tienen una funcién

muy similar.

En el tumor, la tincion es practicamente nula en las células tumorales, aunque se han observado
algunas muestras de TILs+ que si que presentaban tincion (Foto 26). Si que hay tincion en los TLS
(Foto 27), y en los linfocitos y macrofagos de las pacientes TILs+ (Foto 28). Por tanto, no se hace

ninguna comparacion entre los dos grupos de pacientes.
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Foto 23. Tincién de PD-L2 en un centro germinal (40x).
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Foto 24. Tincion de PD-L2 en la zona paracortical, posiblemente en las células dendriticas (40x).
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Foto 25. Tincién de PD-L2 en los macréfagos de los senos medulares y médula (20x).

Foto 26. Tincion de PD-L2 en células tumorales de una paciente TILs+ (20x).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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Foto 27. Tincién de PD-L2 en un TLS (20x).
TLS: del inglés Tertiary Lymphoid Structures

Foto 28. Tincion de PD-L2 en las TILs estromales (20x).

és Tumor Infiltrating Lymphocytes.

TILs: del ingl
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12.1.5. Tincién de OX-40

En el ganglio, tifie varias células en diferentes zonas: todo el CG excepto los macrofagos (Foto 29,
Foto 30); los foliculos primarios y secundarios (Foto 31); las células dendriticas y los linfocitos T
(posiblemente, ya que la tincion es muy extensa) del area paracortical (Foto 32); y los macréfagos de
los senos medulares (tincion citoplasmatica) y los linfocitos de la médula (Foto 33). En varios
ganglios la tincidn es muy intensa en practicamente todas las zonas (Foto 34). Debido a esto, y que
en algunos casos es muy dificil distinguir las diferentes zonas, solo se valora solo por separado los

centros germinales del resto del ganglio.

En el tumor primario, el OX-40 tifie los nidos tumorales (Foto 35, tincion de membrana; y Foto 36,
tincion citoplasmatica) y los linfocitos (Foto 37), por lo que se valora por separado para comparar la
tincién solo en las células tumorales entre los dos grupos. También tifie practicamente todo el TLS
excepto los macrofagos (Foto 38), como ocurre en los centros germinales. Se vieron también
muestras de pacientes TILs+ donde la tincibn de OX-40 estaba predominantemente en las TILs

adyacentes al tumor, que podrian ser linfocitos T reguladores (Foto 39 y Foto 40).

De todos los marcadores, es el que tifie con mas intensidad todas las estructuras evaluadas.

Foto 29. Tinciéon de OX-40 del centro germinal y borde capsular (10x).
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Foto 31. Tincién de OX-40 de un foliculo primario (centro arriba) y un foliculo secundario con centro
germinal (izquierda abajo) (10x).
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Foto 33. Tincién de OX-40 citoplasmatica intensa de macréfagos y linfocitos en senos medulares y
linfocitos de la médula (40x)
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Foto 34. Tincién de OX-40 intensa en todo el ganglio de una paciente TILs- (4x).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes

f-d-"

Foto 35. Tincion de OX-40 de membrana en las células tumorales (40x).
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Foto 36. Tincion de OX-40 citoplasmética en células tumorales (20x).

Foto 37. Tincion de OX-40 en TILs estromales y practicamente nulo en las células tumorales (20x).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes
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Foto 38. Tincién de OX-40 de una estructura linfatica terciaria dentro del area tumoral (10x).

Foto 39. Tincion de OX-40 en las TILs adyacentes al tumor (podrian ser T reguladoras) (4x).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes
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Foto 40. Detalle tincion de OX-40 en las TILs del borde de un nido tumoral (20x).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes

12.1. Comparacion de la tincion de los biomarcadores en los ganglios linfaticos entre
las pacientes con niveles altos y bajos de Tumor Infiltrating Lymphocytes

CTLA-4: Se observa mas expresion del CTLA-4 en los linfocitos de los ganglios de pacientes TILs-
que en las TILs+ (mediana 7% vs. 4%), siendo estadisticamente significativa (p = 0.01) (Figura 28).
El rango de tincion de las pacientes TILs- es [2.0% - 12%)] y el de las pacientes TILs+ [0.5% - 9%].
Este resultado se obtuvo valorando la tincion de los linfocitos (tincion de membrana y tamafio mas
pequefio) sin tener en cuenta la tincién en los macréfagos (tincion citoplasmatica y célula mas
grande). No se valoro la tincion de los macréfagos entre las pacientes ya que no era necesario para
testar la hipotesis principal.
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Figura 28. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresion de CTLA-4 en los
linfocitos del ganglio entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

PD-1: La tincién de PD-1 en los linfocitos de los ganglios las pacientes TILs- tiende a ser mas alta
(rango [3% - 50%)] vs. [3% - 30%]), pero la mediana es 15% para ambas, no siendo estadisticamente
significativo (p = 0.89) (Figura 29). Esta valoracién corresponde solo a la tincién de linfocitos porque

el anticuerpo solo tefiia este tipo de célula.
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Figura 29. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresion de PD-1 en todo de
los linfocitos del ganglio entre las pacientes con alta expresién de TILs (TILs+) y baja expresion
(TILs-). TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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PD-L1: Hay mayor tincién de PD-L1 en los ganglios de las pacientes TILs- (mediana 10% vs. 7%),
pero no es estadisticamente significativa (p = 0.29) (Figura 30). El rango de tinciones de las

pacientes TILs- era [1% - 40%] y el de las TILs+ [1% - 25%]. Esta valoracion refleja la tincion de

varios tipos de células (especialmente células presentadoras de antigenos) ante la imposibilidad de

valorar las diferentes zonas por separado.

Ganglio
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Figura 30. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresiéon de PD-L1 en el
ganglio linfatico entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-). TILs:

del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

PD-L2: Hay una tendencia estadistica hacia una mayor tincibn de PD-L2 en los ganglios de
pacientes con TILs- que en las de TlLs+ (mediana 3.0% vs. 1.0%) (p = 0.11); ambas tinciones de las

pacientes tienen el mismo rango y es [0% - 10%] (Figura 31). Esta valoracion refleja la tincion de

varios tipos de células ante la imposibilidad de valorar las diferentes zonas por separado. Por las

anotaciones durante las valoraciones se observa que la tincibn mas alta en las pacientes TILs- es

debido sobre todo a que hay mas pacientes que tienen tincion difusa extensa que lo més probable es

gue sea en la zona paracortical donde las células dendriticas generan muchas interdigitaciones para

hacer la presentacion de antigenos a los linfocitos T.
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Figura 31. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresién de PD-L2 en el
ganglio linfatico entre las pacientes con alta expresién de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-). TILs:
del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

0OX-40: se observa mas expresion de OX-40 en las pacientes TILs- (mediana 30% vs. 15%) y mas
variabilidad en el ganglio de las pacientes TILs- (rango [5%-100%)] vs. [1%-30%]), siendo
estadisticamente significativo (p = 0.01) (Figura 32). Esta valoracion refleja la tincién de varios tipos

de células ante la imposibilidad de valorar las diferentes zonas por separado.
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Figura 32. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresion de OX-40 en el
ganglio linfatico entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-). TILs:
del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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12.2. Comparacion de la tincion de los biomarcadores en los centros germinales

entre las pacientes con niveles altos y bajos de Tumor Infiltrating Lymphocytes

En aquellos ganglios que presentaban varios CG, se hizo una media de la tincion de todos. Los que
no tenian CG no se incluyeron en la comparacion, para distinguir aquellos CG que estaban

presentes pero que no tenian tincién (valorado 0%).

CTLA-4: hay mayor tincibn de CTLA-4 en los centros germinales de las pacientes TILs- (mediana
10% vs. 6%), siguiendo la misma tendencia que en los linfocitos del ganglio, pero no es
estadisticamente significativa (p = 0.44) (Figura 33). El rango de tinciones es bastante parecido entre
ambos grupos de pacientes ([0% - 15%] en TILs-y [2% - 15%] en TILs+).
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Figura 33. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresion de CTLA-4 en el
centro germinal (CG) entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

PD-1: En los CG, la tincién de PD-1 es numéricamente mas alta en las pacientes TILs- (60% vs.
50%), pero no llega a ser estadisticamente significativa (p = 0.3) (Figura 34). El rango de tinciones es

bastante parecido entre los dos grupos de pacientes ([30% - 90%] en TILs- y [30% - 80%] en TILs+).
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Figura 34. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresion de PD-1 en el
centro germinal (CG) entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

PD-L1: En los CG la tincién de PD-L1 se invierte en comparacién con el resto del ganglio, habiendo

numéricamente menos en las pacientes TILs- que las TILs+ (5% vs. 7%) y menor variabilidad (rango

[0% - 20%] vs. [0% - 50%]), pero no es estadisticamente significativa (p = 0.28) (Figura 35).
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Figura 35. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresién de PD-L1 en el

centro germinal (CG) entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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PD-L2: En los CG la tincién de PD-L2 se invierte en comparacion con el resto del ganglio, al igual
gue ocurre con el PD-L1, habiendo menos tincion en las pacientes TILs- que en las TILs+ (mediana
0% vs. 2%). En este caso si que es estadisticamente significativa (p = 0.03) (Figura 36). El rango es

de [0% - 20%] en las pacientes TILs+ y [0% - 10%] en las pacientes TILs-.
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Figura 36. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresién de PD-L2 en el
centro germinal (CG) entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

0X-40: Cuando se compara la expresion de OX-40 en los CG, es mayo en las pacientes TILs-
(mediana 90% vs. 65%), al igual que ocurre en el ganglio linfatico, y es estadisticamente significativa
(p = 0.01). Sin embargo, se observa mas variabilidad en las pacientes TILs+ (rango [50% - 100%] vs.
[2% - 90%]) (Figura 37), al contrario que ocurre en el resto del ganglio. De hecho habia varias
pacientes, la mayoria TILs+, que tenian mucha tincion en el CG y poca en resto del foliculo (ver Foto

29), mientras que otras, en especial las TILs-, tenian mucha tincién en ambas zonas (ver Foto 31).
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Figura 37. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresién de OX-40 en el
centro germinal (CG) entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

12.3. Comparacion de la tincién de los biomarcadores en el tumor entre las pacientes
con niveles altos y bajos de Tumor Infiltrating Lymphocytes

Solo se pudo comparar la tincion de PD-L1 y OX-40 en las células tumorales ya que el resto de
biomarcadores solo tefiian las TILs (CTLA-4, PD-1 y PD-L2) o la tincién en las células tumorales era

€en muy pocas muestras y poco extensa (PD-L2).

Se valoro los cinco biomarcadores en la infiltracion linfocitaria de las pacientes TILS+. La mediana de
la tincion fue: 4%, rango [1% - 10%] para CTLA-4; 15%, rango [5% - 25%] para PD-1; 15%, rango
[3% - 60%] para PD-L1; 1%, rango [0% - 10%] para PD-L2; 10%, rango [2% - 30%] para OX-40.

PD-L1: Se compara la tincion de las células tumorales entre los dos grupos, donde se observa
estadisticamente significativa que las pacientes TILs- apenas tienen tincion en las células tumorales
respecto a las pacientes TILs+ (p < 0.001) (Figura 38). Las pacientes TILs+ presentan algo mas de

tincion (mediana 0.5% vs. 0%), habiendo solo una muestra con tincion del 5% y la mayoria del 1%.
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Figura 38. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresion de PD-L1 en las
células tumorales entre las pacientes con alta expresioén de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

0OX-40: Se observa mas tincion de OX-40 en los nidos tumorales de las pacientes TILs- que las
TILs+ (mediana 35% vs. 15%), siendo la diferencia estadisticamente significativa (p < 0.01). Las

pacientes TILs- presentan mucha mas variabilidad (rango [5% - 100%] vs. [0% - 50%]) (Figura 39).
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Figura 39. Box-plot o diagrama de caja para expresar la diferencia de expresion de OX-40 en las
células tumorales entre las pacientes con alta expresion de TILs (TILs+) y baja expresion (TILs-).
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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12.4. Comparacion entre latincion del PD-L1 en las células tumorales vs. inmunes de

las pacientes con niveles altos de Tumor Infiltrating Lymphocytes

En las pacientes TILs+, se ha observado que cuando las células tumorales estan tefiidas, los TILs
estromales adyacentes al tumor suelen ser también PD-L1+ (Foto 19). Se siguio la metodologia de
O. Tawfik et al.8” —donde usaron el mismo clon de PD-L1 que en nuestro proyecto— para hacer las
variables dicotémicas. Se tomé entonces como punto de corte 1% en las células tumorales y 10% en
el infiltrado linfocitario como definicion de PD-L1+, y se hicieron comparaciones. Se observaron que

no hay muestras que sean PD-L1+ en el tumor y PD-L1- en las TILs (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacion entre la expresion de PD-L1 de las células tumorales y el infiltrado linfocitario
en las 15 pacientes TILs+, siendo estadisticamente significativo (p < 0.01).

Expresion de PD-L1 en Expresién de PD-L1 en el infiltrado linfocitario®
las células tumorales* Negativo Positivo Total
Negativo 5 (33.3%) 2 (13.3%) 7 (36.6%)
Positivo 0 (0.0%) 8 (53.4%) 8 (53.4%)
Total 5 (33.3%) 10 (66.7%) 15 (100.0%)

*Se establece como punto de corte 21%; #*Se establece como punto de corte 210%.
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

12.5. Comparacion entre latincion del PD-L1 en las células tumorales vs inmunes de

las pacientes con niveles altos de Tumor Infiltrating Lymphocytes

También se compard la tincién del PD-L1 en la tincién de las células tumorales y el tamafio del tumor
de manera dicotbmica. Se considera también el punto de corte 1% para el PD-L1 y el tamafio del
tumor se separa en <20 cm (pT1c) y > 20 cm (pT2) (Tabla 16). En este caso no se ve una relacion
estadisticamente significativa entre el tamafio del tumor y la expresién de PD-L1 en las células

tumorales.
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Tabla 16. Comparacion entre la expresion de PD-L1 de las células tumorales y el tamafio del tumor

en las 15 pacientes TILs+, no siendo estadisticamente significativo (p = 0.37).

Expresion de PD-L1 en
las células tumorales*

Tamafo del tumor

<20 cm (pT1ic) >20cm (pT2) Total
Negativo 4 (26.7%) 3 (20.0%) 7 (36.6%)
Positivo 2 (13.3%) 6 (40.0%) 8 (53.4%)
Total 6 (40.0%) 9 (60.0%) 15 (100.0%)

*Se establece como punto de corte 21%.
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

12.6. Comparacion de los ganglios linfaticos y estructuras linfaticas terciarias entre

las pacientes con niveles altos y bajos de Tumor Infiltrating Lymphocytes

Se hizo un andlisis cualitativo y cuantitativo de los CG y de los TLS a partir de las laminas de H&E,

PD-1 y OX-40, para evitar que se nos pasara algun CG o TLS. Se consider6 que < 3 CG eran una

respuesta humoral pobre y < 100 um como un CG pequefio (Foto 31) después de la observacion

cualitativa de todas las muestras. Se observo una tendencia a que los ganglios de las pacientes con

TILs+ tenian mas CG y de mayor tamafo que las pacientes con TILs- (80% vs. 35%). Sin embargo,

en ambos grupos habia tanto CG bien formados (circulares y simétricos, ver Foto 31) como también

irregulares (Foto 41).

Foto 41. Tincién de OX-40 de un centro germinal irregular en una paciente TILs+ (10x).
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En las muestras de tumor, se observé un mayor porcentaje de pacientes con TLS en el grupo de
TILs+ que en el grupo de TILs- (47% vs. 25%). Los TLS de las pacientes TILs+ solian ser mucho
MAas numerosos y grandes, mientras que los TLS de las TILs- eran poco numerosos —normalmente 1
0 2 a lo sumo- y pequefios. La mayoria eran extratumorales (en la periferia del tumor), pero en

algunas pacientes TILs+ se encontraban dentro del &rea tumoral (Foto 42).

Foto 42. Tincion de PD-1 en los TLS dentro del &rea tumoral de una paciente TILs+ (4x).

12.7. Misma éarea con diferentes anticuerpos

Se hicieron fotografias para observar las tinciones de los anticuerpos en la misma zona y las
muestras elegidas se tifieron también con CD8. En la Foto 43 se muestra el area paracortical y CG
de un ganglio de una paciente TILs-. EI CTLA-4 tifie los linfocitos presentes en el area paracortical,
donde también hay mucha tincion de OX-40, de PD-L1 y de CD8, poco de PD-1 y apenas del PD-L2.
El CG presenta tincion central de PD-L1 y PD-L2, y tincion en el borde de OX-40, PD-1y CTLA-4.

La Foto 44 muestra el &rea paracortical y un centro germinal de una paciente TILs+. EI CTLA-4
apenas tifie el area paracortical, pero si que lo hace en los linfocitos del CG. El OX-40 tiene mucha
tincion en el CG y un poco difuso en el paracortex. El PD-1, PD-L1 y PD-L2 tiene tincion en el CG
pero apenas en el &rea paracortical. La tincion de CD8 nos muestra que hay muchos linfocitos T

citotoxicos en el area paracortical.
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Foto 43. Detalle de tincion del area paracortical y centro germinal por CTLA-4, OX-40, PD-1, PD-L1,
PD-L2 y CD8, en el ganglio de una paciente TILs- (20x). TILs: Tumor Infiltrating Lymphocytes




Foto 44. Detalle de tincion del area paracortical y un centro germinal por CTLA-4, OX-40, PD-1, PD-
L1, PD-L2 y CD8, en el ganglio de una paciente TILs+ (20x). TILs: Tumor Infiltrating Lymphocytes.




En la Foto 45 se muestra dos fotografias de una paciente TILs+ con PD-L1+ en las células
tumorales, especialmente las de la parte de arriba-derecha de la fotografia. La tincion de OX-40 es

mas bien citoplasmatica, pero no es tan fuerte como en una paciente TILs- (Foto 46).

OX-40

Foto 45. Tincién de PD-L1 y OX-40 en el tumor de una paciente TILs+ con células tumorales PD-L1+
(20x). TILs: Tumor Infiltrating Lymphocytes.

En la Foto 46 se muestra la tincion de una muestra de TILs-, donde la tinciéon de OX-40 en las

células tumorales es muy fuerte y no hay apenas tinciéon de PD-L1.

0X-40

Foto 46. Tincién de PD-L1 y OX-40 en el tumor de una paciente TILs- con células tumorales OX-40
muy positivo (20x). TILs: Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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La Foto 47-A muestra las tinciones de tres anticuerpos diferentes de una paciente TILs+ cuyas TILs
estromales son PD-L1+, especialmente aquellas adyacentes al tumor. Esto ocurre también con el
marcador OX-40, aunque su tincion es mas débil. Con el marcador CD8 vemos que la mayoria que
se tifien son también las adyacentes al tumor, y hay bastante coincidencia con la tincion de PD-L1 y
OX-40. Podrian ser linfocitos T reguladores. La Foto 47-B se muestra el detalle del estroma de la
misma paciente, donde se puede apreciar claramente que hay infiltracion de células CD8+

intratumorales, alguna de estas son PD-L1+, y practicamente ninguna son OX-40+.

La Foto 48 es de una de las pocas pacientes TILs+ cuyas células tumorales eran PD-L2+. Su tincion
era citoplasmatica donde algunas células presentaban mas intensidad que otras. EI OX-40
presentaba una tincion moderada citoplasmatica en la mayoria de las células tumorales. El PD-1 y
PD-L1 tefian solo las TILs intratumorales que podrian ser células T citotdxicas seglin se aprecia en

la tincién con CD8. ElI CTLA-4 tifie escasamente alguna TIL estromal.

En la Foto 49 se muestra un TLS intratumoral de una paciente TILs+. Su tincién sigue practicamente
el mismo patrén que los CG del ganglio linfatico, habiendo tincién abundante de OX-40 en casi todas
las células del TILs (exceptuando los macréfagos), tincion de PD-1 fuerte de los linfocitos, tincion de
PD-L1 fuerte probablemente en las CPA, tincién de PD-L2 intermedia en los linfocitos y tincién de
CTLA-4 débil en los linfocitos. El marcador CD8 nos muestra que apenas hay células T citotdxicas en

su interior pero si alrededor como TILs estromales, ya que es un TLS de una paciente TILs+.
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Foto 47. Tumor de una paciente TlLs+ tefiido de PD-L1, CD8 y OX-40. A) zona interna (10x); B)
detalle TILs estromales (20x). TILs: Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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Foto 48. Tincién en el tumor de una paciente TILs+ con células tumorales PD-L2+ por CTLA-4,
OX-40, PD-1, PD-L1, PD-L2 y CD8 (20x). TILs: Tumor Infiltrating Lymphocytes.




Foto 49. Detalle de tincion un TLS interno (izquierda) por CTLA-4, OX-40, PD-1, PD-L1, PD-L2 y
CD8, en el tumor de una paciente TILs+ (10x). TLS: Tertiary Lymphoid Structure; TILs: Tumor
Infiltrating Lymphocytes.




13. Expresion génicainmune

La técnica NanoString nos permitié conocer la expresion de 50 genes relacionados con la respuesta
inmune tanto en el tumor como en el ganglio. Al realizar el control de calidad de los datos crudos
obtenidos, de las 35 muestras de cada tipo, se tuvieron que descartar los resultados de cuatro
muestras de tumor y dos muestras de ganglio TILs-, siendo en total 31 tumores (15 TILs+y 16 TILs-)
y 33 ganglios (15 TILs+ y 18 TILs-). El control de calidad viene definido por en el software del
vendedor y consiste en revisar las imagenes obtenidas, la densidad de union de los probes, la

linealidad del control positivo, el limite de deteccion y el ruido de fondo.

13.1. Comparacion entre el tumor y los ganglios de los dos grupos

Se hizo un analisis global de los tumores y de los ganglios juntos, y la separacién entre ellos fue
bastante clara, aunque hay una muestra de tumor TILs+ (61T) que se agrupa con los ganglios ya
gue la expresion se parece a un ganglio de TILs+ (19G) (Figura 40). Dentro de las muestras de
tumor, éstas se separan en los grupos TILs+ y TILs-, hecho que no ocurre en el ganglio. Se observa
también que la mayoria de los genes (47 de 50 genes) estaban mas expresados en el ganglio que en
el tumor (3 de 50 genes), como era de esperar al ser genes del sistema inmune. El gen mas
expresado en el tumor con respecto al ganglio es el B7.H4 y los que menos el CD21 y CD20 (ambos

muy parecidos).
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Figura 40. Heatmap de todas las muestras de tumor (T, en rojo) y ganglio (G, en verde), clasificadas
por TILs+ (high en marrén) y TILs- (low, en gris). TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.

Por un analisis no supervisado, se vieron tres genes que estaban mas expresados en el tumor que
en el ganglio: B7.H4, CD276 (B7.H3) y VEGF.A (Figura 40). Se hicieron también andlisis SAM
comparando parejas tumor-ganglio (Tabla 17), y comparaciones dentro de cada grupo (Tabla 18 y

Tabla 19).
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Tabla 17. Analisis comparativo pareado tumor-ganglio del tumor vs. ganglio. Genes mas y menos
regulados en el tumor ordenados segun el t score. Un valor de g-value < 5 es estadisticamente

significativo.

Gen t score(d) C:?gl%e q-\(/;ol)ue Gen t score(d) Crfg:]dge q-\(/;lol)ue
B7.H4 14.13 240.49 0 PD.1 -4.14 0.27 0
CD276 9.60 5.18 0 FOX.P3 -4.13 0.28 0

VEGF.A 6.14 3.73 0 CD8A -4.08 0.29 0
LAG.3 0.13 1.04 0 CDla -4.07 0.24 0
CD21 -12.68 0.01 0 TNF.a -4.03 0.27 0
CD20 -10.54 0.02 0 0X.40 -3.71 0.34 0
CD154 -9.92 0.05 0 PD.L2 -3.65 0.33 0
CD28 -9.58 0.08 0 CD11b -3.55 0.46 0
BTLA -9.12 0.05 0 GAL9 -3.48 0.42 0

CD45R0O -8.15 0.11 0 IL.2 -3.26 0.29 0
CD27 -7.72 0.08 0 PD.L1 -3.21 0.42 0
CD40 -7.61 0.17 0 IL.10 -3.11 0.43 0
CD3D -7.60 0.08 0 CD86 -3.07 0.39 0

CD4 -6.98 0.23 0 CD68 -2.99 0.59 0
CD153 -6.85 0.16 0 CD70 -2.97 0.37 0
CD83 -6.76 0.24 0 CD30 -2.77 0.46 0
CD278 -5.25 0.18 0 CD137 -2.73 0.48 0
TIGIT -5.13 0.16 0 CD103 -2.06 0.68 0
CD39 -5.04 0.37 0 CD56 -1.85 0.53 0
CXCR3 -4.98 0.18 0 CD252 -1.77 0.64 0
TGF.B -4.73 0.33 0 TIM.3 -1.56 0.71 0
CTLAA4 -4.69 0.18 0 IFN.g -1.33 0.59 0
CD25 -4.67 0.25 0 CD73 -1.01 0.79 0
CD80 -4.55 0.30 0 IDO -0.95 0.67 0
CD275 -4.43 0.41 0 GITR -0.24 0.93 0

Ir al listado de abreviaturas para el significado de cada gen.
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Tabla 18. Andlisis comparativo solo en las pacientes TILs- del tumor vs. ganglio. Genes mas y
menos regulados en el tumor ordenados segun el t score. Un valor de g-value < 5 es
estadisticamente significativo.

Gen t score(d) C:?g:%e q-\(/;ol)ue Gen t score(d) Crfg:]dge q-\(/;lol)ue
B7.H4 14.42 321.05 0.00 CD39 -5.55 0.28 0.00
CD276 7.62 5.74 0.00 PD.L1 -5.41 0.21 0.00

VEGF.A 5.53 4.77 0.00 TGF.B -5.33 0.26 0.00

CD21 -16.12 0.00 0.00 FOX.P3 -5.27 0.13 0.00
CD20 -11.77 0.01 0.00 TNF.a -4.81 0.14 0.00
CD154 -11.41 0.02 0.00 IL.2 -4.72 0.17 0.00
CD28 -11.28 0.04 0.00 GAL9 -4.71 0.26 0.00
BTLA -10.80 0.02 0.00 CD275 -4.57 0.34 0.00
CD27 -10.26 0.03 0.00 CD86 -4.54 0.23 0.00

CD45R0O -9.62 0.05 0.00 CD30 -4.32 0.26 0.00
CD3D -9.26 0.03 0.00 IFN.g -3.98 0.22 0.00

CD40 -9.23 0.11 0.00 CDla -3.96 0.18 0.00

CD4 -8.10 0.15 0.00 CD11b -3.88 0.32 0.00
CXCR3 -7.49 0.07 0.00 TIM.3 -3.73 0.42 0.00
CD153 -7.46 0.09 0.00 CD70 -3.72 0.22 0.00
TIGIT -7.26 0.06 0.00 IL.10 -3.54 0.27 0.00
CTLA.4 -7.17 0.06 0.00 CD68 -3.18 0.49 0.00
CD278 -6.77 0.07 0.00 LAG.3 -2.85 0.38 0.00

PD.1 -6.61 0.12 0.00 CD252 -2.59 0.48 0.00
CD80 -6.55 0.16 0.00 IDO -2.52 0.24 0.00
CD25 -6.22 0.12 0.00 CD137 -2.51 0.42 0.00
CD83 -5.96 0.19 0.00 CD103 -2.48 0.58 0.00
CD8A -5.93 0.14 0.00 GITR -1.86 0.51 0.00
0X.40 -5.78 0.21 0.00 CD56 -1.56 0.55 0.00
PD.L2 -5.56 0.14 0.00 CD73 -0.40 0.87 0.00

Ir al listado de abreviaturas para el significado de cada gen
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes
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Tabla 19. Andlisis comparativo solo en las pacientes TILs+ del tumor vs. ganglio. Genes més y
menos regulados en el tumor ordenados segun el t score. Un valor de g-value < 5 es
estadisticamente significativo.

Gen t score(d) CE;):%G q-\(/;ol)ue Gen t score(d) Crfg:]dge q—\(/(;lol)ue
B7.H4 7.99 176.70 0.00 CDla -2.12 0.34 0.00
CD276 6.97 4.64 0.00 CD25 -1.94 0.56 0.00

VEGF.A 3.89 2.86 0.00 CXCR3 -1.92 0.54 0.00
LAG.3 3.55 3.05 0.00 CD80 -1.73 0.59 0.00

IDO 2.27 2.07 0.00 CD11b -1.66 0.67 0.00
GITR 1.42 1.77 0.26 CTLAA4 -1.64 0.59 0.00
IFN.g 0.98 1.68 0.75 TNF.a -1.58 0.53 0.00
TIM.3 0.83 1.23 0.97 FOX.P3 -1.57 0.62 0.00
CD21 -7.44 0.03 0.00 CD137 -1.52 0.56 0.00
CD20 -7.42 0.06 0.00 CD68 -1.45 0.72 0.00
CD154 -6.75 0.12 0.00 CD8A -1.27 0.67 0.00
CD28 -6.68 0.16 0.00 CD56 -1.21 0.51 0.00
BTLA -6.47 0.13 0.00 0X.40 -1.20 0.60 0.00
CD3D -5.80 0.23 0.00 CD73 -1.18 0.71 0.00

CD45R0O -5.34 0.23 0.00 IL.10 -1.16 0.72 0.00

CD27 -5.08 0.23 0.00 PD.1 -1.15 0.67 0.00
CD83 -4.46 0.31 0.00 GAL9 -1.12 0.70 0.00
CD153 -4.37 0.31 0.00 IL.2 -1.12 0.50 0.00
CD40 -4.27 0.28 0.00 CD70 -0.94 0.65 0.00

CD4 -4.13 0.36 0.00 PD.L2 -0.81 0.79 0.00
CD39 -2.69 0.51 0.00 CD86 -0.81 0.70 0.00
CD278 -2.54 0.46 0.00 CD103 -0.78 0.82 0.00
TIGIT -2.39 0.51 0.00 CD30 -0.45 0.85 0.00
CD275 -2.37 0.51 0.00 PD.L1 -0.40 0.90 0.00
TGF.B -2.36 0.44 0.00 CD252 -0.36 0.87 0.00

Ir al listado de abreviaturas para el significado de cada gen
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes
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Al comparar los resultados, se vieron que eran bastante parecidos al analisis no supervisado de
todas las muestras, excepto en el analisis dentro del grupo TILs+, que salieron cinco genes mas
expresados en el tumor (LAG3, IDO, GITR, INF-y y TIM3) (Tabla 20). Estos genes muy posiblemente
estan expresados en los linfocitos T, donde el LAG3, IDO y TIM3 son marcadores de inactivacioén y el

GITR e INF-y son marcadores de activaciéon (Figura 41).

Tabla 20. Genes mas expresados en el tumor comparado con el ganglio y su score. El analisis de
hizo comparando los tumores y los ganglios en todas las muestras, por parejas tumor-ganglio, solo
en pacientes TILs- y solo en pacientes TILs+.

Analls!s no Parejas tL_Jmor- TiLs- TILs+
supervisado ganglio
Gen Gen t score Gen t score Gen t score

B7.H4 B7.H4 14.13 B7.H4 14.42 B7.H4 7.99
CD276 CD276 9.60 CD276 7.62 CD276 6.97
VEGF.A VEGF.A 6.14 VEGF.A 5.53 VEGF.A 3.89
LAG3 0.13 LAG3 3.55
IDO 2.27
GITR 1.42
IFN-y 0.98
TIM3 0.83

TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes; t score: proporcion entre la diferencia entre dos
grupos Y las diferencias dentro de los grupos.

Ir al listado de abreviaturas para el significado de cada gen

También se pudo distinguir un grupo de genes que estan claramente menos expresados en el tumor
independientemente si tiene TILs 0 no, y mas expresados en el ganglio: CD21, CD154, BTLA, CD20,
CD27, CD3D, CD45R0O, CD4, CD28 y CD40 (Figura 40). La mayoria de estos genes estan
relacionados con los linfocitos B y Th. Solo el CD27 y CD28, que son marcadores de activacion,
estarian relacionados con los linfocitos T citotoxicos (Figura 41). El analisis por parejas o por grupos
dio los mismos resultados (variaba el orden de algunos de estos genes segun el t score), y el CD21y

CD20 seguian siendo los més expresados.

131




Antigen-presenting cell Tcell

g (AL 7L e —— 2 i
or PD-L2 [B7-DC; CD273] &
PO [B7HT: (D7 el : e
or PD-L2 [B7-DC; CD273] el s
CD80 [B7-1] —®—
=)
or CD86 [B7-2) - En2s
€080 [87-1] <
orcoss(s72] TRE—S CTLA-4[CD152] =——0—)
ICOSL [B7-H2; CD275] el 1COS [CD278] E -® »
B7-H3[CD276]  emm— ? e
B7-HAIVICNT] el ? S N
HVEM [TNFRSF14;CD270]  enmmnill) BTLA [CD272] —e
3 -
Peptide KIR ——
— g
mHccassiortl (RS e TCR —EE—
. LAG-3 [CD223] —o
4-1BBL [TNFSF9; CD137L] .) 4-1BB[TNFRSF9;CD137] ——@—»
OX40L [TNFSF4; CD252) 4: OX40 [TNFRSF4; CD134) ——@—»
CD70 [TNFSF7; CD27L] k) CD27 [TNFRSF7] —
—@ —— CD40[TNFRSFS] + CD40L [TNFSFS; CD154]
GALY el TIM-3 [HAVcr-2] —
Adenosme\_,__‘ . ._ A2aR —
¢ Cytokines >
(TGFB, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18) Adapted from DM. Pardoll; Nat. Rev. Canc. 12, 253 (2012)

Figura 41. Marcadores de activacion e inhibicion de linfocitos T y sus correspondientes ligandos
expresados en las células presentadoras de antigenos. Ir al listado de abreviaturas para el
significado de cada gen.

Fuente: adaptado de M Pardoll®.

13.2. Comparacion del tumor entre las pacientes con niveles altos y bajos de Tumor
Infiltrating Lymphocytes

Se hizo un analisis para comparar la expresion de los 50 genes en el tumor entre las pacientes TILs+
y TILs-. La separacion entre las paciente TlLs+ y TILs- fue practicamente perfecta a excepciéon de
dos muestras que se intercambian en el medio de la grafica. La muestra de TILs+ que se clasifica

junto con el resto de muestras de TILs- era la que menos TILs tenia de todas (55%).

Se observd que la mayoria de los genes estaban altamente expresados en las pacientes TILs+
(Figura 42). Por el andlisis SAM se vieron cinco genes que estan mas expresados en los tumores
TILs- (B7.H4, VEGF.A, CD276, CD73, y CD56) y eran estadisticamente significativos (Tabla 21).
Cuando se compararon estos genes de manera individual mediante un andlisis ANOVA, algunos
seguian siendo estadisticamente significativos (B7.H4, p = 0.0195; VEGF.A, p = 0.0155; y CD276,

p = 0.0361) —los mismos que estaban méas expresados en los tumores con respecto al ganglio
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(Figura 40)- y otros no (CD73, p = 0.319; y CD56, p = 0.776) (Figura 43A). El resto de genes,
estaban mas expresados en las pacientes TILs+, siendo estadisticamente significativos 45/45 por el
analisis SAM (Tabla 21) y 41/45 por ANOVA (Figura 43B). EI CTLA-4 era el mas expresado por
SAM, y se ve una cierta tendencia a que los receptores inmunes protumorales estén mas

expresados que los antitumorales (Tabla 21).
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Figura 42. Heatmap de todas las muestras de tumor, clasificadas por TILs+ (high en marrén) y TILs-
(low, en gris). T: tumor; G: ganglio; TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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Tabla 21. Andlisis comparativo del tumor en pacientes TILs+ vs. TILs-. Genes mas y menos
regulados en el tumor de pacientes TlLs+ ordenados segun el t score. Un valor de g-value < 5 es
estadisticamente significativo.

Gen t score(d) CE;):%G q-\(/;ol)ue Gen t score(d) Crfg:]dge q—\(/(;lol)ue
CTLAM4 5.42 13.00 0 PD.L2 3.02 4.70 0
LAG.3 5.16 8.37 0 CD153 3.00 3.27 0
CD27 5.13 8.77 0 CD30 2.78 3.29 0
CD3D 4.98 9.77 0 CD86 2.68 3.60 0
CXCR3 4.94 10.26 0 CD68 2.32 2.14 0
TIGIT 4.92 9.56 0 GITR 2.31 3.10 0

PD.1 4.84 7.20 0 CD40 2.27 2.26 0
CD8A 4.80 7.20 0 0X.40 2.12 2.65 0
CD278 4.46 7.44 0 CD70 2.10 3.57 0

IFN.g 4.33 8.24 0 TNF.a 2.10 3.03 0
BTLA 4.16 7.12 0 CD39 1.77 1.73 0
CD20 4.06 8.44 0 CD11b 1.65 1.83 0
PD.L1 4.04 4.29 0 TGF.B 1.60 1.87 0

CD45R0O 4.00 4.43 0 CD252 1.52 1.81 0
CD154 3.90 4.76 0 IL.2 1.37 2.40 0

CD28 3.71 4.31 0 CD103 1.27 1.48 0
FOX.P3 3.66 5.12 0 CD83 1.19 1.47 0

IDO 3.28 7.58 0 CD137 1.02 1.62 0
TIM.3 3.25 2.82 0 CD275 0.89 1.34 0

IL.10 3.23 3.12 0 CDla 0.82 1.66 0
CD80 3.20 3.69 0 B7.H4 -1.55 0.52 0
CD21 3.11 574 0 VEGF.A -1.48 0.58 0
GAL9 3.10 3.44 0 CD276 -1.09 0.71 0.16
CD25 3.08 4.01 0 CD73 -0.60 0.79 0.16

CD4 3.02 2.81 0 CD56 -0.21 0.89 0.16

Ir al listado de abreviaturas para el significado de cada gen
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes
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Figura 43. Diferencia de expresion génica entre el tumor de las pacientes TILs+ (high) y TILs- (low)
por el analisis ANOVA, ordenados por significacion estadistica. A) Cinco genes que se expresan mas
en las pacientes TILs-, de los cuales solo los tres primeros son estadisticamente significativos (p <
0.05); B) 45 genes que se expresan mas en las pacientes TILs-, de los cuales 41 son
estadisticamente significativos (p < 0.05).

TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes

13.3. Comparacion de los ganglios linfaticos entre las pacientes con niveles altos y
bajos de Tumor Infiltrating Lymphocytes

Se hizo un analisis para ver si habia diferencia de expresion de genes entre los ganglios de las
pacientes TILs+ y TILs-. En este caso, no se vio ninguna diferencia entre estos dos grupos (Figura
44). Sin embargo, si se observan dos grupos de pacientes que se clausterizan de manera clara,
independientemente de los TILs (Figura 44). Mediante el analisis SAM se observaron solo dos
genes, el CD68 (t score 1.72) y el CD8A (t score 1.28) que estaban mas expresados en pacientes
TILs+ y que eran estadisticamente significativos. Cuando se compardé gen por gen mediante el
analisis ANOVA (menos estricto que el SAM), 19 genes estaban mas expresados en las pacientes
TILs+ y 31 en las TILs-. Solo 2 de los 19 genes mas expresados en las TILs+ salieron
estadisticamente significativos genes (el CD68 con p=0.0115, y el CD4, con p=0.0333) (Figura 45A).
El andlisis del CD8A presentd una tendencia a la significacion (p=0.0537); y el CD3D, que esta
relacionado con el CD4 y CD8A, aunque no fue estadisticamente significativo, también present6 una
tendencia a la misma (p = 0.0729), y ademas sorprendio ver que su expresion estaba muy acotada
en las pacientes TILs- (Figura 45A). Ninguno de los 31 genes que estaban mas expresados en las

TILs- fueron estadisticamente significativo (Figura 45B).
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Figura 44. Heatmap de todas las muestras de ganglio, clasificadas por TILs+ (high en marrén) y
TILs- (low, en gris). T: tumor; G: ganglio; TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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Tabla 22. Andlisis comparativo del ganglio en pacientes TlLs+ vs. TILs-. Genes mas y menos
regulados en el ganglio de pacientes TILs+ ordenados segun el t score. Un valor de g-value <5 es
estadisticamente significativo.

Gen t score(d) CE;):%G q-\(/;ol)ue Gen t score(d) Crfg:]dge q—\(/(;lol)ue
CD68 1.72 1.55 0.00 GITR -0.74 0.80 61.71
CD8A 1.28 1.38 0.00 CD83 -0.73 0.85 61.71
CD3D 1.02 1.23 35.56 IDO -0.70 0.82 61.71
PD.1 0.99 1.30 35.56 CD275 -0.66 0.87 61.71
CD4 0.91 1.15 35.56 CD276 -0.62 0.87 61.71
CTLA4 0.91 1.27 35.56 CD40 -0.59 0.89 61.71
CD86 0.90 1.27 35.56 CD153 -0.58 0.85 61.71
CXCR3 0.82 1.20 35.56 IL.2 -0.57 0.77 61.71
GAL9 0.80 1.21 35.56 CD11b -0.54 0.89 61.71
CD137 0.72 1.23 40.00 TIM.3 -0.53 0.91 61.71
CD103 0.61 1.14 61.71 CD39 -0.51 0.92 61.71
TIGIT 0.55 1.13 61.71 CD154 -0.48 0.90 61.71
CD27 0.53 1.10 61.71 CD1la -0.46 0.88 61.71
CD278 0.51 1.13 61.71 CD80 -0.38 0.90 61.71
FOX.P3 0.43 1.12 62.22 CD30 -0.36 0.90 61.71
CD70 0.22 1.08 62.22 CD73 -0.36 0.91 61.71
IL.10 0.20 1.07 62.22 PD.L1 -0.34 0.93 61.71
CD21 0.07 1.01 62.22 CD56 -0.30 0.91 61.71
TGF.B 0.07 1.02 62.22 B7.H4 -0.29 0.84 61.71
IFN.g 0.07 1.02 62.22 PD.L2 -0.21 0.94 67.03
0X.40 0.05 1.02 62.22 CD28 -0.06 0.99 72.00
VEGF.A 0.03 1.01 62.22 CD252 -0.05 0.99 72.00
CD45R0O 0.00 1.00 62.22 BTLA -0.04 0.99 72.00
TNF.a -1.15 0.74 61.71 LAG.3 -0.02 1.00 72.00
CD25 -0.95 0.82 61.71 CD20 -0.01 1.00 72.00

Ir al listado de abreviaturas para el significado de cada gen
TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes
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ninguno es estadisticamente significativo.

TILs: del inglés Tumor Infiltrating Lymphocytes.
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DISCUSION

Los estudios previos sobre los TILs han demostrado como su presencia mejora el prondstico de las
pacientes con CMTN en términos de aumento de RCp en la neoadyuvancia, y de mayor SLP y SG
después de la quimioterapia adyuvante**4559-63 y neoadyuvante**1-¢, Este hecho nos ha hecho
preguntarnos por qué hay algunas pacientes que presentan TILs en el tumor al diagndstico mientras
gue otras no lo tienen. Una de las posibles causas que podria explicarnos la ausencia de linfocitos
en el tumor es que estos se han quedado bloqueados en el ganglio linfatico local. Entendiendo estos
mecanismos de bloqueo, se podrian aplicar diferentes tratamientos para poder revertirlos e inducir la
presencia de estas células en el tumor. Con esta sencilla estrategia terapéutica, podriamos optimizar
el sistema inmune para que pueda tener una sinergia con los tratamientos de quimioterapia, y asi

mejorar el pronéstico de estas pacientes.

Gracias al presente trabajo, hemos podido confirmar la hipétesis principal por IHQ de que los
linfocitos parecen quedar retenidos en el ganglio linfatico en gran medida por el marcador CTLA-4
(mediana 7% [2,0% - 12%] vs. 3% [0,5% - 9%)], p=0.01). Esta hipotesis ha sido ademas corroborada
por los otros biomarcadores de inhibicion (PD-1, PD-L1 y PD-L2), que han salido estadisticamente

no significativos en el ganglio (p=0.89, p=0.29 y p=0.11, respectivamente).

Los medicamentos anti-CTLA-4 han tenido resultados positivos en melanoma metastasico,
consiguiéndose la aprobacién del ipilimumab en 2011%, y con posterioridad en otras patologias.
Lamentablemente en CM metastasico no ha habido tanto éxito, habiéndose probado en tumores con
receptores hormonales avanzados combinado con exesmetano® o en CM metastasico en
monoterapia®, con resultados bastante pobres. Sin embargo, es llamativo observar cémo no hay
estudios publicados en la literatura con tremelimumab o ipilimumab en tumores triple negativos que
son los que, al menos desde un punto de vista te6rico, serian los tumores que mas se beneficiarian

de las maniobras inmunoldgicas.

Actualmente hay numerosos estudios que estan probando lo aCTLA-4 en neoadyuvancia, solo o en
combinacion, de los que ya han salido resultados en melanoma®® y cancer colorrectal®*. En estos
estudios se ha visto que hay una expansion clonal de linfocitos T, especialmente en pacientes que
tienen respuesta completa patolégica. En el estudio de colon®* (NICHE, NCT03026140), donde se
combinaba ipilimumab con nivolumab neoadyuvante, se vio que todos los dMMR (del inglés deficient
Mismatch Repair) (7 pacientes) alcanzaban mayores respuestas patolégicas (4 de ellos tuvieron
RCp), y ninguno de los 8 pacientes pMMR (del inglés proficient Mismatch Repair) lo hacian. Esta

diferencia en respuesta no se pudo predecir por la infiltracién por CD3 (p=0.0663) o por firmas de
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genes inmunes, aunque si que se vio diferencias entre la firma de INF-y después del tratamiento.
Esta incrementaba significativamente en los tumores dMMR (p=0.036) pero no en los pMMR
(p=0.08), contribuyendo a distinguir mejor entre los que respondian al tratamiento (dMMR) de
aguellos que no respondian (pMMR). ElI TMB era mas alto en los pacientes dMMR gue en los pMMR
(mediana 1795 vs. 103, p=0.008).

Sin embargo, los pacientes con dMMR tenian ya mayor niumero de linfocitos T citotoxicos de base
(p=0.27) que los pacientes pMMR. Ademas, estos los linfocitos T aumentaban 4.8 veces mas
(p=0.0009) después de recibir tratamiento en los pacientes dMMR en comparacién con el 2.4
aumento que ocurria en los pacientes pMMR (p=0.018). Esto nos da motivos para pensar que en CM
podria ocurrir lo mismo, donde pacientes con pocas TILs (que se podria hacer el paralelismo con los
pacientes pMMR), podrian llegar a tener también expansion clonal de los linfocitos T. Aunque esta
expansion no fuera acompafiado de respuesta clinica al tratamiento, podria llegar a mejorar el

pronéstico de los pacientes.

En CM se ha realizad una investigacion piloto, que consistia en dar una dosis Unica de ipilimumab
solo o combinado con crioablacién, o crioablacion sola, antes de una mastectomia para evaluar la
seguridad y la tolerabilidad de la combinacién®. Se incluyeron 19 pacientes de CM
independientemente de su histologia. Aunque el estudio tenia poco poder estadistico, se observé
gue las pacientes que habian recibido el ipilimumab junto con la crioablacién tenian méas TILs y
mayor ratio de proliferacion (Ki67+) de CD4+ (p=0.05) y CD8+ (p=0.005) que de linfocitos T
reguladores®. También se observd un aumento de la expresion de ICOS en los linfocitos T CD4+ y
CD8+ en sangre después de la administracion de ipilimumab e ipilimumab+criablacion (p=0.05 en
CD4+ y p=0.005 e CD8+ comparado con crioablacién sola), y duraron hasta un mes después de la
administraciéon, especialmente en los pacientes que lo recibieron ipi+crioablacion®. Esto fue
acompafado de un aumento de IL-2, IL-12 e IFN-y en la sangre mayor también en el brazo de

ipi+crioablacion que en los otros dos brazos®.

El estudio ULTIMATE (NCT02997995), actualmente abierto, esta valorando diferentes estrategias
para inducir infiltracién de linfocitos CD8 en el tumor en pacientes RE+/HER2 con tremelimumab
(parte 1) y posteriormente activarlos con durvalumab (parte 2), y ambas combinadas con
exesmetano. El estudio consiste en dar una Unica dosis de tremelimumab y hacer una biopsia a la
paciente 3 semanas después de la infusion. Si la paciente ha alcanzado una infiltracion del 10% de
linfocitos T CD8, pasaria a la parte 2, donde recibiria durvalumab durante 6 meses hasta la
operacion. El objetivo primario seria la RCp y se probarian también otras tres inmunoterapias

ademas del tremelimumab para inducir la infiltracion de linfocitos.
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Nosotros proponemos que, a partir de nuestros resultados, seria interesante administrar una dosis
de aCTLA-4 en pacientes de CMTN que tuvieran pocos TILs al diagndéstico. Aunque en nuestro
proyecto no hemos incluido pacientes con TILs intermedias (5% y <50%) para poder optimizar los
resultados, si estos pacientes seria candidatos 0 no a esta maniobra terapéutica es un aspecto que
desconocemos. El objetivo principal seria conseguir que las pacientes con <5% tuvieran un aumento
de TILs del 10% o mas, ya que se ha visto que por cada 10% de incremento de TILs el riesgo de

recurrencia disminuye un 14% y el de muerte un 18%*%°.

Cabe destacar que la tincion de PD-L2 también era mas alta en pacientes TILs y tenia una tendencia
a la significacion (p = 0.11). Como hemos comentado previamente, se cree que el PD-L2 también
controla la activacién de los linfocitos T en los 6rganos linfoides (lugar de induccién), y por lo tanto
podria ser otro marcador de inhibicién primario de los linfocitos. Se vio que la diferencia la daba
sobre todo porque habia mayor tincion poco definida en la zona paracortical donde se encuentran los
linfocitos T CD8, que podrian corresponder a la tincion de las digitaciones que las células dendriticas
forman para aumentar su superficie para la presentacion de antigenos. Haciendo un estudio con un
mayor nimero de muestras, con una tincion para poder identificar los tipos celulares (en especial
células dendriticas y linfocitos T CD8) y aumentando la intensidad de la tincién del PD-L2, se podria
entender mejor la funcién de este biomarcador en la inhibicion primaria de la respuesta inmune.
Actualmente solo se conoce un tratamiento dirigido contra el PD-L2 (rHIgM12B7) y se esta probando
Gnicamente en melanoma metastasico®, por lo que no se conoce si su efecto es diferente a los
tratamientos anti-PD-1. Como hemos sefialado en la introduccion, el PD-L2 se une a otro

biomarcador aln desconocido ademas del PD-1.

Se vio que también el OX-40 salia estadisticamente significativo en el ganglio, habiendo mas
expresion en las pacientes TILs- aunque su rango era muy amplio (5% - 100%). Esto podria apoyar
la hipotesis principal de que hay muchos linfocitos activados que se han quedado retenidos en el
ganglio en las pacientes con menos TILs. En 2011 se completé un ensayo clinico (NCT00900302)8°
donde se estudié el OX-40 y otros biomarcadores relacionados por IHQ y por expresion génica en
ganglios linfaticos centinela, no centinela y tumor primario de diferentes tumores, aunque no se ha

podido encontrar ninguna publicacion sobre este ensayo.

Hubiera sido interesante haber tenido una muestra de ganglios control para ver la expresion de estos
marcadores en personas sanas, para compararlo con los dos grupos y ver quien tiene una expresion

mas alta, més baja o igual que en una persona sin cancer.

El disefio del estudio nos ha permitido considerar también otros objetivos secundarios para poder
entender mejor las diferencias entre estas pacientes y generar nuevas hipétesis. El estudio del

ganglio linfatico se amplié con un estudio de la regulacién del sistema inmune en el tumor. Solo se
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pudo comparar la tincion en las células tumorales de PD-L1 y OX-40, ya que la tincion del PD-L2 en
las células tumorales era minima y en muy pocas muestras, y el PD-1 y CTLA-4 solo tefia las TILs.
La tinciébn de PD-L1 en las células tumorales ha salido estadisticamente significativa (p < 0,001),
habiendo mas tincién en las pacientes TILs+. Este resultado es también importante ya que se sabe
gue es un marcador de inhibicidon secundario que aparece en el lugar de accién de los linfocitos, por
lo que las células tumorales lo podrian estar utilizando para desactivarlos. EI PD-L1 es un
biomarcador que se esta valorando en numerosos ensayos clinicos como predictor de respuesta
tanto para tratamientos anti-PD-L1 como para anti-PD-1, y ya ha sido aprobado como CDx en varios
tipos de cancer. Cabe destacar que siempre habia tincién de PD-L1 en el infiltrado linfocitario de las
pacientes TILs+, siendo su mediana 15%, rango [3% - 60%].

En el grupo de las pacientes TlLs+, cuando se consideré la valoracién de PD-L1 en el tumor y en el
infiltrado linfocitario como variable dicotomica (21% y 210% respectivamente), se vio que no habia
ninguna paciente cuyas células tumorales fueran PD-L1+ y no lo fueran las TILs, y si que habia
pacientes que tenian tincion PD-L1+ en las TILs y no en las células tumorales (p < 0.01). Cuando se
compard, de manera dicotdbmica también, la tincion de las células tumorales con el tamafio del tumor
(220 mmy > 20 mm), no se vio ninguna correlacion estadisticamente significativa (p = 0.37). Aunque
la n es pequefia (15 pacientes), nos podria estar indicando que la inhibicion periférica empieza
primero con los linfocitos T (reguladores y/o citotéxicos), como consecuencia de una inflamacion
cronica, y después aparece en las células tumorales, como mecanismo de inmunidad adaptativa. La

expresion de PD-L1 en las células tumorales no guarda relaciéon con el tamafio del tumor.

Actualmente se estan realizando ensayos que combinan aPD-1 y aPD-L1 con QT neoadyuvante
basada en antraciclinas y taxanos con o sin carboplatino. En el contexto neoadyuvante, se
reportaron los primeros datos del ensayo KEYNOTE-173 en 2017, donde las tasas de RCp
(ypTOypNO) en el tumor primario y axila fueron del 50% en la cohorte sin carboplatino (cohorte A, 10
pacientes), y 80% en la cohorte con carboplatino cada 3 semanas (cohorte B, 10 pacientes)®. En
2018 se reportaron los resultados globales de RCp en las 6 cohortes, y fue el 60% (60 pacientes en
total). Se reporté también la SLP a los 12 meses, que fue del 100% en cohortes B, C, E y F; 90%
(90% IC, 58-98) en cohorte D; y 80% (90% IC, 49-93) en cohorte A (era la Unica que no llevaba
carboplatino). El 100% de las pacientes que tuvieron RCp no habian recaido a los 12 meses, en
comparacion con el 88% (90% IC, 71-95) de las pacientes que no alcanzaron la RCp (tres pacientes

que no habian recibido carboplatino)®’.

Resultados similares a la cohorte sin carboplatino se reportaron para la combinacién de durvalumab
con nab-paclitaxel y dosis densas de doxorrubicina y ciclofosfamida (tasa de RCp del 56% en 16

pacientes, 95% IC 32-78)%. Los nuevos estudios estan valorando también afiadir pembrolizumab
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adyuvante después de combinarlo con la quimioterapia neoadyuvante (KEYNOTE-522,
NCT03036488) y afadir carboplatino (semanal o cada tres semanas) al paclitaxel segun los
resultados del KEYNOTE-173%. No se ha reportado nada sobre TILs o PD-L1 como biomarcadores
predictivos y prondsticos en estos ensayos, pero son objetivos secundarios en ambos estudios. Se
espera que guarden relacion con una mayor RCp para que se pueda seleccionar mejor la poblaciéon

gue se pueda beneficiar de afiadir la inmunoterapia al régimen neoadyuvante.

Donde si se han reportado resultados del PD-L1 como biomarcador de inmunoterapia en CM ha sido
en el ensayo clinico IMpassion1307%, que llevé a la aprobacion en Estados Unidos de la combinacion
de atezolizumab y nab-paclitaxel en marzo de 2019 para primera linea de CMTN metastasico en
pacientes que fueran PD-L1+. Esta combinacidon aumentaba la mediana de SLP en 1.7 meses en
comparacion con las pacientes que solo recibieron nab-paclitaxel (7.2 vs. 5.5 meses, HR 0.80 [0.69 —
0.92], p = 0.002) para la poblacion general. En las pacientes PD-L1+, se vio que la diferencia de la
SLP era mayor (2.5 meses) cuando se afiadia atezolizumab (7.5 vs. 5.0 meses, HR = 0.62 [0.49 —
0.78], p < 0.001). La mediana de SG también era numéricamente mayor en el grupo que recibio
atezolizumab, aunque no llego a ser estadisticamente significativo (21.3 vs. 17.6 meses, HR 0.84
[0.69 — 1.02], p = 0.08) en el andlisis interino. Cuando se hizo el andlisis en el grupo de pacientes
PD-L1+, la diferencia era aun mayor (25.0 vs. 15.5 meses, HR 0.62 [0.45 — 0.86]), aunque al no
haber sido estadisticamente significativo el andlisis de toda la poblacion estos resultados son tan
solo descriptivos (Figura 46)7.

Overall Survival in the PD-L1-Positive Subgroup

Median 2-Yr Rate of
No. of Events/  Overall Survival Progression-free
No. of Patients (95% Cl) Survival (95% ClI)
mo %
Atezolizumab+ Nab-Paclitaxel 64/185 25.0 (22.6-NE) 53.5 (42.3-64.6)
Placebo + Nab-Paclitaxel 38/184 15.5 (13.1-19.4) 36.6 (26.4-46.7)
100+
9% Stratified hazard ratio for death, 0.62 (95% Cl, 0.45-0.86)
- _
R
® 70
3-6 60 Atezolizumab+nab-paclitaxel
I B
= 40
g 304
a 20
10
0 T T T T T T T T T T T T
i} 3 3 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Months
Mo. at Risk

Atezolizumab+ 185 177 160 142 113 61 36 22 15 9 5 NE NE
nab-paclitaxel
Placebo+ 184 170 147 129 89 44 77 19 13 & NE NE NE
nab-paclitaxel

Figura 46. Supervivencia global en el grupo de pacientes PD-L1+ del estudio IMpassion130. Nétese
gue no se muestra la p de este andlisis ya que la p del andlisis de todas las pacientes fue de 0.08.

Fuente: imagen tomada de Schmid et al.”®
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La recomendacion del test CDx de PD-L1 (clon sp142) para administrar atezolizumab+nab-paclitaxel
en CMTN es medir la tincion en el infiltrado inflamatorio (TILs, macréfagos, células plasmaticas)™ y
gue sea >1%. Sin embargo, el test complementario de este mismo anticuerpo para el cancer de
pulmén al principio recomendaba medirlo en las células tumorales y en el infiltrado inflamatorio y
seguir un algoritmo, y actualmente se considera positivo si es >1% en el infiltrado inflamatorio o
>50% en las células tumorales'®. En nuestro estudio no podriamos haber evaluado solo el infiltrado
inflamatorio porque la diferencia entre los dos grupos la daba precisamente la presencia o no de los
TILs, y en las pacientes sin TILs habia muy poca tincibn de macréfagos ya que también habia muy
pocos. Cabe sefialar que en el estudio IMpassion130 se usaron muestras tanto del tumor primario
como del sitio metastasico, por lo que a dia de hoy no hacen ninguna recomendacién sobre cudl

seria mejor, y el test se hace segun la disponibilidad del tejido.

La tincion tumoral por OX-40 también era mayor en las pacientes TILs-, aunque la variabilidad era
muy grande (5% - 100%). Siendo también estadisticamente significativa, este resultado ha sido por
un lado un poco sorprendente porque se esperaba que la tincion fuera solo en los TILs, y también de
significado incierto ya que no hay mucha literatura reportada de la expresién de este marcador en
células tumorales. Se han empezado a hacer ensayos clinicos en tumores avanzados de terapias
dirigidas a OX-40, solas o en combinacién con quimioterapia, inmunoterapia o radioterapia®.
Algunos resultados publicados indican que hay un efecto mayor si se afiade agonistas del OX-40 a
los aPD-L1, y que ademas se produce un aumento de los linfocitos T CD8+ especificos de antigenos
tumorales y linfocitos T CD4%. La mayoria de estos estudios son fases | basket, pero hay uno
(NCT01862900) especifico para cancer de mama con metastasis hepaticas y pulmonares, que
combina 3 dosis en dias alternos de aOX-40 con radiacion estereotactica del cuerpo a diferentes
dosis, siendo uno de los objetivos secundarios medir los niveles de células CD4+ y CD8+ en la

sangre. El estudio estad completado pero no han publicado ningan resultado adn.

Otro de los objetivos secundarios era conocer un poco mas la funcion de la respuesta humoral en
cancer de mama, a través de la valoracién de los anticuerpos en los CG. Se vio que en los CG, la
tincion de PD-L1 y PD-L2 era mayor en las pacientes con TILs+, al contrario que ocurria en el resto
del ganglio linfatico. Sin embargo, solo la expresion de PD-L2 ha sido estadisticamente significativa
(p=0.03). No se conoce mucho la funcion de estos ligandos en el CG y mucho menos en el contexto
del cancer. Algunos estudios preclinicos en linfomas han observado que la presencia de estos dos
ligandos inhiben la cantidad y calidad de las células T foliculares, y afecta a la formacién del CGL,
Al contrario que el PD-L2, la tincion de OX-40 en el centro germinal es mas alta en las pacientes
TILs-, y ha salido estadisticamente significativo (p=0.01). Como ocurre con los otros marcadores,

tampoco se han hecho muchos estudios de la funcién del OX-40 en el CG. Se cree que funciona
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como coestimulador de la activacion de los linfocitos B por las células T foliculares, segun un estudio

preclinicol®?,

El andlisis cualitativo y cuantitativo de los centros germinales de los ganglios se observé mayor
cantidad de ellos y mas grandes en las pacientes TILs+ que en las TILs- (80% vs. 35%). En las
muestras de tumor se observé también que las pacientes con mas TILs tienen mas presencia de TLS
(47% vs. 25%) y ademas mas numerosos. Esto se habia visto ya en otros estudios de cancer de
mama, como el de Buisseret et al.1%. Este hallazgo podria indicar que hay mas presentacion de
antigeno en las pacientes TILs+, y que no solo provoca una respuesta especifica celular (que lo
demuestra la presencia de TILs en el tumor), sino también una respuesta humoral en el ganglio

(nimero de CG) e in situ (presencia y numero de TLS).

Para entender mejor la respuesta humoral in situ y correlacionarlo con lo que ocurre en el ganglio
linfatico local, seria mejor haber hecho cuatro grupos de pacientes, con las mismas caracteristicas
gue las pacientes de nuestro estudio pero que fueran: un grupo con TILs y con TLS; otro con TILs
pero sin TLS, otro sin TILs pero con TLS, y el dltimo sin TILs y sin TLS. Se necesitarian su tumor
primario y su ganglio linfatico centinela. Se tendria que hacer un estudio de mutaciones en el tumor
primario, y un estudio de diferentes biomarcadores inmunes que incluyan el PD-L1 y el PD-L2 asi
como diferentes marcadores de linfocitos B, linfocitos Th y células dendriticas foliculares para ver las

diferencias entre los cuatro grupos.

También se quiso comparar la misma area tefiida con los diferentes anticuerpos y con CD8. Las
comparaciones visuales del area paracortical y CG entre las pacientes confirmaban los resultados
numeéricos. Se observaron resultados interesantes en el tumor de pacientes TILs+, donde algunas
TILs CD8+ estromales adyacentes al tumor se tefiian de PD-L1 y OX-40, a diferencia de las TILs

CD8+ intratumorales, que algunas se tefilan de PD-L1 pero casi ninguna de OX-40.

En la prueba de NanoString se vio que los tumores y los ganglios formaban dos clusters separados
claramente. El B7.H4, CD276 (B7.H3) y VEGF.A se expresa mas en los tumores, especialmente el
B7.H4, y el resto de genes mas en el ganglio, siendo CD21 y CD20 los de mayor expresion, por el
analisis SAM. Que el gen VEGF.A esté mas expresado en tumor que en el ganglio es un resultado
esperado, ya que es un marcador de angiogénesis que se expresa en las células tumorales para
favorecer el crecimiento de vasos sanguineos alrededor del tumor. La expresion mas alta de los
otros dos (B7.H4 y CD276) nos puede indicar que hay otros marcadores de inhibicion secundaria de
linfocitos expresados en las células tumorales que podrian tener un rol en CMTN ademés del PD-
1/PD-L1. Por otro lado, es de esperar que el CD21 y CD20 estén mas expresados en el ganglio
porqgue son marcadores de linfocitos B y, como hemos visto en los resultados de la IHQ, su

presencia en el tumor es sobre todo en los TLS y no todas las muestras los tienen.
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En la comparacién de tumor TILs+ vs. TILs- por NanoString también se vio que clusterizan
claramente. El B7.H4, CD276 (B7.H3), VEGF.A, CD73 y CD56 estan mas expresados en tumores
TILs- (todos p< 0.05 segun el analisis SAM, segun el analisis ANOVA el CD73 y el CD56 no son
estadisticamente significativos). El resto de genes esta mas expresado en TlLs+ (p< 0.05), siendo el
CTLA-4 el gue mas esta expresado. Estos resultados podrian indicar que los marcadores B7.H4 y
B7.H3 estadn expresados en las células tumorales y no en las TILs, pero resulta dificil de explicar
cdmo pueden inhibir los linfocitos si no hay presencia de ellos en los tumores TILs-, y la inhibicién se
espera que sea por contacto. Ademas, tampoco se conoce cudl es el receptor de los linfocitos que se
une a ellos y qué procesos provoca en el linfocito, es ain mas complicado establecer una hipotesis
en esta direccion. Una explicaciébn més légica sea que provoque activacion de cascadas internas de
la célula tumoral para hacerla mas agresiva, evitando su apoptosis y favoreciendo la aparicion de
metéstasis. Un estudio por IHQ nos ayudaria a comprobar si estan expresados en la superficie
celular, pero después seria necesario comprender cual es su ligando y qué otras vias moleculares
podrian estar asociadas a esta expresion. En un estudio en cancer de mama se vio por IHQ que la
expresion de B7.H4 y PD-L1 era practicamente excluyente, habiendo muy pocas muestras
doblemente positivas!®. También se observé que la expresion de B7.H4 no guardaba relacion con el
subtipo histolégico, mientras que la de PD-L1 es mucho mas comin en CMTN que en los otros
subtipos!?®. Un andlisis mas exhaustivo de este marcador podria abrir puertas para la inmunoterapia
en cancer de mama RH+, donde se ha considerado que el sistema inmune jugaba un papel mas

secundario y que era mas importante la expresiéon de los RH para el crecimiento del tumor.

Actualmente hay ensayos en marcha para ambos biomarcadores. Para el B7.H3, hay varios
ensayos, siendo tres los que se podrian considerar mas relevantes®: el NCT02475213, un fase |
basket que combina enoblituzumab (aB7.H3) con pembrolizumab; el NCT03406949, un fase | que
combina el conjugado MGDO009 (B7.H3 + la proteina CD3 DART) y con un anti-PD-1 en tumores
B7.H3+ (incluyendo CM); y el NCT02381314, un fase | que combina enoblituzumab con ipilimumab
en varios tipos de cancer que expresen B7.H3, incluyendo el CMTN. Los tres estudios son de
MacroGenics y son con escalada de dosis y con expansion de cohortes, por lo que se probaran en
un nimero considerable de pacientes. Para el B7.H4 solo hay actualmente un ensayo en marcha, el
NCT03514121, que prueba FPA150, un anti-B7H4 solo o en combinacién con pembrolizumab. Es un

fase 1a/1lb que incluye varios tipos de tumores (entre ellos el CM) y se espera reclutar 278 pacientes.

Ambos biomarcadores se estan evaluando junto con los aPD-1/aPD-L1 y aCTLA-4, que son las dos
inmunoterapias mas importantes en tumores soélidos. En muchos estudios de estos farmacos se ha
visto que la respuesta es variable y solo alrededor de un 20% de los pacientes consiguen que esas
respuestas se mantengan a lo largo del tiempo'®. La combinacién podria aumentar el porcentaje de

pacientes que respondan a la inmunoterapia y conseguir una respuesta mas durable en el tiempo.
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En dos de los tres ensayos del B7.H3 mencionados estan seleccionado de entrada a los pacientes
por la expresion de B7.H3, y en ninguno de ellos lo estdn probando sin combinar con otros
tratamientos. Sin embargo, el aB7.H4 si que se esta probando en monoterapia e incluiran pacientes
gue no expresen B7.H4, aunque la expansion de cohortes se prevé que sean en tumores B7.H4+

pero todo dependera del andlisis de eficacia preliminar.

En la comparacién entre los ganglios linfaticos por NanoString de las pacientes TILs+ vs. TILs- no se
observa ninguna clusterizacién por estos grupos, aungue las pacientes se dividen en dos grupos
independientemente de los niveles de TILs. Por el analisis SAM solo hubo significacién estadistica
en dos genes: el CD68 (marcador de macrofagos) y el CD8 (células T citotdxicas) estaban mas
expresados en los ganglios linfaticos de las pacientes TILs+. Por el analisis ANOVA, menos riguroso,
salian estadisticamente significativos el CD68 (p = 0.0115) y CD4 (p = 0.0333); el CD8A no llegaba a
salir significativo (p = 0.0537). Estos resultados podrian indicar que las pacientes TILs+ tienen mas
presentacion de antigenos a través de los macréfagos (CD68+), y por tanto ha habido una expansion
clonal de linfocitos T CD8+ y CD4+ en el ganglio que explicaria que el tumor este lleno de TILs.
Hubiera sido muy interesante haber tenido una muestra de ganglios de personas sanas para
comparar los niveles de estos marcadores cuando el sistema inmune estd en estado basal, para
tener una idea si es que aumenta respecto al normal en pacientes TILs+ 0 es que baja en pacientes
TILs-. Este hallazgo nos hace pensar que las pacientes TILs+ puedan tener mutaciones que
produzcan neoantigenos mas inmunogénicos y, por tanto, ser capaces de provocar una respuesta
inmune mucho mayor. Haciendo secuenciacion completo del exoma podriamos comparar las
mutaciones en cada grupo, y a través de pipelines informéaticos como el pVAC-Seq'% o MuPeXI*" se

podria identificar mutaciones que pudieran ser inmunogénicas y compararlas entre los dos grupos.

Donde se ha hecho un estudio como el que proponemos ha sido con muestras de melanoma, donde
se ha visto que es el nUmero de mutaciones y, sobretodo, de neoantigenos los que predicen la
respuesta al ipilimumab’1°, Como ya se vio anteriormente, la expresién de CTLA-4 por IHQ en el
tumor no se ha correlacionado con respuestas a los aCTLA-4, a diferencia de los aPD-1/aPD-L1 que
si que los tienen. A dia de hoy no tampoco el Tumor Mutational Burden (TMB) se considera como un

biomarcador predictor de los aCTLA-4, pero si que esta aprobado para el pembrolizumab.

En el estudio realizado por Eliezer Van Allen et al.l?®, se analizaron tres grupos de pacientes con
melanoma metastasico tratados con ipilimumab: un grupo eran los que no habian tenido beneficio de
la administracion de ipilimumab, otro era los que habian vivido mas de dos afios pero con un SLP de
menos de seis meses y el tercero eran los que si que habian obtenido beneficio mas claro del
ipilimumab, habiendo respondido al tratamiento y con una supervivencia de mas de dos afios. Se vio

gue los dos primeros grupos tenian una carga mutacional y de neoantigenos menor que los largos
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supervivientes, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0.0076 y p=0.027,
respectivamente). Cabe destacar que habia pacientes con valores atipicos en ambos grupos (mucha
carga mutacional o de neoantigenos en los no respondedores y poca carga de ambos en los largos

respondedores).

Ademdas de estudiar el nUmero de mutaciones y neoantigenos, intentaron buscar neoantigenos que
estuvieran presentes en varios pacientes de los largos respondedores y no en los otros dos grupos,
ya que debido a la presencia de pacientes en ambos grupos con valores atipicos, la carga
mutacional y de neoantigenos no seria suficiente para predecir la respuesta al ipilimumab. Solo
identificaron 28 neoantigenos (~0.04%) de los 77,803 neoantigenos de todo el estudio que
estuvieran en mas de un paciente que habia tenido beneficio clinico del ipilimumab pero que no
estuviera presente en los pacientes gque no habian respondido o que no habian tenido
supervivencias duraderas'®®. Estos resultados se compararon con los de A Snyder et al.”t, que
habian identificado una firma de tetrapéptidos que estaba presente en varios pacientes
respondedores y que, por tanto, se habia asociado a beneficio a ipilimumab. No se encontraron
estos tetrapéptidos en el grupo de los respondedores a ipilimumab del estudio, ni se encontré ningin

neoantigeno o mutacién que fuera comuan en todos los pacientes.

Por otro lado, realizaron secuenciacion del RNA para comparar los genes realmente transcritos con
los neoantigenos predichos por el pipeline bioinformatico del The Cancer Genome Atlas (TCGA). En
la mayoria de los pacientes los antigenos predichos por el TCGA sobreestimaba en 6320 a los que
realmente estaban transcritos, y se dejaba de detectar 166 que si que estaban expresados en los
pacientes de estudio®®. Ademas de la prediccién de neoantigenos, la secuenciacion del ARN daba
informacion sobre genes inmunes que podrian estar expresados de manera diferente en los grupos
de pacientes. Los genes granzyme A (GZMA) and perforin (PRF1) estaban sobreexpresados tanto
en el grupo de los largos respondedores al ipilimumab que habian tenido beneficio clinico como los
gue habian progresado a los seis meses pero que habia sobrevivido mas de dos afios, y apenas
expresados en aquellos pacientes sin beneficio clinico alguno (p=0.042)'¢, También se vio que la
expresion de CTLA-4 y de PD-L2 era estadisticamente significativa cuando se comparaba a los
pacientes que habian tenido beneficio y respuestas duraderas con los que no habian tenido beneficio

(p=0.033 y p=0.041, respectivamente), pero no ocurria con el PD-1 o PD-L1 (Figura 47).
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Figura 47. Expresion de RNA del CTLA-4, PD-1, PD-L1 y PD-L2 en pacientes con beneficio claro al
ipilimumab, sin beneficio pero con larga supervivencia y sin beneficio. Los pacientes que mostraron
beneficio al ipilimumab (en verde) mostraban niveles mas altos de CTLA-4 y de PD-L2 que los
pacientes sin beneficio (en amarillo), y eran estadisticamente significativos (p=0.033 y p=0.041,
respectivamente). Hay un punto en el CTLA-4 de los no respondedores que no se muestra porque es
>50 reads per kilobase per million (RPKM). Los * en la parte superior indican una p<0.05.

Fuente: imagen adaptada de Eliezer Van Allen et al.1%,

Estos resultados nos hacen reflexionar sobre la dificultad que hay para poder usar unos pocos
neoantigenos o intentar buscar mutaciones concretas para predecir la respuesta a los aCTLA-4. La
disparidad de datos puede ser una de las razones por la que todavia no haya un CDx para los
aCTLA-4 en el mercado, y que tampoco se haya podido producir tratamientos a base de
neoantigenos sintéticos para poder inducir al sistema inmune de una manera mas sutil que con las

inmunoterapias.

Una observacion de nuestro es que los resultados de NanoString en el ganglio no concuerdan con
los de la IHQ. Una de las razones que pueden explicar esto es que la técnica NanoString no permite
saber qué tipo de célula es la que expresa CTLA-4 o PD-1, ya que se extrae el ARN de toda la
muestra conjuntamente. De hecho, en la IHQ del CTLA-4 no se tuvo en cuenta su expresion en los
macrofagos, que también aparecian tefiidos. Ademas, que los ganglios se clausterizen en dos
grupos pero que no sea por la presencia de TILs en el tumor nos puede indicar dos cosas: que el

NanoString no es la mejor técnica para estudiar este tipo de tejido, ya que esta compuesto de
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diferentes tipos de células en diferentes estructuras; o que hay otras razones subyacentes que
desconocemos y que hace que los ganglios de estas pacientes sean diferentes. Las pacientes no
estaban seleccionadas para correlacionar las variables del estudio con la SLP o SG, asi que no se
pudo hacer ningun analisis en este aspecto. Por otro lado, la variabilidad en los ganglios es mucho
mayor que la del tumor, por lo que los dos clusters no presentan una diferencia de expresion tan

clara como ocurre en la comparacién entre tumores o entre el ganglio y el tumor.

Donde seria muy interesante hacer un estudio mas amplio de expresién génica con NanoString que
no solo cubriera genes inmunes, seria en el tumor primario. La empresa NanoString ha disefiado y
validado un panel de 776 genes que incluye los diferentes subtipos de CM, las vias de sefalizacién
del RE, RP y HERZ2, y un estudio profundo del microambiente tumoral, entre otras firmas génicas
(Tabla 23). Con este panel no solo se ampliaria el estudio del rol de las células y moléculas del
sistema inmune, sino que también podriamos descifrar si hay otras vias moleculares propias de las
células tumorales que nos puedan explicar las diferencias en la presencia o0 no de TILs al
diagnostico. Se compararia, entre otras cosas, si hay variacion en porcentaje de los subtipos
moleculares por PAM50 y por la clasificacién de Burstein de los dos grupos. También incluye un
estudio del MHC clase Il, que es clave en la presentacién de antigenos a través de las CPA.

Tabla 23. Clasificacion de las diferentes firmas génicas que se cubren con los 776 genes del panel
nCounter®de Cancer de Mama 360™ de NanoString.

Tabla tomada de NanoString Technologies!®®.

Esta tesis, que implica diferentes pruebas y biomarcadores, nos ha hecho reflexionar sobre la

inminente necesidad de tener un test de diagndstico que nos permitiera identificar diferentes
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biomarcadores. Actualmente los CDx en oncologia estan basados en pruebas de IHC (por ejemplo,
HER2 o RE) o en secuenciacion (BRCA, KRAS, etc.), y se hacen en el tumor primario. Los
biomarcadores de inmunoterapia siguen también la misma linea: el PD-L1 es por IHQ, y los
biomarcadores de inestabilidad de microsatélites (MSI, del inglés microsatellite instability) y el TMB,
gue estan considerados como predictores de la terapia pembrolizumab en algunos tumores, se
incluyen dentro del panel de secuenciacién de FoundationOne® CDx, que cubre ya muchas terapias
dirigidas!'®. Sin embargo, cada vez se estan probando mas inmunoterapias nuevas (LAG3, TIM3,
0OX-40, etc.) y en la mayoria de las ocasiones se hace un desarrollo paralelo de un posible CDx si se
descubre un marcador predictor del tratamiento. Normalmente es la misma diana terapéutica o su
ligando, y se mira en el tumor primario. En el caso del CTLA-4, su expresion en el tumor primario por
IHQ no es predictivo de esta terapia. De hecho, una de las conclusiones mas importantes de este
trabajo es que es la expresion de este biomarcador en el ganglio linfatico y no en el tumor es la que
nos podria correlacionar con la respuesta al tratamiento, entendiéndola como un aumento en la

migracion de los linfocitos T al tumor primario.

Por otro lado, la cantidad de tejido podria ser un factor limitante si en el futuro necesitamos hacer
varias IHQ y pruebas moleculares para saber cual sera la secuencia de tratamientos Optima para
cada paciente. Esto implicaria validar tests multiplex de IHQ o la técnica de “tefiir y destefiir’, que
ademas de informarnos de la positividad del marcador, nos ayudaria a poder ver si, por ejemplo, son
los linfocitos T CD8 los que expresan PD-L1 y qué posicién ocupan respecto al tumor. Porque ya se
ha visto que la presencia o no de diferentes células o moléculas y su localizacion nos informa de si el
microambiente tumoral es mas bien proinflamatorio o antiinflamatorio. Si el infiltrado inflamatorio, en
el caso de que estuviera presente, esta extenuado, nos va a costar mas reactivarlo que si esta

todavia aun en fase efectora.

Estos test multiplex deberian de estar abiertos a que se usaran diferentes anticuerpos del mismo
tipo, ya que cada farmaco tiene asociado un anticuerpo diferente (por ejemplo, pembrolizumab usa el
clon 22C3 de dako, el atezolizumab el clon sp142 de ventana) y segun los protocolos o prioridades
de cada hospital se preferirdn unos frente a otros ante un mismo escenario. Esta parece ser la pauta
gue estan siguiendo los laboratorios, que ademas de hacer su propio farmaco desarrolla su propio
anticuerpo para el CDx. En la Tabla 24 se muestran los diferentes farmacos aPD-1/aPD-L1 y su test
de PD-L1 asociado, asi como el tipo de célula que se valora y su uso actual. No se ha incluido el
anticuerpo E1L3N de Cell Signaling ya que fue desarrollado fuera de los ensayos clinicos y no esta

relacionado con ningun farmaco.
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Tabla 24. Tests de inmunohistoquimica de PD-L1 segun los farmacos a los que esta asociado, en
qué células se valoran y el uso actual que tienen111,

Inhibidores PD-1/PD-L1 | Test, anticuerpo Tipo de célula Prueba PD-L1 IHQ

actual
Nivolumab (aPD-1) Dako 28-8 Células tumorales Test complementario
Pembrolizumab (aPD-1) |  Dako 22C3 Células tumorales Test CDx para varias

indicaciones

Test CDx para CMTN y

Células tumorales y/o . ‘
urotelial, complementario

Atezolizumab (aPD-L1) Ventana spl42

inmunes U
para otras indicaciones
Durvalumab (aPD-L1) Ventana sp263 Células tumorales Test cc,)mplementqn(i para
cancer urotelial
Avelumab (aPD-L1) Dako 73-10 Células tumorales Aln no aprobado

*El anticuerpo sp263 también permite ser usado en la Union Europea como test CDx del
pembrolizumab y complementario del nivolumab para cancer de pulmén de células no pequefias.

A diferencia de los farmacos, donde nunca se ha hecho un ensayo clinico comparando frente a
frente los diferentes aPD-1/aPD-L1, para los tests de diagndstico si que se ha hecho una
comparacion de los tests, especialmente para su uso en cancer de pulmén. El estudio comparativo
mas importante es el llamado “Blueprint PD-L1 IHC assay comparisson project™!?, que cubre solo los
cuatro primeros anticuerpos de la tabla. Los resultados de las otras comparaciones —que algunos si
que incluyen el 73-10 y el EIL3N-! varian con respecto a los obtenidos en el Blueprint, pero la
mayoria concluye que las valoraciones del 28-8, 22C3 y sp263 son bastante concordantes, y que el
spl42 suele tener una valoracibn mas baja. De hecho, AstraZeneca ha aprovechado esta
circunstancia e hizo una validacion aprobado solo en la Unién Europea para que su anticuerpo se
pudiera ser usado como test CDx para el pembrolizumab y complementario para el nivolumab en

cancer de pulméni®, ya que van por delante del desarrollo clinico que su farmaco, el durvalumab.

Nuestro estudio presenté ciertas limitaciones que se consiguieron solucionar de manera favorable,

dando robustez al método empleado y a los resultados obtenidos:

- En algunas pacientes no era posible saber con exactitud cual era el ganglio centinela (el méas
proximo al tumor), ya que varias de ellas se habian sometido a linfadenectomia. Se eligié un
ganglio de entre todos del primer nivel que parecia mas activo basandonos en el nimero de

centros germinales.

- Habia diferencia de edad y tamafio de tumor entre los dos grupos de pacientes, teniendo las

pacientes con mayor infiltracion de TILs una media y mediana de edad menor, y un tamafio
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mayor de tumor. Se prefirié priorizar tener mayor nUmero de pacientes a intentar balancear
completamente la edad en los dos grupos, ya que solo se encontré 15 pacientes con TILs
altas entre todas las pacientes estudiadas durante el cribado de TILs. Al no relacionar las
valoraciones de los anticuerpos con la SLP o SG, no se considerd que la edad pudiera influir
en el resultado, aunque si que es verdad que el sistema inmune de las pacientes jovenes
suele ser mas reactivo que el de las personas mayores. De hecho, posiblemente que esta
sea una de las posibles causas por la que las pacientes jévenes tienden a tener mas TILs
que pacientes mayores, como se ha visto ya en algunos estudios como el de Denkert et al.3,
La diferencia de tamafio de tumor fue dado sobre todo porque habia una paciente en el grupo
de TILs altas que tenia un tumor de 50 mm, el resto eran igual o menor de 35 mm, como el

del grupo TILs-.

En algunos ganglios era muy dificil de ver con claridad las estructuras de cada parte, donde
hubiera sido mejor haber valorado por separado la tinciébn de la zona paracortical, que es
donde ocurre la presentacion de antigenos a los linfocitos T. La tincion de PD-L1, PD-L2 y
OX-40 se valor6 todo conjuntamente ya que era dificil de distinguir la tincion de las otras
células. Del CTLA-4 y PD-1 si que se pudo evaluar solo en los linfocitos, que eran al fin y al
cabo los dos biomarcadores principales que se queria evaluar la hipétesis principal.

La tincion de OX-40 y sus resultados significativos han sido un poco sorprendentes. Por un
lado, el OX-40 parece tefir por completo muchas células y estructuras, y esto nos podria
hacer pensar en un primer momento que no estuviera bien optimizado, pero podemos ver
claramente que han muestras del mismo tipo de tejido que se tifien mucho y otras que no se
tiien nada. No se han hecho aun muchos estudios con técnicas IHQ sobre este marcador, y
las terapias aOX-40 se encuentran actualmente en las primeras fases de ensayos clinicos.
Por tanto, que los resultados hayan salido estadisticamente significativos en las tres
comparaciones de ganglio, tumor y centro germinal podria tener o no significacion clinica y
habria que disefiar un estudio cuya hipétesis principal sea entender mejor el rol de este
coestimulador. Como hemos visto anteriormente, hay un ensayo clinico en marcha que puede

responder a estas cuestiones (NCT00900302)%.

Hubiera sido informativo haber tenido una muestra de ganglios de pacientes sanos para
comparar los porcentajes de tinciones de los anticuerpos y de los valores de CD8 y CD68 en
una persona sin cancer. El hospital no disponia de un banco de tejidos sanos por lo que
tuvimos que desestimar tener un grupo control de las pruebas. Concluimos que esta decisiéon

no afectaria al resultado ya que lo qué buscabamos era la diferencia de expresién entre un



grupo y el otro, y la tincién en ganglios sanos nos hubiera ayudado a entender mas aquellas

comparaciones que no eran estadisticamente significativas.

Solo los anticuerpos PD-1 y PD-L1 provenian de un kit comercial optimizado y validado, los
otros tres se optimizaron en el laboratorio. A excepcion del OX-40, de los otros dos
anticuerpos no se llegd a conseguir una tincion muy fuerte que facilitara su evaluacion. Sin
embargo, se consiguié la concentracion correcta y una tincion bastante especifica (sin que
llegara a tefir el fondo), por lo que con ayuda de la camara del microscopio pudimos

valorarlos adecuadamente.

La presencia de los centros germinales y TLS podrian no verse dependiendo del corte del
bloque. La cuantificacion se hizo a partir de los cortes de dos anticuerpos y H&E para evitar
gue no pudiéramos ver CG y TLS en el caso de que estuvieran presentes y no se vieran en

un corte especifico del bloque de parafina.

Para la técnica de NanoString, se incluyo toda el area del tumor, donde algunas muestras
TILs- tenian infiltrado linfocitario periférico. En un primer momento se considerd que podria
influir en el resultado, pero se concluy6é que la superficie tumoral era mucho mayor que el

infiltrado linfocitario periférico y que seria un porcentaje muy bajo de todo el RNA extraido.
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1. Los linfocitos parecen estar retenidos en los ganglios linfaticos por el receptor CTLA-4 en
pacientes que tienen niveles bajos de TILs en el tumor (p = 0.01).

2. En el tumor, la inhibicion de los linfocitos parece ocurrir a través del eje PD-1/PD-L1,
habiendo mas expresion de PD-L1 en las células tumorales de pacientes con altos niveles de
TILs (p < 0.001).

3. EI B7.H4, B7.H3 y VEGF.A parecen estar mas expresados en el tumor que en el ganglio, y

sobre todo en los tumores sin infiltracion de TILs.

4. Las pacientes con altos niveles de TILs en el tumor tienen mas expresion de PD-L2 en los
centros germinales (p = 0.03), éstos son mas grandes y numerosos, y ademas tienen mas

TLS en el tumor que las pacientes con niveles bajos de TILs.

5. Los ganglios de las pacientes con niveles altos de TILs en el tumor parecen tener mas
expresion de CD68 (marcador de los macréfagos) y de CD8 (linfocitos T citotoxicos)
sugiriendo que hay mas presentacion de antigenos en estas pacientes.
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Se sugiere, por tanto, a raiz de los resultados obtenidos en esta tesis, los siguientes estudios:

Testar los anti-CTLA-4 antes de la cirugia y/o de la neoadyuvancia con biopsias pre- y post-
tratamiento en pacientes con TlLs <5%, para que podamos medir si conseguimos aumentar
las TILs 10% o mas. Seria conveniente dejar el ensayo clinico abierto a abrir nuevas cohortes
si la hipétesis de la aplicacion de aCTLA-4 se cumple. Se podria valorar concomitarlo o
secuenciarlo con otras inmunoterapias para asegurarnos que esos linfocitos que migran al
tumor no se desactiven en el lugar de accién, segun vayan saliendo resultados de ensayos
clinicos o de investigaciones preclinicas/translacionales. También se podrian concomitar con

coestimuladores como el OX-40 para potenciar la activacién del sistema inmune.

Hacer secuenciacién del exoma en las muestras de tumor para comparar mutaciones e
identificar posibles neoantigenos inmunogénicos usando sistemas informaticos como pVAC-
Seq o MuPeXI. De esta manera podriamos entender mejor si las pacientes con altos niveles
de TILs han tenido mas mutaciones, si éstas producen neoantigenos mas inmunoatrayentes,

y si esto ha hecho que haya mas los linfocitos T CD8 estimulados.

Estudiar las muestras de tumor con el panel de Cancer de Mama 360™ de NanoString para
entender mejor las diferencias de los dos grupos. Este panel validado permite hacer una
ampliacion del estudio de las vias moleculares relacionadas con el microambiente tumoral y
la inflamacion, asi como un estudio completo de la biologia del tumor, que no se habia hecho

en esta tesis.

Realizar un estudio de IHQ de los biomarcadores B7.H4 y B7.H3 (CD276) en el tumor
primario de ambos grupos de pacientes, para comparar su expresion con la de PD-L1. No se
conoce mucho el rol de estos biomarcadores en CM, pero ha sido muy sorprendente que esté
mucho mas expresado en el tumor que en el ganglio, y mas en las pacientes con TILs bajo.
La expresion de PD-L1 ha sido en general baja en nuestro estudio ya que solo se ha valorado

en las células tumorales.

Realizar un estudio de IHQ del PD-L2 en el ganglio centinela en el mismo contexto que las
pacientes de este trabajo usando un anticuerpo con tincion més intensa combinado con un
anticuerpo de identificacion de células dendriticas (CD1a), macréfagos (CD68) y linfocitos T

(CD8), y aumentando el numero de muestras en la medida de lo posible.
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