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Resumen

ABSTRACT

INTRODUCTION: Killer-cell immunoglobulin-like receptors (KIRs) regulate the
killing function of NK cells, which play an important role in the antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity (ADCC) response exerted by therapeutic monoclonal
antibodies (mAbs). However, it is unknown whether the extensive genetic
variability of KIR genes and/or their HLA ligands might influence the response to

these treatments.
OBJECTIVE:

This study aimed to explore whether the variability in KIR/HLA genes may be
associated to the variable response observed to mAbs-based anti-EGFR

therapies.

MATHERIALS AND METHODS: One hundred and sixteen patients treated with
anti-EGFR mAbs (trastuzumab for advanced breast cancer, or cetuximab for
advanced colorectal or advanced head and neck cancer), were included in the
study; of these patients, were selected those who had progressed to mAbs
therapy and were grouped into two categories taking into account time to
treatment failure (TTF <6 months and TTF =10 months). KIR genotyping (16
genetic variability) was performed in genomic DNA from peripheral blood by PCR
sequence-specific primer technique and HLA ligand typing was performed for
HLA-B & -C loci by reverse PCR-SSO methodology.

RESULTS: Subjects carrying the KIR/HLA ligand combinations
KIR2DS1/HLAC2C2-C1C2 and KIR3DS1/HLABwA4w4-w4w6 showed longer TTF
than non-carriers counterparts (14,76 m vs 3,73 m, p<0.001, and 14,93 m vs 4,6
m, p=0.005 respectively). No other significant differences were observed. Two
activating KIR/HLA ligand combinations predict better response of patients to
anti-EGFR therapy.

CONCLUSIONS: These findings increase the overall knowledge on the role of
specific gene variants related with responsivenessto anti-EGFR treatment in solid
tumours and highlight the importance of assessing gene polymorphisms related

with cancer medications.
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Resumen

RESUMEN

INTRODUCCION: Los receptores tipo inmunoglobulina (KIR) de células natural
Killer (NK) regulan la funcion de muerte de las células NK, que desempefian un
papel importante en la respuesta de citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC) ejercida por anticuerpos monoclonales
terapéuticos (AcMo). Sin embargo, se desconoce si la extensa variabilidad
genética de los genes KIR y / 0 sus ligandos HLA podria influir en la respuesta a

estos tratamientos.

OBJETIVOS: Nuestro objetivo es explorar si la variabilidad genética en el
complejo KIR / HLA influye en el tiempo hasta el fracaso del tratamiento en

pacientes tratados con AcMo anti-EGFR en tres tumores sélidos.

POBLACION, DISENO Y METODOLOGIA: Se incluyeron en el estudio 116
pacientes tratados con AcMo anti-EGFR (trastuzumab para cancer de mama
avanzado, o cetuximab para cancer colorrectal avanzado o cancer de cabeza y
cuello avanzado), de los cuales se seleccionaron aquellos que habian
progresado a la terapia de AcMo y se agruparon en dos categorias teniendo en
cuenta el tiempo hasta el fracaso del tratamiento (TTF <6 meses y TTF = 10
meses). El genotipo KIR (16 variables genéticas) se realiz6 en el ADN gendémico
de sangre periférica mediante técnica de cebador especifico de la secuencia de
PCR y se realizo el tipo de ligando HLA para los loci HLA-B & C mediante la
metodologia PCR-SSO inversa.

RESULTADOS: Los sujetos que llevan las combinaciones de ligando KIR / HLA
KIR2DS1 / HLAC2C2-C1C2 y KIR3DS1 / HLABw4w4-w4w6 mostraron una TTF
mas larga que aquellos no portadores (14,76 m frente a 3,73 m, p <0,001 y 14,93
m frente a 4,6 m, p = 0,005, respectivamente). No se observaron otras diferencias
significativas; por lo tanto, dos combinaciones de ligando KIR / HLA activadoras

predicen una mejor respuesta de los pacientes al tratamiento con anti-EGFR.

CONCLUSIONES: Estos hallazgos aumentan el conocimiento general sobre el
papel de variantes genéticas especificas relacionadas con la respuesta al

tratamiento anti-EGFR en tumores solidos y destacan la importancia de evaluar
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los polimorfismos genéticos relacionados con los medicamentos contra el

cancer.
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Introduccién

1. Epidemiologia del cancer

La incidencia de cancer en Espafia en 2012 fue de 215.534 (alrededor de 2/3
partes en pacientes = 65 afios), con un riesgo de presentar cancer antes de los
75 afos de 25,1%; teniendo en cuenta las previsiones demograficas
proporcionadas por Naciones Unidas, se calcula que en 2020 se diagnosticaran
246.713 casos nuevos de cancer en Espafa, 97.715 en mujeres y 148.998 en

varones.

Incidencia cancer en Espafa

195.000 205.000 215.000 225.000 235.000 245.000

¥ 2020 2012

Figura 1. Evolucion de las previsiones de incremento de la incidencia de cancer en Espafia.

El crecimiento de nuevos casos se produce en mayor medida a costa de la
poblacién = 65 anos, y el crecimiento de la poblacién y su envejecimiento

explicarian fundamentalmente este incremento[1].

Los tumores mas frecuentemente diagnosticados para la poblacién general en
Espafia en el afio 2012 fueron el cancer de colon (32.240 casos nuevos), seguido
del cancer de préstata (27.853 casos nuevos), pulmon (26.715 casos nuevos),

mama (25.215 casos nuevos) y vejiga (13.789 casos nuevos)[2].
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Sin embargo, si fragmentamos la incidencia de los distintos tumores por sexo,
los casos que mas frecuentemente se diagnosticaron en varones en Espafia en
2012 fueron el cancer de prostata (27.853 casos nuevos), el cancer de pulmon
(21.780 casos nuevos), el cancer de colon (19.261 casos nuevos), el cancer de
vejiga (11.584 casos nuevos) y el cancer gastrico (4.866 casos nuevos). La

incidencia de estos tumores continla aumentando en los afios posteriores|3].

Y en el caso de las mujeres, los tumores mas frecuentemente diagnosticados en
Espafia en 2012 fueron, por este orden, el cancer de mama (25.215 casos
nuevos), colon (12.979 casos nuevos), utero (5.121 casos nuevos), pulmon

(4.935 casos nuevos) y ovario (3.236 casos nuevos)[4].

Segun los ultimos datos publicados por el instituto nacional de Estadistica (inE)
el 31 de enero de 2014, los tumores fueron la segunda causa de muerte en
ambos sexos, responsables de 27,5 de cada 100 defunciones. La primera causa
de muerte son las enfermedades del sistema circulatorio (30,3) y la tercera
posicién la ocupan las enfermedades del sistema respiratorio (11,7); y por sexo,
los tumores fueron la primera causa de muerte en los hombres (con una tasa de

296,3 fallecidos por cada 100.000) y la segunda causa en mujeres (con 180,0).

Pero la perspectiva en cuanto a datos de mortalidad por cancer en Espafia es
optimista, ya que ha disminuido a partir de los afios 90, encontrandose en tasas
similares a las de los paises mas desarrollados y a la tasa de todos los paises
del mundo. La disminucién en mortalidad puede explicarse por los avances en

diagndstico precoz y en terapias mas eficaces.

1.1. Cancer de mama
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Si bien el diagndstico con mayor frecuencia se realiza en estadios
precoces, hay que sefalar que la presencia de metastasis en el momento del
diagndstico constituye un 5 0 6%, y el 30% de las mujeres diagnosticadas en un
estadio precoz de la enfermedad experimentaran una recurrencia de la misma
con metastasis a distancia [5, 6]; por tanto, la prevalencia de la enfermedad
metastasica es alta debido a que muchas mujeres conviven con la enfermedad
durante varios afos. Sin embargo, existe una importante carencia de datos
precisos sobre la prevalencia en casi todos los paises, ya que la mayoria de los
registros de cancer no recogen datos sobre las recaidas. La supervivencia del
cancer de mama ha mejorado notablemente en los ultimos 20 afios. Cada afio
disponemos de mayor informacion para diagnosticar precozmente y tratar el
cancer de mama, lo que ha permitido que la supervivencia global a los 5 afios
del diagndstico de este tumor sea del 82,8% en nuestro pais, por encima de la

media europea y similar a los paises con las mejores cifras de supervivencia [7].

1.2. Céncer de colon-recto (CCR)

En el caso del cancer de colon, en Espafia cada afio se diagnostican mas
de 28.000 nuevos casos, lo que supone el 15% de la incidencia de todos los
tumores; es la segunda causa de muerte por cancer en nuestro pais, tan solo
por detras del cancer de pulmon, con mas de 14.000 fallecimientos anuales [8];
es ademas el tercer cancer mas frecuente en la poblacion espafiola, después del
cancer de prostata y mama [9] . Tienen una tasa de supervivencia baja, con sélo
un 55% de los pacientes vivos a los 5 afios tras el diagnoéstico de la enfermedad

[10], pero debemos resaltar que la supervivencia de los pacientes ha mejorado

21



Introduccién

en los ultimos 10 afos [11] y que aproximadamente, mas del 20% de los
pacientes con CCR tiene enfermedad metastasica en el momento del
diagnéstico, siendo en este estadio del CCR, la tasa de supervivencia a los cinco
afos baja, alrededor de un 6%. Aproximadamente un 54% de los pacientes que
sufren un cancer de colon en Espafia sobreviven mas de 5 afos. Se trata de una
supervivencia global, sin tener en cuenta la edad, estado previo de salud de la

persona, o el estadio en que se diagnostica la enfermedad.

1.3. Céncer de cabezay cuello (CyC)

En cuanto al cancer de cabeza y cuello, se diagnostican en el mundo en torno
a unos 650.000 nuevos casos al afio a nivel mundial y se producen cerca de
350.000 fallecimientos [12]. En Espafia se estima que son diagnosticados entre
12000 y 14000 casos nuevos cada afio[13] . Mas del 80 por ciento de los
pacientes presenta una enfermedad localmente avanzada al diagnosticarse [14].
La supervivencia media de los pacientes en recaida o con metastasis es de seis

a nueve meses [15].

2. Tratamientos del cancer

La eleccion del tratamiento adecuado para el cancer viene determinado por
varios factores, incluyendo el tipo, las condiciones generales del paciente y por
supuesto cudl sea el objetivo buscado: curarlo, evitar que se extienda, o aliviar
los sintomas causados por éste. Dependiendo de todos estos factores, el

paciente puede recibir uno o varios de los tratamientos siguientes:

22



Introducciéon

SISTEMICOS: OTROS:

LOCAL: Quimioterapia Ensayos Clinicos

Cirugia Hormonoterapia Medicina alternativa

Radioterapia Inmunoterapia Transplante de células
Terapia bioldgica hematopoyéticas

A pesar de los grandes avances en el tratamiento del cancer, la mayoria de los
tipos de tumores solidos siguen siendo resistentes a los tratamientos
convencionales, y en cuanto a los tratamientos sistémicos, pilar basico del
tratamiento de la enfermedad metastasica, hasta antes de la llegada de las
terapias diana, eran los farmacos citotoxicos, los cuales son eficaces pero con
un perfil de toxicidad que en ocasiones limita su uso. La introduccién de terapias
antidiana ha supuesto un avance importante en la seleccién, actividad y perfil de
toxicidad, motivos por los que han tenido un amplio desarrollo en las ultimas dos

décadas.

En la actualidad, forma parte de nuestra practica clinica habitual el uso de
terapias dirigidas contra dianas moleculares concretas, bloqueando receptores
e inhibiendo vias de crecimiento, angiogénesis y migracién tumoral. Dentro del
amplio dosier de terapias antidiana disponibles en la actualidad, son aquellas
dirigidas la actividad dependiente de “receptor para el factor de crecimiento

epidérmico” (EGFR) unas de las que han alcanzado mayor desarrollo.
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Pese a la importancia demostrada de estas vias celulares en algunos tumores y
la actividad demostrada en modelos in vitro, nos encontramos en la clinica
respuestas y evoluciones muy heterogéneas. Al igual que se produce con la
quimioterapia, se producen fallos en la actividad de estos farmacos que nos

obliga a identificar qué pacientes van a responder a estas terapias.

Nos encontramos por tanto ante la necesidad de marcadores predictivos de
respuesta, biomarcadores que pueden estar influyendo en la eficacia del
tratamiento, con el fin de seleccionar mejor a nuestros pacientes, aquellos que
verdaderamente van a responder, y que van a evolucionar mejor, para ofrecer
asi un tratamiento 6ptimo, una medicina de precision y disminuir asi toxicidades

y costes innecesarios.

3. EGFR

Numerosas vias celulares tienen un impacto significativo en el crecimiento y
el potencial metastasico de los tumores. De todas ellas, la familia de receptores
de crecimiento epidérmico (EGFR, ErbB o HER) son una de las mas estudiadas,
y estan constituidas por 4 tipos diferentes de receptores. Las vias dependientes
de estos receptores estan implicadas en el control de la supervivencia celular, la
progresién del ciclo celular, la angiogénesis, la migraciéon celular y la invasion
celular/metastasis [16]. Estos receptores y sus vias se encuentran disregulados
en algunos de los tumores soélidos mas prevalentes habiéndose desarrollado
estrategias terapéuticas dirigidas con actividad antitumoral clinicamente
significativa. Tenemos asi, farmacos dirigidos al receptor EGFR, entre los que se

encuentran los anticuerpos monoclonales (AcMo). Estos AcMo bloquean la unién
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del ligando al dominio extracelular del receptor (porque esta ocupado por dicho
AcMo), induciendo la internalizaciéon y la degradaciéon de dicho receptor,
resultando en la regulacion negativa de la expresion de EGFR en la superficie y

evitando los efectos derivados de su sefalizacion intracelular[17].

Este receptor EGFR, es el miembro de la familia de 4 receptores, incluyendo
EGFR1, EGFR2, EGFR3 y EGFRA4, de los que algunos tienen actividad tirosina
quinasas. Algunos de ellos se activan después de la union de factores de
crecimiento peptidicos de la familia de EGF. Tras la unién del ligando, los
receptores EGFR forman o bien homo- o heterodimeros y, después de la
dimerizacion, se produce la auto- y transfosforilacion de residuos de tirosina
producidos por la transmision de sefales intracelulares de estos receptores

EGFR[18].
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Figura 2. La familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) consta de 4
miembros: EGFR1, EGFR2, EGFR3 y EGFR4; la unién del EGFR a ligandos especificos (por
ejemplo, EGF, TGF-a) desencadena un cambio conformacional del receptor, exponiendo el
dominio de dimerizacion y permitiendo la homodimerizacién con un segundo EGFR, o
heterodimerizacion con otro miembro de la familia EGFR. Los resultados de la activacion de
EGRF conduce a la autofosforilacion de los principales residuos de tirosina. Estos sitios
fosforilados de tirosina conducen a su vez a la activacion de las principales cascadas de
sefializacion, incluyendo la via Ras / Raf / MAPK y la via / AKT PI3K. Estas vias actuan de forma

coordinada para promover la supervivencia celular.

Este receptor puede estar anormalmente activado por diversos mecanismos
como la sobreexpresion del receptor, la mutacion, la dimerizacion del receptor

dependiente del ligando, la activacion independiente de ligando y se asocia con
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el desarrollo de gran variedad de canceres humanos. Por lo tanto, la inhibicién

del EGFR es uno de los objetivos clave para el tratamiento de muchos tumores.

3.1. Inhibicién EGFR

De las mdltiples estrategias estudiadas para inhibir al receptor, dos
aproximaciones terapéuticas se han mostrado como las mas consistentes y son

las mas ampliamente desarrolladas en la clinica[19]:

- Los anticuerpos monoclonales, que se unen al dominio externo del receptor con
alta afinidad, compitiendo con sus ligandos naturales y bloqueando asi, la
activacion de éstos. Ellos comparten una secuencia de distintos mecanismos de
accion: la union extracelular y la internalizacién del complejo receptor-anticuerpo,
lo que provoca la inhibicion de la via de sefalizacion mediada por EGF y
potencial estimulacién de la respuesta inmunoldgica, por ejemplo la citotoxicidad

dependiente del complemento o de células NK[20].

- Las pequefas moléculas inhibidoras de la actividad enzimética tirosina quinasa
del receptor (TKIs). Son moléculas sintéticas fundamentalmente derivados
quinazolinicos, de bajo peso molecular que interactian con el dominio tirosina
quinasa intracelular de varios receptores, incluyendo EGFR, inhibiendo la
fosforilacion inducida por ligando. Estas moléculas son generalmente
competidores reversibles del sitio de union al ATP en el dominio catalitico

intracelular de la tirosina quinasa[21].
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3.2. Anticuerpos monoclonales Anti EGFR

3.2.1. Estructura

Los anticuerpos estan compuestos por cadenas de proteinas, con
una conformacion especial en forma de Y, en la cual se pueden identificar
dos cadenas pesadas idénticas (H) y dos cadenas ligeras idénticas (L)
unidas por enlaces disulfuro intra e intercatenarias. Cada cadena tiene
dominios estructurales, los cuales son formaciones globulares derivadas
de la conformacion terciaria proteica a esos niveles: dos en las cadenas
ligeras (uno constante CL, y otro variable VL); las cadenas pesadas
contienen un dominio variable (VH) y 3 6 4 dominios constantes (CH),

dependiendo del isotipo del anticuerpo[22, 23].

Sitio de unidn al antigeno

Regiones
hipervariables

Cadena ligera

Puentes
disulfuro
Zona de bisagra

Cadena pesada

/

Region variable

Regidn constante

Region hipervariable

COOH

Figura 3. Estructura de los Anticuerpos monoclonales. Extraido de “La tarea de la vida es ordenar
la materia (Neal Stephenson)”. ISSN 2386-7671.

3.2.2. Mecanismo de accién
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Los anticuerpos monoclonales (AcMo) contra el EGFR comparten

una secuencia de distintos mecanismos de accion:

- Unién extracelular

- Internalizacién del complejo receptor-anticuerpo

- Inhibicién de la via de sefalizacion mediada por EGF

- Potencial estimulacion de la respuesta inmunoldgica.

En muchos tipos diferentes de cancer los receptores EGFR, y en
particular EGFR1 y EGFR2, estdn constitutivamente activados como
resultado de la produccién autocrina de ligando, sobreexpresion del
receptor, 0 mutacion. Dada la clara correlacion entre la sobrexpresion de
EGFR1 y EGFR2 y la progresion de diversos canceres humanos, estos

receptores EGFR fueron propuestos como dianas terapéuticas[24, 25].

Entre estas terapias dirigidas, por su prevalencia en la practica
clinica diaria en el tratamiento del CCR y el cancer de mama, destacan
dos anticuerpos monoclonales (AcMo): Cetuximab (anticuerpo I1gG1
monoclonal quimérico, con porcion Fc humana y Fab murina, cuya diana
especifica es el receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR1) y
Trastuzumab (anticuerpo monoclonal humanizado, los cuales soélo
conservan como murina la parte hipervariable /regiones CDR), tipo Ig G1

gue se une de forma selectiva al receptor EGFR2)[26, 27].

3.2.3. Elaboracion
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Los anticuerpos monoclonales son anticuerpos producidos en el

laboratorio que se unen a un antigeno especifico [28].

Se produce de forma industrial por una sola linea de células (el
clon). Son de gran utilidad debido a la capacidad de reconocer a tan solo
uno de los epitopos de un antigeno. Su utilidad clinica en oncologia esta
dirigido a la localizacion de células tumorales (diagnostica) o su

destruccion (terapéutica)[29].

B

&
Antigeno 4V Células productoras 5 Célullas
< 7 umorales
b L P : de anticuerpos
Inmunizacion /~ células inmunes P
aisladas A OV
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Figura 4. Elaboracién de los anticuerpos monoclonales. Extraido de “La tarea de la vida es
ordenar la materia (Neal Stephenson)”. ISSN 2386-7671.

En funcion de su composicion los podemos clasificar en:

- Murinos: procedencia integra del raton. Alta formacion de anticuerpos frente a
los mismos (lo que provoca que disminuya su eficacia o incluso que aparezcan

problemas de tipo alérgico).
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- Quiméricos: sustituyen regidn constante murina por una de procedencia

humana. Reduccién de inmunogenicidad.

- Humanizados: Ademas sustituyen la parte variable excepto regiones

hipervariables.

- Humanos: “Completamente” humanos que se producen en animales
transgénicos portadores de genes de Igs humanas; menor antigenicidad y mayor
tiempo en circulacion. Como toda proteina extrafia son inmunogénicos. Ademas,

al producirse en células no humanas, los puntos de glicaciéon son diferentes[30].

Seria deseable que, para su aplicacion terapéutica, los anticuerpos procedieran
de linfocitos humanos y no de raton. Pero, cuando se fusionan células humanas
con células animales, hay una rapida pérdida preferencial de los cromosomas

humanos en las células hibridas resultantes.

El primer anticuerpo monoclonal en ser aprobado por la Administracion de
Alimentos y Farmacos de EE.UU. (FDA) en 1998 fue precisamente el
trastuzumab para el tratamiento del cancer de mama EGFR2 positivo, no sélo en
estadios avanzados, sino también estan aprobados a dia de hoy para estadios
precoces de la enfermedad. El otro agente especifico anti-EGFR1, el cetuximab,
también han recibido la aprobacion para el cancer colorrectal metastasico

(CCRm) y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CECC)[17] .

3.2.4. Cetuximab
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Figura 5. Mecanismo de accion del Cetuximab. “Cetuximab: Inhibidor del crecimiento del

cancer colorrectal” de Marian Carretero Colomer. OFFARM 2005; vol 24: n°6.

El cetuximab se une al EGFR1 con una afinidad aproximadamente 5 a 10 veces
superior a la de los ligandos endégenos[31]. El cetuximab bloquea la unién de
los ligandos enddgenos al EGFR1, lo que provoca la inhibicién de la funcién del
receptor. Ademas induce la internalizacion de EGFR lo que puede conllevar una
disminucibn de los receptores disponibles en la superficie celular

(downregulation).

Como ya he mencionado, Cetuximab, como isoforma de IgG1, también tiene el
potencial para mediar en las respuestas inmunes tales como la citotoxicidad

celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y puede fijar complemento[32].

Por otro lado, en los tumores, la activacion del gen RAS mediante el EGFR
contribuye al aumento, mediado por el gen EGFR, de la proliferacion,
supervivencia y produccién de factores proangiogénicos. La familia de
oncogenes RAS es una de las que se activan con mayor frecuencia en los

canceres humanos. Mutaciones de los genes RAS producen la activacion
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constitutiva de las proteinas RAS, independientemente de la sefalizacion del

EGFR[33].
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Figura 6. Vias de sefalizacién RAS. “Pancreatic cancer: new advances in molecular diagnosis
de Carlos  Alberto Rosas  Chuiiil. Medwave 2009  Jun;9(6):e3988  doi:
10.5867/medwave.2009.06.3988.

En pacientes con cancer colorrectal metastasico, cetuximab se utiliza en
monoterapia o en combinacion con quimioterapia. Antes de iniciar el tratamiento
con Cetuximab es necesario comprobar que el gen RAS es de tipo nativo (KRAS
y NRAS) [34, 35]. La determinacion del estado mutacional se debe realizar en un
laboratorio con experiencia utilizando métodos validados para determinar

mutaciones de KRAS y NRAS (exones 2, 3y 4).

En pacientes con cancer de células escamosas de cabeza y cuello localmente
avanzado, cetuximab se utiliza de forma concomitante con radioterapia. Se
recomienda iniciar el tratamiento con cetuximab una semana antes de la

radioterapia y continuar el tratamiento con cetuximab hasta el final del periodo
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de radioterapia. En pacientes con cancer de células escamosas recurrente o
metastasico de cabeza y cuello, cetuximab se utiliza en combinacion con
gquimioterapia basada en platino, seguido de cetuximab como tratamiento de

mantenimiento, hasta la progresion de la enfermedad.

3.2.5. Trastuzumab
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Figura 7. Mecanismo de accién del Trastuzumab; Cascada de sefializacién de EGFR2.
La familia de receptores del factor de crecimiento de tirosina quinasa transmembrana
(EGFR) consiste en cuatro miembros (EGFR1, EGFR2, EGFR3 y EGFR4). Todos,
excepto EGFR3, poseen un dominio de tirosina quinasa intracelular. No se ha
descubierto ningln ligando para EGFR2. La activacién de EGFR2 se produce mediante
heterodimerizacion con uno de los otros miembros de la familia EGFR, para la que
EGFR2 es el socio de dimerizacién preferido. Tras la activacion de EGFR2, se inicia una
cascada de transduccién de sefiales que da como resultado la proliferacion vy
supervivencia celular. “Cardiotoxicity associated with the use of trastuzumab in breast
cancer patients”. Perik PJ, de Korte MA, van Veldhuisen DJ, Gietema JA, Sleijfer DT, de
Vries EG. Expert Rev Anticancer Ther. 2007 Dec;7(12):1763-71. Review.
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El trastuzumab, que se une de forma selectiva al receptor EGFR2, presente en
la superficie de las células tumorales, frenando el crecimiento y el desarrollo
tumoral. Ademas trastuzumab es también un potente mediador de ADCC,
demostrandose que la ADCC mediada por trastuzumab se ejerce
preferentemente en las células EGFR2 +, induciendo una respuesta inmune

celular especifica[36] y puede fijar complemento[37, 38].

La sobre-expresion de EGFR2 se observa en el 20-30 % de los canceres de
mama primarios, y es en ellos donde tiene su indicacion. Trastuzumab se une
con una alta afinidad y especificidad al subdominio IV, una region
yuxtamembrana del dominio extracelular de EGFR2. La unién del trastuzumab a
EGFR2 inhibe la via de sefializacion de EGFR2 independiente del ligando y
previene la division proteolitica de su dominio extracelular, un mecanismo de
activacion de EGFR2[39, 40]. Como resultado, trastuzumab ha demostrado,
tanto en ensayos in vitro como en animales, que inhibe la proliferacién de células

humanas tumorales que sobreexpresan EGFR2[41, 42].

Por lo tanto, trastuzumab debe ser empleado Unicamente en pacientes cuyos
tumores sobreexpresen la proteina EGFR2 o presenten amplificacion del gen
EGFR2 determinados mediante un método exacto y validado. La sobreexpresion
de EGFR2 puede ser detectada empleando una evaluacién basada en técnicas
inmunohistoquimicas (IHC) de bloques tumorales fijados. Y la amplificacion del
gen EGFR2 puede ser detectada usando hibridacion in situ por fluorescencia
(FISH) o hibridacion in situ por colorimetria (CISH) de bloques tumorales fijados.
Los pacientes se elegiran para ser tratados con trastuzumab si muestran fuerte
sobreexpresion de EGFR2, descrita como una calificacion 3+ por IHC, o como

resultado positivo por FISH o CISH, considerando un resultado como positivo por
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CISH si existen mas de 5 copias del gen EGFR2 por nucleo en mas del 50 % de

las células tumorales[43, 44].
4. Respuestainmune y cancer

La capacidad del sistema inmune de reconocer y eliminar células
tumorales se denomina vigilancia inmunolégica. ElI hecho de que el sistema
inmune reaccione frente a muchos tumores, ha llevado a que la respuesta

inmune sea vista como un arma terapéutica en el tratamiento del cancer.

Para comprender la inmunidad frente a los tumores es necesario conocer las
caracteristicas que permiten al sistema inmune reconocer como células extrafias
a los tumores[45]. En condiciones normales, las células de cada individuo
expresan en su superficie proteinas (o antigenos), los cuales actian como
marcas de identidad, y en el caso de las células de una persona son reconocidos
como propios por el sistema inmune, evitando que las células propias sean
atacadas y eliminadas. Y si el sistema inmune se encuentra con antigenos que
no son propios, como por ejemplo derivados de bacterias o virus, recibe sefiales
de peligro que llevan a que se active una reaccidén del sistema inmune contra
estos antigenos foraneos, resultando en la eliminacién de todos los agentes que
tengan los antigenos extrafios. Esta reaccion es lo que se conoce como
respuesta inmune. El reconocimiento de Ags propios y extrafios se hace a través

de la presentacion de los mismos por las moléculas HLA.

Al igual que las células normales, las células tumorales expresan antigenos tanto
en su superficie celular como también secretados por las células. Estos se han
denominado antigenos asociados a tumor. Los antigenos tumorales son

reconocidos como extrafios por el sistema inmune, debido a que cuando las
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células normales se convierten en células cancerosas, algunos de los antigenos
de su superficie cambian o mutan, haciéndolos reconocibles por el sistema

inmune como antigenos extrafios[45].

Tanto en animales como en humanos se han identificado diversos tipos de
antigenos tumorales que pueden ser reconocidos por las células del sistema
inmune, principalmente por linfocitos T, linfocitos B y células Natural Killer. La
identificacion de estos antigenos ha sido fundamental para entender como
ocurre el reconocimiento de los tumores por el sistema inmune, como para
desarrollar estrategias que permitan modular las respuestas inmunes para atacar

el cancer.

Y existen dos tipos de inmunidad, segun la especializacién de cada una:

- La inmunidad innata, que corresponde a células y moléculas que actian
de manera rapida contra agentes extrafios. Son la primera barrera
defensiva, y no generan memoria inmunologica. Forman parte de ésta
barreras como la piel y mucosas, secreciones antimicrobianas de estos
tejidos, moléculas que favorecen la inflamacion y células como
macrofagos y células Natural Killer (NK). Las células NK son las células
de la inmunidad innata mas relacionadas con una respuesta antitumoral,
ya que han demostrado la capacidad de erradicar tumores.

- Y lainmunidad adaptativa es la mas relacionada con la respuesta inmune
contra tumores. La inmunidad adaptativa se desarrolla después de un
primer contacto con un agente extrafo, lo que se conoce como memoria

inmunoldgica. Tras este primer contacto, algunas células se especializan
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en reconocer y reaccionar rapidamente ante un nuevo contacto con el

mismo agente extrafio.

En las respuestas inmunes contra tumores participan tanto la inmunidad innata
como la adaptativa. En una respuesta inmune anti- tumoral, las células
presentadoras de antigenos ubicadas a lo largo de todo el organismo (células
dendriticas y macréfagos), son capaces de detectar y capturar a células
tumorales. En ese momento, las células presentadoras expresan fragmentos de
los antigenos de las células tumorales capturadas, presentandolos en el contexto
de las moléculas HLA a los linfocitos T, células efectoras del sistema inmune. El
linfocito T se activa con el contacto con la célula presentadora, y adquiere la
capacidad de reconocer todo lo que tenga el antigeno o marcador presentado
por la célula presentadora como extrafio. El linfocito T activado viaja por el
cuerpo, y cada vez que encuentra una célula que tiene el antigeno tumoral, la
destruye. Esta respuesta es especifica, ya que el linfocito T s6lo puede reconocer
un solo antigeno, y no otros. Pero los linfocitos T no reconocen Ags directamente,
sélo cuando son presentados por moléculas HLA (esto ocurre tanto con Ags
propios como extrafios). El linfocito T activado viaja por el cuerpo, y cada vez
que encuentra una célula que tiene el antigeno tumoral, la destruye. Esta
respuesta es especifica, ya que el linfocito T sélo puede reconocer un solo

antigeno, y no otros.

Si bien este proceso ocurre constantemente en nuestro organismo, muchas
veces no ocurre de forma eficiente. Por un lado la mayoria de los tumores solo
expresan una baja cantidad de antigenos que pueden ser reconocidos como
extrafios, de modo que la capacidad de inducir una respuesta inmune potente

tiende a ser escasa. Por otro lado, el rapido crecimiento y propagacion de los
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tumores muchas veces sobrepasan la capacidad del sistema inmune para
erradicar todas las células tumorales, y para el control efectivo del tumor se
requiere que todas las células neoplasicas sean eliminadas. Ademas muchos
tumores disponen de mecanismos especializados para evitar las respuestas
inmunes del organismo (evasion inmune por los tumores), dentro de los cuales

se encuentran:

- Las células tumorales disminuyen 0 no expresan antigenos en su
superficie, impidiendo el reconocimiento por parte de las células del
sistema inmune.

- Secrecion de sustancias que disminuyen el funcionamiento del sistema
inmune, incapacitando a los linfocitos para cumplir su labor.

- Eltumor puede crecer sin generar inflamacion; esto provoca que no exista
ninguna sefal de peligro que indique la presencia de una enfermedad.
Cuando ocurre esta situacion, la respuesta inmune es de tipo tolerogénica
0 permisivas con respecto al tumor.

- Las células tumorales no expresan moléculas HLA.

Asociado a estos factores de evasion inmune de los tumores, se sabe también
que en estados de déficit severo del sistema inmune (inmunodeficiencias), existe
una mayor probabilidad de desarrollar ciertos tipos de tumores, como por
ejemplo la mayor frecuencia de tumores del tejido linfatico (linfomas) en

pacientes con inmunodeficiencia por VIH.
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4.1. Respuestainmune y terapia con AcMo

Los anticuerpos monoclonales son anticuerpos producidos en el
laboratorio que se unen a antigenos especificos expresados por células, como
una proteina que estd presente en la superficie de las células; y una
caracteristica de los AcMo es gque reconocen proteinas a concentraciones muy

bajas[46].

Para crear anticuerpos monoclonales, los investigadores inyectan a ratones con
un antigeno. Luego, aislan de los ratones las células que producen anticuerpos
y las funden cada una con una célula de mieloma (linfocito B canceroso) para
producir una célula de fusion que se conoce como hibridoma[47]. Cada
hibridoma se divide luego para producir células hijas o clones, de ahi el término
de "monoclonal”, y los anticuerpos segregados por clones diferentes se analizan
para identificar los anticuerpos que se unen con mas fuerza al antigeno. Se
pueden producir grandes cantidades de anticuerpos a partir de estos hibridomas
inmortales. Ya que los anticuerpos murinos pueden ellos mismos desencadenar
una reaccioén inmunitaria en los humanos, lo que reduciria su efectividad, los
anticuerpos murinos se "humanizan" con frecuencia al reemplazar del anticuerpo
la mayor porcién posible de ratén con porciones humanas; por lo tanto, los Ac
murinos son muy inmunogénicos, y hay que humanizarlos. Esto se logra por

medio de ingenieria genética.

Algunos anticuerpos monoclonales estimulan una reaccion inmunitaria que
destruye células cancerosas; esta destruccion se produce por fijar el
complemento, ADCC o por fagocitosis. De una forma semejante a los

anticuerpos producidos naturalmente por los linfocitos B, estos anticuerpos
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monoclonales "recubren” la superficie de las células cancerosas, lo que
desencadena su destruccion por el sistema inmunitario[48]. Los anticuerpos
monoclonales de este tipo son el rituximab, el cual se une al antigeno CD20 que
se encuentra en las células del linfoma no Hodgkin, y el alemtuzumab, el cual se
une al antigeno CD52 que se encuentra en las células de la leucemia linfocitica

cronica (LLC) de linfocitos B[49].

Otro grupo de anticuerpos monoclonales estimula una reaccion inmunitaria
contra el cancer al unirse a receptores en la superficie de células inmunitarias y
al inhibir las sefiales que impiden a las células inmunitarias que ataquen los
tejidos del mismo cuerpo, incluso las células cancerosas. Uno de esos
anticuerpos monoclonales es el ipilimumab, aprobado para el tratamiento del

melanoma metastasico[50].

Otros anticuerpos monoclonales interfieren con la accion de las proteinas que
son necesarias para el crecimiento tumoral. Por ejemplo, el bevacizumab se une
al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), una proteina segregada por
las células tumorales y otras células en el microentorno del tumor que promueve
la formacién de vasos sanguineos del tumor[51]. Cuando se une al bevacizumab,
el VEGF no puede interactuar con su receptor celular, lo que impide la

sefializacion que resulta en el crecimiento de nuevos vasos sanguineos.

En forma semejante, el cetuximab y el panitumumab se unen al receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR), y el trastuzumab se une al
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano-2 (EGFR-2)[51, 52]. Los
anticuerpos monoclonales que se adhieren a los receptores del factor de

crecimiento de la superficie celular impiden que los receptores en el blanco
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envien sus sefiales normales que promueven el crecimiento. Ellos pueden
también desencadenar la apoptosis y activar el sistema inmunitario para que

destruya las células tumorales por los mecanismos anteriormente citados.

4.2. Mecanismos de accién antitumoral

La respuesta al tratamiento con anticuerpos monoclonales no es idéntica
en todos los pacientes, debido a las diferencias innatas en la actividad / funcion
del sistema inmune de un individuo, y la diferencia de expresién de
biomarcadores genéticos que pueden influir de forma diferente en la respuesta
a dichos tratamientos tal y como se plantea en nuestra hipétesis. La actividad
antitumoral de estos anticuerpos terapéuticos se debe en parte, a la conocida
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC), que es dependiente de
células efectoras inmunes, células NK, a través de su receptor (FcyRIIlI, CD16)
para la porcion Fc de estos AcMo[53]. Esto conduce a la activacion de las células

NK y la lisis de la célula tumoral[54].

Por lo tanto, estos anticuerpos monoclonales son potentes mediadores de
ADCC, demostrandose que la ADCC mediada por Trastuzumab y Cetuximab

induce una respuesta inmune celular especifica.
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Figura 8. Comportamiento de las células NK frente a células normales y células tumorales.

Algunos estudios han analizado la relacion entre polimorfismos del receptor
FcgammaRlll y la tasa de control de algunos tumores cuando se utiliza como

tratamiento, Cetuximab o Trastuzumab. Dado que existen evidencias
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contradictorias en este sentido, en la actualidad no se emplean como marcador
predictivo de respuesta. En un estudio recientemente publicado por Rodriguez y
cols., se encuentra relacion entre el polimorfismo FcgammaRlla-131H/H y una

mayor tasa de control de cancer colorrectal avanzado tratado con Cetuximab[55].

Existen también algunos trabajos en los que se han relacionado estos receptores
con la evolucién de algunas neoplasias y su respuesta a tratamiento. Estudios in
vitro de citotoxicidad alogénica en lineas celulares de cancer de mama con
diferente expresion de EGFR-2 (SKBR-3, T47D y MCF-7), mostraron actividad
citolitica dependiente de la exposicién al anticuerpo monoclonal trastuzumab,
sugiriendo los autores que la inmunoterapia NK alogénica y trastuzumab puede
ser una combinacion activa en el tratamiento del cancer de mama[56]. De igual
manera, se ha descrito, actividad inmune citolitica estimulada con interleukina
(IL)-15 en estudios in vitro realizados con lineas de sarcoma, observandose que
algunas de estas lineas y algunos de estos tumores expresan EGFR. Utilizando
anticuerpo anti-EGFR (Cetuximab), es posible inducir una citotoxicidad NK
dependiente de anticuerpo més eficaz que la inducida por IL-15 [57]. Con una
aplicabilidad clinica relevante, en la leucemia mieloide aguda se emplea este tipo
de reactividad NK alogénica entre el donante y receptor con un impacto favorable

en la disminucién en la tasa de recurrencias y mejora en la supervivencia.

4.2.1. Células Natural Killer (NK)
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Las células NK son efectores criticos de la respuesta inmune innata temprana
hacia células transformadas e infectadas por virus. Mientras que las células T y
B se activan al detectar invasores extrafios a través de la expresion de
receptores especificos de antigeno, el estado de activacion de células NK esta
regulado por un equilibrio de las sefales intracelulares recibidas de una serie de
receptores activadores e inhibidores codificados en la linea germinal[58].
Cuando una célula NK encuentra una célula anormal (por ejemplo, infectada por
virus o tumor) predominante, las células NK pueden inducir rapidamente la
apoptosis de la célula diana mediante la secrecién dirigida de granulos citoliticos
que contienen perforinas y granzimas o el acoplamiento de receptores que
contienen dominio de muerte[59]. Las células NK activadas también pueden
secretar citoquinas que activan ambas células inmunes innatas y adaptativas.
Para que las células NK ejerzan sus funciones citotéxicas se requiere que las
células blanco o diana sean identificadas a través de sus receptores[60].
Entre estos receptores destacan:
- Receptores del extremo Fc de Igs conocido como CD16: estos
receptores median los procesos de lisis denominados citotoxicidad
dependiente de anticuerpos (ADCC), el cual implica la presencia de
anticuerpos que se unen, por una parte, a antigenos presentes en las
células diana y por el extremo Fc son reconocidos por los receptores
CD16 presentes en las células NK. Como consecuencia de esta union las
células NK se activan y destruyen la célula diana implicada en este

proceso.
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- Receptores de citotoxicidad natural (NCRs): responsables de la
citotoxicidad natural de las células NK (CN) ¢ la lisis espontanea y directa
de las células diana con las que interactuan.
- Receptores NK de HLA (NKRs): reconocen moléculas del CMH
clase | y tienen capacidad de activar o de inhibir sus funciones.
Precisamente del equilibrio de estas acciones, bien de activacion o de
inhibicion, resultara del efecto final de las células NK, bien desarrollando
sus funciones destructoras y secretoras o bien haciendo que queden
bloqueadas. Existen tres familias de estos receptores:

-Receptores tipo KIR (killer cell Ig-like receptors)

-Receptores ILTs (immunoglobulin like transcripts)

-Receptores tipo lectinas

4.2.2. Receptores KIR

4.2.2.1. Definicidn y estructura

Son receptores de superficie de la familia de las inmunoglobulinas (conocidos
como CD 158), codificados en el brazo corto del cromosoma 19, region genémica
altamente polimorfa; esta es una familia de glicoproteinas transmembrana
expresadas en células NK y un subconjunto de células T.

Dentro del cromosoma 19 se organizan de manera consecutiva. Constan de 9
exones: exon 1y 2 codifican el péptido sefal, 3-4-5 los dominios extracelulares
tipo Ig, 6-7 tallo y region transmembrana, 8 y 9 la cola citoplasmatica. Los
dominios extracelulares son los encargados de reconocer los ligandos y el tallo
transmite la sefal que regula la actividad de la célula NK, que pueden ser tanto

activadores como inhibidores.
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Figura 9. Distribucion del los dominios dentro del gen que codifica el receptor KIR que

se encuentra localizado en el cromosoma 19.

Hay descritos 16 polimorfismos de KIR, unos son activadores (KIR2DS1-
5y KIR3DS1), otros inhibidores (KIR2DL1-3, KIR 2DL5 y KIR3DL1-3), uno
con funciéon tanto activadora como inhibidora (2DL4) y 2 de ellos son
pseudogenes, por lo que no se expresan como proteinas y no tienen clara

su funcién (3DP1, 2DP1)[61].
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ACTIVADORES INHIBIDORES
2DS1 2bL1
2DL2
2DS2 2DL3
2DS3 2DL5
3DL1
2DS4
3DL2
2DS5 3DL3
3DS1
2DL4

Figura 10. Polimorfismos activadores (azules) e inhibidores (rojos).

Estructuralmente estan formados por una regién extracelular (donde pueden
presentar 2 o 3 dominios; KIR2D y KIR3D respectivamente) y un tallo
intracitoplasmético asociado a diferentes dominios tirosin-kinasa.

Y la nomenclatura de los receptores KIR estd basada en sus caracteristicas
estructurales[62, 63]:

- Numero de dominios extracelulares tipo inmunoglobulina: 2D o 3D (activadores
o inhibidores indistintamente).

- Tamafo del tallo intracitoplasmatico: L (Long; que son mayoritariamente
inhibidores) o S (Short; siendo mayoritariamente activadores).

- Gen que codifica la proteina (Digito final).
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Los diferentes genotipos de KIR alcanzan un alto nivel de diversidad basandose
en cuatro niveles de variacion:

1. Cada gen KIR reconoce especificamente un subconjunto distinto de los
haplotipos MHC-I disponibles.

2. Diferentes combinaciones de los 16 genes KIR se heredan como
haplotipos distintos por individuos dentro de la poblacion humana, y los
diferentes haplotipos pueden variar su proporcion de KIR activadores e
inhibidores; por lo tanto, cada persona tiene un numero variable de genes
KIR[64].

3. Muchos alelos distintos de genes KIR han surgido a través de mutaciones
puntuales que codifican variaciones menores de secuencias de uno a varios
aminoacidos, que pueden afectar al nivel de expresion de la superficie del
receptor, region de reconocimiento por anticuerpos anti-KIR y afinidad / avidez
por MHC-I, por lo que cada gen es polimorfico, presentando gran variabilidad de
alelos.

4. La diversidad de NK en la sangre periférica se genera a través de la
expresion estocastica de diferentes combinaciones de los productos de genes
KIR disponibles en la superficie de las células NK individuales).

La comprension de como la estructura molecular de KIR influye en la funcién se
deriva de estudios mutacionales especificamente disefiados, variantes
polimorficas naturales, estructuras cristalinas y la conservacion de secuencias
funcionalmente importantes en KIR durante la evolucién de los mamiferos,
particularmente entre los primates. Las relaciones estructura / funcién en KIR se
organizaran centrandose por separado en:

1) el dominio de unién extracelular / ligando,
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2) el dominio transmembrana,

3) el dominio citoplasmico, que comparten la responsabilidad de un aspecto
distinto de la funcion KIR.

A su vez, los genes KIR se organizan en haplotipos con dos haplotipos descritos,
‘A’y ‘B’[65]. El haplotipo ‘A’ tiene sélo un KIR activador (2DS4) siendo por lo tanto
predominantemente inhibidor, mientras que el haplotipo ‘B’ tiene un mayor
namero de receptores activantes adicionales y generalmente posee mas KIRs
que el haplotipo ‘A’; dicho de otra manera, los haplotipos del grupo B se
caracterizan por uno o mas de los siguientes genes: KIR2DL5, KIR2DS1,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 y KIR3DS1[65]. Por el contrario, los haplotipos
del grupo A se caracterizan por la ausencia de todos estos genes.

Por lo tanto, el “haplotipo KIR” es la disposicion de los genes KIR en cada
cromosoma 19 y una caracteristica diferencial de los haplotipos KIR es la
variacion en el contenido génico. De esta manera, existen unos genes que estan
presentes en el ~100% de los haplotipos KIR descritos y que se conocen como
“framework genes”. KIR3DL3 y KIR3DL2 delimitan respectivamente, los
extremos centromérico y telomérico del haplotipo KIR, mientras que los loci
KIR3DP1 y KIR2DL4 conforman la zona central. Estos genes definen las
regiones centroméricas y teldmericas y dentro de ellas hay una gran variabilidad

entre haplotipos por los genes gque estan presentes.

Haplotipo A

Haplotipo B
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Figura 11. Genes KIR: haplotipos Ay B

42.2.2. Funcién de los receptores KIR
. Los KIR son reguladores claves del desarrollo, tolerancia y activacion de células
NK. Los ligandos principales para KIR son MHC de clase | (HLA -A, -B o -C),
que se expresan en la superficie de casi todas las células normales nucleadas
en el cuerpo, estan codificadas a su vez por los genes mas polimorficos en los
seres humanos, y definen el yo inmune. La tolerancia de las células NK hacia
células normales se consigue mediante su expresion de receptores inhibidores

de unién al MHC-I, que incluyen KIR entre otros.

Las células tumorales se caracterizan, entre otras cosas, por la pérdida de
expresion en su superficie de moléculas del HLA, escapando asi de la respuesta
inmune protagonizada por los linfocitos; es precisamente la falta de expresion de
estas moléculas lo que hace que las células NK pasen a la accion de lisar células
tumorales, mediante el reconocimiento de estas células con falta de expresion
de moléculas HLA. Por lo tanto, caracteristicamente las células NK detectan y
destruyen las células que han perdido o expresan insuficientemente antigenos
HLA clase I, una caracteristica tipica de las células tumorales o infectadas por
virus (19).

La gran variabilidad de genes HLA y KIR[66] y de las interacciones KIR / HLA
proporcionan gran diversidad funcional[67]. Esto permite que las células NK sean
capaz de discriminar entre material propio sano de células patdégenas

transformadas o infectadas, regulando de esta manera su funcién efectora[68,
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69]. Y hay que saber que las moléculas HLA y los KIR se heredan de forma
independiente, lo que aumenta la diversidad.
Hay que saber que la ADCC no es el inico mecanismo por el que las células NK
lisan células tumorales. Las funciones de las células NK estan regulados por una
gran variedad de receptores de activacion e inhibicion [70, 71]; uno de estos
receptores son precisamente los receptores KIR[72], los cuales pueden inhibir o
estimular la actividad de las células NK después del acoplamiento con su ligando
[54, 73]. Pero las células NK tienen la capacidad de lisar las células tumorales
directamente a través de estos receptores KIR, independientemente de la ADCC.
La sefial inhibidora resulta de la presencia de “moléculas de inhibicion
inmunorreceptoras basadas en tirosina (ITIMs)” en los dominios citoplasmaticos
de los receptores de cola larga. Y los receptores de cola corta deben sus sefiales
activadoras a su asociacion con las “proteinas adaptadoras que llevan moléculas
inmunoreceptivas basadas en la activacion tirosina” (ITAMs); estos receptores
activadores carecen por si mismos de motivos sefializadores, pero en la region
transmembrana tienen un residuo de lisina que les permite su asociacion a la
molécula activadora DAP-12[58, 74].

Asi pues, se encuentran asociados a proteinas adaptadoras de sefial

como DAP-12 y otros mediadores como ZAP-70 y SKY para activar la

ruta metabolica correspondiente que conlleve la activacion de la célula
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NK para lisar a la célula.

e

Inhibidor Activador

]
]

S-S

/

ITIMS

"R

ITAM DAP-12

Figura 12. Los receptores KIR tienen 2 6 3 dominios de inmunoglobulina (2D o 3D) y
una cola citoplasmica larga (L) que contiene moléculas ITIM o una cola citoplasmica
corta (S) y un dominio transmembrana de carga positiva que interacciona con la
molécula DAP-12 que contiene el ITAM . Y dado que los KIR inhibidores tienen mayor
afinidad por los ligandos del MHC de clase I, la coligacion tanto de los receptores
activadores como inhibidores da como resultado una sefial neta negativa y ninguna

activacién de los programas citotoxicos o citotéxicos de las células NK.

La excepcion a esta norma general la encontramos en el receptor KIR2DL4, ya
que tiene accion activadora ademas de su accion inhibidora de la célula NK,
teniendo un tallo citoplasmatico largo.

Y como los receptores inhibidores estan asociados a moléculas tirosin-quinasa
inhibidores o ITIM, que ejercen su accion de forma directa sin necesidad de
proteinas adaptadoras de sefial u otros mediadores, predominando de esta
forma, en condiciones normales la accion de los receptores inhibidores sobre los

activadores[75].
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Como ya hemos dicho, el ligando para estos receptores KIR es el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) que esta conformado por un conjunto de
genes cuyos productos son expresados en la superficie de las células del
sistema inmune. La principal caracteristica de estos genes es su elevado
polimorfismo; esto es, la presencia de una gran cantidad de variaciones en cada
uno de los individuos[76]. Localizados en el brazo corto del cromosoma 6, son
fundamentales en la regulacion y el desarrollo de la respuesta inmunitaria
(fundamentalmente en el reconocimiento de antigenos por las células T). Son las
principales responsables del rechazo en trasplantes y determinan el grado de
susceptibilidad a algunas enfermedades inmunoldgicas e infecciones. Su

herencia es codominante.

Clasificacion de las moléculas HLA:

- Moléculas clase I. Se localizan en la superficie de la practica totalidad de
células nucleadas y en las plaquetas. Son el ligando principal de los receptores
KIR, modulando con ello su actividad, siendo su funcién normal la de presentar
antigenos (propios y extrafios) generados en el interior de la célula, con lo que
son la base de la autotolerancia que caracteriza al sistema inmunoldgico; estas
moléculas pueden agruparse en:

a)"clasicas", cuya funcién consiste en la presentacion de antigenos a los
linfocitos T CD8: dentro de este grupo tenemos HLA-A, HLA-B y HLA-C.

b)"no clasicas" (también llamadas MHC clase IB), con funciones especializadas:
no presentan antigenos a los linfocitos T, sino que se unen a receptores
inhibidores de las células NK; dentro de este grupo se encuentran HLA-E, HLA-

F y HLA-G, entre otros.
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- Moléculas clase Il: Presentes en la superficie de las células presentadoras
de antigenos, células B, células T activadas y células epiteliales del timo. La
expresion de HLA Il es constitutiva en las células B e inducible en las células T
(38). La célula T reconoce el conjunto formado por la MHC y el péptido fijado a
la misma, en la superficie de la célula presentadora de antigeno; estas moléculas
pueden agruparse en:

a)"clasicas”, que presentan péptidos a los linfocitos T CD4; dentro de este grupo
tenemos HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR.

b)'no clasicas", accesorias, con funciones intracelulares (no estan expresadas
en la membrana celular, sino en membranas internas, de los lisosomas);
normalmente, cargan los péptidos antigénicos sobre las moléculas MHC-II

clasicas; en este grupo se incluyen HLA-DM y HLA-DO.

Ademas de estos dos tipos, clasicamente se habla también de los genes clase
[ll, que sin embargo no pertenecen al complejo HLA, pero al estar situado entre
la region que codifica las moléculas HLA de clase | y las de clase I, se les da

esta denominacion.
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|_ HLA Bw4 3DS1/3DL1

2DS2 / 2DL2

2DL3

md HLA C2 2DS1/2DL1

md HLA CO4 PADNY)

md HLAA3HLAA11 3DL2

Figura 13. Uniones KIR- HLA conocidas; los KIR inhibitorios (iKIRs) con ligandos HLA
conocidos incluyen KIR2DL2 y KIR2DL3, que reconocen los alelos HLA-C-1 relacionada
grupo se caracteriza por un residuo de asparagina en la posicién 80 de la a-hélice 1
(HLA-CAsn80); KIR2DL1, que reconoce los alelos HLA-C-2 relacionados grupo
caracterizado por un residuo de lisina en la posicion 80 (HLA-CLys80); y KIR3DL1, que
reconoce los alelos HLA-Bw4 (9, 10). Las células NK también expresan varios receptores
activadores que son potencialmente especificos para la auto-moléculas. KIR2DS1 se ha
demostrado que la interaccion con el grupo de 2 moléculas de HLA-C (HLA-C2), mientras
gue KIR2DS2 fue demostrado recientemente que reconocer HLA-A * 11...y el resto:
3DS1, 2DS2, 2DS5 y 3DL2.

Grupo C1 Grupo C2
C*01=01:02 C*02=02:02, 02:10
C*03=03:02, 03:03, 03:04 C*04=04:01
C*07=07:01, 07:02, 07:04, 07:12, 07:18 | C*05= 05:01
C*08=08:01, 08:02, 08:08 C*06= 06:02
C*12=12:02, 12:03 C*15=15:02, 15:04, 15:05
C*14=14:02 C*16= 16:02
C*16=16:01, 16:04 C*17=17:01

C*18= 18:01, 18:02

Especificidad de los alelos HLA-C que pertenecen a cada uno de los grupos C1 y C2 (cadena
completa)
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(A* 2501 protege débilmente frente a la lisis
mediada por células NK KIR3DL1+, eso
podria significar que si es ligando de
KIR3DL1. Foley BA, Blood 2008;112:435-
443)

B*13 (pero no se considera ligando de
KIR3DL1)

B*15:13 (B77)

B*15:16, 15:17 (B63)
B*15:24 (B62)

B*15:25 (B

B*27 (excluyendo 27:08)
B*37

B*38

B*44

B*47

B*49

B*51

B*52

B*53

B*57

B*58

B*59

Bw4 Bw6
A*23, 24, 32 (son ligandos de KIR3DL1) B*07
A*25 (¢ se considera ligando de KIR3DL1. B*08

B*14

B*15:01 (B62)
B*15:02, 15:08, 15:11 (B75)
B*15:03 (B72)
B*15:09 (B70)
B*15:10 (B71)
B*15:12 (B76)
B*18

B*27:08

B*35

B*39

B*40

B*41

B*42

B*45 (*45:01 y *50:02)
B*46

B*48

B*50

B*54, *55, *56
B*67

B*73

B*78

B*81

B*82

Especificidad de los alelos HLA-B que pertenecen a cada uno de los grupos BW4 y Bw6 (trozo

de la cadena)

4.2.2.3.Expresion

a) Receptores KIR y cancer

Se ha demostrado que los receptores KIR especificos para las moléculas del

complejo de histocompatibilidad (MHC) de clase principal I, juegan un papel

importante en el efecto anti-leucemia (mediacion, ya sea por inhibiciébn o

activacion de sefiales) [77]. Otros estudios han demostrado asociaciones entre

genes KIR, sus ligandos y la proteccién o la susceptibilidad a tumores soélidos.
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Sin embargo, la evidencia de un papel para KIR en tumores solidos en gran

medida ha sido discutido [78, 79].

b) Moléculas HLA y cancer

Recientemente se estan desarrollando numerosos trabajos relacionados con el
papel que juega el sistema inmune en la génesis y la evolucién del cancer, tanto
en tumores hematoldgicos como en tumores solidos, asi como en el estudio de
las moléculas que pueden estar implicadas en una mejor eficacia del tratamiento

y por lo tanto una mejor evolucion de la enfermedad.

En esta linea en 2006 Watson et al., tras analizar una serie de 462 pacientes
sometidos a reseccion quirdrgica electiva de CCR, observo la relacion que existe
entre una alta expresion de MHC | y una mayor supervivencia (media de 68
meses IC 63-74 meses), seguidos de aquellos tumores en los que no se
expresaban moléculas HLA | (media 60 meses IC 50-69 meses). Por el contrario,
aguellos que expresaban bajos niveles de HLA | presentaban menor media de

supervivencia (41 meses IC 26-56 meses)[80].

Ademas hay datos recogidos en la bibliografia que describen la asociacién entre
la expresion de HLA y cancer, especialmente en la relacion a aquellos en los que
agentes infecciosos estan implicados en la carcinogénesis. Martin et al.
determinaron la participacion de HLA-C en la modulacion del riesgo de presentar
cancer de cervix, principalmente en el subgrupo de mujeres infectadas con HPV
16 y 18. En otro estudio realizado en pacientes con carcinoma nasofaringeo
(NPC), asociado a VEB, los autores sugieren que la activacion de las células NK

puede estar asociada a su génesis.
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En 2013 se publicé un estudio del Hospital de Porto-Alegre (Brasil) de casos
controles que evalud las diferencias de expresion de alelos HLA entre 230
pacientes con cancer de mamay 272 controles sanas[81]. Se observo una mayor
frecuencia de HLA- C1 en el grupo de pacientes con cancer de mama (85.7%
frente a67.3% OR: 2.71, IC 1.75-4.20) siendo mas frecuente el alelo heterocigoto
C1-C2. No se encontraron diferencias significativas para los alelos HLA C2 y

HLA BWA4.

Dos estudios mas recientes de 2014 y 2015 respectivamente, el primero de De
Re, analiza la relacidon entre diferentes alelos HLA y la respuesta a tratamiento
en pacientes con CCR metastasico en tratamiento con FOLFIRI. Asi en su serie
de 229 pacientes la presencia del alelo HLA BW4 se asocié a un aumento de la
tasa de respuesta completa y una mayor supervivencia global. Sin embargo no

se encontrg asociacion en cuanto al TTF[82].

En el segundo de ellos, Beksac et al. analizan la relacion entre la presencia de
diferentes alelos HLA-lI y la supervivencia libre de enfermedad (SLE) en
pacientes con CCR estadio Il y Il tras cirugia. Se analizan 87 pacientes y se
determina la presencia de HLA BW4 en los casos de recidiva de la enfermedad
(p=0.017). Del mismo modo en el grupo de no recurrencia C2 y C1 fueron menos

frecuentes, asi como la ausencia de C1 y C2 mejora la SLE[34].

C) Receptores KIR y terapias anticancer

Es bien conocido que las células NK en combinacion con AcMo pueden conferir
una lisis mas rapida de las células tumorales, debido a la ventaja aditiva y la
capacidad citotoxica potente de las células NK [56]. Actualmente, no se sabe si

estos receptores KIR pueden influir en la respuesta al tratamiento con AcMo en
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tumores solidos. Debido a la extensa variabilidad genética KIR y / o sus ligandos
HLA y la importancia de estas combinaciones en la respuesta de las células NK,
el presente estudio tuvo como objetivo explorar si la variabilidad en los genes
HLA / KIR puede estar asociado a la variable de respuesta observada con Mab

basados en terapias anti-EGFR.

Estos son tiempos emocionantes para el estudio de las células NK; con los
recientes avances en el campo de la biologia de las células NK y la investigacion
traslacional, es probable que la inmunoterapia de células NK se movera a la

vanguardia de la inmunoterapia del cancer sobre los préximos afios.

Con el progreso acelerado en la investigacion basica y clinica sobre el cancer,
nuevos descubrimientos y tecnologias de gran alcance nos ha permitido
implementar un sistema de Medicina de Precision del Cancer (CPM) para
pacientes con cancer. Este sistema usa la informacién sobre genes, proteinas y
otras caracteristicas del cancer de una persona a fin de determinar una amplia
gama de gestion del cancer, incluyendo el cribado del cancer, el seguimiento de
la recaida / recurrencia, la seleccion / prediccion de medicamentos / tratamientos

eficaces, y la inmunoterapia personalizada [83]
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Hlpotesis

Los anticuerpos monoclonales anti EGFR-1 y 2 han demostrado eficacia en el
tratamiento del cancer de colon, mama y cabeza y cuello. Pero en cualquiera de
los casos, no todos los pacientes responden de igual forma.

Por otro lado, las células natural killer (NK) son linfocitos con actividad citotoxica
contra células infectadas por virus y células tumorales. El reconocimiento de la
células NK a las células tumorales se basa fundamentalmente en que dichas
células presentan una baja expresion de HLA clase 1, expresado con normalidad
en todas las células del organismo. Estas células NK expresan receptores “KIR”,
cuyo ligandos son precisamente las moléculas HLA clase | (ligando de KIR). Y
estos receptores KIR podrian tener un papel importante en la respuesta ADCC a
través de la cual actuan estos anticuerpos monoclonales anti-EGFR-1y 2. En la
especie humana, existe una gran variabilidad en receptor KIR (genotipos KIR) y

polimorfismos de las moléculas HLA tipo I.

Nuestra hipGtesis es demostrar si la presencia o ausencia de diferentes
genotipos de KIR y sus correspondientes alelos HLA tiene relacién con la eficacia
del tratamiento con AcMo, y la evolucion de la enfermedad. La hipotesis nula es
que ninguna combinacién KIR-HLA demuestre diferentes respuestas a

tratamientos anti-EGFR.

62



Hlpotesis

63



V. OBJETIVOS



Objetivos

Nuestro objetivo es explorar si la variabilidad genética en el complejo KIR / HLA
influye en el tiempo hasta el fracaso del tratamiento (TTF; TTF <6 mesesy TTF
= 10 meses) en pacientes tratados con AcMo anti-EGFR en tres tumores soélidos
(trastuzumab para cancer de mama avanzado, o cetuximab para cancer

colorrectal avanzado o cancer de cabeza y cuello avanzado).
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PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
1.Poblacién

Los pacientes incluidos en este estudio (n = 116) fueron reclutados
consecutivamente en la Unidad de Gestién Clinica (UGC) de Oncologia Médica
del Hospital Universitario Reina Sofia, en el periodo comprendido entre Junio del
2013 y Octubre del 2015. Dicho estudio fue aprobado previamente por el Comité
Etico de nuestro hospital con fecha de 25 de Marzo 2013 (anexo 1). Para la

seleccidn de nuestra poblacion se tuvieron en cuenta los siguientes criterios:
A) Mayor de 18 afios.
B) Firmado el consentimiento informado. Anexo 2.

C) Todos los pacientes debian haber sido previamente tratados con tratamiento
anti-EGFR (trastuzumab para cancer de mama avanzado, por lo que todas
presentaban Her2 sobrexpresado y cetuximab para cancer de cabeza y cuello o
colorrectal avanzado, que en el caso del cancer de colon, todos los pacientes

debian ser KRAS wild-type).

De todos estos pacientes, se seleccionaron aquellos que habian progresado
antes de seis meses de tratamiento con AcMo anti-EGFR (TTF corto, TTF < 6m,
n = 19) o después de diez meses (TTF largo, TTF = 10m, n = 20), estableciendo
dos fenotipos extremos de respuesta TTF <6my TTF = 10m). Estos dos grupos
de andlisis se establecen teniendo en cuenta el tiempo mediano hasta la
progresion publicado en brazos de control y tratamiento en los estudios

pivotales[84, 85].
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Como podemos observar en la tabla 1, la muestra seleccionada para el analisis

de los datos era representativa al resto de nuestra poblacion.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes en la poblacion global y en nuestra

muestra de pacientes seleccionada.

Caracteristicas TOTAL de ptes (n=116) | NUESTRA MUESTRA (n=39)
Género Mujeres 61 (52,6%) 23 (59%)
Hombres 55 (47,4) 16 (41%)

Tumor 1° Mama

39 (33,6%)

15 (38,5%)

Colon 55 (47,4%) 16 (41%)
CyC 22 (19%) 8 (20,5%)
Grado 1 5 (4,3%) 0 (0%)
2 61 (52,6%) 21 (53,8%)
3 34 (29,3%) 10 (25,6%)
X 16 (13,8%) 7 (17,9%)
Edad media al dx 1° 58,43 57,54
Edad media al dx M1 59,88 58,97

En cuanto al cancer de mama se incluyeron pacientes con receptores de
estrégeno y progesterona positivos y negativos. De forma global e incluyendo los
tres tipos de tumores el grado de diferenciacion histologica predominante fue el

grado 2.
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2. Métodos

2.1. Extraccion y purificacion de ADN

La extraccion y purificacion del ADN se ha realizado a partir de muestras de
sangre periférica anticoagulada con ACD, previamente almacenadas a 4°C,
utilizando el kit Maxwell® 16 Blood DNA Purification System (Promega
Corporation, 2800 Woods Hollow Road Madison, W1 53711-5399 USA) junto con

el Maxwell® 16 Instrument.

El kit de purificacién estd compuesto por cartuchos con diferentes canales en los
gue se incluyen el tampon de lisis, las particulas paramagnéticas y el tampdn de
lavado. Las particulas paramagnéticas de silice permiten optimizar la captura del
material de partida para su posterior lavado y elucién. Con este método se

consigue ADN apto para su uso en técnicas de amplificacion estandar.

Para la extraccion se parte de un volumen inicial de 400 pl de sangre periférica
por muestra, que se afadié en el canal del cartucho que contiene el tampon de
lisis. El volumen de tampdn de elucion usado fue de 400 pl por muestra. Una vez
finalizada la extraccion se esper6é 2 minutos para atrapar en un iman las
particulas paramagnéticas de los tubos de elucién. De cada tubo de elucién se
almacend 300 pl de ADN extraido en eppendorf a una temperatura de 4°C hasta
su posterior uso. Una vez completado el estudio, se conservo la muestra restante

a -40°C.
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2.2. Genotipaje KIR

2.2.1. Amplificacién por PCR-SSP

La determinacion del tipaje KIR de las muestras de ADN extraido se realizd
utilizando el KIR Genotyping SSP Kit (Invitrogen Corporation, 9099 N. Deerbrook

Trail, Brown Deer, WI 53223 USA).

Este kit es un método basado en la PCR disefiado para detectar la presencia y/o
ausencia de genes KIR de muestras de ADN mediante el uso de primers
especificos de secuencia (SSP). Este método consiste en una mezcla de primers
en el que una primera pareja de primers amplifica genes y/o alelos
especificamente, mientras que una segunda pareja de primers amplifica
secuencias no alélicas de las muestras y actia como control interno del proceso

de amplificacion.

El tipaje se llevd a cabo afadiendo al tampdén de PCR, que contiene el tampdn
de carga y los dNTPs, 133 ul de agua y 1,8 ul de Tag DNA polimerasa 5 U/ul
(Industrial GMP Grade, Roche). Posteriormente se agité la mezcla de PCR con
Vortex, y de ésta se afiadieron 10 pl al pocillo 22 (control negativo) de la placa
de PCR. A la mezcla de PCR se afiadieron 50 pl de ADN extraido por muestra 'y
se homogeneiz6 mediante Vortex. De esta mezcla se afiadio 10 pl a los pocillos
del 1 al 21 correspondientes a los primers especificos para los genes y/o alelos
KIR. Una vez afadido el reactivo a todos los pocillos se sell6 la placa con el

adhesivo y se realizo la reaccion de amplificacion con los siguientes parametros:
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Temperatura | Duracion

Pasos Acciodn

(°C) (segundos)
Desnaturalizacion .,
L 95 60 Desnaturalizacion
inicial

94 20 Desnaturalizacion
30 ciclos 63 20 Alineamiento

72 90 Extension

2.2.2. Electroforesis en gel de agarosa

Se preparoé el gel de agarosa al 2% afiadiendo en un matraz 100 ml de tampon
TAE 1x (0.04 M Tris Base, 0.04 M acetato, 0.001 M EDTA, pH 8) y 2 gramos de
agarosa (MetaPhor Agarose, Lonza). Se agitdo la mezcla y se calenté en
microondas hasta punto de ebullicion durante 75 segundos. A la mezcla se le
afiadié 100 ul de bromuro de etidio diluido y se dej6é enfriar sobre la cama de
electroforesis durante 30 minutos. Una vez solidificado el gel se carg6 cada carril
con 8 pl de cada pocillo de la placa de PCR y se dejo correr la electroforesis
durante 10 minut®os. Por ultimo se fotografio el gel en un transiluminador UV de

312 nmy se analizé la imagen obtenida.

2.2.3. Imagenes de electroforesis en gel de agarosa
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a) Imagen 1:

d) Imagen 2:

e) Imagen 3:

Metodologia

Calles con bandas especificas; 2,
3,4,5,6, 11, 13, 15, 18, 19, 20,
22, 23 y 24; Calle 1 control
negativo; Control interno calles 2-
9, 11-18 y 20-24 con banda de 430
bp y calles 10 y 19 800 bp

Genes KIR presentes: 2DL1,
2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DS2, 2DS4,
3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DP1, 3DP1

Genes KIR ausentes: 2DL5,
2DS1, 2DS3, 2DS5, 3DS1

Corresponde a un genotipo del
grupo Bx4

Calles con bandas especificas; 2,
3,4,5,6,7, 9, 10, 11, 13, 14, 15,
18, 19, 20, 22 y 23 ; Calle 1 control
negativo; Control interno calles 2-9,
11-18 y 20-24 con banda de 430 bp
y calles 10 y 19 con banda de 800

bp

Genes KIR presentes: 2DL1, 2DL2,
2DL3, 2DL4, 2DL5, 2DS2, 2DS3,
2DS4, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DP1,
3DP1

Genes KIR ausentes: 2DS1, 2DS5,
3DS1

Corresponde a un genotipo del
grupo Bx5

73



Metodologia

Calles con bandas especificas; 2,
4,5, 6, 16, 18, 19, 20, 22 y 23 ;
Calle 1 control negativo; Control
interno calles 2-9, 11-18 y 20-24
con banda de 430 bp y calles 10 y
19 con banda de 800 bp

Genes KIR presentes: 2DL1,
2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2,
3DL3, 2DP1, 3DP1

Genes KIR ausentes: 2DL2, 2DL5,
2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1

Corresponde a un genotipo del
grupo AA-1

2.3. Tipaje HLA: Amplificacion por PCR-SSO

El tipaje de las moléculas de histocompatibilidad de clase I: HLA- A, HLA-B y
HLA-C se realiz6 utilizando los kits INNO-LiPA HLA-A Multiplex, INNO-LiPA HLA-
B Multiplex Plus y INNO-LIiPA HLA-C Amplification, respectivamente. Se realizd
el tipaje de HLA-B para discriminar los alelos Bw4 y Bw6 y HLA-C para
subclasificar estos alelos en C1 y C2. El tipaje HLA-A se realiz6 a aquellos
pacientes que eran Bw6 homocigotos para descartar que tuvieran algun alelo

HLA-A que presente Bw4.

Estos kits estan basados en la técnica de PCR-SSO que permite la amplificacion
de la regidbn génica HLA y su hibridacion posterior con oligonucledtidos

especificos de secuencia (SSO).
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Los cebadores aparean con regiones conservadas del HLA dando lugar a
amplicones biotinilados que posteriormente hibridan con sus respectivas sondas

y que permiten su visualizacion acoplada a una reaccion colorimétrica.

El tipaje se realizé con los siguientes volumenes por cada muestra: 10 ul de
solucion primer (especificos para HLA-A, B y C dependiendo de lo que se queria
amplificar), 10 ul de tampdn de amplificacion, 1.4 pl de Taq polimerasa (LiPa-
Taq), 27 pl de agua y 2 pl de ADN. El procedimiento se llevé a cabo pipeteando
en un eppendorf los volimenes totales de agua, tampon de amplificacion,
solucion primer y Taq polimerasa, en este orden, para todos los pacientes mas
uno, para asegurarse asi tener un volumen suficiente. A continuaciéon se afiadio
48 pl de esta mezcla en tubos de PCR, a los que posteriormente se pipetearon

2 ul de ADN, y se lleva a cabo la reaccion de amplificacion con los siguientes

paradmetros:
Temperatura | Duracion
Pasos Accion
(°C) (segundos)
Desnaturalizacion inicial | 96 300 Desnaturalizacion
96 30 Desnaturalizacion
5 ciclos 64 50 Alineamiento
72 50 Extension
96 30 Desnaturalizacion
5 ciclos 62 50 Alineamiento
72 50 Extension
96 30 Desnaturalizacion
10 ciclos
60 50 Alineamiento
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72 50 Extension

96 30 Desnaturalizacion
15 ciclos 55 50 Alineamiento

72 50 Extensién
Extension final 72 600 Extensién

2.4. Hibridacion y deteccion

La hibridacion y revelado de los productos de la PCR se llevé a cabo utilizando
los kits INNO-LiPA HLA-A Update, INNO-LiPA HLA-B Update Plus y INNO-LiPA

HLA-C, junto con la ayuda del equipo AutoRELI® 48 Instrument.

El proceso de hibridacion se produce entre el ADN biotinilado amplificado, que
es desnaturalizado quimicamente, y las sondas de nucleétidos especificas
fijadas en tiras de nailon. Tras un proceso de lavado se afiade estreptavidina
conjugada con fosfatasa alcalina y se incuba en presencia de los sustratos 5-
bromo 4-cloro 3-indolil fosfato (BCIP) y 4-nitroazul de tetrazolio (NBT), dando
lugar a un precipitado de color purpura en aquellas zonas donde se ha producido

la hibridacion.

En el inicio del proceso de hibridacion y deteccion, se afiade en cada tubo de
PCR 35 pl de solucién de desnaturalizacion y se deja actuar durante 5 minutos
a temperatura ambiente para que se complete la desnaturalizacion. A
continuacion se colocan las tiras de nailon en la bandeja del equipo AutoRELI®
48 y se afiaden 20 pl de ADN amplificado desnaturalizado por muestra en cada
tira. Posteriormente se preparan los reactivos de conjugado mezclando 2 ml de

diluyente especifico por muestra mas 8 ml en exceso con un volumen cien veces
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diluido de reactivo especifico concentrado 100x. Para un total de 25 tiras se
calcularon los siguientes volumenes: 58 ml de diluyente de conjugado, 580 pl de
conjugado 100x. De igual manera se prepara el sustrato, es decir, 58 ml de
tampon de sustrato y 580 ul de sustrato BCIP/NBT 100x. Una vez preparados
los reactivos se colocan en sus respectivos canales del equipo y se escoge el

programa de hibridacion de HLA.

Amplified Size of PCR Product Size of IC 5' primer(s)' 3' primer(s)’
KIR Gene Types [opl [bp]

Negative Control 430 -

2011 105 430 554 GAC 613 CAC
2DL2 200 430 391 TCG 547 TGG
2DL3 130 430 1011 CAC 1091 TGC
2DL4 norm 140 430 7 AGT 7 CTT
2DL4 deleted 135 430 7 AGT I7 CTT
2DL5 all 130 430 938 TTC 1011 GAT
2DL5 (group 1) 180 430 881 TCA B2IATT
2DL5 (group 2) 190 430 881 TCA B23ATC
2DL5 expressed s 800 -105 CCG I TCC
2DL5 null 35 430 -98 GTA 1 TCC
2Ds1 105 430 554 GAA 613 CAA
2Ds2 195 430 478 GTA 618 AGC
2D83 85 430 512 CAT 554 GCC
2DS4 norm 175 430 766 CCA 895 AGC
2DS4 (del-22bp) 175 430 766 CCA 895 AGC
2Ds85 90 430 512 CAT 545 GTG
3DL1 200 430 123 CGA 281 ATG
3DL2 120 800 812 CAA 896 GGG
3DL3 140 430 563 TGC 652 TAC
3Ds1 215 430 1146 AGT 1217 TGA
2DP1 130 430 556 TGG B44 ATG
(3DP1 variant) (1740)

3DP1 norm 280 430 30 TGT 223 TAC
3DP1 variant 975 430 56 GGC 223 TAC

Genes KIR tipados con los primers y el tamafio del fragmento especifico y el de control interno.
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1234 |5[6|7|8)9[10{11]12{13|14[15{16|17|18[19|20|21|22| 23 | 24
1 2E|2D|2C|2B|2A |34 |3G| 3F | 3E|3D(3C| 38 | 3A

75[175] 00 |200 | 120 | 120|215 | 130 | ' | 07m

z
5
B
g
B
E
2
E
p

=

KIR Gene Type
MNegative Control
2DL1

2DL2

2DL3

2DL4 norm
2DL4 deleted :
20L5 3 0

2DL5 null

2054

2052

2053

2D54 norm
2054 (dal-22bp)

2055
3DL1

3DL2

3DL3 0
3Ds1

2D 22

3DF1 | 11 |

3DP1 norm

12|13 | 14[15[16|17|18[ 19|20 21 (22| 23 | 24
2E(2D|2C| 2B| 2A|3H|3G| IF | 3E| 30| 3C| 33 | 3A

Tabla de asignacién de los genes KIR segun las bandas especificas

2.5. Andlisis de resultados de los HLA

2.5.1. Tipaje HLA clase | de baja resolucion:

Los resultados de los HLA obtenidos se analizaron con el programa LiRAS for
LIPA HLA. Las tiras se escanearon automaticamente y se analizaron

manualmente con su respectiva plantilla. Se emplearon las sondas SSO.
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Tipaje HLA de baja resolucion (ejemplo de tipaje HLA-B)

Aquellos casos en los que el tipaje HLA de baja resolucion no puede discriminar

los 2 alelos, se procedera al tipaje de alta resolucion de los mismos.

2.5.2. Tipaje HLA clase | de alta resolucion:

El método SSP es una técnica basada en PCR que utiliza cebadores especificos
de secuencia (Sequence Specific Primers, SSP) para la tipificacion de tejidos
basada en ADN. La asignacion de los alelos se realiza determinando si la
amplificacion se ha producido o no, es decir, mediante la visualizacion y la
deteccion de la amplificacion por medio de electroforesis en gel de agarosa. En
la técnica PCR-SSP, cada par de cebadores identifica dos loci polimérficos cis y

enlazados.
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a) HLA-A:

b) HLA-B:
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Alelos A*02:01, A*11:01

A*02:01 calle 6 banda de 490 bp

A*11:01 calle 23 banda de 230 bp;
A*11 es el ligando de KIR3DL2

Control interno calles 1-95 banda de
1200 bp. Calle 96 control negativo

Alelos B*07:06, B*15:16

B*07:06 calle 15 banda de 670 bp,
calle 32 banda de 125 bp, calle 44
bandas de 100 y 535 bp, calle 68
banda de 215 bp, calle 77 banda de
705 bp y calle 87 banda de 525 bp

B*15:16 calle 33 banda de 435 bp,
calle 44 bandas de 100 y 535 bp y
calle 92 banda de 480 bp; B*15:16
(corresponde a la denominacion de
la proteina B63 (15) que presenta la
especificidad Bw4 que es ligando
de KIR3DL1

Control interno calles 1-74, 76 y 78-95 banda de 1200 bp y calles 75 y 77 banda de 200 bp. Calle

96 control negativo

c) HLA-C:
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Alelos C*07:02, C*15:02

C*07:02 calle 38 banda de 305 bp,
calle 73 banda de 490 bp, calle 79
banda de 405 bp; pertenece al
grupo C1 que es ligando de
KIR2DL2 y KIR2DL3

C*15:02 calle 7 banda de 605 bp,
calle 11 banda de 510 bp, calle 58
banda de 430 bp calle 59 banda de
395 bp, calle 80 banda de 535 bp y
calle 95 banda de 595 bp;
pertenece al grupo C2 que es
ligando de KIR2DL1 y KIR2DS1

Control interno calles 1-95 banda de 1200 bp. Calle 96 control negativo

3. Analisis estadistico

El nimero de pacientes a incluir en el analisis para encontrar diferencias de al
menos 30% entre los grupos TTF < 6m y TTF = 10m, considerando una
frecuencia minima de 30% para los polimorfismos KIR fue de 33 pacientes con

un nivel de confianza del 95% y un poder estadistico del 80%.

Se utilizaron exdmenes de Chi-cuadrado y Fisher para examinar la asociacion
entre dos variables categéricas (es decir, los pares de KIRs / HLA versus la
duracion del tratamiento anti-EGFR (<6 o 210 meses). Para las variables de
tiempo (duracién del tratamiento) se utilizaron las pruebas de Kaplan Meier y log-
rang, y se considerd que la significacion estadistica era un valor de p de dos
colas <0,05 y un valor de p de 0,05 a 0,1 como marginalmente estadisticamente
significativo. Debido al caracter exploratorio de este estudio, no se realiz6 ajuste

de multiplicidad para las pruebas de significacion, utilizando el programa SPSS.

Definicidon de las variables utilizadas en el andlisis estadistico:
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VARIABLES

CARACTERISTICAS

Género

Cualitativa dicotémica (mujer/hombre)

Edad diagnéstico del 1°

Cuantitativa continua (afios)

Edad diagnéstico de M1

Cuantitativa continua (afios)

Edad inicio de AcMo

Cuantitativa continua (afios)

Peso

Cuantitativa continua (kg)

Talla

Cuantitativa continua (cm)

Tumor primario

Cualitativa (mama/colon/CyC)

Grado Cualitativa (G1/G2/G3/Gx)

RE Cualitativa (+/-/desconocido)

K67 Cuantitativa continua

Her2 Cualitativa (+/-/desconocido)

KRAS Cualitativa (WT/mutado/descconocido)
RP Cualitativa (+/-/desconocido)

Fecha dx 1° dd-mmm-aaaa

Fecha dx M1 dd-mmm-aaaa

Localizacion de las M1

Cualitativa

Trastuzumab

Cualitativa dicotémica (si/no)

Cetuximab

Cualitativa dicotémica (si/no)

Esquema de tratamiento

Cualitativa

Fecha inicio de esquema

dd-mmm-aaaa

Fecha fin de esquema

dd-mmm-aaaa

Suspension de esquema

Cualitativa dicotémica (si/no)

Progresién del esquema

Cualitativa dicotémica (si/no)

Motivo suspension del esquema

Cualitativa (toxicidad/progresién/éxitus/NV)

Respuesta a esquema

Cualitativa (RC/RP/EE/PR/Progresion/NV)

Localizacién de respuesta

Cualitativa

Toxicidad a AcMo

Cualitativa dicotémica (si/no)

Trastuzumab monoterapia

Cualitativa dicotémica (si/no)
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Cetuximab monoterapia

Cualitativa dicotémica (si/no)

Inicio AcMo monoterapia

dd-mmm-aaaa

Fin AcMo monoterapia

dd-mmm-aaaa

Suspension AcMo monoterapia

Cualitativa dicotdmica (si/no)

Progresion AcMo monoterapia

Cualitativa dicotdmica (si/no)

Ptogresion a AcMo

Cualitativa dicotomica (si/no)

Motivo de suspension AcMo monoterapia

Cualitativa (toxicidad/progresién/éxitus/NV)

FUV

dd-mmm-aaaa

Exitus

Cualitativa dicotémica (si/no)

Fecha de éxitus

dd-mmm-aaaa

Supervivencia global (SG)

Cuantitativa continua

TTF AcMo Cuantitativa continua

TTF global Cuantitativa continua
TTF_6_10 Cualitativa (<6m/6-10m/>10m)
KIR Cualitativa dicotomica (si/no)
HLA Cualitativa dicotomica (si/no)

CyC: cabeza y cuello

4. Material Bibliografico

Para la revision bibliografica se uso la web

(http://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) conocida como
PUBMED y el motor de busqueda MEDLINE ofrecido por la Biblioteca nacional
de los Estados Unidos; utilizandose varias entradas, palabras clave o
encabezamientos MeDH del Index Medicus. Se empleo a su vez el proveedor de
informacion Ovid Technologies al que se accede a través del Ovid Web Gateway

y la biblioteca virtual Scielo formada por una coleccion de revistas cientificas

espafolas de ciencias de la salud seleccionadas de acuerdo a unos criterios de
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calidad preestablecidos. Todas estas plataformas utilizadas junto con la consulta
directa de determinadas revistar cientificas se realizé a través de la Biblioteca
Virtual del Servicio de Salud Pdblico de Andalucia (SSPA)

(http://www.bvsspa.es/profesionales/).

Las referencias aparecen presentadas con el estilo o normas de Vancouver para

la publicacion de manuscritos en el ambito de las Ciencias de la Salud.

El protocolo y todas las enmiendas de este estudio fueron presentadas y
aprobadas por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital Universitario Reina

Sofia de Cérdoba (25 de marzo de 2013).
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VI. RESULTADOS



Resultados

Caracteristicas de la poblaciéon

Se reclutaron 116 pacientes, todos ellos debian haber sido tratados con
tratamiento anti-EGFR (trastuzumab para cancer de mama avanzado, por lo que
todas presentaban Her2 sobrexpresado y cetuximab para cancer de cabeza y
cuello o colorrectal avanzado, que en el caso del cancer de colon, todos los
pacientes debian ser KRAS wild-type); y de éstos, se seleccionaron aquellos que
habian progresado antes de seis meses de tratamiento con AcMo anti-EGFR
(TTF corto, TTF <6m, n = 19) o después de diez meses (TTF largo, TTF = 10m,
n = 20), estableciendo dos fenotipos extremos de respuesta TTF <6my TTF =
10m). Estos dos grupos de andlisis se establecen teniendo en cuenta el tiempo
mediano hasta la progresion publicado en brazos de control y tratamiento en los

estudios pivotales.

A continuacion mostramos la frecuencia de presentacién de los diferentes KIR y
HLA en la muestra seleccionada contrastada con las frecuencias de la poblacion
global, que al igual que en el caso anterior, la muestra seleccionada vuelve a ser

representativa de la poblacién global.

Tabla 2. Presentacién de KIR en la poblacién general y en nuestra muestra seleccionada.

KIR n=116 n=39

3DL3 Mama 39 (100%) 15 (100%)
Colon 55 (100%) 16 (100%)
CyC 22 (100%) 8 (100%)

2DL2 Mama 30 (76°9%) 13 (86" 7%)
Colon 31 (56°4%) 7 (43°8%)
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CyC 15 (68"2%) 5 (62"5%)
2DL3 Mama 34 (87°2%) 12 (80%)
Colon 53 (96"4%) 15 (93'8%)
CyC 20 (90"9%) 8 (100%)
2DL5 Mama 29 (74 4%) 10 /66" 7%)
Colon 35 (63'6%) 10 (62°5%)
cyC 12 (54°5%) 3 (37°5%)
2DL1 Mama 35 (89'7%) 13 (86'7%)
Colon 54 (98"2%) 15 (93'8%)
CyC 22 (100%) 8 (100%)
3DL1 Mama 33 (84°6%) 12 (80%)
Colon 50 (90°9%) 15 (93.8%)
cyC 22 (100%) 8 (100%)
3DL2 Mama 39 (100%) 15 (100%)
Colon 55 (2100%) 16 (100%)
CyC 22 (100%) 8 (100%)
2DS2 Mama 30 (76"9%) 13 (86" 7%)
Colon 32 (582%) 7 (43'8%)
cyC 15 (68"2%) 5 (62'5%)
2DS4 Mama 34 (87°2%) 13 (86'7%)
Colon 50 (90°9%) 15 (93°8%)
CyC 22 (100%) 8 (100%)
2DSs1 Mama 22 (56°4%) 10 (66" 7%)
Colon 25 (45"5%) 9 (56"3%)
CyC 5 (22"7%) 2 (25%)
2DS5 Mama 16 (41%) 8 (53'3%)
Colon 19 (34'5%) 9 (56"3%)
CyC 4 (18°2%) 2 (25%)
3DS1 Mama 22 (56"4%) 10 (66 7%)
Colon 25 (45'5%) 9 (56"3%)
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CyC 4 (18 2%) 1 (12'5%)
2DS3 Mama 20 (51"3%) 5 (33"3%)
Colon 19 (34°5%) 4 (25%)
CyC 9 (40"9%) 2 (25%)
2DL4 Mama 39 (100%) 15 (100%)
Colon 55 (100%) 16 (100%)
CyC 22 (100%) 8 (100%)
2DP1 Mama 35 (897%) 13 (86" 7%)
Colon 54 (98"2%) 15 (93'8%)
CyC 21 (95'5%) 7 (87'5%)
3DP1 Mama 39 (100%) 15 (100%)
Colon 55 (100%) 16 (100%)
CyC 22 (100%) 8 (100%)

CyC: cabeza y cuello

Tabla 3. Presentacion de HLA en la poblacién general y en nuestra muestra seleccionada.

HLA n=116 n=39
HLA-B Mama w4w4 13 (33"3%) 4 (26" 7%)
wa4we 23 (59%) 10 (66°7%)
wéw6 3(7"7%) 1 (6"7%)
HLA-B Colon wA4w4 9 (16"4%) 3 (18'8%)
waw6 37 (673%) 11 (68°8%)
wéw6 9 (16"4%) 2 (12'5%)
HLA-B CyC  waw4 4 (18°2%) 2 (25%)
wa4w6 14 (63°6%) 4 (50%)
w6w6 4 (182%) 2 (25%)
HLA-C Mama CI1C1 12 (30°8%) 3 (20%)
cic2 20 (51"3%) 8 (53"3%)
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ca2c2 7 (17°9%) 4 (26'7%)

HLA-C Colon CiC1 18 (32°7%) 4 (25%)
ci1c2 27 (49 1%) 9 (56"3%)
c2c2 10 (18'2%) 3 (18'8%)

HLA-C CyC CiC1 7 (31°8%) 2 (25%)

cic2 10 (45'5%) 4 (50%)

c2c2 5 (22°7%) 2 (25%)

HLA-CO4 Mama 10 (25'6%) 6 (40%)
Colon 10 (18'2%) 6 (37'5%)

CyC 31 (13'6%) 2 (25%)

CyC: cabeza y cuello

Las caracteristicas de los pacientes seleccionados para el andlisis de

datos con los grupos extremos a tiempo al fallo de tratamiento se encuentran en

la Tabla 4. En concreto, se analizaron los datos de 15 pacientes con cancer de

mama, 16 con cancer colorrectal y 8 con cancer de cabeza y cuello.

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes de

tratamiento (TTF<6 meses o =2 10 meses)

acuerdo con el tiempo hasta el fracaso del

TTF
<6 meses 210 meses
Género Mujeres 10 (43.48%) | 13 (56.52%)
Hombre 10 (62.5%) | 6 (37.5%)
Tumor primario Mama 5 (33.33%) 10 (66.67%)
Colon 10 (62.5%) 6 (37.5%)
Cabeza y Cuello 5 (62.5%) 3 (37.5%)
Mediana de edad al diagndstico del Tumor Primario 59 59
Mediana de edad al diagnéstico de la enfermedad metastasica | 59 59
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Grado 2 13 (61.9%) | 8 (38.1%)
3 5 (50%) 5 (50%)
Desconocido 2 (25%) 6 (75%)
Céancer de mama *ER + 5 (565.56%) 4 (44.44%)
- 0 (0%) 6 (100%)
PR + 5 (55.56%) | 4 (44.44%)
- 0 (0%) 6 (100%)

Sobreexpresado 5 (33.33%) 10 (66.67%)

HER2
No sobreexpresado | 0 (0%) 0(0%)
Cancer de colon  ***RAS Wild-type 10 (62.5%) 6 (37.5%)
Mutado 0(0%) 0(0%)

2. Genotipos KIR y polimorfismos de ligandos HLA

Tabla 5 (A, By C) enumera todos los genes KIR inhibidores y activadores
ademas de pseudogenes evaluados en este estudio, categorizados de igual
forma segun el TTF (<6 meses vs > 6 meses); después de analizar las
frecuencias en los dos grupos, no se observaron diferencias significativas en los

genes inhibidores, activadores y pseudogenes KIR.

Tabla 5A. Listas de todos los genes KIR inhibidores (a), activadores (b) y pseudogenes (c)

KIR de acuerdo con el tiempo hasta el fallo del tratamiento (TTF<6 meses o 2 10 meses)

a) Genes KIR inhibidores:
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Presencia de genes KIR TTF < 6 meses TTF > 10 meses
inhibidores
2DL1 Si 18 (50%) 18 (50%)
No 2 (66.7%) 1 (33.3%)
2DL2 Si 12 (48%) 13 (52%)
No 8 (57.1%) 6 (42.9%)
2DL3 Si 18 (51.4%) 17 (48.6%)
No 2 (50%) 2 (50%)
2DL5 Si 10 (43.5%) 13 (56.5)
No 10 (62.5%) 6 (37.5%)
3DL1 Si 19 (54.3%) 16 (45.7%)
No 1 (25%) 3 (75%)
3DL2* Si 20 (51.3%) 19 (48.7%)
No 0 0
3DL3* Si 20 (51.3%) 19 (48.7%)
no 0 0
2DL4* Si 20 (51.3%) 19 (48.7%)
No 0 0

*Presencia en el 100% de la poblacion

b) Genes KIR activadores:

Presencia de genes KIR
activadores

TTF < 6 meses

TTF 210 meses

2DS1 Si 9 (42.9%) 12 (57.1%)
No 11 (61.1%) 7 (38.9%)
2DS2 Si 12 (48%) 13 (52%)
No 8 (57.1%) 6 (42.9%)
2DS3 Si 3 (27.3%) 8 (72.7%)
No 17 (60.7%) 11 (39.3%)
2DS4 Si 19 (52.8%) 17 (47.2%)
No 1 (33.3%) 2 (66.7%)
2DS5 Si 9 (47.4%) 10 (52.6%)
No 11 (55%) 9 (45%)
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3Ds1 Si 9 (45%) 11 (55%)
No 11 (57.9%) 8 (42.1%)

2DL4* Si 20 (51.3%) 19 (48.7%)
No 0 0

*Presencia en el 100% de la poblacion

c¢) Pseudogenes KIR

Presencia de TTF <6 meses TTF 2 10 meses

Pseudogenes KIR

2DP1  si 18 (51.4%) 17 (48.6%)
no 2 (50%) 2 (50%)

3DP1* si 20 (51.3%) 19 (48.7%)
No 0 0

*Presencia en el 100% de la poblacién

Segun se espera, los genes KIR, KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 vy
KIR3DP1 estaban presentes en todos los pacientes entre los grupos tal y como
ocurre en la poblacién general, o que sugiere un correcto control interno. Table
2B muestra los ligandos HLA (HLA-C1, HLA-C2, HLABw4 o HLABwWG6) y la
correspondiente distribuciones de frecuencia de tomar en cuenta el tiempo hasta

el fracaso del tratamiento (TFT <6 0 = 10 meses).
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Tabla 5B. HLA de acuerdo con el tiempo hasta el fracaso del tratamiento (TTF<6 meses o

2 10 meses)

HLA TTF <6 meses TTF 210 meses
HLA-B
waw 3 (33.3%) 6 (66.7%)
w4w6

13 (52%) 12 (48%)
w6w6

4 (80%) 1 (20%)
HLA-C
CilC1

7 (77.8%) 2 (22.2%)
Ccilc2

8 (38%) 13 (62%)
C2C2

5 (55.5%) 4 (44.5%)

Se analizaron las frecuencias de los ligandos de HLA de clase | de los KIR

(Bw4, Cly C2, en la homocigosidad y heterocigosidad). Como ya se ha descrito,

los diferentes grupos (Bw4 / Bw4, Bw4 BW6 / o Bw6 / Bw6 para HLA-By C1/

C1,C1/C2y C2C2 para HLA-C) se definieron en base al esdado homocigoto o

heterocigoto. Se observaron diferencias no significativas en la frecuencia entre

los dos grupos (TTF<6m o =10m).
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3. Combinaciones de KIR-ligando HLA

Resultados

Las combinaciones activadoras e inhibidoras de los diferentes genotipos

KIR y sus ligandos HLA se muestra en la Tabla 3. Se exploro el TTF segun estas

combinaciones KIR-HLA-ligando.

Tabla 6. Combinaciones activadoras e inhibitorias de los diferentes genotipos KIR y sus

ligandos HLA de acuerdo con el tiempo hasta el fracaso del tratamiento (TTF<6 meses o 2

10 meses)

Presencia de combinaciones |TTF<6 TTF 210 P
activadoras KIR/HLA months months

KIR 2DS1-HLA C2C2 o C1C2

Si 6 (28.6%) 15 (71.4%) p=0.002
no 14 (77.8%) 4 (22.2%)

KIR 2DS2-HLA C1C1 o C1C2

si 9 (45%) 11 (55%) p=0.42
no 11 (57.9%) 8 (42.1%)

KIR 3DS1-HLAB w4w4 o Bw4w6

si 6 (35.3%) 11 (64.7%) p=0.079
no 14 (63.6%) 8 (36.4%)
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Presencia de combinaciones | TTF <6 TTF 210 P
inhibitorias KIR/HLA months months

2DL1-HLA C2C2 o C1C2

si 14 (48.3%) 15 (51.7%) p=0.52
no 6 (60%) 4 (40%)

2DL2-HLA C1C1 o C1C2

si 9 (45%) 11 (55%) p=0.42
no 11 (57.9%) 8 (42.1%)

2DL3-HLA C1C1 o C1C2

si 14 (50%) 14 (50%) p=0.79
no 6 (54.5%) 5 (45.5%)

3DL1-HLA Bw4w4 o Bw4w6

si 16 (51.6%) 15 (48.4%) p=0.93
no 4 (50%) 4 (50%)

4. Asociaciones de dos genotipos activadores KIR con sus ligandos con

impacto en tiempo a fallo de tratamiento (TTF)

Se encontré6 una asociacion significativa entre las combinaciones de
activadores KIR2DS1 / HLAC2C2-C1C2 con las TTF> 10 meses (p = 0,002) y
una tendencia estadistica dentro KIR3DS1 / HLABw4w4-w4w6with las TTF> 10
meses (p = 0,079). Curiosamente, los sujetos que llevan estas dos
combinaciones de activadores mostraron TTF ya que los no portadores;

KIR2DS1 / HLAC2C2-C1C2, TTF: 14,76 vs 3,73 meses (p <0,001) (Figura 1) y
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KIR3DS1 / HLABw4w4-w4w6, TTF: 14,93 vs 4,6 meses (p = 0,005) (Figura 2)
.Con 2DS1, la diferencia solo se observo cuando el ligando era C1C2; Del mismo
modo, lo mismo ocurre con 3DS1 con sus ligandos (solo se diferencian de

heterocigotos).

Fig 1. Tiempo al fracaso del tratamiento (TTF) de acuerdo con el genotipo 2DS1 y sus

ligandos
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Fig 2. Tiempo al fracaso del tratamiento (TTF) de acuerdo con los genotipos 3DS1 y sus

ligandos
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Discusiéon

Nuestros resultados demuestran que la activacion de dos combinaciones
de KIR y sus ligandos HLA predicen un TTF mayor en los pacientes tratados con
anticuerpos monoclonales del tipo anti-EGFR. En concreto, los sujetos
portadores de la combinacion KIR2DS1 / HLAC2C2-C1C2 y KIR3DS1 /
HLABw4w4-w4w6 mostraron un mayor TTF que los no portadores. Estos
resultados aumentan el conocimiento sobre el papel de ciertas variantes
especificas de KIR y su relacion con la capacidad de respuesta al tratamiento

anti-EGGR en tumores solidos.

La mayoria de la mortalidad relacionada con el cancer es a causa de la
metastasis de las células tumorales originales hacia sitios distantes del tumor
inicial o primario, siendo el cAncer metastasico una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. Por ello, la investigacion dirigida a esta patologia en
estadios avanzados de la enfermedad, sigue siendo de gran interés cientifico, ya

que ademas, la incidencia de esta enfermedad sigue aumentando.

Como ya sabemos, uno de los grandes avances en el tratamiento del cancer en
enfermedad avanzada, es la llegada de las terapias diana, entre las que se
encuentran los anticuerpos monoclonales, siendo los anti-EGFR unos de los mas

ampliamente conocidos (como el trastuzumab y cetuximab).

Como ya se sabe, el trastuzumab destruye a las células tumorales mediante
varios mecanismos, incluyendo la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC)[86]. En este contexto, existen varias estrategias que
mejoran la actividad de la ADCC, incluyendo las mediadas por las células NK,
gue pueden mejorar la eficacia de trastuzumab. Kohrt y cols. demostraron en un

interesante estudio que al interaccionar trastuzumab con la célula de cancer de
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mama con sobreexpresion de HER2, se activan las células NK humanas que
expresaban el receptor CD137, molécula cuya funcion es coestimuladora. A su
vez, la activacion de CD137 era dependiente de la expresion de FcyRIll en la
células NK, producido tanto “in vitro” como en muestra de sangre periférica de
mujeres con cancer de mama con sobreexpresion de HER2 después del
tratamiento con trastuzumab. La estimulacion de trastuzumab con otro AcMo
especifico para CD137 (“activador de las células NK”) destruyé a las células del
cancer de mama, incluyendo una linea celular intrinsecamente resistente al
trastuzumab, de manera mas eficiente, tanto “in vitro” como “in vivo” en
xenotransplantes de modelos de cancer de mama humano. Ademas, la mejoria
de la citotoxicidad se restringio a células tumorales recubiertas de anticuerpo[87].
Esta estrategia de combinacién de anticuerpo con un segundo anticuerpo que
activa el sistema inmune innato, puede mejorar el efecto terapéutico de los
anticuerpos contra el cancer de mama y otros tumores con sobreexpresion de
HERZ2[88]. En nuestro estudio nos hemos centrado en el analisis de la actividad
de las células NK y sus receptores KIR en su accién contra células tumorales en
pacientes tratados con AcMo, precisamente por mecanismos, sOlo en parte,
dependientes de la ADCC. Y como veremos mas adelante, combinaciones de
estos AcMo con terapias anti-KIR podrian ser estrategias terapéuticas muy

interesantes de investigar.

De igual forma se ha intentado estudiar el por qué una gran fraccion de los
pacientes con cancer de mama HER2 positivos son o0 se vuelven resistentes a
este tipo de tratamiento anti-HER2. A dia de hoy, no hay otros marcadores a
utilizar para determinar la sensibilidad al trastuzumab que no sea el propio estado

de expresion de HER2. Kute y cols. compararon la capacidad de las células
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mononucleares (CMN) normales a las de pacientes con cancer de mama para
destruir a diferentes lineas celulares de cancer de mama (es decir ADCC, en la
presencia o ausencia de trastuzumab). Dicho ensayo demostro que la actividad
ADCC es dependiente de la presencia de trastuzumab, el nivel de expresion
HER2 en las células y la proporcion entre las CMN vy las células tumorales. Por
lo tanto, debe existir una amplia variedad de actividad ADCC entre individuos
normales y pacientes con cancer de mama con altos y bajos niveles de expresion
de HERZ2. Un interesante mecanismo que podria explicar dichos hallazgos, seria
el de la insercién de la granzima B y el enzima caspasa a través de los
anticuerpos unidos a polimorfonucleares neutréfilos, destruyendo las células
tumorales[89]. Nuestro estudio sugiere que la presencia de un determinado
genotipo KIR con su correspondiente molécula HLA, y que esto podria utilizarse

como marcador predictivo de respuesta a lo AcMo.

Ademas de esto, otro mecanismo por el que las células NK pueden activarse es
por el aumento de ligandos de receptores activadores, como se observa bajo
condiciones de estrés, al igual que si disminuyen los ligandos de receptores
inhibidores, observado en las células tumorales o infectadas; pero no sera
suficiente con conocer los ligandos, sino que es imprescindible conocer los
receptores KIR de las NK de cada individuo, tal y como hemos determinado en
nuestro estudio, ya que hay que recordar que los genes KIR y HLA se heredan
de forma independiente[90]. Se cree que la mayoria de las células inmunes en
el microambiente tumoral tiene la capacidad de suprimir las reacciones
inmunitarias. La presencia de células inmunes en el entorno del tumor también
puede influir en el estado de activacion de las células NK, por lo que parece

probable que los cambios que se producen en las células NK hayan sido
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inducidos principalmente por su encuentro con las células tumorales. La IL-15 ha
sido bien descrita como un factor que es necesario para la supervivencia y
proliferacion de células NK maduras. Esta activacion, parece ser un requisito
previo para la diferenciacion de células NK en células con funcién reguladora
gue sugiere un papel de la IL-15 en la maduracion de las células NK lo que llevara

a la capacidad de producir citoquinas[91].

Como ya hemos dicho con anterioridad, las células NK son linfocitos capaces de
reconocer y destruir células tumorales para las cuales la expresion de moléculas
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC 6 HLA) de clase | esta
alterado[78]. Este reconocimiento se conoce con el nombre de “missing self " o
"falta de lo propio" que establece que las células NK preferentemente atacan a
las células que no expresan, o tienen baja expresion de estas moléculas[91]. En
un principio, por la falta de expresion de CMH las células tumorales escapan del
reconocimiento por parte de los linfocitos, pasando a ser reconocidas por las
células NK; pero ademas, precisamente algunos tumores escapan también a la
vigilancia inmune de las células NK mediante el aumento de la expresion de

moléculas CMH clase | en su superficie.

Por lo tanto, es bien conocido que las células NK exhiben una capacidad para
discriminar las células diana (tumorales o infectadas por virus) de las células
normales; a este proceso se le conoce como “auto-tolerancia’[92]. Se han
descrito diferentes modelos para explicar los mecanismos subyacentes de la
auto-tolerancia de las células NK. Uno de ellos podria ser que las células NK son
mucho mas sensibles a los receptores inhibidores, o lo que es lo mismo, la
potencia de los receptores KIR inhibidores es superior a la de los activadores[93].

Y el haber encontrado en nuestro estudio resultados favorables para dos
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combinaciones con receptores KIR activadores, apoyan el interés de estos

resultados.

Se conocen dos modelos propuestos para explicar la tolerancia adaptativa de
las células NK[94]: uno es el modelo de “armado”, el cual propondria que, en
ausencia de sefiales de tales receptores, estas células NK persistan en un
estado defectuoso, de baja respuesta, mientras que el modelo de “desarme”
sugiere, en cambio, que se impide que las células NK adquieran (0 mantengan)
plena capacidad de respuesta cuando las interacciones con las células propias
son excesivamente estimuladoras, lo cual puede ocurrir cuando las células
propias no logran proporcionar suficientes ligandos inhibidores para contrarrestar
las sefales estimuladoras, conduciéndolas también a un estado funcional
anérgico o hiporreactivo; por lo tanto los dos modelos predicen el mismo
resultado dando lugar a un estado de hiporreactividad, aunque por mecanismos

diferentes [95].

En relacion al papel de los receptores KIR inhibidores tenemos mucho mas
conocimiento que de los KIR activadores[96]; por ello, nuestros resultados, como
ya hemos mencionado, al ser con combinaciones de KIR activadores, son de
interés. Sabemos que los KIR inhibidores necesitan una “licencia” para poder
actuar, lo que depende del HLA y del KIR inhibitorio que presente la célula NK;
en este caso, debe presentar un determinado KIR inhibitorio con su
correspondiente ligando CMH clase |I. De este modo se pueden dar dos

situaciones[95]:
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- Que la célula NK presente ambas moléculas (un KIR inhibitorio con su
ligando de CMH clase |), en cuyo caso la células pasa a estar “linceciada”
o funcionante[95].

- Y si no presenta a ambas moléculas (KIR-su ligando), la célula no podra
funcionar (considerando en ambos casos la funcionalidad del receptor de
forma aislada, es decir, sin tener en cuenta el resto de receptores KIR que

presenta la célula).

Teniendo en cuenta estos supuestos, en el primer caso, considerando que esta
“licenciada”, la célula actuara o no, dependiendo de la expresion de CMH en la

molécula diana (en nuestro caso la célula tumoral):

- Si tiene su correspondiente molécula del CMH, la célula NK no esta
capacitada para matar al estar el receptor KIR inhibidor unido a su ligando.
- Sino tiene la molécula del CMH, la NK podr& matar por falta de inhibicion

(no podré estar inhibida por faltarle al KIR su ligando).

Los receptores KIR activadores son mucho menos conocidos tanto en su funcion
como en sus ligandos, pero se cree que no requieren “licencia”. Para poder
entender bien el funcionamiento de estos receptores activadores nos basaremos
en un ejemplo con un receptor KIR activador (2DS1 con su ligando C2): para que
la NK sea activa no podra tener un KIR activador y su ligando en homocigosis
(C2C2), ya que en esta situacién C2 de alguna manera bloguearia potentemente
a la célula NK (mecanismo protector contra la autodestruccion); y en el caso de
ser C1C2, podria matar y si es C1C1 no tendria la capacidad de matar (al no
tener su ligando). Y si NK es activa, es decir, C1C2, la actividad final dependera

de la molécula CMH que presente la célula tumoral[97]:
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- Sitiene C2, es decir, es C1C2, sera funcionante y matara (y como ya
hemos mencionado, en el caso de ser C2C2 la célula NK queda
totalmente inhibida).

Si es C1C1 no matara puesto que el ligando de 2DS1 es C2, y al no

estar su ligando no puede actuar.

Por lo tanto, en nuestro caso, en el que todas las células presentan el mismo
CMH, la unica posibilidad de que el KIR activador 2DS1 actle seria cuando el

CMH tipo | sea C1C2[98].

Otra cosa muy diferente es analizarlo en el modelo alorreactivo, en el que la
mejor de las situaciones seria que la NK presentara C1C1 (situacién en la que la

célula NK es mas potente) y la célula diana presentara C1C2 6 C2C2.

En nuestro estudio, al haber analizado dos combinaciones de receptores
activadores, los cuales no requieren “licencia” para poder actuar, este dato de si
las células estan o no licenciadas, no lo hemos analizado. Tenemos en curso el
analisis de ver que ocurre con combinaciones de KIR inhibidores “licenciados” y

“no licenciados”.

En este contexto, Caroline Sola y cols. analizaron que el bloqueo de las
interacciones entre KIR y moléculas HLA constituye una estrategia terapéutica
interesante[99]; para ello partian de que anticuerpos monoclonales especificos
anti-KIR2DL1/2/3, lirilumab / BMS-986015 / IPH2102, es una IgG4 humana que
estan siendo desarrollada para el tratamiento de ambas enfermedades
hematolégicas malignas y tumores sélidos; y el objetivo de este estudio fue
desarrollar un modelo preclinico para evaluar la eficacia del lirilumab; este

estudio demostro eficacia de lirilumab como agente Unico en modelos de tumor
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con presencia de HLA-Cw3- lo que le haria una excelente herramienta para

investigar beneficiosos tratamientos de combinacion.

Un proyecto que tenemos pendiente poner en marcha es analizar combinaciones
de trastuzumab y lirilumab en lineas celulares de cancer de mama con diferentes

niveles de expresion de Her2.

Si bien poco a poco aumenta la comprension de la diversidad de interacciones
KIR / ligandos HLA, nuestros hallazgos junto el de estudios previos, también
sugieren un gran nivel de complejidad. La interaccion KIR / HLA de clase |
representa un ejemplo de epistasis genética en la que es necesaria para la
induccion de la actividad funcional de la presencia de pares de receptor / ligando,
mientras que la presencia de uno, pero la ausencia de la otra no es suficiente
para influir en la funcién de células NK. Se esta aclarando, sin embargo, que las
interacciones entre las extensas combinaciones de polimorfismos KIR y / 0 sus
ligandos HLA pueden alterar la funcién inmune y asi influir en la susceptibilidad
a varias enfermedades, incluyendo tumores solidos y hematol6gicos[100]. En la
mayoria de estos estudios so6lo se explord la asociacion entre la presencia de
frecuencias KIR / HLA en pacientes con cancer, con el fin de probar el impacto
del estado KIR / HLA en la susceptibilidad del individuo[81]. Sin embargo, a dia
de hoy, no disponemos de datos de que estas combinaciones puedan servir de
marcadores de respuesta a tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-EGFR,

tal y como hemos analizado en nuestro estudio.

Un estudio reciente realizado en pacientes con cancer de colon metastasico
demostré que genotipos KIR / HLA ayudan a predecir la supervivencia global al

tratamiento con FOLFIRI [82]. En el mismo contexto, es bien conocido el papel
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crucial que juegan las células de NK en la facilitacion de respuesta a imatinib en
pacientes con leucemia cronica fase-mieloide crénica (CML-CP) que no puede
ser superado por la posterior intensificacion de la terapia; el genotipo KIR puede
agregar informacién pronostica valiosa para futuros sistemas de puntuacion de
prediccion de referencia en pacientes con CML-CP y facilitar la éptima seleccion
del tratamiento de primera linea [101]. Los pacientes con cancer de pulmén no
microcitico, positivo para los genes KIR2DL2 y KIR2DS2 y homocigotos para el
ligando C1 son seis veces mas propensos a responder al tratamiento que
aguellos con otros genotipos. De acuerdo con esto, los pacientes con el KIR2DL2

+/ KIR2DS2 +, C1C1 genotipo sobrevivieron mas tiempo que otros [102].

Ademas sabemos que la actividad de las células NK es controlada por un
balance de sefales generadas a partir de los receptores inhibidores y
activadores de la superficie celular. Por otra parte, algunos de los anticuerpos
monoclonales terapéuticos clinicamente aprobados para tratar el cancer, son
considerados para funcionar parcialmente a través de la activacion de la ADCC
mediada por células NK[103]. Un estudio reciente sugiere que la transferencia
de las células NK alogénicas en combinacion con un anticuerpo diana contra el
cancer tales como trastuzumab puede representar un enfoque eficaz a la
inmunoterapia adoptiva [104]. En este sentido, se encontré que la ADCC
mediada por las células NK alogénicas se produjo a pesar de las combinaciones
de las células NK y las células dianas de cancer de mama enfocadas para
desencadenar la sefializacion de KIR inhibitorio. En general, a pesar de la
funcidn central de las células NK en las respuestas inmunes del huésped y el
hecho de que el sistema de gen HLA / KIR es el principal sistema capaz de

modular la funcién de células NK, se desconoce si estas combinaciones de KIR
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/ ligandos HLA pudiera influir en la respuesta a terapias anti-EGFR. Por lo tanto,
las células NK que tienen receptores KIR inhibitorios con una avidez inferior para
su ligando HLA (por lo tanto, tienen una disminucion de la funcion inhibidora
respecto a otros KIR) y que tiene muchos receptores KIR de activacion puede
mostrar una citolisis de las células diana mediada por NK. Por lo tanto, nuestros
resultados son consistentes con la hipétesis de que la presencia de los KIR de
activacion (KIR2DS1 / C2 y KIR3DS1 / HLA-Bw4) favorece mas TTF después

del tratamiento anti-EGFR.

Sin embargo, en este trabajo no se han evidenciado las relaciones entre la
presencia / ausencia de KIR inhibidores y TTF, siéndolos KIR inhibidores los

mejores conocidos hasta la fecha.

A nivel celular, estos efectos podrian estar mediados por un aumento en la
activacion de KIR en células NK y ligandos especificos HLA en las células
tumorales, lo que puede mejorar la inmunidad mediada por NK tumoral. Otro
mecanismo propuesto esta relacionado con la presencia de HLA "de novo"; asi
los tratamientos con AcMo podria favorecer la formacion de péptidos dando lugar
a complejos péptido / HLA, modificando la funcion de las células NK en el
microambiente tumoral debido al aumento creciente de los activadores de la
funcion de KIR. De la misma manera, es posible que algunos péptidos nuevos o
mas abundantes de los ya existentes pueden ser presentados por HLA y KIR en
el curso del crecimiento del tumor, o incluso formarse debido precisamente al
tratamiento con AcMo. En nuestro caso, podria deberse a un predominio de KIR
/lligando activadores (2DS1 / C2) en su correspondiente combinacion inhibidora
KIR / HLA (2DL1 / C2). Estos KIR de activacion activan las células NK sensibles

o por la aparicion de los ya mencionados nuevos péptidos, la posibilidad de que
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ademas de HLA, los KIR activadores tienen otros ligandos ausentes en las
células sanas y estaria presente en estas circunstancias, o porgue la activacion
por AcMo, de una respuesta de células NK potente; es bien conocido que cuando

NK es muy activo, sus activadores KIR son funcionales[59].

Otro mecanismo de este microambiente hiperactivado es la secrecion local de
las citocinas IL12 y IL15. Cuando las células NK se activan a través de IL-12 e
IL-15, este mecanismo de proteccion se libera y lisa las células tumorales por
2DS1 [105]. La activacion puede iniciarse debido al tratamiento con AcMo
(trastuzumab o cetuximab) por via de NK CD16 y ésta activa otras citocinas como
el IFN gamma que pueden activar los macrofagos, que liberan varios mediadores

aumentando la actividad NK[105].

Otra cuestion, que es compatible con los resultados observados en nuestro
estudio, es el hecho de que 2DS1 se asocia con la homocigosis o0 heterocigosis
C2. Los estudios “in vitro” mostraban que las células NK de donantes con 2DS1/
C2C2 no fueron capaces de lisar las células presentadoras cuyo objetivo era
C2[106]. Asi, los sujetos C2C2 no serian capaz de activar a traves del receptor
2DS1, y su activacion, como ya mencionamos con anterioridad, se producira sélo
en sujetos C1C2. Ademas, nuestro estudio encontré que los sujetos 2DS1 /
C1C2 tenian un TTF mas prolongado (datos no mostrados). En condiciones
normales, esta activacion de los receptores se inhibe en las células NK para
evitar respuesta autoinmune. Sin embargo, existe controversia sobre este
mecanismo en la activacion bajo condiciones patologicas, incluyendo la

progresion tumoral.
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Ademas del posible valor predictivo de los receptores KIR para la respuesta al
tratamiento con AcMo, nuestros resultados apoyan el potencial valor terapéutico
de la modulacion farmacologica de la actividad de KIR, asi como la combinacion
de terapias, por ejemplo, un modulador de KIR podria permitir que Trastuzumab
fuera efectivo practicamente en todos los pacientes y no solo en aquellos con las
combinaciones que hemos encontrado, ya que como sabemos por la practica

clinica, el Trastuzumab no es igual de efectivo en todos los pacientes.

En nuestro estudio, se analizaron los datos de 15 pacientes con cancer de
mama, 16 con cancer colorrectal y 8 con cancer de cabeza y cuello; a pesar de
ser una muestra heterogénea, todos ellos habian recibido o estaban recibiendo
tratamiento con anticuerpo monoclonal (trastuzumab/cetuximab) asociado o no
a esquemas de quimioterapia para tratar la enfermedad en estadio avanzado.
Los pacientes fueron agrupados en dos categorias de acuerdo a el tiempo a fallo
de tratamiento con terapia anti-EGFR (TTF): TTF corta (< 6 meses, n = 20) que
supondrian el grupo de peor pronéstico o largo TTF (= 10 meses, n = 19),
constituyendo el grupo de mejor prondéstico; de esta manera hemos podido
identificar perfiles de pacientes con mejor respuesta a estos tratamientos con

anticuerpos monoclonales.

Por lo tanto, por primera vez, hemos aportado informacién del papel de dos
combinaciones de receptores KIR activadores con sus correspondientes
ligandos, prediciendo un mejor pronostico en los pacientes que presentan dichas

combinaciones frente a los que no la presentan.

En resumen nuestros resultados muestran que la activacion de dos

combinaciones de ligando KIR / HLA predicen mejor respuesta de los pacientes
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a la terapia anti-EGFR, lo que puede suponer, disponer de un marcador
predictivo de respuesta a tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-EGFR en
estos pacientes. Los estudios futuros, en curso, deben confirmar estos
resultados y apoyar el posible valor predictivo y terapéutico de diferentes
genotipos KIR y su modulacion farmacoldgica, en combinacién con AcMo en el

tratamiento de tumores solidos.
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Conclusiones

Los sujetos portadores del ligando KIR / HLA KIR2DS1 / HLAC2C2-C1C2
y KIR3DS1 / HLABw4w4-w4w6 mostraron una TTF mas prolongado que aquellos
pacientes no portadores (14,7 meses frente a 3.7 meses, y 14.9 meses frente a
4.6 meses, respectivamente). Por lo tanto, las dos combinaciones de ligando KIR
/ HLA activadoras predicen una mejor respuesta de los pacientes con tumores
sélidos (mama, colon y cabeza y cuello) al tratamiento con anti-EGFR
(trastuzumab para el cancer de mama y cetuximab para el cancer de colon vy el
de cabeza y cuello). No se observaron diferencias en el resto de combinaciones

KIR / HLA analizadas.
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ABREVIATURAS

-Ac: anticuerpo

-ACD: acido citrato dextrosa

-AcMo: anticuerpo monoclonal

-ADCC: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
-ADN: acido desoxirribonucleico

-Ags: antigenos

-ATP: trifosfato de adenosina

-BCIP: 5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato

-bp: pares de bases

-CCR: cancer colon-recto

-CD: cluster of differentiation

-CDR: region determinante de la complementariedad

-CECC: carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

-CH: cadena pesada constante

-CISH: hibridacién in situ por colorimetria
-CL: cadena ligera constante

-CMN: células mononucleares

-CN: citotoxicidad natural

-CPM: medicina de precision del cancer

-CyC: cabezay cuello

Abreviaturas

-EGFR/ErbB/HER: “epidermal growth factor receptor”, factor de crecimiento epidérmico

-Fab: fragmento de union a antigenos
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-Fc: fragmento cristalizable

-FcyR: receptor Fc-gamma

-FDA: Administracion de Alimentos y Farmacos de EE.UU.

-FISH: hibridacion in situ por fluorescencia

-FUV: fecha ultima visita

-HLA: “human leukocyte antigen”, antigeno humano leucocitario

-HPV: virus del papiloma humano

-IC: intervalo de confianza

-lg: inminoglobulina

-IHC: inmunohistoquimica

- IL: interleukina

-ILTs: immunoglobulin like transcripts

-ITAMs: moléculas inmunoreceptivas basadas en la activacion tirosina
-ITIMs: moléculas de inhibiciébn inmunorreceptoras basadas en tirosina
-KIR:Killer cell Ig-like receptors

-LLC: leucemia linfocitica cronica

-M1: metastasis

-MCH: “major histocompatibility complex”, complejo mayor de histocompatibilidad
-NBT: 4-nitroazul de tetrazolio

-NCRs: receptores de citotoxicidad natural

-NK: natural killer

-NKR: receptores NK

-NPC: carcinoma nasofaringeo

-OR: odds ratio
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Abreviaturas

-PCR: “polymerase chain reaction”, reaccién en cadena de la polimerasa

-RE: receptor de estrogenos

-RP: receptor de progesterona

-SG: supervivencia global

-SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

-SLE: supervivencia libre de enfermedad

-SPSS: Statistical Package for the Social Sciences

-SSO0: “sequence specific oligonuclleotide”, oligonucledtidos especificos de secuencia
-SSP: sequence specific primers

-SSPA: Servicio de Salud Pablico de Andalucia

-TGF-a: Transforming growth factor alpha

-TKIs: moléculas inhibidoras de la actividad enzimatica tirosina quinasa

-TTF: “time to failure treatment”, tiempo a fallo de tratamiento

-UGC: unidad de gestion clinica

-VEB: virus Epstein-Barr

-VEGF: “vascular endotelial growth factor”, factor de crecimiento del endotelio vascular
-VH: cadena pesada variable

-VIH: virus de inmunodeficiencia humana

-VL: cadena ligera variable
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KIR Genes and Their Ligands
Predict the Response to Anti-EGFR
Monoclonal Antibodies in Solid
Tumors
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Ignacio Porras-Quintelal, Antonio Rodriguez-Ariza?, Alberto Moreno-Vega?,

Maria J. Ortiz-Morales?, Maria A. Gomez-Espafial, Maria T. Cano-Osuna?,

Javier Lopez-Gonzalez!, Beatriz Chia-Delgado?, Rafael Gonzalez-Fernandez®;

and Enrique Aranda-Aguilars,zt

+ Medical Oncology Department, IMIBIC, Reina Sofia University Hospital, University of Cordoba, Cordoba, Spain,
> Spanish Cancer Network (RTICC), Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain, 3 Immunology Department,
IMIBIC, Reina Sofia University Hospital, University of Cordoba, Cordoba, Spain

Killer-cell immunoglobulin-like receptors (KIRs) regulate the killing function of natural
killer cells, which play an important role in the antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity response exerted by therapeutic monoclonal antibodies (mAbs). However, it
is unknown whether the extensive genetic variability of KIR genes and/or their human
leukocyte antigen (HLA) ligands might influence the response to these treatments. This
study aimed to explore whether the variability in KIR/HLA genes may be associated with
the variable response observed to mAbs based anti-epidermal growth factor receptor
(EGFR) therapies. Thirty-nine patients treated with anti-EGFR mAbs (trastuzumab for
advanced breast cancer, or cetuximab for advanced colorectal or advanced head and
neck cancer) were included in the study. All the patients had progressed to mAbs therapy
and were grouped into two categories taking into account time to treatment failure (TTF
<6 and 210 months). KIR genotyping (16 genetic variability) was performed in genomic
DNA from peripheral blood by PCR sequence-specific primer technique, and HLA ligand
typing was performed for HLA-B and -C loci by reverse polymerase chain reaction
sequence-specific oligonucleotide methodology. Subjects carrying the KIR/ HLA ligand
combinations KIR2DS1/HLAC2C2-C1C2 and KIR3DS1/HLABwAwA4-w4w6 showed
longer TTF than non-carriers counterparts (14.76 vs. 3.73 months, p < 0.001 and 14.93
vs. 4.6 months, p = 0.005, respectively). No other significant differences were observed.
Two activating KIR/HLA ligand combinations predict better response of patients to anti-
EGFR therapy. These findings increase the overall knowledge on the role of specific
gene variants related to responsiveness to anti-EGFR treatment in solid tumors and
highlight the importance of assessing gene polymorphisms related to cancer
medications.

Keywords: KIR receptor, anti-EGFR, advanced cancer, solid tumor, natural killer cells, KIR/HLA ligands

Abbreviations: ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; EGFR,
epidermal growth factor receptor; KIRs, killer-cell immunoglobulin-like receptors; mAbs, monoclonal antibodies; NK,
natural killer; PCR-SSO, polymerase chain reaction sequence-specific oligonucleotide; TTF, time to treatment failure.
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