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FUNDAMENTO Y OBJETIVO: La proteina p53 esta sobreexpresada en la mitad de los tumores huma-
nos. Se ha descrito que se produce una respuesta inmunolégica especifica mediada por linfoci-
tos T citotéxicos dirigidos contra el epitopo 264-272 de p53 en pacientes con cancer de cabe-
za y cuello. Demostrar que se produce ese tipo de respuesta en otros tumores podria ser
determinante para el desarrollo de vacunas antitumorales especificas anti-p53. El objetivo de
este estudio fue demostrar in vivo la existencia de linfocitos T citotéxicos especificos anti-p53
en sangre periférica de pacientes con cancer de mama.

PACIENTES Y METODO: Se realizé la determinacion mediante citometria de flujo del recuento de
linfocitos T citotoxicos especificos dirigidos contra los epitopos HLA A2 restringidos 264-272 y
149-147 de la proteina p53 en sangre periférica de pacientes con cancer de mama.
ResuLtaDosS: El percentil 99 de la concentracién de células T anti-p53 en los pacientes con
HLA A2.1 negativo fue 1/5.634 (punto de corte). En los pacientes con HLA A2 positivo, la me-
diana de linfocitos anti-p53,,, ,,, fue de 1/2.383 y la de linfocitos anti-p53,,, ;5,, de 1/2.335.
Todos los pacientes con HLA A2 positivo presentaron recuentos de linfocitos anti-p53 por enci-
ma del punto de corte para al menos uno de los 2 epitopos: 13/14 (93%) para p53,5,,7,, ¥
11/12 (92%) para p53,,9 57-

ConcLusloNEs: Ha sido posible demostrar in vivo que hay una respuesta inmunolégica especifica
mediada por linfocitos T citotéxicos anti-p53 en pacientes con cancer de mama. Son necesa-
rios futuros estudios para confirmar estos resultados y determinar su utilidad para el disefio y el
desarrollo de vacunas dirigidas contra la proteina p53.

Palabras clave: Cancer de mama. p53. Linfocitos T citotéxicos. Vacunas.

Detection of specific T cells for 264-272 and 149-157 peptides of p53 protein
in peripheral blood of patients with breast cancer

BACKGROUND AND OBJECTIVE: p53 protein is overexpresed in nearly half of all human tumours. An
HLA-A2.1-restricted immunological response mediated by anti-p53 CD8+ T cells directed
against the wild type p53 264-272 epitope has been demonstrated in patients with head and
neck squamous carcinomas. The existence of such a response in patients with other cancer ty-
pes could be determinant for the development of specific antitumour vaccines targeting the
p53 protein. We aimed to determine the presence of anti-p53 specific CD8+ T cells in periphe-
ral blood of breast cancer patients in vivo.

PATIENTS AND METHOD: p53 264-272-specific CD8+ T cells were directly enumerated in the pe-
ripheral circulation of patients with breast cancer using tetrameric p53 264-272/HLA-A2.1
complexes by multicolor flow cytometry. The same procedure was used to enumerate T cells
specific for another HLA-A2.1 restricted wild type p53 epitope, p53 (149-157).

REsuLTs: The 99th percentile of the concentration of anti-p53 cells in 6 HLA A2- breast cancer
patients was 1/5634 (cut-off point). The median counts of anti-p53,,,,, and anti-p53,,, 5,
lymphocytes in 14 HLA A2.1+ patients were 1/2383 and 1/2335 respectively. All of the HLA
A2+ patients had concentrations of anti-p53 lymphocytes above the cut-off point for at least
one of the epitopes: 13/14 (93%) for p53,;,.,,, and 11/12 (92%) for p53,,9.,5;-

ConcLusions: A specific immunological response mediated by anti-p53 CD8+ T cells has been
detected in patients with breast carcinoma. More studies are needed to confirm these results
and to determine its usefulness for the development of p53-based vaccines.
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El gen mas frecuentemente mutado en
tumores humanos es p53, hasta en el
50% del total de tumores, en su mayoria
tipo missense.

En las células sanas, los valores de la
proteina pb3 son tan bajos que practica-
mente son indetectables. Esto es porque
se degrada rapidamente tras su sintesis,
por lo que tiene una vida media de me-
nos de 20 min2. Como consecuencia, no
es procesada ni incorporada a las molé-
culas clase | del HLA y, por consiguiente,
no es presentada al sistema inmunitario®.
Sin embargo, el resultado de una muta-
cién puntual de p53 suele acarrear un
cambio de conformacién y un incremento
en su estabilidad, por lo que se produce
una acumulacion intracelular de la protei-
na y la posibilidad de ser detectada por
inmunohistoquimica®. Del mismo modo,
es susceptible de ser procesada y frag-
mentada en pequefios péptidos de unos
8-10 aminoacidos que podrian ser pre-
sentados a través de moléculas HLA clase
| a los linfocitos T y generar asi una res-
puesta inmunitaria®8. Cabe imaginar, por
tanto, una doble respuesta inmunitaria
celular: una dirigida contra la region mu-
tada (especifica del tumor) y la otra con-
tra la regién no mutada. La potenciacion
de esta respuesta inmunitaria seria la
base para desarrollar vacunas antitumora-
les basadas en linfocitos anti-p53 capa-
ces de eliminar clones de células neopla-
sicas con sobreexpresion de p5379-11,

Se ha descrito que hay una respuesta in-
munitaria especifica mediada por linfoci-
tos T citotoxicos anti-p53 dirigida contra
el péptido 264-272 en pacientes con can-
cer de cabeza y cuello. Las concentracio-
nes de linfocitos circulantes mas elevadas
las presentan los pacientes cuyos tumo-
res no sobreexpresan pb3, mientras que
cuando aparece esta sobreexpresion los
valores de linfocitos son préacticamente in-
detectables y similares a los de donantes
sanos’?.
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Fig. 1. Frecuencia de tetrdmeros de células CD3+, CD8+ y CD14— especificas contra p53.,,.,,, detectadas por
citometria de flujo en una paciente con HLA A2 positivo (A) y otra con HLA A2 negativo (B) en cuadrante su-

perior derecho.

El presente trabajo pretende verificar si, de
forma anéloga a lo descrito en pacientes
con céancer de cabeza y cuello, los pacien-
tes con cancer de mama tienen una res-
puesta inmunitaria celular especifica anti-
p53 mediada por linfocitos T citotdxicos.

Pacientes y método

Pacientes

Los criterios de inclusion fueron: pacientes con can-
cer de mama histolégicamente demostrado en cual-
quier estadio, con 18 afios de edad o mayores, con-
sentimiento informado, que no tuvieran infeccién
activa o neutropenia ni otro tumor concomitante.

Para la estadificacion del tumor se empled la quinta
edicion de la Clasificacion TNM de los tumores malig-
nos de la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC)
(Wiley-Liss, Inc., Nueva York, 1997), que era la vigente
cuando se realizo la inclusion de las pacientes.

Inmunohistoquimica

Para la determinacién inmunohistoquimica del estado
de p53 en el tumor se empled el anticuerpo monoclo-
nal anti-p53, clon DO-7 de Novocastra™ (Benton
Lane, Newcastle), el cual reconoce el epitopo 35-45
del extremo aminoterminal de la proteina. Dado que
no hay consenso universal para considerar un tumor
p53 positivo, se usd como valor de corte el estandar en
nuestro centro que, de acuerdo con lo descrito previa-
mente, se considerd cuando mas del 10% de las célu-
las tumorales mostraban una positividad inequivoca®®.

Tipificacion HLA
Se realiz6 una extraccion de 60 ml de sangre periféri-
ca en tubos de ACD (citrato) a cada paciente. Un to-

tal de 10 ml se emplearon para la tipificacion HLA de
clase | mediante la técnica de linfocito-toxicidad.

Obtencidn y determinacion de tetrameros

Los 50 ml de sangre restantes se emplearon para
realizar el anélisis de linfocitos T anti-p53. Tras una
primera centrifugacion de la sangre (1.200 rpm du-
rante 5 min) para separar las células del plasma, és-
tas son resuspendidas en suero salino y pipeteadas
en un tubo contenedor de 50 ml que contiene 25 ml
de ficol, Histopaque-1077® (Sigma Diagnostics™). A
continuacion, se procede a una segunda centrifuga-
cién (1.400 rpm durante 20 min), con lo que se ob-
tiene una interfase en la que se encuentran los linfo-
citos y otras células mononucleadas. Tras pipetearla
y resuspenderla en suero fisiolégico, se procede a
2 nuevas centrifugaciones consecutivas (7 min a
1.200 rpm) y se retira el sobrenadante. Los linfocitos
resultantes (se requiere un minimo de 5 millones de
células viables por paciente) se criopreservan a —80
°C en el 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) y el 90%
de suero bovino fetal (FBS) hasta su andlisis. Tras

686  Med Clin (Barc). 2008;131(18):685-8

descongelar rapidamente en medio de cultivo a 37
°C, los linfocitos anti-p53 se tiflen con anticuerpos
anti-CD3, anti-CD8 y anti-CD14, y con tetrdmeros de
HLA preincubados con péptidos de p53. Finalmente,
las células CD3+ CD14- se analizan para CD8 vy te-
trameros de HLA mediante un citémetro de 4 colores
de inmunofluorescencia y doble ldser modelo Coul-
ter-Epics XL® (Beckman Coulter™, Miami, FL, EE.UU.)
(fig. 1). Los datos se analizaron mediante un sistema
informético (Beckman-Coulter System Il software).

Se analizé la frecuencia de aparicién de linfocitos espe-
cificos contra dos epitopos de p53 restringidos a HLA
A2.1: el 264-272 y el 149-157. Sus secuencias peptidi-
cas son, respectivamente, STPPPGTRV y LLGRNSFEV.

Andlisis estadistico

Se trata de un estudio descriptivo transversal. El re-
sultado de la cuantificacion de los linfocitos especifi-
cos para los tetrdmeros se expresé en frecuencias
(nmero de linfocitos especificos anti-p53 en sangre
periférica sobre el total de linfocitos). Sin embargo,
durante todo el proceso de andlisis estadistico se em-
plearon las frecuencias reciprocas para facilitarlo. Al
tratarse de dos péptidos HLA A2 restringidos, los re-
sultados obtenidos en la poblacion con HLA A2 nega-
tivo son inespecificos por definicién. Por este motivo,
se emplearon para establecer el punto de corte entre
un resultado positivo y uno negativo, que se definio,
por convenio, en el percentil 99 de la poblacién con
HLA A2 negativo. Como se analizaron 2 péptidos, se
eligio el percentil 99 mas elevado de las 2 series
como punto de corte para ambas.

Para el andlisis estadistico, se empled el programa
G-stat, version 2.0. La variable linfocitos es una variable
cuantitativa continua. Para el contraste de hipétesis so-
bre medias de linfocitos se empled la prueba de la U de
Mann-Whitney. Para estudiar la relacion entre las fre-
cuencias de linfocitos especificos para ambos péptidos
se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman.

Resultados

Se incluyé a 19 pacientes, de los que 14
(74%) eran HLA A2+y 5 (26%) HLA A2-.
La mediana de edad fue 72 (intervalo, 44-
89) afios. Todos los tumores eran carci-
nomas infiltrantes: 16/19 (84%) ductales,
2/19 (11%) lobulillares y 1/19 (5%) de
otros tipos. La distribucion por estadios
fue la siguiente: I, 1/19; IIA-IIB, 6/19; IlIA-
1B, 2/19, y IV, 10/19.

La proteina pb3 fue positiva en 4/19
(21%) casos: 3/4 en poblacion HLA A2+
y 1/4 en HLA A2-. Se analiz6 a 19 pa-
cientes para el tetramero 264-272 y 15
para el 149-157. Esto fue debido al bajo
recuento celular obtenido durante el pro-

cesamiento de alguna de las muestras, lo
que impidi6 realizar ambos andlisis a 4
pacientes.

En la tabla 1 se muestran las frecuencias
de linfocitos T anti-p53 por paciente se-
gun su HLA. El percentil 99 de la pobla-
cion HLA A2- fue de 1/5.634 para el epi-
topo 264-272 y de 1/5.767 para el
epitopo 149-157. Por convenio, se eligié
el mas alto (1/5.634) como punto de cor-
te para ambos péptidos.

El 71% (10/14) de las pacientes HLA A2+
tenian frecuencias de linfocitos T anti-p53
especificos por encima del punto de corte
(resultado positivo) para ambos péptidos.
Un caso (1/14) fue positivo Unicamente
para el epitopo 149-157, mientras que otro
mas lo fue sélo para el 264-272 (1/14). En
los 2/14 restantes, ambos positivos para el
péptido 264-272, no se pudo conocer el
resultado para el 149-157 por bajo recuen-
to celular. Todos los pacientes con HLA A2
positivol* presentaron concentraciones de-
tectables de linfocitos anti-p53 por encima
del punto de corte establecido al menos
contra uno de los péptidos.

En la tabla 2 se muestran los estadisticos
descriptivos para la variable linfocitos T es-
pecificos seglin el HLA del paciente. La fre-
cuencia media de linfocitos T citotéxicos
anti-p53,4,.,7, €n los pacientes con HLA A2
positivo se situd muy por encima del punto
de corte y fue significativamente mas eleva-
da (1/2.832) que la de los pacientes con
HLA A2 negativo (1/15.994) (p = 0,02). Lo
mismo ocurrié con los linfocitos T citotoxi-
cos anti-p53,,415;: 1/3.044 frente a
1/11.443, respectivamente (p = 0,003).

Correlacion entre linfocitos anti-p53
e histopatologia

Se investigd la correlacion entre la pre-
sencia de linfocitos anti-p53 y el estado
de p53 en el tumor en los 13 casos de
pacientes HLA A2+ en los que se pudo

TABLA1

Frecuencia de linfocitos T anti-p53
en ambas poblaciones HLA

HLA LTC anti-p53,,,,, LTC anti-p53,,, 5,
A2- 1/37.789 BRC

A2- 1/6.726 1/5.767
A2— 1/5.634 1/16.536
A2- 1/6.606 BRC

A2— 1/23.217 1/12.026
A2+ 1/1.825 1/1.600
A2+ 1/2.262 1/2.212
A2+ 1/8.469 1/3.450
A2+ 1/2.432 1/2.521
A2+ 1/2.116 1/517
A2+ 1/2.199 BRC
A2+ 1/2.334 BRC
A2+ 1/3.222 1/841
A2+ 1/4.178 1/2.458
A2+ 1/499 1/12.111
A2+ 1/232 1/4.888
A2+ 1/3.481 1/1.028
A2+ 1/3.381 1/2.869
A2+ 1/3.081 1/2.044

BRC: bajo recuento celular; LTC: linfocitos T citotdxicos.
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TABLA 2

Estadisticos descriptivos de ambas subpoblaciones de linfocitos T anti-p53

segun el HLA A2

HLA | Pacientes Media Media Mediana Intervalo
(n) geométrica
LTC anti-p53,¢4.57, A2+ 14 1/2.832 1/2.170 1/2.383 1/8.469-1/232
A2— 5 1/15.994 1/11.704 1/6.726 1/37.789-1/5.634
LTC anti-p53,,9.15; A2+ 12 1/3.044 1/2.183 1/2.335 1/12.111-1/517
A2— 3 1/11.443 1/10.476 1/12.026 1/16.536-1/5.797

LTC: linfocitos T citotoxicos.

conocer ambos datos (tabla 3). En el pa-
ciente HLA A2+ (1/14) restante no se
pudo establecer su estado p53 porque la
muestra tumoral fue una citologia de un
derrame pleural.

Para el epitopo 264-272, la mediana de
linfocitos en los pacientes p53 negativo
fue de 1/2.707, con una media geométri-
ca (menos influida por los valores extre-
mos que por la media) de 1/2.076, mien-
tras que en los pacientes pb3 positivo los
valores respectivos fueron 1/2.432 y
1/2.478. En esta pequefia muestra de
pacientes se observa una aparente ten-
dencia a presentar una frecuencia mayor
de linfocitos en aquellos con tumores sin
sobreexpresion de la proteina p53, pero
las diferencias no son estadisticamente
significativas (p = 1).

Al analizar lo que ocurre con el péptido
149-157, observamos que las medias
geométricas de linfocitos en pacientes
con 0 sin acumulaciéon de p53 fueron,
respectivamente, 1/1.606 y 1/2.445. Las
medianas fueron 1/1.600 y 1/2.663, res-
pectivamente. En este caso se aprecia
una ligera tendencia a presentar una ma-
yor frecuencia de linfocitos anti-p53,,4.157
en los pacientes con proteina pb3 detec-
table por inmunohistoquimica. Sin em-
bargo, las diferencias tampoco fueron es-
tadisticamente significativas (p = 0,41).

Correlacion entre linfocitos anti-p53

Se analiz6 el tipo de relacion entre las
2 subpoblaciones de linfocitos anti-p53
estudiadas en los 12 casos HLA A2+ en
los que se pudo determinar ambas.

Se calculd el coeficiente de correlacion
de Spearman, el cual fue -0,133 (p
= 0,68), lo que indica que no hay relacion
significativa entre ambas subpoblaciones
linfocitarias, si bien el signo negativo
apunta a una posible correlacion inversa.

Discusion

En estudios precedentes se ha demostra-
do que es posible generar linfocitos anti-
pb3 dirigidos contra diversos epitopos
HLA A2+ restringidos a partir de linfoci-
tos CD8 obtenidos de donantes sanos e
incubados con células dendriticas vy el
mencionado péptido inmunoégeno. Estos

linfocitos son capaces de eliminar in vitro
lineas celulares de diversos tumores, in-
cluido el de mama®81011.14,

También se ha demostrado que linfocitos
T citotoxicos especificos sensibilizados in
vitro contra un péptido de p53 y adecua-
damente estimulados son capaces tanto
de eliminar tumores murinos como de
proteger contra su desarrollo en ratones
sanos?15.

El estudio pionero sobre determinacion de
linfocitos anti-p53 in vivo se realizé tanto
en donantes sanos como en pacientes
afectados de cancer de cabeza y cuello®.
El péptido analizado fue el 264-272. Al
igual que en el presente trabajo, se em-
pled una pequefa poblacion de donantes
con HLA A2 negativo para establecer el
punto de corte del limite inferior de detec-
cion positivo de tetrameros de células T
en el percentil 99 (1/7.805). Encontraron
que los pacientes con HLA A2 positivo
con cancer de cabeza y cuello tenfan una
frecuencia media de linfocitos CD8 espe-
cificos significativamente mas alta que los
donantes sanos, 1/3.533 frente a 1/5.207
(p =0,0041). Sorprendentemente, la con-
centracion de linfocitos en sangre periféri-
ca no se correlaciond con el estado de
p53 del tumor, ya que los pacientes que
presentaban concentraciones elevadas (a
expensas sobre todo de células de memo-
ria) eran aquellos cuyos tumores no acu-
mulaban la proteina. Por el contrario, los
pacientes cuyos tumores sobreexpresa-
ban p53 tenfan frecuencias de linfocitos
muy bajas, equiparables a las de los do-
nantes sanos, ademas mayoritariamente
eran del fenotipo naive o preinmunes e
incapaces de proliferar ex vivo en presen-
cia del epitopo. Para explicar sus resulta-
dos, los autores postulan la hipétesis de la
inmunoseleccion segun la cual los linfoci-
tos anti-p53,¢, .7, Serian capaces de elimi-
nar in vivo las células tumorales que pre-
sentan el péptido, que da lugar a la
aparicion de variantes tumorales con pér-
dida de éste, inmunorresistentes. Estos
hallazgos podrian tener importantes impli-
caciones para futuras estrategias terapéu-
ticas basadas en p53, puesto que si los
linfocitos propios son capaces de eliminar
clones enteros de células tumorales, es
de esperar que una inmunoterapia espe-
cifica tenga un efecto tumoricida todavia

mayor. Por el contrario, también seria po-
sible que la vacunacion con linfocitos
anti-p53 pudiera crear una presién con
efecto inmunoselectivo en el tumor que
favoreceria el desarrollo de variantes in-
munorresistentes.

No se han encontrado estudios previos
en la literatura cientifica que hayan de-
mostrado la existencia in vivo de linfoci-
tos T citotoxicos especificos anti-p53 en
pacientes con cancer de mama.

En el presente trabajo, ha sido posible
detectar la presencia in vivo de linfocitos
T citotoxicos especificos contra los pépti-
dos 264-272 y 149-157 de la proteina
p53 en pacientes con HLA A2 positivo y
cancer de mama mediante la técnica de
tetrdmeros. Adicionalmente, se ha podido
establecer un punto de corte equivalente
al percentil 99 de la poblacién con HLA
A2 negativo comparable con el descrito
previamente por Hoffmann. Las diferen-
cias observadas en las frecuencias entre
las 2 subpoblaciones de pacientes con
HLA A2 estudiadas demuestran la espe-
cificidad del tetramero por las moléculas
HLA y apoyan la fiabilidad de la técnica
empleada.

Todas las pacientes con HLA A2 positivo
estudiadas han presentado frecuencias
de linfocitos T citotdxicos especificos
anti-pb3 por encima del punto de corte
establecido contra al menos uno de los
2 epitopos. Este hecho, de confirmarse
en futuros estudios, podria tener una ex-
traordinaria trascendencia clinica a la
hora de disefiar inmunoterapias basadas
en pb3 en pacientes con cancer de
mama, ya que potencialmente podrian
beneficiarse, si no todas, al menos las
pacientes con HLA A2 positivo.

A diferencia de lo descrito por Hoffmann
previamente, en nuestra serie no se ha
encontrado una correlacion estadistica-
mente significativa entre la concentracion
de ninguna de las 2 subpoblaciones lin-
focitarias y el estado de p53 en el tumor.

TABLA 3

Estado de p53 en tejido

y concentracion de linfocitos anti-p53
en cada uno de los pacientes con HLA
A2 positivo

Paciente | p53 . LTC . LTC
anti-p53,,,,, anti-p53,,0,4,
1 + 1/1.825 1/1.600
2 - 1/8.469 1/3.450
3 + 1/2.432 1/2.521
4 - 1/2.116 1/517
5 - 1/2.199 BRC
6 - 1/2.334 BRC
7 - 1/3.222 1/841
8 - 1/4.178 1/2.458
9 - 1/499 1/12.111
10 - 1/232 1/4.888
11 + 1/3.431 1/1.028
12 - 1/3.381 1/2.869
13 - 1/3.081 1/2.044

BRC: bajo recuento celular; LTC: linfocitos T citotoxicos.
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Este hecho podria tener varias explicacio-
nes.

En primer lugar, de los 13 pacientes con
HLA A2 positivo estudiados en los que
ademas conocemos el estado p53 de su
tumor, Unicamente en 3 casos fue positi-
vo. Es posible, por tanto, que el tamafio
de la muestra no tenga la potencia sufi-
ciente para detectar diferencias significa-
tivas.

En segundo lugar, habria sido interesante
determinar el fenotipo de los linfocitos
para identificar los tipo naive de los de
memoria. Teoéricamente y de acuerdo
con la teorfa de la inmunoseleccion, exis-
te la posibilidad de que los linfocitos de-
tectados en la poblacion pb3- fueran lin-
focitos de memoria, los cuales habrian
eliminado previamente clones enteros de
células p53+. De forma analoga, los linfo-
citos detectados en las pacientes con
p53 positivo podrian ser preinmunes e
incapaces de proliferar ex vivo en res-
puesta al epitopo, tal como ya se ha de-
mostrado’®.

En tercer lugar, el criterio empleado en
nuestra serie para considerar un resulta-
do pb3+ por inmunohistoquimica fue
cuando més del 10% de las células pre-
sentaban una positividad inequivoca,
mientras que en el trabajo de Hoffmann
se requeria una positividad moderada
(2+/4) en més del 25% de la muestra.
Esta diferencia de criterio podria explicar
que algunas pacientes de nuestra serie
se hayan clasificado como p53- cuando
en el mencionado estudio se habrian cla-
sificado como p53+.

Finalmente, el analisis inmunohistoquimi-
co podria no ser suficiente para la deter-
minacion del estado de p53 en un tumor.
Ademas, habria sido muy interesante re-
alizar la secuenciacion de p53 en cada
neoplasia para conocer cada tipo indivi-
dual de mutacion. Esto se debe a que
hay algunos tipos de mutaciones que
condicionan una acumulacién intracelu-
lar de la proteina detectable por inmu-
nohistoquimica, pero que condicionan
una incapacidad para ser presentada al
sistema inmunitario. Este seria el caso,
por ejemplo, de la mutacién R273H, la
cual impide el procesado por parte del
proteosoma de uno de los péptidos estu-
diados en nuestro trabajo, el 264-272, de
tal modo que aunque hubiera una acu-
mulacion de la proteina en el citosol, este
péptido no podria ser presentado en la
membrana. Por tanto, este tipo de tumo-
res p53+ por inmunohistoquimica, desde
el punto de vista inmunologico se com-
portarian realmente como tumores p53—
y ello serfa relevante a la hora de inter-
pretar los datos obtenidos.

Por otro lado, no se ha observado una
correlacion significativa entre los linfoci-
tos especificos dirigidos contra los 2 epi-
topos estudiados, aungue se ha visto una
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ligera tendencia a ser inversa. Este he-
cho, caso de confirmarse, podria ser re-
flejo de la eficiencia del sistema inmuni-
tario, el cual tenderia a desarrollar una
Unica respuesta inmunitaria especifica
contra una proteina sobreexpresada. Adi-
cionalmente, tampoco hemos observado
en nuestra serie diferencias cuantitativas
significativas entre las frecuencias me-
dias de las 2 subpoblaciones de linfocitos
T citotdxicos, aunque en otros estudios
se haya indicado que el epitopo 149-157
podria ser mas inmundégeno que el 264-
2721,

El presente estudio afiade nuevas eviden-
cias sobre la importancia de las respues-
tas inmunitarias contra p53 en los pa-
cientes con cancer. Un reciente estudio
ha demostrado que en algunas pacientes
con cancer de ovario diseminado es posi-
ble detectar una respuesta especifica del
tumor mediada por anticuerpos anti-p53
y que, tras realizar un analisis multivaria-
ble, dicha inmunidad predice una mejor
supervivencia general'®. Al igual que en
nuestro estudio, tampoco se encontré
una clara relacién entre las respuestas
inmunitarias contra la proteina p53 y su
estado en el tumor. Sin embargo, cabe
sefialar aqui que también hay otros tra-
bajos que encuentran una relacion entre
estos anticuerpos anti-p53 y una peor su-
pervivencial®?!, por lo que son necesa-
rios futuros estudios.

En resumen, en este estudio se ha podido
demostrar in vivo la existencia de linfocitos
T anti-p53 en sangre periférica de pacien-
tes con cancer de mama. Este trabajo jus-
tifica la realizacién de nuevos estudios de
cara a desarrollar una inmunoterapia es-
pecifica basada en pb3 para el tratamien-
to del cancer de mama y llegar incluso a
la profilaxis de neoplasias empleando va-
cunas en pacientes de alto riesgo.
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