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RESUMEN

El cancer de pulmén es la principal causa de muerte por céncer en todo el mundo, y el
adenocarcinoma de pulmonar es el tipo histologico mas frecuente de los carcinomas pulmonares
de células no pequeias. El diagnodstico del cancer de pulmon se realiza en etapas avanzadas de la
enfermedad por lo que la terapia es solo paliativa. La quimioterapia basada en cisplatino es el actual
tratamiento estdndar. Durante la muerte de células tumorales inducida por varios farmacos
citotoxicos, algunas moléculas intracelulares son relocalizadas o secretadas. Estas moléculas se
denominan patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs), y uno de los DAMPS es la proteina
High Mobility Group Box 1 (HMGBI1). Varios DAMPs estan siendo identificados como
biomarcadores potenciales asociados con la respuesta al tratamiento. En este trabajo se estudio la
distribucion HMGBI en lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén y en pacientes con
adenocarcinoma de pulmonar tratados con cisplatino la concentracion sérica de HMGBI1 pudiera
ser un biomarcador asociado con la sobrevida total. Nuestros resultados indican que las lineas
celulares de adenocarcinoma de pulmon tienen una localizacion citoplasmatica o distribucion
nucleo/citoplasma de la molécula HMGBI. El cisplatino indujo la muerte celular en lineas
celulares de adenocarcinoma de pulmon, lo que lleva a la liberacion de HMGBI1. Los pacientes con
adenocarcinoma pulmonar tratados con cisplatino que mostraron durante el tratamiento, un
aumento de la HMGBI en sangre presentaron una mayor sobrevida. Nuestros resultados sugieren
que la HMGBI1 puede ser un marcador asociado a la repuesta del tratamiento con cisplatino en

pacientes con adenocarcinoma pulmonar.



ABSTRACT

The more prevalent histological subtype of non-small cell lung carcinoma is the adenocarcinoma.
Treatment for this histological subtype with no EGFR mutations remains in platinum-based
chemotherapy. High mobility group box 1 (HMGB1) is an essential activator of cellular response
to genotoxicity induced by cisplatin. HMGBI plays a dual role, some reports indicates that
HMGBI binds to cisplatin-DNA-adduct favoring DNA repair and chemoresistance. In contrast,
other reports show that cell death induced by platinum-based compounds releases HMGBI1 for
stimulating the anti-tumor immune response. In the cohort of lung adenocarcinoma patients,
plasma HMGBI1 concentrations previous and during treatment were quantified and fluctuations
were associated with overall survival. HMGBI in plasma of 100 lung adenocarcinoma patients
was quantified by ELISA and was associated with overall survival. In cisplatin-treated patients,
according to HMGBI plasma concentrations, four distinct behavioral profiles were detected. The
patient group that initially increase but after decrease HMGB1 was associated with poor overall
survival (os) (median 0s=10 months) compare to other groups. According to overall survival, a
significance difference between the group with poor overall survival and the group that always
increase HMGBI during cisplatin treatment (median os=15 months) were found (logrank test p-
value=0.006). The data suggest that, during conventional lung cancer treatment, level of HMGBI1
associate to overall survival. These findings suggest that in addition to clinical and radiological
evaluations in lung adenocarcinoma patients, HMGBI1 quantification might be translated into

clinical practice as a biomarker associated with overall survival.



INTRODUCCION

CANCER

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una division celular
descontrolada, ademdas de que las células adquieren la capacidad de invadir otros tejidos y de
diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema sanguineo y linfatico. Hay mas de 200
diferentes enfermedades circunscritas en el cancer. En general, los principales tipos de cancer se

pueden agrupar en [1]:

o Carcinomas: Este cancer que se origina en los epitelios, que son tejidos que revisten o
cubren los o6rganos internos. Hay varios subtipos de carcinoma, entre ellos, el
adenocarcinoma, el carcinoma de células basales, el carcinoma de células escamosas y el
carcinoma de células de transicion.

e Sarcoma: Su origen son las células que constituyen el tejido conectivo como el hueso, el
cartilago, la grasa, musculo, vasos sanguineos u otro tejido conjuntivo o de sostén.

e Leucemias: Son tumores que se originan de las células que constituyen la médula 6sea y
se producen grandes cantidades de células sanguineas anormales.

e Linfomas y mielomas: Son tumores cuyo origen son las células del sistema inmunitario.

e Canceres del sistema nervioso central: Tumores que se originan en los tejidos del cerebro

y de la médula espinal.


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45764&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046216&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046515&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046595&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046630&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46356&version=Patient&language=Spanish

DESARROLLO DE UNA NEOPLASIA

Una neoplasia es el resultado de un proceso de multiples fases que se desarrolla a lo largo de varios
afos. Este proceso llamado carcinogénesis se divide en las siguientes etapas: iniciacion, promocion
y progresion. En modelos animales experimentales, los procesos de carcinogénesis controlada han
permitido conocer y analizar las diferentes etapas, e inclusive distinguir entre los compuestos que
tienen la capacidad de iniciar un tumor de aquellos que pueden promover el desarrollo de una
neoplasia. En estos estudios se ha comprobado que los carcindégenos iniciadores son mutagénicos
y los agentes promotores actian facilitando la expansion de las células que previamente alteraron
su DNA. En los humanos ha sido dificil dilucidar el espectro de accion de los carcindgenos debido
a la variabilidad genética que existe en la poblacion, por lo que los carcindgenos potencialmente
peligrosos para los humanos se han identificado a través de datos epidemiologicos. Los
carcinogenos que producen tumores en humanos son clasificados en varios grupos de acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a través de la Agencia Internacional de Investigacion

en Cancer (IARC) y se enlistan en la Tabla 1 [2].



Tabla 1. Clasificacion de carcindgenos de acuerdo a la IARC.

Grupo Definicion Ejemplos
El  acente  es Arsénico, cadmio, benceno, radiacion ionizante, virus del papiloma
1 carcin(')geno en humano (variantes 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59),
human é”s Helicobacter pylori, virus de hepatitis B y C, Humo del cigarro
' (tabaquismo activo y pasivo), etc.

El = agente es Acrilamida, esteroides anabolicos, humo de lefia, cloranfenicol,
probablemente . . . . , .

2A o cisplatino, cobalto, emisiones producidas por freir aceite a altas
carcinogeno e temperaturas, papiloma virus tipo 68
humanos. ’
E(l)sibl?elrgrf enrf‘?e S | Aflatoxina M1, aramita (insecticida), carbazol, carbon, cloroformo,

2B post \ colorantes (rojo acido 114, rojo basico 9, azul directo 15, solventes para
carcindbgeno  en

lavado en seco, etc.
humanos.
El agente es no | Solventes derivados del petroleo, prednisona, pulpa y manufactura del
3 clasificable como | papel, implantes quirargicos: materiales de polimeros organicos,
carcindgeno  en | implantes ortopédicos, marcapasos, implantes mamarios de silicona,
humanos. etc.
CARCINOMAS PULMONARES

En el tracto respiratorio pueden desarrollarse una gran variedad de tumores, siendo los mas
importantes por su alta frecuencia los carcinomas pulmonares [3]. El cancer de pulmon es un
importante problema de salud publica a nivel mundial. En México ocupa el cuarto lugar en
incidencia y mortalidad. El cancer de pulmoén se divide en dos tipos principales: el carcinoma
pulmonar de células pequenias (SCLC, por sus siglas en inglés) de origen neuroenddcrino y el
carcinoma pulmonar de células no pequenias (NSCLC por sus siglas en inglés) que es el tipo de
mayor frecuencia [4, 5]. Este ultimo grupo se divide a su vez en 3 tipos histologicos de carcinomas:

carcinoma epidermoide, el carcinoma de células grandes y el adenocarcinoma.



Desafortunadamente, los sintomas generados por el carcinoma pulmonar son inespecificos y se
presentan frecuentemente en estadios avanzados de la enfermedad lo que retrasa su diagnostico

temprano [6] [7]

Para los pacientes con NSCLC, el factor pronodstico mas importante es el estadio del tumor (I, 11,
[y IV) que esta definido por una serie de variables clinicas y que determina el tipo de tratamiento.
Para los carcinomas pulmonares, el sistema usado de estadificacion es el TNM que se basa en el
tamafio o la extension (alcance) del tumor primario (T); si las células cancerosas se han diseminado
a los ganglios linfaticos (N) cercanos (regionales); y si ha ocurrido metéstasis (M), o diseminacioén
del cancer a otras partes del cuerpo. Los pacientes en estadios IA y IB tienen aproximadamente
65% de sobrevida a cinco afios. Los pacientes con estadios ITA y IIB tienen una sobrevida del 41%
a 5 afios. Los pacientes con estadios IIIA tienen una sobrevida del 19% a 5 afios; mientras que los
pacientes con estadios IIIB y IV, su sobrevida a 5 afios es menor del 5%. La mayoria de los
pacientes con carcinoma pulmonar son diagnosticados en estos ultimos estadios avanzados y el
tratamiento es la quimioterapia paliativa [8]. El tratamiento estandar en los pacientes con carcinoma
pulmonar de primera linea consiste en la combinacion de cisplatino con algun otro compuesto como

son los taxanos o el etoposido [3, 9].

Actualmente ademas del diagnostico histopatologico de los carcinomas pulmonares, se realiza el
diagnostico molecular principalmente en el gen para EGFR (epidermal growth factor receptor) [4].
La presencia de mutaciones de sensibilidad o resistencia en este gen determina el emplear como
tratamiento inhibidores de la cinasa de tirosina como son el Gefitinib, Erlotinib y Afatinib.

Aproximadamente el 40% de los adenocarcinomas pulmonares presentan estas mutaciones [5].



Durante las dos ultimas décadas, el tratamiento contra el cancer pulmonar ha mejorado
sustancialmente y dependen del estadio que presente el tumor. Las opciones terapéuticas en el

cancer de pulmoén incluyen:

CIRUGIA

La reseccion del tumor por cirugia es aun la opcidon més consistente y exitosa para la curacion de
pacientes diagnosticados con cancer pulmonar en etapas tempranas. Sin embargo, para que esta
opcion sea posible, el tumor debe ser completamente extirpable y el paciente debe tolerar la
intervencion quirdrgica. A pesar del avance tecnologico en procedimientos de menor invasividad,
muchos de los pacientes son diagnosticados en etapas tardias y son mayores de edad. Estas

caracteristicas limitan la aplicacion de este tipo de terapia [3].

RADIOTERAPIA

La radiacion ionizante se utiliza para eliminar células tumorales, reduciendo asi el tamafio del
tumor. Las innovaciones en la radioterapia permiten liberar altas dosis de radiacion exclusivamente
en el area del tumor, lo que lleva a una menor toxicidad. Sin embargo, la radioterapia se administra
en pacientes diagnosticados en etapas tempranas lo que reduce su aplicacion. Existe la posibilidad
de emplear la radioterapia posterior a la reseccion del tumor o bien, en estados avanzados del tumor

se emplea en combinacion con la quimioterapia como terapia paliativa [10].



QUIMIOTERAPIA

La quimioterapia se refiere al uso de compuestos quimicos, solos o en combinacion con otros, para
eliminar a las células tumorales. Los fArmacos antineoplasicos se utilizan en casos donde el tumor
se encuentra diseminado por el organismo, lo cual representa aproximadamente el 70% de los
pacientes diagnosticados con NSCLC. También estd indicada su administraciéon después de

procesos de reseccion quirdrgica o en tumores con un mayor grado de malignidad como es el caso

del SCLC.

Los farmacos antitumorales ejercen su funcion de acuerdo con su naturaleza, concentracion,
mecanismo de accion, asi como del fenotipo y genotipo de la célula neoplésica. Dependiendo de
lo anterior, la quimioterapia desencadena distintos tipos de muerte celular como son apoptosis,
necrosis, catastrofe mitotica, entre otros. Sin embargo, dentro del tumor se puede dar una seleccion
de aquellas células que, a través de mutaciones, adquieren resistencia frente al firmaco antitumoral.
Esto lleva a una resistencia generalizada al tratamiento quimioterapéutico. En la Tabla 2, se muestra
una clasificacion de los principales compuestos citotoxicos que son empleados en el tratamiento

de enfermedades malignas [11].



Tabla 2. Clasificacién y caracteristicas de algunos de los compuestos citotoxicos usados
comunmente en contra de neoplasias Adaptado de Zitvogel et al 2008 [12].

Clasificacion Caracteristicas Ejemplos
Incluyen a los analogos enddgenos de nucledsidos )
S . , . S-fluorouracilo
] ] de pirimidina y purina, asi como antagonistas de la o
Antimetabolitos , et ears Gemcitabina
via del acido f6lico.
Relacionados quimicamente con las mostazas
. nitrogenadas. Se unen al DNA mediante grupos Melfalan
Agentes alquilantes o . . .
alquilo inhibiendo la replicacion del DNA. Ciclofosfamida
Son agentes intercalantes entre pares de bases de las
. . cadenas de DNA o RNA, por lo que inhiben su Mitoxantrona
Antraciclinas . ., .
sintesis y la replicacion celular. Doxorubicina
Compuestos que contienen en su estructura platino. . .
. . Cisplatino
Compuestos Poseen la propiedad de formar enlaces intra e Oxalivlati
. . o xaliplatino
platinados intercatenarios en el DNA, inhibiendo su P
replicacion y transcripcion.
Los taxanos desestabilizan la union de la tubulina en .
. , . ..., Paclitaxel
los microtubulos, por lo que detienen la division
Perturbadores . . Docetaxel
. celular.Los alcaloides de la vinca destruyen el huso o
del huso mitdtico e . Vincristina
mitotico durante la division celular, por lo que la ) )
Vinorelbina

célula no puede proliferar.

A pesar de la variedad de farmacos antineoplasicos existentes y los multiples esquemas

terapéuticos que se han desarrollado, su empleo en particular en el cancer de pulmén no se ha

presentado con el éxito esperado, cuando se compara con otros tipos de neoplasias. Como ya se

menciond, recientemente se han identificado genes que se encuentran mutados en una proporcioén

significativa de pacientes con cancer pulmonar. Gracias a esto, se han desarrollado moléculas

inhibitorias o anticuerpos monoclonales que bloquean la accion de proteinas mutadas con funciones

protumorales. Muchas de las terapias que se desarrollan actualmente tienen como blanco receptores

con dominios de unidn a cinasas de tirosina (por ejemplo: ALK, ROS1, EGFR, HER2, FGFR1 y



PDGFRA) o a proteinas involucradas en sus vias de senalizacion como: RAS-RAF-MAPK y PI3K-

AKT.

Sin embargo, aun con este tipo de terapia, no se ha observado un incremento en la sobrevida de los
pacientes con cdncer pulmonar, por lo que se abre la posibilidad para otras opciones en el
tratamiento antitumoral. Mientras esto ocurre, la opcion real de tratamiento para el cancer pulmonar
continta siendo el cisplatino en combinacidn con otros compuestos, segun el esquema terapéutico

elegido por el médico tratante [13] .

CISPLATINO

Cuando los pacientes presentan un genotipo silvestre al gen de EGFR, resistencia a los inhibidores
de cinasa de tirosina o no respuesta, la quimioterapia de eleccion es en base de cis-diamin-dicloro-
platino ¢ cisplatino. El cisplatino pertenece al grupo de los compuestos platinados. Este farmaco
fue descubierto accidentalmente hace mas de 40 afios y continua siendo de los més utilizados, no
solo en contra del cancer pulmonar, sino en cancer de ovario, testiculo, colorectal y de cabeza y

cuello.

MECANISMO DE ACCION

Se ha descrito que el cisplatino se incorpora a la célula a través de la proteina transportadora del
cobre 1 (CTRI1). Una vez en el citoplasma, el cisplatino sufre una hidrélisis debido a la baja
concentracion de iones cloruro en comparaciéon con el medio extracelular. Esta modificacion

vuelve al cisplatino altamente reactivo, por lo que se une a varias especies nucleofilicas tanto en el
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citoplasma como en el ntcleo celular. Es en este tltimo, donde se une a bases purinicas del DNA
en su sitio N7, formando intra e intercruzamientos conocidos como aductos. Estos aductos pueden
repararse via la maquinaria de Reparacion por Escision de Nucledtidos (NER). Si la cantidad de
aductos es masiva, éstos activaran una serie de proteinas pro-apoptoticas (principalmente la
proteina supresora de tumor p53) las cuales provocaran la muerte celular. Es importante sefialar
que el tipo de muerte por el que la célula tumoral sucumbe depende de: i) la concentracion de
cisplatino a la que es expuesta, iii) la fase del ciclo celular en que se encuentre, asi como iii) la

estirpe celular del tumor [14, 15].

Por otro lado, se ha reportado que el cisplatino puede tener un efecto benéfico para el sistema
inmunolégico. Se ha descrito que este farmaco disminuye la expresion del ligando de muerte
programada 2 (PD-L2) en linfocitos T, lo que evita la muerte de estas células. En células tumorales,
que no mueren por cisplatino, el tratamiento aumenta la expresion de moléculas de clase I del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), asi como la permeabilidad a la granzima B
contenida en los granulos de las células NK y Tc. Esto permite que la célula tumoral sea reconocida

y destruida por el sistema inmunolégico [16].

VIiAS DE RESISTENCIA

Generalmente, el cisplatino induce una recuperacion terapéutica inicial asociada con la
estabilizacion de la enfermedad. Sin embargo, parte de los pacientes con cancer de pulmén son
intrinsecamente resistentes a la terapia con cisplatino, e incluso, los pacientes originalmente

sensibles eventualmente desarrollan quimioresistencia [16].
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Los factores que se relacionan con la resistencia del tumor al cisplatino se clasifican en cuatro

categorias [16]:

* Resistencia antes del blanco.- Incluye una disminucion en la expresion de la proteina
transportadora del cobre (CTR1) involucrada en la entrada del cisplatino a la célula, el
incremento de algunas ATPasas que aumentan el flujo de salida del farmaco y la
sobreexpresion de proteinas como el glutation, la GST y las metalotioneinas, involucradas en

la inactivacion del cisplatino [17].

* Resistencia en el blanco.- Involucra el aumento en la capacidad de la via de reparacion NER,
el aumento en la eficiencia del complejo de recombinacion homologa y una disminucién en la
expresion de proteinas de union al cisplatino [17].

e Resistencia después del blanco.- Mutaciones en genes involucrados en la via de sefializacion
celular pro-apoptotica como TP53, ANp63a, MAPK1, c-JUN, entre otros [17].

* Resistencia independiente del blanco.- Alteraciones en proteinas cuyas funciones afecten
indirectamente la citotoxicidad del cisplatino dentro de la célula como HER2, DYRKIB y el

fendmeno de la autofagia [17].

Como se menciono, el cisplatino induce la muerte de las células tumorales por lo que es importante

revisar a continuacion estos mecanismos.

MUERTE CELULAR

El proceso de muerte celular tiene una funcion central en la morfogénesis, el desarrollo, la

homeostasis y en los mecanismos de defensa de organismos pluricelulares. La muerte celular se ha
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estudiado durante décadas en base a sus caracteristicas morfologicas. Recientemente, se ha tratado
de asociar los cambios morfologicos con los eventos bioquimicos que se presentan en la célula

destinada a morir [18].

APOPTOSIS

La apoptosis es el proceso fisiologico, altamente regulado, en el que la célula desensambla
gradualmente su estructura y degrada su DNA con el objetivo de inducir su propia muerte sin perder
la integridad de la membrana. Este evento estd evolutivamente conservado ya que es basico para
el mantenimiento de la homeostasis en cualquier organismo multicelular. Ademas, la apoptosis
tiene un papel defensivo debido a que favorece la eliminacion y remocion de células infectadas,

mutadas o danadas [19].

El proceso de apoptosis se puede dividir en tres etapas: la primera fase es la iniciacion, donde la
célula recibe un estimulo inductor de muerte; la segunda etapa, llamada de ejecucion, es donde
ocurren la mayor parte de los cambios bioquimicos y morfoldgicos caracteristicos del proceso; en
la tercera fase, o de eliminacion, los cuerpos apoptéticos resultantes del proceso son retirados por

células fagociticas [19].

La apoptosis presenta ciertas caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas que la diferencian de otros
tipos de muerte celular, como son: la retraccion del citoplasma, la pérdida de contacto con la matriz
extracelular, la condensacion de la cromatina, la fragmentacion nuclear y la formacion de cuerpos
apoptoticos, en cuanto a morfologia se refiere. Respecto a los cambios bioquimicos, los principales

son: activacion de caspasas, activacion de proteinas pro-apoptoticas de la familia Bcl-2, pérdida
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del potencial de membrana mitocondrial y sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

[20].

Segtin el Nomenclature Committee on Cell Death 2012, se han descrito y caracterizado al menos
dos vias de sefializacion para la ejecucion de la apoptosis: la via extrinseca y la via intrinseca [17].
Se ha propuesto que el cisplatino activa la via intrinseca de la apoptosis debido a la presencia de
una gran cantidad de blancos a nivel del citoplasma, lo que lleva a un aumento en el estrés

intracelular [16].

VIA INTRINSECA

Esta via esta basada en el estrés intracelular que causan algunos agentes y/o condiciones del
microambiente como son el dafio al DNA, estrés oxidativo, aumento en el Ca’" citosolico,
acumulacién de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico, entre otros. El estrés
intracelular dispara la sefializacion y propagacion de moléculas pro- y anti-apoptoticas en la
membrana mitocondrial, la cual se vuelve permeable cuando las primeras predominan sobre las
segundas. La permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP), se debe a la
creacion de poros formados por las proteinas pro-apoptoéticas Bak y Bax aunado a la formacion del
complejo del poro de transicion de la permeabilidad (PTPC). La permeabilizacion de la membrana
mitocondrial tiene consecuencias letales como: 1) la disminucidn del potencial transmembranal de
la mitocondria (A¥m) lo que inhibe la sintesis de ATP, asi como otros procesos asociados al A¥m;
i1) la liberacion de proteinas toxicas del espacio intermembranal mitocondrial al citosol como son:
el citocromo ¢ (CYTC), el factor inductor de apoptosis (AIF), la endonucleasa G (ENDOQG), la

proteina de bajo punto isoeléctrico de union directa a IAPs (DIABLO) y la proteina de
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requerimiento a altas temperaturas A2 (HTRAZ2); y iii) la inhibicién de la cadena respiratoria,
aumentando la produccion de ROS, dando en conjunto, un circuito de amplificacion de la senal

apoptdtica.

Por su parte, una vez liberado de la mitocondria, el CYTC citosolico participa junto con la APAF1
y el dATP en la formacion del apoptosoma. Este complejo recluta y activa a la caspasa 9, la cual a
su vez activa a las caspasas efectoras (-3,-6 y -7). Por otro lado, en un mecanismo independiente
de caspasas, AIF y ENDOG se relocalizan en el nucleo donde median la fragmentacion del DNA.
Ademas, DIABLO y HTRA2 impiden la funcién anti-apoptética de las proteinas inhibidoras de la

apoptosis (IAP’s) [16, 20, 21].

MUERTE CELULAR POR TRATAMIENTO CITOTOXICO Y RESPUESTA
INMUNE

En afios recientes, la vision dogmatica de que la terapia antitumoral tiene un efecto inmunosupresor
ha sido cuestionada por varias lineas de investigacion. Estos estudios indican que algunos farmacos
citotoxicos, a pesar de inducir apoptosis en la célula tumoral, provocan una muerte inmunogénica
[22-24]. La inmunogenicidad de las células tumorales que mueren a causa de estos farmacos
antineoplésicos, estd mediada por un grupo de moléculas conocidas como patrones moleculares
asociados al dafio (DAMPs). Dentro de estos DAMPs se encuentra el grupo de las alarminas. Las
alarminas son moléculas intracelulares que se encuentran ejerciendo funciones especificas en las
células viables, pero adquieren una propiedad inmunoestimulante al ser liberadas de las células
dafiadas[21, 25]. Estas moléculas ayudan a que procesos como la captura, procesamiento y
presentacion de antigenos tumorales sean mas eficientes en las células presentadoras de antigeno

(APCs). Las alarminas también promueven la maduracion de células dendriticas (DCs) y la
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posterior secrecion de citocinas pro-inflamatorias. Una vez que la DC madura, puede presentar
antigenos tumorales a los linfocitos T CD4" y por presentacion cruzada a los linfocitos T CDS”,
los cuales pueden madurar y ejercer su capacidad citotoxica sobre la célula tumoral. En conjunto,
las alarminas ayudan a que se induzca una respuesta inmunologica especifica en contra del tumor
[22]. Por lo tanto, lograr una respuesta inmunogénica causada por el tratamiento, dependera de: 1)
el tipo de célula que muere, ii) el lugar donde muere, iii) el tipo de muerte que presente, iv) las
alarminas que exprese o libere, v) las APCs que la fagociten y vi) la posibilidad de un
reconocimiento de antigenos tumorales por parte del sistema inmunologico. Debido a que este tipo
de apoptosis en la célula tumoral provoca la activacion de la respuesta inmunologica a través de

las alarminas, se le ha denominado apoptosis inmunogénica [12, 22, 24].

La importancia de este proceso radica en que el tratamiento induce un modo de muerte en las
células malignas que permite inducir una respuesta inmunoldgica especifica en contra del tumor.
Esta respuesta inmunogénica favorece la eliminacién de células malignas residuales y células
resistentes al tratamiento quimioterapéutico, que muchas veces, son la causa del relapso del cancer

en los pacientes.

Para lograr que se induzca una respuesta inmunoldgica especifica por medio de la apoptosis
inmunogénica, no solo se tiene que provocar la liberacion y/o expresion de DAMP’s, sino también

lograr su aparicion de una manera espacio-temporal [26].

LA PROTEINA HIGH MOBILITY GROUP BOX 1 (HMGBI)

La HMGBI es una proteina nuclear tipo no-histona, miembro de la familia del grupo de proteinas

de alta movilidad electroforética. Este tipo de proteinas se divide en tres subgrupos: HMGB,
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HMGN, HMGA. Estos subgrupos son similares en varias caracteristicas fisicas; sin embargo, cada
familia tiene un motivo de secuencia funcional caracteristico, el cual es el sitio principal de
interaccion con el DNA. El motivo funcional de la familia HMGB es llamado HMG-Box. La

familia HMGB esta compuesta por HMGB1, HMGB2 y HMGB3 [27].

La HMGBI es la mas abundante de las proteinas HMGB. El gen Hmgbl est4 localizado en el
cromosoma 13q12 en el humano, consiste de seis exones que codifican para una proteina de 215
aminoécidos con un peso molecular de 30 kDa, tiene dos dominios de union al DNA (llamados
caja A y caja B) y un carboxilo terminal. Estructuralmente HMGBI1 consiste en tres o—hélices
dispuestas en forma de L. Los dominios cajas A y B poseen cada uno alrededor de 75 aminoacidos
de longitud y el dominio carboxilo-terminal, que esta cargado negativamente, consiste en un tramo
continuo de residuos de glutamato y aspartato. Los dominios A y B de HMGBI1 se unen al surco
menor del DNA, el dominio A tiene una mayor afinidad por estructuras de DNA distorsionadas
(aductos de DNA formados por cisplatino). En contraste, el dominio B es menos afin a estas
estructuras. El dominio C-terminal modula los efectos de HMGB1 sobre el DNA, tales como la
interaccion de HMGBI con las proteinas de la maquinaria de remodelacion de los nucleosomas y

la cromatina (Fig. 1) [27].
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Fig. 1. Estructura de la proteina HMGBI1. A) Dominios de la proteina HMGBI y sus sitios de
interaccion con otras proteinas. B) Secuencia de aminoacidos de la proteina HMGBI1 vy sus sitios
de modificacion postraduccional.

FUNCIONES NUCLEARES DE HMGB1

Cuando la célula es viable, la HMGBI1 se localiza en el nucleo. Su localizacion nuclear se debe a
que posee dos secuencias sefal de localizacion nuclear (NLS1 y 2). La HMGBI1 se encuentra
asociada transitoriamente a los nucleosomas (Fig. 1 y 2), se une a estos en una manera dependiente
de conformacion pero independiente de secuencia. En el nucleo de las células, las funciones de

HMGBI son: participar en los procesos de replicacion celular, la recombinacion de genes, y la
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transcripcion y reparacion del DNA. Tanto el dominio caja A como el B son requeridos para
facilitar la union de algunos complejos de nucleoproteinas, tal como el complejo de recombinacion

V(D)J y el enhanceosoma ZEBRA [28].

Ademas, se ha reportado que la HMGB1 dentro del nucleo de las células tumorales interactua con
un gran nimero de factores de transcripcion, implicados en el desarrollo del cancer, aumentando
su actividad. Estos factores incluyen p53, p73, Oct-1 y 2, HoxD9, RB, miembros de la familia

Rel/NF-kB y receptores hormonales nucleares incluyendo el receptor a estrogenos.

La molécula HMGBI se une con gran especificidad a los aductos de cisplatino, dependiendo del
grado de dafo en el DNA. La HMGBI puede facilitar la unién de la maquinaria de reparacion de
escision de nucledtidos (NER), actuando como un mecanismo de resistencia al firmaco. Por otro
lado, existen reportes que indican que al unirse a los aductos de DNA, HMGB1 puede bloquear el
sistema NER, favoreciendo que p53 reconozca el DNA dafiado y la célula pueda morir por

apoptosis (Fig.2) [29].
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Fig. 2 Funciones nucleares y extracelulares de HMGBI.

FUNCIONES EXTRACELULARES DE LA MOLECULA HMGBI

La localizacion de HMGBI es principalmente nuclear; sin embargo, puede ser translocada al
citoplasma y posteriormente secretada al microambiente extracelular, actuando como una alarmina.

La HMGBI puede localizarse de nticleo a citoplasma a través de 2 vias distintas (Fig. 2):

I) De forma pasiva, cuando las células mueren por necrosis, la cual esta asociada con la perdida de
la compartamentalizacion de las membranas nuclear y citoplasmatica y con la liberacion de los

componentes intracelulares [27, 29, 30].

IT) De forma activa, los monocitos, macrofagos y células dendriticas inmaduras, en respuesta a
lipopolisacarido, TNF-a, o por estimulacién con IL-1f, secretan activamente HMGB1; ademas de

otras alarminas tales como acido urico, HSPs, etc [27, 31, 32].

El grado de acetilacion de HMGBI1 puede influir en su movilidad celular y por lo tanto en su
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liberacion. La proteina acetilada en las lisinas 2 y 11 (Fig. 1) puede ser liberada por las células en
proceso de muerte. En contraste, la HMGBI1 acetilada en todas las lisinas presentes en su secuencia
(incluyendo los dominios de localizacidon nuclear) es secretada activamente. En este caso, la
proteina acetilada puede entrar a los lisosomas secretorios que son vesiculas intracelulares cuyo
contenido es liberado al medio extracelular. La HMGBI1 puede presentar otras modificaciones
postraduccionales como: la fosforilacion que se asocia con facilitar el transporte nticleo/citoplasma
dentro de las células; la metilaciéon que disminuye la afinidad de HMGBI1 al DNA y como

consecuencia difunde pasivamente al citoplasma de los neutrofilos (Fig. 1) [28].

La HMGBI después de ser liberada extracelularmente puede participar en procesos patologicos
como son la enfermedad de Alzheimer, artritis y cancer. La HMGBI participa en estas patologias

como una alarmina funcionando como:

I) DAMP ya que act@ia como un factor quimiotactico sobre monocitos, macréfagos, neutrofilos,

células dendriticas, enterocitos, células pre-endoteliales y de musculo liso [31].

I[I) La HMGBI1 puede actuar como una citocina pro-inflamatoria que activa a las células
mononucleares y estas liberan otras citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral
o (TNF-a), la interleucina 1-B (IL-1B), interleucina 1-a (IL-1a), interleucina 6 (IL-6), interleucina

8 (IL-8), y la proteina inflamatoria de macrofagos 1 alfa y beta (MIP-1o0 y MIP-18) [31].

IIT) La HMGBI1 puede promuever la supervivencia celular, ya que se une con gran afinidad a

RAGE, un receptor multiligando que activa vias de supervivencia celular como son la via del factor
nuclear-xB (NF-kB) y la proteina cinasa activada por mitogenos p38 (MAPK, por sus siglas en
inglés) [31].

IV) Activa la respuesta inmune innata y adaptativa. La HMGBI1 interactua con el TLR4 presente
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en las células dendriticas inmaduras (iDCs) implicadas en la presentacion cruzada de antigenos a

linfocitos T CD8" in vivo [27, 29, 31].

LA HMGBI Y SU PARTICIPACION EN EL CANCER

En el desarrollo tumoral, la HMGBI1 tiene una funcién tanto protumoral como anti-tumoral.
Actuando como protumoral, la HMGBI1 promueve la angiogénesis y progresion tumoral; mientras
que, como antitumoral puede participar en la generacioén de una respuesta inmune anti-neoplasica

dependiente de células T.

FUNCIONES PROTUMORALES DE HMGB1

La progresion tumoral requiere una estrecha colaboracion entre las células del tumor, las del
sistema inmune y de los elementos del estroma. Datos recientes han llevado a la conclusion de que
el constante crecimiento del tumor sumado a la muerte de células tumorales por falta de oxigeno y
nutrientes, genera zonas de hipoxia y un estado anti-inflamatorio dado por un microambiente
compuesto principalmente por IL-10 y TGF-B, el cual activa la neo-angiogénesis e inhibe la
participacion de los macréfagos y linfocitos en la respuesta anti-tumoral. La continua muerte de
células tumorales en estas areas de hipoxia es acompanada por la liberacion cronica de alarminas,
entre estas HMGB1. La HMGBI1 presente en el microambiente tumoral ejerce varios efectos
incluyendo, supervivencia celular, angiogénesis, migracion e invasion de las células tumorales a

través de la activacion del receptor RAGE presente en las células neoplasicas [33-35].
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LA HMGB1 Y LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL

La cirugia, la quimioterapia y la radiacion son actualmente las tres principales opciones para el
tratamiento contra el cancer. La cirugia elimina los principales nichos tumorales, mientras que la
quimioterapia y la radioterapia destruyen células tumorales remanentes y circulantes a través del
proceso de apoptosis. Recientemente se ha demostrado en modelos in vitro y modelos murinos que
ciertos compuestos quimioterapéuticos, ademés de destruir a las células tumorales tienen la
capacidad de producir un tipo de muerte celular que activa a la respuesta inmune antitumoral. Este
tipo de muerte se caracteriza por la liberacion y exposicion, en forma aguda, de alarminas por las
células tumorales susceptibles al tratamiento. Entre estas alarminas se encuentra la HMGBI1 que
liberada por efecto del tratamiento quimioterapéutico tiene varios efectos sobre el sistema inmune,

entre los que se encuentran los siguientes [12, 23-26, 31, 36]:

I) Como ya se menciono, HMGBI1 puede unirse a varios receptores como son RAGE, TLR2 y
TLR4. La interaccion HMGB1-RAGE en las iDCs favorece la reorganizacion de su citoesqueleto
(de manera dependiente de proteina G) para interrumpir su adhesion con las células que las rodean
y los componentes de la matriz tisular, facilitando asi su entrada en la linfa a través de los vasos
linfaticos. Una vez dentro de la linfa, la interaccion HMGB1-TLR4 en las DCs favorece el aumento
en la expresion del receptor de quimiocinas CCR7, cuyos ligandos CCL19 y CCL21 son
expresados en los ganglios linfaticos. Estos dos eventos son cruciales para que las DC implicadas
en el reconocimiento y captacion de antigenos tumorales, dejen el sitio del tumor y migren hacia
los organos linfoides secundarios, en donde estas podran interactuar con linfocitos T naive y

linfocitos T de memoria.

II) Estudios recientes en modelos murinos han demostrado que la proteina HMGBI es

indispensable para los mecanismos inmunoadyuvantes de la quimioterapia, tales como el
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procesamiento y presentacion cruzada de antigenos provenientes de células tumorales. Dichos
mecanismos no estan totalmente estudiados; sin embargo, se ha demostrado que la interaccion
HMGBI-TLR4 previene la degradacion acelerada de la carga fagocitica dentro de las iDCs,
permitiendo asi un 6ptimo procesamiento de los antigenos tumorales Ademas, se ha estudiado que
la presentacion cruzada de antigenos derivados de células tumorales, por parte de las DC’s a

linfocitos T es dependiente de la interaccion HMGB1-TLR4 y el adaptador MyD§8.

IIT) En modelos in vitro se ha demostrado que las DC tratadas con HMGBI incrementan su grado
de maduracion, es decir expresan CD83, un marcador de maduracion de DC, ademas aumenta la

expresion de moléculas de superficie necesarias para presentacion de antigenos, tales como CDS8O0,

CD86 y moléculas clase II del MHC.

IV) También se ha estudiado que la proteina HMGBI1 puede incrementar la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias tales como, interleucina-12, IL-6, IL-1a, IL-8, TNF-oo y RANTES. La expresion

de estas citocinas es dependiente de la via MAPK p38.

V) Dentro de las principales funciones de la proteina HMGB1 en contra del tumor, se encuentra la
polarizacion de la respuesta inmune hacia el tipo Th1, mediante la induccion de la secrecion de IL-
12 por parte de las DCs maduras, y de IL-2 e INF-y por las cé¢lulas T. Ambos eventos contribuyen

a la formacion de linfocitos T cooperadores y linfocitos T citotdxicos en contra del cancer.
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ANTECEDENTES

La molécula HMGBI1 tiene multiples funciones que dependen de su localizacion subcelular y
extracelular. Debido a esto, la proteina HMGBI tiene un rol importante en distintas condiciones
patologicas, incluyendo el cancer. Como ya se mencion6, la HMGBI tiene una participacion dual
en el cancer, ya que actia como una molécula con actividad pro-tumoral participando en la
proliferacion de las células tumorales, asi como en los procesos de angiogénesis, invasion y
metastasis de los tumores. Por otro lado, puede tener un papel anti-tumoral, cuando es liberada al
medio extracelular y actia como DAMP durante el tratamiento con la quimioterapia y/o

radioterapia [27, 29].

En los carcinomas de mama, colorectal, hepatico y de testiculo HMGBI se localiza principalmente
en el nucleo de las células tumorales, ademas de que la inmunoreactividad es mayor en el tumor
que en el tejido libre de tumor. En las lineas celulares de distintos tipos de tumor, la HMGBI1 puede
presentar una localizacion en nucleo o citoplasma, lo que en la mayoria de los casos se asocia con

una sobre expresion de la molécula [33].

En los carcinomas pulmonares hay pocos estudios de la localizacion celular de HMGB1 en biopsias
de pacientes y/o lineas celulares tumorales. En estos trabajos se analiza principalmente el nivel de
expresion de HMGBI en las células tumorales y se ha encontrado que el RNAm y la proteina de
HMGBI se encuentran sobre-expresados cuando se compara con lineas de epitelio normal y tejido
libre de tumor. En las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar A-549 y NCI-H23 la sobre-
expresion de HMGBI correlaciona con la sobre-expresion de la metaloproteinasa MMP-9, lo que

favorece la invasion y la metastasis de las células tumorales. Esta sobre-expresion de HMGBI se
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ha asociado con el estadio del tumor, encontrando que los estadios avanzados de la enfermedad (111
y IV) se presenta una mayor sobre-expresion de HMGBI1 que en los estadios tempranos (I y II).
Ademas, la sobre-expresion de la molécula también se asocia con los procesos de angiogénesis en

los tumores [37].

Dentro de las funciones nucleares de HMGBI1 se encuentra la reparacion de aductos inducidos por
cisplatino. En los carcinomas pulmonares que son tratados con cisplatino, la HMGBI1 tiene ademas
una participacion en la resistencia al tratamiento. En la linea celular A-549 expuesta al cisplatino
se ha observado un cambio en la distribucion (de citoplasma a nicleo) de HMGBI [38]. El efecto
del cisplatino en la localizacion o liberacion de HMGBI se ha visto en células hepaticas de raton
expuestas a dafio por isquemia. En este estudio, los hepatocitos sometidos a estrés por isquemia
liberan HMGBI; cuando son tratados con dosis bajas de cisplatino disminuye la liberacion de
HMGBI vy los autores proponen que el tratamiento puede disminuir el efecto dafiino de HMGB1

en la isquemia hepatica [39].

En procesos inflamatorios crénicos como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) se
presenta remodelacion de vasos sanguineos [35], se ha observado que la HMGBI se localiza
alrededor de los nuevos vasos sanguineos, por lo que se le atribuye un papel importante en la
angiogénesis y remodelacion del tejido dafiado. En otras patologias que cursan con inflamacion
crénica como son la rinosinusitis, el asma, la hepatitis, etc., los niveles séricos de HMGBI se
encuentran elevados cuando se comparan con los niveles séricos de sujetos sanos. En estas

patologias la HMGBI1 pude participar en mantener el microambiente inflamatorio [40].

En distintos tipos de cancer se han evaluado los niveles séricos de HMGB1 encontrandose elevados

en la mayoria de los casos. Cheng y colaboradores reportaron que los pacientes con cancer hepatico

26



sin tratamiento muestran niveles séricos de HMGBI significativamente mas elevados en
comparacion con los niveles séricos de pacientes con cirrosis hepatica, hepatitis cronica y sujetos
sanos; por lo que sugieren que el incremento de la HMGBI en sangre puede ser un marcador util
para evaluar el estadio del tumor, ademas de que se asocia con mal prondstico de la enfermedad
[41]. En el carcinoma escamoso de laringe se encontré que los pacientes presentan niveles mas
elevados de HMGBI1 que los sujetos sanos, y el incremento se asocidé con una menor sobrevida
[42]. En cancer de ovario, también se detectaron niveles séricos elevados de HMGBI en pacientes
cuando se compara con pacientes que presentan enfermedad benigna de ovario y sujetos sanos. En
cancer cervical, los niveles mas altos de HMGBI1 se asociaron con enfermedad avanzada [43]. En
mesotelioma peritoneal maligno, los niveles séricos de HMGBI1 incrementados se observaron en
pacientes con cancer comparado con pacientes con asbestosis [44]. En todos estos trabajos se

sugiere el empleo de HMGBI sérica como biomarcador diagndstico de cancer.

En mesotelioma pulmonar se ha reportado un incremento de HMGBI1 en la sangre de los pacientes
con cancer cuando comparan con sujetos expuestos a asbestos y que no desarrollaron el cancer
[44]. En cancer pulmonar de células no pequenas (NSCLC) los incrementos de HMGBI en sangre
se relacionan con el avance de la enfermedad, el tamafo del tumor y en sujetos con posibilidad de

tratamiento quirargico, disminuyen los niveles drasticamente después de la cirugia [45].

Por otro lado, como ya se mencion6, HMGBI1 puede liberarse en los procesos de estrés y muerte
celular. Ya que el tratamiento quimioterapéutico induce la muerte celular un aspecto importante a

evaluar es la participacion de HMGB1 como alarmina.

En el caso de los carcinomas pulmonares, el farmaco citotdoxico estdndar para este tumor es

cisplatino el cual induce aductos en el DNA. Ademas, ya que HMGB1 puede participar evitando,

27



6 bien reparando el dafio al DNA, es importante determinar el papel que tenga HMGB1 durante el
tratamiento. Por estas razones es necesario estudiar y analizar a la molécula HMGBI en relacion a
su distribucion celular y liberacion al medio extracelular en lineas de adenocarcinoma pulmonar,
asi como la cuantificacion de HMGBI a nivel sanguineo en los pacientes con adenocarcinoma

pulmonar durante el tratamiento quimioterapéutico con cisplatino y vincular ambos resultados.
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HIPOTESIS

La expresion de HMGBI por las células de adenocarcinoma pulmonar inducird cambios en la
distribucion a nivel nuclear y citoplasmico en funcion a su actividad reparadora del dafio al DNA
causado por el cisplatino, las células resistentes al tratamiento localizaran HMGBI a nivel nuclear,
mientras que las células susceptibles al tratamiento liberaran HMGBI1. Bajo esta premisa, los
pacientes con adenocarcinoma pulmonar que respondan al tratamiento presentaran niveles
elevados de HMGBI y contrariamente, niveles bajos de HMGB1 se presentaran en pacientes con
adenocarcinoma pulmonar que no respondan al tratamiento. Lo cual se reflejard en una menor

sobrevida.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar la distribucion celular de HMGBI en lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar y
biopsias de carcinomas pulmonares asi como el efecto del cisplatino en la liberacion de HMGBI1
en las lineas celulares y en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar cambios en su

cuantificacion a nivel sérico, durante la quimioterapia con cisplatino.

OBJETIVOS PARTICULARES

ESTUDIOS IN VITRO

e Determinar la sobre-expresion y distribucion de HMGBI1 en lineas celulares de cancer

pulmonar.

e Cuantificar la molécula HMGBI1 en los sobrenadantes de cultivos de lineas celulares de

cancer pulmonar, en presencia y ausencia de cisplatino.

ESTUDIOS EXVIVO

e Determinar la distribucion de la molécula HMGBI en células tumorales de biopsias de

pacientes con carcinoma pulmonar sin tratamiento.
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Cuantificar la HMGBI en los plasmas de los pacientes con cancer pulmonar previo al

tratamiento (quimioterapia) y en tiempos subsecuentes al mismo.

Asociar cambios en la concentracion sérica de HMGB1 con las variables clinicas RECIST

y tiempo de sobrevida total.
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MATERIALES Y METODOS

ESTUDIOS IN VITRO

DETERMINACION DE LA LOCALIZACION CELULAR DE HMGBI EN LINEAS CELULARES
DE CARCINOMA PULMONAR.

Cultivo celular

Se emplearon 3 lineas de adenocarcinoma pulmonar, de las cuales la linea A-549 y la linea SK-
LU-1 fueron obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC) y la linea 1.3.11 se

establecio a partir de derrame pleural de un paciente con adenocarcinoma pulmonar [37, 46].

Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% v/v (HyClone, UT, USA). Para los ensayos de
sobre-expresion de HMGBI1 se empled la linea Normal Human Bronchial Epithelial (NHBE)
(Clonetics Lonza, Colonia Alemania) que crece en medio BEGM (Clonetics Lonza, Colonia
Alemania). Todos los cultivos celulares se incubaron en un ambiente humidificado a 37°C con 5%
de CO2. Después de formar una monocapa a confluencia, las células son separadas de la matriz
plastica de la caja de cultivo con una mezcla de tripsina-verseno al 0.05% (In Vitro, DF, México)
y agitacidn mecanica. Se determind la viabilidad de la suspension celular obtenida, empleando la
tincion por exclusion con azul tripano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El conteo y ajuste de
concentracion de células para los distintos ensayos se realiz6 empleando la cdmara de Neubauer.

De la suspension celular obtenida se procedid a cultivar en: a) portaobjetos con camara de 8 o 4
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p6zos (Falcon BD, Bedford, USA), b) placas de 96 pozos (Nunclon, Roskilde, Denmark) y c)

botellas de 25 o 80 cm2 (Nunclon, Roskilde, Denmark).

CITOTOXICIDAD EN LAS LINEAS CELULARES DE ADENOCARCINOMA PULMONAR
TRATADAS CON CISPLATINO

Preparacion del cisplatino

La solucion de cis-diaminodicloroplatino (IT) (cisplatino) (Sigma-ALdrich, St. Louis, MO, USA) se
prepard a una concentracion final de 3.3 mM utilizando como disolvente una solucion de NaCl al

0.9%. La solucion de cisplatino se guard6 en alicuotas a -70°C hasta su uso.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA 50 (Cls) DEL CISPLATINO POR
TINCION CON CRISTAL VIOLETA

Después de que la monocapa presentara el 70-80% de confluencia en placas de 96 pozos. Las
células se trataron con diferentes concentraciones de cisplatino por 24 h. Después de este tiempo,
el sobrenadante del cultivo se recolectd y se almacend. Las células se fijaron con solucion de
glutaraldehido al 2.5% (v/v). Después de fijar las células, se lavaron con PBS pH=7.4 y se les
adicion¢ cristal violeta al 0.2% (w/v) por 15 minutos. Transcurrido el tiempo, las células se lavaron
exhaustivamente con PBS y se les adiciono acido acético al 33% (v/v) por 20 min. Finalmente se
tomo la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro Multiskan Ascent (Thermo Sientific,

Whaltham, MA, USA) empleando una longitud de onda de 540 nm. En cada ensayo se incluyeron
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los siguientes controles: a) blanco, el cual consistia en un pozo sin células cultivadas para
considerar la absorbancia de los reactivos utilizados, b) un control sin tratamiento, el cual consistid
de células sin cisplatino para obtener el valor de la absorbancia del cultivo. Cada condicion se
realizo por triplicado. A continuacion se muestra la formula empleada para calcular el porcentaje

de mortalidad de cada condicion.

Células tratadas — Blanco )
x

% de Mortalidad = 100 — (
%0 de Mortalida Células no tratadas — Blanco

DETERMINACION DE MUERTE CELULAR POR TUNEL

Después de obtener una monocapa celular al 70-80% de confluencia en portaobjetos con camara
de 8 pozos, las células se trataron con distintas concentraciones de cisplatino por 24 h. A
continuacion, las células se lavaron con PBS pH 7.4 y se fijaron con una solucion de formaldehido
al 3.7% (v/v) por 10 min. Se determiné la muerte celular utilizando el kit TumorTACS™ In Situ
Apoptosis Detection Kit (Trevigen Inc, Gaithersburgh, MD, USA) siguiendo las instrucciones
sugeridas por el fabricante. En breve, se bloqued la peroxidasa endogena de las células fijadas con
una solucion de H,0: al 3% (v/v) en metanol por 5 min. Posteriormente, las células se trataron con
la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) y nucledtidos marcados con biotina a 37°C
por 1 h. Finalmente, las células se incubaron con el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa por
10 min a T.A. Las células TUNEL-positivas fueron reveladas usando 3,3’-diaminobencidina

(DAB) mas H20» al 3% y fueron contratefiidas con el colorante verde de metilo. De cada condicion,
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se tomaron micrografias en un aumento de x40 (magnificacion total 400x) con un microscopio
optico Leica modelo DMLB (Leica Geosystems St. Gallen, Switzerland). Las imagenes se
adquirieron utilizando el software LAS V.3.6.0. En cada ensayo se incluyd: i) un control negativo,
consistente en células sin tratamiento para comprobar la viabilidad de las células en cultivo; ii) un
control negativo de la reaccion, consistente en omitir la enzima TdT para comprobar la
especificidad de la reaccion, iii) un control positivo, consistente en células sin tratamiento y, una
vez fijadas, expuestas a un tratamiento con nucleasa por 1 h para comprobar que el sistema de

deteccion funciona correctamente.

LOCALIZACION DE LA HMGBI POR INMUNOFLUORESCENCIA

Después de formada la monocapa celular en portaobjetos con camara de 8 pozos, las células se
trataron con distintas concentraciones de cisplatino en 100puL por distintos tiempos.
Posteriormente, las células se lavaron con PBS pH 7.4 y se fijaron con etanol absoluto por 15 min.
A continuacion, las células se rehidrataron y fueron permeabilizadas con una solucién de SDS en
PBS al 1% (w/v) durante 5 min. Después de lavar, las células se incubaron con la solucién
bloqueadora (PBS y suero de cerdo al 2% (v/v)) durante 30 min a T.A. Las células se incubaron
con el Ac policlonal de conejo anti-HMGB1 humana (4bcam, Cambridge, UK) toda la noche a
4°C en cdmara humeda; la dilucion empleada fue 1:250 establecida como 6ptima. Después de lavar,
las células se incubaron con el Ac anti-conejo conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, CA, USA) a 32°C por 1.5 h; la dilucion empleada fue 1:150. A continuacion,
las células se lavaron y se incubaron con la solucion de 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma

Aldrich, St. Louis, MO, USA) usando una dilucion 1:150 establecida previamente como Optima.
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Las laminillas se trataron con medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, CA, USA) para
observarlas en un microscopio de fluorescencia marca Leica modelo DMLB. Se adquirieron las
fotos con el software LAS V 3.6.0. En cada ensayo se emple6 un control que consistioé en omitir el

Ac primario y adicionar el anticuerpo secundario.

CUANTIFICACION RELATIVA DE LA EXPRESION DE LOS GENES PARA HMGBI, RAGE Y
TLR-4 POR PCR EN TIEMPO REAL

La expresion de los genes para HMGB1, RAGE y TLR-4 fue medida por PCR en tiempo real. De
las lineas A-549, SK-LU-1, 1.3.11 y de las células NHBE se extrajo el RNA total con el kit de
extraccion Pure Link RNA mini kit (Ambion, CA USA) y fue cuantificado con el equipo Nanodrop
2000 (ThermoFisher Scientific, Whaltam, MA USA). A partir de 2ug del RNA total, previamente
tratado con Turbo DNAsa (Ambion, CA USA), se sintetizd el cDNA por transcscripcion reversa
empleando el kit High Capacity cDNA (Applied Biosystem, CA, USA). El cDNA fue amplificado
por PCR en tiempo real (valores de Ct de 20 a 30 ciclos) empleando el equipo 7500 Real-Time
PCR systems (Applied Biosystems, CA, USA) con primers especificos para cada gen y sondas
TagMan (Applied Biosystems, CA, USA) (HMGB1 ID: 4453320, Hs 01923466 g1, RAGE ID:
4448892, Hs 00542584 gl, TLR-4 ID: 4453320 Hs 00152939 ml) y el gen de B-actina (ID:
4331182, Hs 99999903 m1) como gen enddgeno para normalizar. Como control de referencia se
emplearon las células NHBE. Todos los analisis se hicieron por triplicado, se realizaron curvas de
eficiencia para asegurar la calidad de la amplificacion del gen enddgeno contra el gen de interés
con un control de cDNA y aquellas con una pendiente igual a -3.3 en ambos genes se consideraron
adecuadas. Los niveles de RNAm para cada gen de interés se calcularon por el método de expresion

relativa.
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CUANTIFICACION DE LA HMGBI POR ELISA

De los ensayos para determinar la Clso de cisplatino, se recuperaron los sobrenadantes los cuales
se centrifugaron a 2000 rpm a 4°C por 10 min para remover restos celulares y se congelaron a -
70°C hasta su uso. Para medir la HMGBI presente en los sobrenadantes se utiliz6 el kit HMGB1
ELISA (Shino-Test Co., Tokio, Japan) siguiendo las instrucciones sugeridas por el fabricante. Se
tomo6 lectura de la absorbancia en un espectrofotometro Multiskan Ascent (ThermoFisher
Scientific, Whaltam, MA, USA) empleando una longitud de onda de 450 nm. En cada ensayo se
incluyd: 1) la curva estdndar de la HMGBI; ii) el control positivo conteniendo HMGBI1
recombinante para comprobar que el sistema funciona correctamente, iii) un control de medio de
cultivo para considerar la cantidad de la HMGBI presente en el SFB usado para complementar el

medio. Cada ensayo se realiz6 por duplicado.

ESTUDIOS EX VIVO

DETERMINACION DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE HMGBI EN BIOPSIAS DE
PACIENTES CON CARCINOMA PULMONAR.

Se recolectaron 38 biopsias en bloques parafinados de los cuales 13 fueron carcinomas
epidermoides y 25 adenocarcinomas. Estos ultimos se clasificaron de acuerdo a los subtipos:
lepidico, papilar, acinar 6 sélido (cuadro 1). De cada bloque se hicieron cortes seriales de 3pum.

36



Después de desparafinar y rehidratar los cortes histologicos, se realizo la recuperacion de antigeno
con solucion amortiguadora de citratos (pH=6) en ebullicién constante por 20 min. Las laminillas
fueron incubadas con solucion amortiguadora de fosfatos y 2% de suero de cerdo para bloquear los
sitios de pegado inespecifico y posteriormente con el Ac primario policlonal anti-HMGB1 humana,
(Abcam, Cambridge, UK) ala dilucion 1:250 durante toda la noche a 4°C. Terminada la incubacion,
los cortes histoldgicos se lavaron con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y se incubaron con
el Ac secundario anti-conejo biotinilado (Dako, Glostrup, Denmark) dilucion optima 1:100 por 1
hr a 32 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion, las laminillas se lavaron con PBS y se incubaron
por 30 min a 32°C, con el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa (Vector Laboratories, CA,
USA). Finalmente la reaccion se reveld empleando el cromoégeno tetrahidrocloruro de 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA) por 15 min Al finalizar este proceso,
los cortes histologicos se contratifieron con hematoxilina de Harris, se deshidrataron y se montaron

con Entellan (Merck Darmstadt, German).

La localizacion celular de la proteina HMGBI1 se estudio observando 10 campos de cada caso a un
aumento de x40 usando un microscopio Optico Leica CME (Leica Geoystems, St. Gallen,

Swizerland) y las imagenes se analizaron con el software LAS V 3.6.0.

Cuadro 1. Clasificacion de las biopsias.

Tipo histoldgico N° de casos
Ca. epidermoide 13
Adenocarcinomas 25
(subtipos):
Lepidico 3
Papilar 9
Acinar 13
Solido 0
Total 38
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CUANTIFICACION DE HMGBI EN EL PLASMA DE LOS PACIENTES CON
ADENOCARCINOMA PULMONAR

POBLACION ESTUDIADA

Sujetos sanos fumadores y no fumadores

En este estudio se incluyeron plasmas de 20 sujetos sanos no fumadores y 25 plasmas de sujetos
fumadores pesados (indice tabaquico 20 paquetes/afio). A este grupo de sujetos se les tomo una
muestra de sangre, previa firma de la hoja de consentimiento informado y se les practico una
espirometria para conocer su volumen y capacidad pulmonar. Solo aquellas personas que
presentaron volumenes y capacidades pulmonares normales de acuerdo a su edad fueron incluidas

en este estudio.

PACIENTES CON ADENOCARCINOMA PULMONAR

De enero de 2010 hasta enero de 2012, 100 pacientes con adenocarcinoma pulmonar primario
fueron incluidos en el presente estudio. El diagnéstico fue hecho por examen citologico 6
histoldgico de derrames pleurales o biopsias pulmonares, respectivamente. El estadio clinico de los
pacientes fue determinado de acuerdo a la clasificacion TNM (Tumor, Nodulo, Metéstasis). El
estado general de los pacientes fue establecido a través del Karnofsky. Todos los pacientes fueron
fumadores pesados (20-30 paquetes/afio). Las caracteristicas de los pacientes con adenocarcinoma

pulmonar se muestran en la tabla 3.

En el presente estudio se incluyeron solo pacientes que presentaban un genotipo silvestre para el
gen EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). En base a parametros clinicos y radiologicos,
todos los pacientes incluidos en el presente estudio fueron tratados con seis ciclos de quimioterapia
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consistente en cisplatino combinado con paclitaxel. Los pacientes no habian sido tratados

previamente con radioterapia o quimioterapia.

Otros criterios de inclusion adicionales fueron funciones hematologicas, renales y hepaticas
admisibles para recibir la quimioterapia. Los pacientes que mostraron comorbilidades (disfuncion
cardiopulmonar severa, arritmia no controlada, historia de isquemia al miocardio o infeccion
activa) fueron excluidos. Todos los participantes firmaron una carta de consentimiento informado

para la toma de sangre.

COLECCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

Muestras de sangre periférica fueron colectadas antes de la aplicacion del primer ciclo, tercer ciclo
y sexto ciclo de quimioterapia. Las muestras sanguineas fueron tomadas con EDTA como
anticoagulante, el plasma colectado fue centrifugado dos veces y filtrado con membrana con poro
de 0.22 mm. Este procedimiento fue hecho para evitar que posibles células contenidas en el plasma
pudieran lisarse durante el congelamiento e incrementaran la concentracion de HMGBI en el
plasma. El plasma fue inmediatamente almacenado a -80°C hasta la realizacion del ensayo de

ELISA para la cuantificacion de HMGBI.

CUANTIFICACION DE HMGBI EN LAS MUESTRAS DE PACIENTES CON
ADENOCARCINOMA PULMONAR.

El mismo ensayo usado para la cuantificacion de HMGBI1 en los sobrenadantes de las lineas de

adenocarcinoma pulmonar fue usado para la deteccion de HMGBI en el plasma de los pacientes.
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Las muestras de un mismo paciente fueron descongeladas y procesadas en la misma placa de

ELISA para evitar variaciones inter-ensayo. Los ensayos se realizaron por duplicado.

EVALUACION DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES CON
ADENOCARCINOMA PULMONAR

A los pacientes con sospecha de carcinoma pulmonar se les realiza una serie de pruebas clinicas
entre las que se encuentra la tomografia computarizada de térax. Una vez hecho el diagnostico de
adenocarcinoma pulmonar y si el paciente fue candidato a la quimioterapia se le realizan al menos
otra tomografia para monitorear la respuesta al tratamiento que se evalua por RECIST (Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors) version 1.1. Si los pacientes presentan alguna complicacion
como derrame pleural, ya no se puede realizar la tomografia para el seguimiento del tratamiento.
Algunas veces las tomografias de seguimiento no son tomadas con los mismos parametros iniciales
y no pueden ser empleadas para evaluar por la respuesta al tratamiento. Las que si se evaluaron por
RECIST, se hiz6 por dos radidlogos expertos en un ensayo ciego. Dado que los pacientes se
encontraban en etapas avanzadas de la enfermedad (estadios IIIb y IV), los resultados fueron
clasificados como: 1) respuesta parcial, que consistié en una disminucion de la masa tumoral; ii)
enfermedad estable, el tumor no disminuyo su masa tumoral; y iii) progresion de la enfermedad,

hubo un aumento de la masa tumoral.
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RELACION ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE HMGBI, LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO Y LA SOBREVIDA TOTAL

Las concentraciones plasmaticas de HMGBI, la sobrevida total y la respuesta al tratamiento fueron
evaluadas para elucidar si las fluctuaciones en los niveles de HMGBI estan asociadas con la
respuesta al tratamiento. La sobrevida total de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar fue
contabilizada desde el momento en que el paciente comenzo6 la quimioterapia paliativa hasta la

fecha de fallecimiento del paciente.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar fueron expresados como
media + desviacion estandar (DE). La prueba t de Student pareada se us6 para comparar los
porcentajes de la muerte celular inducida por el cisplatino en las lineas celulares empleando el
software Graph Pad Prism 6. Los valores de p<0.05 fueron consideradas con significancia

estadistica.

Los datos de la concentracion en plasma de HMGB1 obtenidos de los sujetos control y los pacientes
con adenocarcinoma pulmonar, fueron expresados como la mediana y el rango interquartil (IQR).
La prueba de Kruskal-Wallis no paramétrica seguida de la prueba de comparaciones multiples de
Dunn fueron empleadas para comparar la concentracion de HMGBI1 en el plasma de los sujetos

controles y pacientes. Las pruebas estadisticas se realizaron con software Graph Pad Prism 6.

Todos los pacientes fueron captados entre enero de 2010 hasta enero de 2012 y todos los pacientes

fueron seguidos hasta diciembre de 2014. Las curvas de sobrevida fueron generadas usando la
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técnica de Kaplan-Meier y las diferencias fueron analizadas empleando la prueba de Log-Rank.
Para el analisis de sobrevida univariado y multivariado se usé el modelo de riesgos proporcionales
de Cox, estimando los riegos proporcionales con un intervalo de confianza al 95% con la prueba
de Wald. La relacion entre las fluctuaciones en la concentracion de HMGBI y la respuesta parcial,
enfermedad estable o progresion fue analizada con la prueba exacta de Fisher. Los procedimientos
estadisticos fueron hechos empleando el ambiente estadistico R 3.2.2 y R commander
(RemdrPlugin.EZR y RemdrPlugin.survival) [47, 48]. Los valores de p<0.05 fueron considerados

con significancia estadistica.

RESULTADOS

ESTUDIOS IN VITRO

DISTRIBUCION DE LA HMGBI EN LAS LINEAS CELULARES DE ADENOCARCINOMA
PULMONAR

La localizacion celular de HMGBI en las lineas de adenocarcinoma pulmonar fue principalmente

en el citoplasma.
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SK-LU-1 A-549

13.11

Fig.3. Distribucion de HMGBI en las lineas celulares de adenocarcinoma. En las lineas A-549,
SK-LU-1 y en la 1.3.11 se observo una distribucion nucleo-citoplasma de HMGBI1. El DNA
nuclear se observa en azul (DAPI) y la HMBGTI en verde (x100).

EXPRESION RELATIVA DEL RNA MENSAJERO DE HMGBI, RAGE Y TLR-4

De las lineas celulares empleadas en este trabajo, la linea A-549 expreso casi 4 veces mads RNAm
para HMGBI, con respecto a las células normales epiteliales bronquiales (NHBE). En cambio las
lineas 1.3.11 y SK-LU-1 de adenocarcinoma pulmonar expresaron 0.3 a 0.5 veces mas mensajeros
para HMGBI. Por el contrario, la expresion relativa de RAGE fue menor a 1 en la linea A-549;
mientras que en la linea 1.3.11 y SK-LU-1 fue de 3 y 9 veces mas que la linea NHBE. La expresion
relativa del RNAm para TLR-4 fue practicamente de cero en las lineas de adenocarcinoma

pulmonar con respecto a la linea NHBE (Fig. 4A).
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CITOTOXICIDAD EN LAS LINEAS CELULARES DE ADENOCARCINOMA PULMONAR
TRATADAS CON CISPLATINO

Durante la cinética de tratamiento de las lineas de adenocarcinoma pulmonar con cisplatino se
observaron los siguientes eventos. Las células de la linea A-549 que mostraron sensibilidad al
cisplatino, exhibieron morfologia de apoptosis. El mayor porcentaje de células en apoptosis se
observo alrededor de las 9 horas de cultivo. A las 24 h, la concentracion 20uM de cisplatino indujo
el 50% de la muerte de las células (Clso). Mayores concentraciones de cisplatino incrementaron

ligeramente el efecto citotoxico a 60%. Esta linea no alcanzé un 100% de citotoxicidad.

En la linea celular de SK-LU-1, pocas células mostraron un fenotipo apoptotico o necrético, en los
cultivos de 18-24 h con cisplatino. A concentraciones de 40 uM o mayores, el cisplatino indujo
citotoxicidad de alrededor del 30% de las células a las 24 h (Figuras 4A y 4B). La linea 1.3.11 fue
la mas sensible al cisplatino y mostré morfologia de necrosis a las 15h de cultivo. A las 24 h, 20
puM de cisplatino indujo la Clso y 40 uM indujo el 100% de muerte celular (Fig. 4B). Ademas de
observarse los cambios morfolégicos asociados con la apoptosis/necrosis, se realizaron ensayos de
TUNEL para corroborar apoptosis/necrosis en las lineas celulares tratadas con cisplatino (Fig. 4C).
En conclusion, cada linea celular de adenocarcinoma pulmonar mostr6 distinta susceptibilidad al

cisplatino.
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CONCENTRACION DE HMGBI EN EL SOBRENADANTE DE LAS LINEAS DE
ADENOCARCINOMA PULMONAR

Las lineas de adenocarcinoma que presentan una distribucion nicleo-citoplasma o solo citoplasma
de HMGBI, liberan constitutivamente HMGB1. La concentracion basal de HMGBI1 en el
sobrenadante de la linea A-549 fue de 7.2 ng/ml, para la linea SK-LU-1 fue de 6.5 ng/ml y para la
linea 1.3.11 fue de 4.0 ng/ml. El tratamiento con cisplatino incremento la concentracion de HMGB1
en el sobrenadante de la linea 1.3.11. En la linea A-549, la liberacion de HMGBI se increment6 en
relacion al porcentaje de las células muertas por efecto del cisplatino. Esta linea liberd el doble de
concentracion de HMGBI, lo que puede estar relacionado con que en esta linea sobre-expreso el
RNAm para HMGBI1. En contraste, en la linea SK-LU-1, la concentracion de HMGBI1 en los
sobrenadantes de los cultivos tratados con cisplatino fue ligeramente mayor que en el cultivo sin
cisplatino, y se observd que en las concentraciones mds altas de cisplatino se disminuia la

concentracion de HMGBI1 (Fig. 4B).
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Fig. 4. (A) Expresion relativa del RNAm para HMGB1, RAGE y TLR-4 en las lineas de adenocarcinoma pulmonar, sin tratamiento, comparado con
la linea NHBE. Datos provenientes de tres experimentos independientes por triplicado. (B) Efecto del tratamiento de cisplatino en las lineas celulares
de adenocarcinoma pulmonar. Porcentajes de citotoxicidad y concentracion de HMGBI1 en los sobrenadantes de las lineas de adenocarcinoma
pulmonar. Los datos provienen de tres experimentos independientes, cada experimento fue hecho por triplicado. (C) Morfologia tipo apoptosis (cabeza
de flecha) en las células susceptibles a cisplatino de la linea A-549, a las 9 h (ampliacion original x20), la muerte celular fue corroborada por ensayo
de TUNEL (células cafés, ampliacion original x40). (D) Relocalizacion citoplasma-nicleo de la HMGBI en las lineas resistentes al cisplatino. Cultivos
a las 24 h (ampliacién original x60), DNA nuclear en azul (DAPI) y HMGBI en verde.
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CAMBIOS EN LA DISTRIBUCION DE HMGBI EN LAS LINEAS CELULARES DE
ADENOCARCINOMA PULMONAR TRATADAS CON CISPLATINO

Con la finalidad de conocer si la resistencia a la muerte que presentaron algunas de las células de
las lineas A-549 y la linea celular SK-LU-1, posterior a que se expusieran al cisplatino, se relaciona
a que la HMGBI pueda interaccionar con los aductos de cisplatino, las células residuales de las
lineas A-549 (~40%) y SK-LU-1 (~70%) mostraron una tincion nuclear de la HMGBI,

disminuyendo la expresion de HMGBI en el citoplasma (Fig. 4D).

RESULTADOS EX VIVO

DISTRIBUCION CELULAR DE HMGBI EN BIOPSIAS DE PACIENTES CON
ADENOCARCINOMA PULMONAR

En las células del epitelio normal de la mucosa respiratoria, la molécula HMGBI1 se localiz6 en el
nucleo de las células como se esperaba y de acuerdo al papel biologico que se ha reportado y que

tiene HMGBI1 en las células.

En el 100% de los casos de carcinoma epidermoide, la localizacion de la HMGBI fue nuclear. En
cambio en los adenocarcinomas, el 32% de los casos exhibio la molécula en el nucleo, mientras en

el 68% restante se presento en el nlicleo y citoplasma o unicamente en citoplasma. No se asocio la
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localizaciéon de la molécula HMGBI1 con algln subtipo histoldgico de adenocarcinoma pulmonar

ver Fig.5.

Fig. 5. Localizacion de HMGBI en carcinomas pulmonares. En el epitelio bronquial (A y C) y en
la zona alveolar (E) libre de neoplasia, la HMGBI se localizé en el nucleo de las células (marca
café). En los carcinomas epidermoides, la HMGBI present6 una localizacion nuclear (B); mientras
que en los adenocarcinomas se observd en el citoplasma (D) y en algunos casos en nucleo-
citoplasma (F).
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CONCENTRACION DE HMGBI EN EL PLASMA DE LA COHORTE DE PACIENTES CON
ADENOCARCINOMA PULMONAR

CONCENTRACION PLASMATICA DE HMGBI1 EN EL GRUPO DE SUJETOS SANOS

FUMADORES, NO FUMADORES Y PACIENTES CON CANCER PREVIO AL

TRATAMIENTO.

En el grupo de sujetos sanos, la concentracion de HMGBI1 en el plasma de los sujetos no fumadores
fueron de 1.92 ng/mL (0.866 ng/mL) y en el grupo de fumadores fueron de 2.62 ng/mL (0.559
ng/mL). En los pacientes con adenocarcinoma, la concentracion plasmatica de HMGBI1 antes de
iniciar el tratamiento fue de 1.7 ng/mL (1.37 ng/mL). Se encontraron diferencias significativas
entre las concentraciones plasmaticas de HMGBI1 en los pacientes antes del tratamiento con

respecto al grupo control de sujetos sanos fumadores (p=0.008) (Fig. 6)

*

10" I *p=10.008 |

HMGB1 ng/mL

. 1 I .
Sujetos sanos Pacientes

adenocarcinoma pulmonar

Fig. 6. Concentraciones plasmaticas de HMGBI en los grupos control no fumador, control fumador
y pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Se indican la mediana y el rango interquartil.
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CONCENTRACION DE HMGBI1 EN EL PLASMA DE LA COHORTE DE PACIENTES CON

ADENOCARCINOMA PULMONAR TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA.

Las concentraciones de HMGBI en el plasma de los pacientes con adenocarcinoma antes de iniciar
el tratamiento fueron de 1.7 ng/mL (1.4 ng/mL), antes del tercer ciclo 1.8 ng/mL (1.5 ng/mL) y del
sexto ciclo de quimioterapia 2.0 ng/mL (1.3 ng/mL) respectivamente. No se encontraron

diferencias significativas en la concentracion de HMGBI entre estos ciclos de tratamiento.

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes con adenocarcinoma

Género Masculino/Femenino
59/41
Edad (afos)
Mediana 58.5
IQR 51-66
Estadio IIIB/IV 82/18
Karnofsky,
80 18
90 40
100 42

Sin embargo cuando se hizo un andlisis mas detallado de los datos se observd que las

concentraciones plasmaticas de HMGBI1 mostraban cambios durante el tratamiento, algunos
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pacientes que mostraban un incremento en la concentracion plasmaticade HMGB1 entre el primero
y el tercer ciclo de tratamiento y este incremento se sostenia hasta el sexto ciclo (Grupo A). Otro
grupo de pacientes también presentaba un incremento de HMGBI entre el primer ciclo y el tercer
ciclo pero al sexto ciclo disminuia su concentracion plasmatica (Grupo B). Un grupo de pacientes
presentd disminucion en la concentracion de HMGBI entre el primer y al tercer ciclo pero después
presentd incremento de HMGBI1 (Grupo C). Por ultimo, un grupo de pacientes mostrdé una
disminucion de HMGBI en plasma durante todo el tratamiento con respecto a la medicion inicial
de la proteina (primer ciclo). La concentracion de HMGBI entre el primer ciclo y el sexto ciclo es
estadisticamente diferente cuando se ajusta por el comportamiento de HMGBI1 en los distintos

ciclos de tratamiento (Fig. 7).
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Fig.7. Grafica de medias. Concentracion de HMGBI1 durante el tratamiento. Las concentraciones
de HMGBI en el primer ciclo y el sexto ciclo son estadisticamente diferentes. Prueba de ANOVA
para muestras repetidas p=0.0018
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Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar de acuerdo al
comportamiento de HMGBI1 durante el tratamiento: incremento/incremento (Grupo A),
incremento/decremento (Grupo B), decremento/incremento (Grupo C), decremento/decremento
(Grupo D) de HMGBI en plasma durante el tratamiento.

Group A GroupB GroupC  GroupD

Género 16/15 9/7 14/7 20/12
Masculino/femenino

Edad (afios)

Mediana IQR 55(13.0) 58(13.5) 61(23.5) 61 (14.5)
Estadio IIIB/IV 29/2 14/2 17/4 22/10
Karnofsky, 80/90/100 2/14/15  2/6/8 4/10/7 10/10/12
HMGBI1( ng/mL) antes:

Primer ciclo IQR) 1.5(1.2) 12(1.0) 18(1.2) 22(1.4)
Tercer ciclo IQR) 2.1 (1.3) 2.2(1.9)  12(1.0)  1.5(LI)
Sexto ciclo (IQR) 2.3 (1.4) 1.8(1.3)  24(1.0)  1.4(1.3)

CONCENTRACION DE HMGB1 EN PLASMA DE PACIENTES CON ADENOCARCINOMA
PULMONAR Y SU RELACION CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y LA

SOBREVIDA TOTAL

Como se observaron cambios estadisticamente diferentes en la concentracion de HMGBI1 entre los

distintos ciclos de tratamiento, se evaluaron con respecto a la respuesta clinica en los pacientes.

52



Como ya se mencion0, debido a distintas razones clinicas, de los 100 pacientes totales a los que se
les midi6 HMGBI1 durante el tratamiento, solo 68 se evaluaron por RECIST. En la tabla 5 podemos
observar que la respuesta al tratamiento (RECIST) tiene correlacion positiva con el

comportamiento de HMGBI.

Tabla 5. Tabla de contingencia para comportamiento de HMGB1 y RECIST

RECIST
Respuesta  Enfermedad Prosresién
£ parcial estable g
2]
EX GrupoA 0 19 9
S0
= Grupo B 2 2 8
===
§ Grupo C 0 10 2
Grupo D 1 7 8

Prueba exacta de Fisher p-value =0.00527

Se empled la prueba exacta de Fisher para estimar la asociacion entre comportamiento de la
concentracion plasmatica de HMGBI durante el tratamiento y la respuesta al tratamiento evaluado
por el RECIST. El resultado de la prueba nos indica que hay una relacion no debida al azar entre
el RECIST y el comportamiento de HMGBI1 y que los pacientes que presentan un incremento de

HMGBI en el plasma durante el tratamiento presentan enfermedad estable/respuesta parcial.

De todos los pacientes incluidos en el estudio y se les cuantifico HMGB1 se obtuvo el dato de
sobrevida total. Las curvas de sobrevida de los distintos grupos, de acuerdo al comportamiento
durante el tratamiento de la concentracion en plasma de HMGBI1: A (incremento/incremento), B
(incremento/decremento), C (decremento/incremento) y D (decremento/decremento) se observan

en la Fig.8.
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Fig. 8. Grafica de Kaplan-Meier, sobrevida total en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar
con respecto al comportamiento de HMGB1 durante el tratamiento. En el panel A se observan las
curvas de sobrevida total de los grupos de pacientes que presentan multiples comportamientos de
HMGBI durante el tratamiento. En B se presentan las graficas de sobrevida total de los grupos de
pacientes que tienen un incremento y posteriormente mantienen el incremento (grupo A) 6
disminuyen la concentracion de HMGBI1 (grupo B).

Cuando se comparon las curvas de sobrevida de los pacientes con distintos comportamientos
(grupos A, B, C y D) de HMGBI1 no se encontraron diferencias significativas con la prueba de
Log-Rank. En cambio, cuando se comparan las curvas de sobrevida de incremento de HMGBI1
durante el tratamiento se observan diferencias entre los pacientes que presentaron un incremento
constante de HMGB1 durante todo el tratamiento con cisplatino (grupo A) y los pacientes que
incrementaron y después disminuyeron la concentracion de HMGBlen plasma (grupo B). Las
covariables: edad, género, Karnofsky y la concentracion sérica de HMGB1 durante el tratamiento;
asi como el factor RECIST, fueron incluidos en un modelo de regresion de Cox usando la sobrevida
total de los pacientes como la variable de respuesta. En la siguiente tabla se observan la tasa de

riesgo, el intervalo de confianza y la probabilidad de cada covariable y factor para el modelo
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multivariado. El factor RECIST (progresion) y la covariable concentracion de HMGBI al sexto

ciclo fueron estadisticamente significativos. El factor RECIST (progresion) tuvo una tasa de riesgo

alta lo que indica que el resultado de RECIST (progresion) impacta negativamente sobre la

sobrevida, lo cual es logico si se observa por imagen crecimiento de la masa tumoral se esperara

un incremento en el riesgo de muerte. Se empled el método backward/forward dando como

resultado que la concentracion de HMGBI al sexto ciclo es una covariable que indica que el

incremento en la concentracion de HMGBI al sexto ciclo produce una reduccion del riesgo de

morir en un 26.5%.

Tabla 6. Modelo de regresion de Cox

Modelo univariado ];?::g((l)e COEEZ;‘;??;% %) Pvalue
Edad 0.9919 0.9696 - 1.0150  0.4817
Género 1.5200 0.8917-2.5910  0.1239
Karnofsky 0.9950 0.9672 - 1.0240  0.7295
RECIST (progresion) 4.1520 2.3020 - 7.4900  0.000002 ***
RECIST (regresion) 2.4950 0.5811 -10.7100  0.2187
HMGBI antes de:

Primer ciclo 0.8365 0.6005 - 1.1650  0.2909

Tercer ciclo 1.1440 0.8147 -1.6080  0.4366

Sexto ciclo 0.7156 0.5164-0.9916  0.0443*

. Tasa de Intervalo de Pvalue

Modelo multivariado riesgo confianza (95%)
HMGBI antes de:
Sexto ciclo 0.7346 0.6056 - 0.891 0.0017350%**
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DISCUSION

En el presente trabajo se estudiaron en diversas muestras biologicas, la localizacion celular y la
concentracion en sangre de la molécula HMGBI ya que estudiar los cambios en la distribucion
celular de la molécula HMGBI en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar de manera previa
y durante su tratamiento permitird conocer su importancia como un biomarcador diagnéstico o de

respuesta al tratamiento y/o como blanco terapéutico.

DISTRIBUCION CELULAR DE LA HMGBI EN BIOPSIAS DE PACIENTES CON
ADENOCARCINOMA PULMONAR

En NSCLC, se ha reportado una distribucion nuclear de HMGBI1 [49]. Nuestros resultados
muestran distintos patrones de distribucion subcelular de HMGB1 de acuerdo al tipo histologico
de NSCLC. Los carcinomas epidermoides mostraron una la localizacién nuclear de HMGBI1
ademas presentan un bajo infiltrado de células dendriticas, lo que sugiere que al localizarse en el
nucleo de las células la HMGBI, no es liberada al medio extracelular y no participa como factor
quimiotactico para atraer DC’s [50]. En los tumores de mama, colorectal y hepatocelular se ha
reportado una localizacion nuclear de HMGB1 que se asocia con etapas avanzadas de la

enfermedad [33].

En particular en el cancer colorectal tratado con quimioterapia y radioterapia se ha asociado la

localizacion nuclear de HMGBI con la resistencia al tratamiento [51].
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En cambio los adenocarcinomas pulmonares, mostraron una localizacion en el citoplasma de
HMGBI. Esta distribucion no se asocioé con [50] ningln subtipo histologico de adenocarcinoma
pulmonar en particular, aunque se requiere incrementar el nuimero de muestra. De manera previa
se ha reportado que los adenocarcinoma presentan sobre-expresion del mensajero de HMGBI. Esta
sobre-expresion pudiera llevar a la distribucion en nicleo y citoplasma observada en este estudio.
Esta deslocalizacion de HMGB1 en los adenocarcinomas pulmonares ha sido reportada
previamente en los adenocarcinomas pulmonares donde la relacionan con una sobreproduccion de
la proteina [37]. La sobreproduccion de HMGBI1 puede reflejarse en la fuerte inmunoreactividad
observada en el citoplasma de las células tumorales presentes en las biopsias de adenocarcinoma
pulmonar y en las lineas celulares. La linea A-549 mostré una mayor expresion relativa (sobre-
expresion) de HMGBIlcon respecto a las lineas SK-LU-1 y la 1.3.11. También, la linea A-549
presenta niveles basales de HMGBI en el sobrenadante del cultivo mas elevados en comparacion
con las otras dos lineas empleadas. Estos eventos nos sugieren que la localizacion en el citoplasma
de HMGBI en los adenocarcinomas pulmonares puede estar asociada con una sobre-expresion de
la molécula y su liberacion. En las biopsias de adenocarcinoma pulmonar que presentan a la
molécula HMGBI en el citoplasma tienen mayor infiltrado de DC’s, lo que sugiere que al ser

HMGBI sobre-expresada es liberada y actua como factor quimiotactico para DC’s.

Basandose en estos resultados, se propone que la sobre-expresion y localizacion subcelular de
HMGBI en el citoplasma de las células de adenocarcinoma pulmonar serian eventos responsables

de la liberacién de la molécula.
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LIBERACION DE HMGBI EN LAS LINEAS CELULARES DE ADENOCARCINOMA
PULMONAR POR EFECTO DEL CISPLATINO

Como ya se menciono, tanto en biopsias, como en lineas de adenocarcinoma pulmonar se observé
una localizacion de HMGBI1 en el citoplasma de las células tumorales. Este evento puede estar
relacionado con la liberacion constitutiva de HMGBI1 por las lineas celulares de adenocarcinoma
pulmonar que puede; a su vez, promover la invasion y la metastasis en el microambiente tumoral.
[29, 31, 52]. En estas lineas celulares la expresion de RAGE, TLR2 y TLR4 los cuales son
receptores para HMGBI estan siendo estudiados por nuestro grupo para confirmar la actividad

protumoral de HMGBI.

Las tres lineas de adenocarcinoma pulmonar empleadas en este estudio presentan un genotipo
silvestre para el gen de EGFR. Este aspecto es importante ya que la opcion de tratamiento en los
pacientes que presentan el genotipo silvestre para EGFR es el cisplatino o carboplatino. Por lo que
estas células fueron empleadas como un modelo para estudiar el efecto del cisplatino en la biologia
de la molécula HMGBI en adenocarcinomas pulmonares. En estas lineas celulares HMGBI se
observo en el citoplasma y la cantidad de HMGBI liberada cuando las c€lulas fueron expuestas al
cisplatino, mantuvo relacioén con la proporcion de células muertas por efecto del farmaco. Chao y
cols. [38] y Heijink y cols. [53] observaron cambios en la distribucion celular de la proteina
HMGBI cuando la linea de adenocarcinoma pulmonar A-549 era expuesta al tratamiento por
cisplatino. Ellos indican que hay un marcado cambio en la distribucion de HMGBI1 de citoplasma

a nucleo, cuando incrementan la concentracion de cisplatino. También observan una disminucion
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en la inmunotinciéon de HMGBI1 en el citoplasma por lo que proponen que el reconocimiento,
afinidad y unién de HMGBI a los aductos de DNA-cisplatino son los eventos responsables del
cambio en la distribucion celular de HMGBI en la linea celular A-549. Nosotros también
observamos este fendomeno en la linea A-549 y en la linea SK-LU-1, esta Gltima ademas fue la
menos sensible al cisplatino por lo que sugerimos que el cambio de distribucion celular de la
HMGBI observado en estas lineas celulares esta asociado con resistencia al cisplatino. Se sabe que
HMGBI juega un papel importante en la reparacion de aductos de DNA producidos por el
cisplatino y también se ha reportado que participa en la resistencia a la quimioterapia de
compuestos platinados [17, 54]. La re-localizacién de la HMGBI al ntcleo pudiera interferir con
su liberacién al medio extracelular. En conclusion en cada linea celular estudiada, distintas
proporciones de células susceptibles y resistentes al cisplatino fueron detectadas, y el incremento

en la liberaciéon de HMGBJ1 estuvo relacionado con la fraccion de células muertas.

RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN LOS PACIENTES CON ADENOCARCINOMA
PULMONAR Y SU RELACION CON LA CONCENTRACION DE HMGBI Y LA SOBREVIDA
TOTAL

Cuando comparamos los niveles en sangre de HMGBI1 entre los sujetos sanos no fumadores y
fumadores observamos que los sujetos fumadores muestran un incremento significativo en la
concentracion en plasma de HMGBI1. Heijink y cols., [53] han reportado que el humo de cigarro
produce la muerte de los neutrofilos pulmonares y la consecuente liberacion de DAMP’s
principalmente de HMGBI1 favoreciendo la inflamacion pulmonar que se presenta en los sujetos
fumadores. La molécula HMGBI1 se encuentra elevada a nivel sérico en pacientes que presentan
otras patologias como son el EPOC y la tuberculosis [55]. En todas estas patologias la HMGB1

favorece que la inflamacion cronica.
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Al comparar los niveles en plasma de HMGBI entre fumadores y los pacientes antes del primer
ciclo de tratamiento encontramos que HMGBI1 en plasma es menor en los pacientes con
adenocarcinoma. Tomando en cuenta que el 80% de los pacientes que participaron en este trabajo
son fumadores y la mayoria continua siéndolo durante el tratamiento; llama la atencion esta
diferencia en los niveles en sangre de HMGBI entre estos grupos. Una de las posibles explicaciones
a esta disminucion en sangre de HMGBI en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar es que la
molécula puede actuar en los tumores de adenocarcinoma pulmonar de manera autdcrina y/o
paracrina favoreciendo la proliferacion, invasion y metdstasis. Jube y cols., [52] muestran que en
los mesoteliomas pulmonares malignos, la HMGBI participa como un factor imprescindible en la
invasion y la metastasis, lo que podria también ocurrir en los adenocarcinomas pulmonares. Por tal
motivo observamos una disminucion de HMGBI1 en los niveles plasmaticos de los pacientes con

adenocarcinoma pulmonar en comparacion con los sujetos sanos fumadores.

Previamente, Shang GH, y cols., [56] estudiaron la concentracion de HMGBI1 en el suero de
pacientes con NSCLC sin tratamiento. Encontraron que la concentracion de HMGB1 incrementaba
de acuerdo al estadio del tumor. La concentracion de HMGBI1 se redujo después de la reseccion
del tumor. Los resultados de Shang y los resultados de este trabajo en las biopsias y lineas celulares
de adenocarcinoma sugieren que el tumor produce y libera HMGBI1. Evidencias adicionales
sugieren que altos niveles de HMGB1 promueven la metastasis y estdn asociadas con un pobre

prondstico en algunos canceres distintos al NSCLC.

Cada paciente respondera de manera particular a la quimioterapia. Algunos muestran una respuesta
clinica positiva a esta terapia mientras otros presentan un progreso rapido del cancer pulmonar.
Aspectos genéticos y epigenéticos asi como la heterogeneidad del tumor estd implicada en esta

respuesta clinica. Como ya se menciond, observamos que en las lineas celulares resistentes al

60



cisplatino, HMGB1 cambia su distribucion de citoplasma al nicleo de las células tumorales, lo que
conlleva a una reduccion en la liberacion de la molécula; por lo que el decremento en los niveles
plasmaticos de HMGBI1 observado en algunos pacientes, puede estar relacionado a que presenten
tumores con una alta proporcion de células resistentes al cisplatino. Otra posible explicacion para
la reduccion en el plasma de HMGBI es que el tratamiento con cisplatino puede incrementar en
las células tumorales la expresion de RAGE [31, 33] o de algunos receptores tipo Toll (TLR2,
TLR4) [57, 58], favoreciendo la union de la HMGBI secretada y promoviendo la actividad
protumoral de la HMGBI. De acuerdo a nuestros datos, este grupo de pacientes mostro progresion

de la enfermedad (grupos C y D) (figura 9).

En contraste, el incremento en la concentracion en plasma de la HMGBI1 durante el tratamiento
con cisplatino en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar permite suponer que la quimioterapia
indujo la muerte de las células tumorales, ya que estos pacientes presentaban células tumorales
susceptibles que pudieron ser eliminadas por el cisplatino y debido a los procesos de muerte celular
por necrosis o apoptosis se liber6 de HMGBI, lo que se asoci6 con una mayor sobrevida en estos

pacientes (grupo A) (ver fig. 9).
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Cisplatino

A

NOOe “llnu a NNOR0000O0 :‘@‘};.2.. Illcrementﬂ de I‘MGBI
JUULUUIULL o Q@“j JUUUNUULUUUIS - @ mp durante el tratamiento con
1 III‘."I. ol '|'|. t‘]‘ %?? l:.l.llll..“‘.l.l.C". :@.. - Cisplaﬁno_

W U ! g

Cisplatino

B

I00000000ANAN

.‘&V(‘ o?’a 0000000000

Aln
@‘n

SN %ﬁg@m VUM kY SO o Decremento de HMGBI
"..II""I.""'.'III'. . .I'...II"..'.".":I" illlllt‘n.n ! |.I.l.l '|l.'|. durante e] ‘tratam_lento con
%t@ré‘ : @o@@ cisplatino.
Relocahzacu‘m subcelular s
de HMGBI1 Rcsmtencla al cisplatino

y proliferacion del tumor

@ e

Célula tumoral HMGE1

Fig. 9. Localizacion subcelular y relocalizacion de HMGBI sin tratamiento y con tratamiento de
cisplatino. (A) Cuando HMGBI es localizada en el citoplasma de las células tumorales puede ser
liberada a la muerte de las células tumorales como consecuencia del tratamiento con cisplatino. (B)
La HMGBI puede relocalizarse de citoplasma a nicleo como consecuencia del tratamiento con
cisplatino; lo que causa una resistencia al cisplatino y progresion de la enfermedad.

CONCLUSIONES

En los adenocarcinomas pulmonares el tratamiento con cisplatino induce la muerte de las células
susceptibles, incrementando la concentracion en plasma de HMGBI1. En contraste, en las células
tumorales que muestran resistencia al cisplatino, se observa una re-distribucion de HMGB1 del
citoplasma al nucleo, probablemente involucrado en la reparacion de aductos de cisplatino como
un mecanismo de resistencia al farmaco. Este mecanismo de resistencia pudo reducir la cantidad
de HMGBI liberada. En pacientes, la heterogeneidad de las células malignas de la masa tumoral
modifica el curso de la respuesta clinica a la quimioterapia. En los adenocarcinomas pulmonares,

el éxito del tratamiento con cisplatino pudiera estar guiado por la medicion de los niveles de
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HMGBI. Nuestros resultados sugieren que ademas de las evaluaciones clinicas y radioldgicas,

HMGBI puede ser empleada como un marcador sanguineo asociado a la respuesta al tratamiento.
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Abstract: Lung cancer is the leading cause of cancer death
worldwide and non-small cell lung carcinoma (NSCLC) is the
most commen type of lung carcinomas. In adenocarcinomas.
the most frequent histologic type of NSCLC, dendritic cells
(DCs) are localized in close contact with tumor cells, and tumor-
nfiltrating lymphoevtes (TILs) are observed in the peritumoral
zones. In NSCLC, no studies investigating the density of in-
tratumoral DCs and their impact on the density of TILs have
been performed. In addition, the role of the alarmin high-mo-
bility group boxl (HMGBI) in intratumoral DCs recruitment
has not been analyzed. In the present study, a total of 82 cases of
advanced stages of NSCLC were included. Tissue samples were
obtained from biopsies and autopsies. DCs in biopsies or com-
binations of DCs and NK cells, CD3" T lymphocytes, or CD8 "
T lymphocytes from autopsy specimens were quantified in high
power fields. Also, distribution of HMGBI in tumor cells was
detected. In lung adenocarcinomas, irrespective of sub-
classification, high densities of infiltrating DCs directly asso-
ciated to high densities of peritumoral TILs. A 2.5-fold increase
in TILs was found in specimens with high densities of in-
filtrating DCs compared with T1Ls from adenocarcinomas with
low densities of infiltrating DCs. High densities of infiltrating
DCs were associated with lung adenocarcinomas expressing
cytoplasmic or nuclear-cytoplasmic HMGBI1. Our results sug-
gest that in adenocarcinoma patients, HMGBI produced by
tumor cells recruits DCs, which associate to an increase of TILs.
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Encouraging tumor-DCs-T lymphocytes interactions should
improve the quality of life and survival of NSCLC patients.

Key Words: non—small cell lung carcinoma (NSCLC), lung ad-
enocarcinoma subtypes, dendritic cells (DCs)., high-mobility group
boxl (HMGBI), alarmin, tumor-nfiltrating lymphocytes (TILs).
CD3 " T lymphocytes, CD8 " T lymphocyte subpopulation

(Appl Immunohistochem Mol Morphol 2014;22:105-113)

ung cancer is the leading cause of cancer death

worldwide and non-small cell lung carcinoma
(NSCLC) is the most common type of lung carcinoma.!-2
Of this group of carcinomas, adenocarcinoma is the most
common histologic type. Even though options such as
platinum-based chemotherapy and radiotherapy are avail-
able for lung cancer treatment, other therapeutic ap-
proaches, such as targeted therapy and immunotherapy are
desirable.2 * A prerequisite to the development of efficient
immunotherapy for lung cancer is an accurate character-
ization of inflammatory cells infiltrating these tumors.

Dendritic cells (DCs) are heterogenous professional
antigen-presenting cells that play a critical role in the
initiation of primary T-cell responses.” In cancer patients,
several authors have found that some types of tumors
have a low number of infiltrating DCs; however, other
types of tumors feature high degrees of infiltration by
DCs.%? Infiltrating DCs express an immature phenotype.
Although some authors have proposed that this immature
stage is a tumor evasion mechanism, others contend that
this phenotype is needed for the generation of tumor-
specific immune responses.®’

Tumor infiltration by DCs is associated with che-
motactic molecules produced by apoptotic or necrotic
tumor cells. Apoptotic or necrotic tumor cells express or
release several intracellular and nuclear molecules collec-
tively referred to as damage associated molecular patterns
(DAMPs) or alarmins.!®!! High-mobility group boxl
(HMGBI) is a nuclear protein that is constitutively ex-
pressed in the nucleus of eukaryotic cells. Several studies
have shown that extracellular HMGBI released by ne-
crotic cells has a potent chemotactic activity for DCs.!12
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In MECLC, some teports indicite that infiltrating
DCs show an intratumoral distribution.™ Y Two piLl-
terns of mrratwnoral DO distoibotios, characteried by
high or low densites of Immature tumor-inlirating DOCs,
Lave been reported. ' However, no sianificant associaton
herwsaen nin ncrense of apaptons  tomar cells  and
luph densities of DCs i antratumoral arcaz haz beon
whenrified

Previons studies indicate thar FIVMGRI is upregn-
latad in many kinds of tumars, Probably, NSO ae
evergxpreasing nnd releasing TTMGRI, which waould ar-
iract DCs oo tumors. Some reports indicaie that the
dearee of DCs inhlration correlates with o betler prog-
nosis i hme caneer patients.'*'2

Another bype of cells ound i sobd cancers are
tumor-mnfiliratmng mphocstes (TILS), which ane consid-
cred to be a manitestation of the hosts imouane response
agminst eoneer cells.'™" Some reports indicate that hung
twmors have Tewer TILE, sugeestie that an inamune 1o
sponsg 5 nof tvmeally |‘||||H.-":L‘I””'|g: hovwever, othar an-
thoes indicate that the density of T1Ls, or C4' and
CTEY Toell subpapulnrions, carrelares with berter olin-
e parholngic features ™ Hewever, TIls are manly
ahservad in the peritumornl aones and very few are in
close conluct with tumor cells,

T dare, o stidies sxamining the density of intra-
tumoral DCs or their impact on the density of TIL: in
NECLC have been done. In addition, HM GBI exprossed
by tumor cells, and involved in the intratumoral DiCs
recruitment, has not been analveed. Daca oblained rom
our study indicate that NSCLC: with a luph density of
mnfiltrated DCs divectly associates to hipl densitics of
pertumarnl T Tumprs with a high density af 105
Lave a lower propoction of CDE  Tecell subpopulations
connipared wirh omars wirh o low density of 18 In
agddlition, a high dersiry of infiltrating THs was associarsd
with Loz ndenocarcnoma Tumnrs axprassing evtoplasmic
of nnclearcyroplasmic TMGRIL. Tdentifying the rale
of high and low densities of DCy and (heir outcome in
TI s shounld impact conventional thernipy for NSCT.C
and  improve luture modalites of  andlumor  m-
muno therapias.

MATERIALS AND METHOD3S
Sample Collection

Patients inchuded i this suedy did oot recava any
type of anticancer therapy bolore sample collection. A
total af ®2 cases of primary SNSCLC i advanced (11
and IV) stases were stodied. Lhatvecight tissne samples
were obtained by needle biopsy; of thess, 25 were ad-
enccarcinomans and 13 were squamous-czll carcinomas, In
adelition, 44 Tung adenncnrcinoma Blocks were eallaerad
[rom archival aulopsy maderial. Irrespective of material
oriEn, tumor specimens were fixed 1o 10% bullered for-
malin, provessed roulinely and embedded in paralin,
Tissves cromined were oblained from the Department of
Patholopy at the losttuto Naciouwal de Bolenmedades
Respiratorias Tsmucl Coso Villezus, This study was ap-
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proved by the Science and Bioethical Commitiee and was
curried out o gecordance with the cthical gwidelines of
CrE AnEtition .

From the t=sue material colleeted, 4- to 6-pm serial
socbions were cut, From cach case, one of the sections was
sraamed with |'|E||'|;1Tx'n:.r|i|'- and ensin Tor it lnze ex-
anunatwon, For lupe adenocarcinoma classuication, the
2007 International Multidisciphicary Classification by
the Tararmarional Assaciation fee Stody of Tang Cancer,
the American Thoraoc Baciety, ond the Eurapenn Bas-
pitatory Society was (ollowed.™ Mistalogic crterin and
immund histochemical stams secording o the algoriihm
proposed [or pathologic classficalion were done, Tumor
contained in the biopsy specimen represented 5090 Lo
@075 ol the ot bwopsy. When material was obuaned
fTom aulopsics. o represontative block contaming lumor
and nfammatory wells were chosen, Tahle 1 shows the
sublypes of lung adenocurdnoma incorporated m the
shudy.

Immunoenzymatic Staining tor Immune Cells

For the nnmunostanung procodurs, romauung scoal
s sections were deparaflinized in avlene, rehydrated,
and treated with 3% H-Oa o methanol Tor 10 nunutes to
Ilock endpzenons perovedase activity, All sactinns wara
subjected to heat-indeeed epatope cetreval (001 M citrate
Fneffer, pH 6.0) in a microwave oven. Altar I washas in
phasphate buffered saline (PRS), nonspecific antibody
hil.l’!lng was Dlocked with PEY oo nfang 1% monsa
serumy e 30 mvinates; rhen, sectiems were prepated o
single-slaiming or douhle-staming immunohisiochemical
provedurss.

Beeause of the Imited amount of tssue oblained
[tom biopsy specimen, only DOs identified as 5- (00 +
cells and HMGEL distdbution in tumor cells were studied
im the bopsy spocunens, In contrast, o fEsne mateoial
ohtained through autopsy, the following eells were anu-
lyzed: DUs [8-100+, CDla+, CDs3 ), NK cells
(337 : Lootal T Iymphocytes (1103 'J. and catotoic
I' Iymphocste subpopolagon (O '3 LDouble  ime-
miznasrainimg, was performed oo simultanzously annlyes
the spatinl distribotion and densitias of 2 rypes of immune
cells in the snme Tisans section.

TABLE 1. Subdassification of Lung Adenocarcinemnas

-I_I'\IIIH' ’i1:ll|'rL2t Hllhl\ Ill' ..‘\.Il. ruwa |-"rr|'4.'|11 ap
Biopsy
| zpehic: 5 12
Papillar 9 kS
Auciman 13 =2
moluk i 1]
Firal s (LK ]
MAutopsy
Lepidic 2 =
Papliar 11 A
Acinar Ia 23
Salid 21 B
Tiral 44 Xk
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Double Dmpunoperosidase Staining

To wdentify DCs 10 avtopsy matcrials, slides were
incubatad avernight at 4°C in a humidified chamber with
one of the (vllowing monoclonal untibodics (mAbsk anti-
S-100 (4C4.9 clone; 1:60 dilwion: Cell Murgue, Hot
Sprmga. AR aon=-C00n (10007 clone, 125 dilurion,
Alenm. Cambradge, MA), or ant-C1ET (THdh clone;
1:30 dilution: Abcum). The following day, Lhe tsue see-
bens wiére washed in PHS and meubated wath biotin-la-
helad anti-mouse anphoedy (15900 dilution; Dako Corp.)
in & humidifisd chamber at 32°C for 2 hours. Afler
wiashing, ussue seclions were incubiled wilh SireplAB-
Complex/HRI* (1230 dilution; Dako Corp.) at 32°C for
30 minutes. Horseradish peroxidase activity was devel-
oped using HO» a8 substrate and diaminobenzidine as
chromogmen (brown color; Sigmu-Aldrich, St. Lows, MO
lstie sechions previoisly stimed Tor 100 were treated
with OLUEM etrate hufler, pH 600 far two, S minutes
microwave heuung owles W oquench the luver of im-
munolagie reactants used i the first staming, according
to the procedure deseribad by Tan®s group™ Afte
wishing with PDS, cach Gssue section was treated with
one of the [ollowing human unlibodies: (1) NK cells, anti-
CUPET (MR- clome; TS0 dilintion, Chenveon Ink, Tame-
culia, CAY (i) Total T lvmphoovies, mAb anti-CD3 (PS|
clone; 1:50 Jilution: Biocare Mediculy; or iy CDEY T
Fymphocvie subpopulation, mblit anti-CDS (160 dilu-
tan; Abkcam) far 2 hoores, As secondary antibodies, bia-
tin-lnheled anti=-mouse or anti=rahbit antikodies were used
(1:500 and 1:250 dilution, respectively), Slides were in-
cubated in o humidifed chumber uwi 32°C for 2 hours.
Aler washing, nssue sections were incubated  with
StrepiABComples HRIP, NK und T cells were revealed
wilh VIP subsirale kil for peroxiduse (pumple color) [rom
Veotor Labaratores (Burlinpame, CA).

Single lmmupoperoxidase Sitaining

Shides wene incubated ovenmpht a1 -4°C ina lomiditied
clhambea wath one of the following anti-human mAbs In
biopges. DCx were idenlified as S-100+ cells, and when
soffician tssue mataml wos avaitable C a-positive o
U1 positive |HS were abo detected. Lo autopsies, mem-
ory T cells were deniified wsing ant-CD45RO (UCHL-|
clone, 13 dilwpon: Chemicon Int.h. The [ollowing dax.,
Lssue soclions woe washad in I'BS and wcubated with a
kintin-lahelsd anti-mouse antibody 112500 dilution: Dako
Corp.) in o humidified chamber at 32°C for 2 hours. Afer
washing, pssue sections were incubatod with SteptAB-
Compley HRP, As deseribed before, horseradish peroxidase
aenvaty was developed tsme HA). o the substmmle and di-
aminoberading a5 the chromogm.

Irmspecuve of the staining protoce] used, tdsue
sections were eountersivined with Haros hematosyhin and
mounted. Control shdes were prepared using normal
mouse serum inslead ol promary antibodies. Tonsils were
always run as positive cantrols, for wdentification of each
of the markers studied and for testing the reactivity of
each antibody,

o 2003 Lippiacers Wil & Wik s

HMGB1 Immunochistochemistry Staining

Distribution of HMGB! in tumor cells was detected
using rabbit polvclonal anti-HMGRI antibody (12500
dilution; Abcam). The single Immunochisiochemistry
sigining protocol was usod, as described above. Liver
e 2ctions warg used as (wmnve controbs for noclken:
HMOGRI becalizanion. Normal bronchal epithelia colls
and miammatory cells, present in medignanl ssue, were
used oz an infernal stammg control. Tosne sections were
slightly counterstaned with Harrs  hemairoaylin  and
mounted.

Evaluation of Immunohistochemical Staining

s and TILs

Cellular mfilirates ware divided e 2 I¥pes Ac-
cording to ther localization: intratumoral cells inhlraled
beyond the basal membrane of the tumor cells, whersis
peritmmaral cells infiltrated the stroma aronmd the neats
of wmor. Tor each type of mmune cell observed in the
immunostained shde, areas containing the highest cellular
density were chosen.

For ling binpses, 3 o 5 dostinet high power lields
{HPTs) from each tissue ssetion containing THs | S100 -+
eells) wire observed vsing o = 40 objective und averaging
for density. Detection of CDLa-positve andior CDE3-pos
itive 1205 was performed nocases whera suflicienn 1issoe
material was avalable. In these cases, the some helds vsed
for guantificution of DCs o owere wsed Tor delection ol
Cléas or C1E3" cells, For ST 1%, 0 total ol 144
HPT from the 38 biopsies included were observed,

Tor gutopsy tissues, at leust 10 distinet TTPT s from
each tissue section contanmng s were abserved uang a
« 40 ohjective, nveraging for cell density, A maral of R80
HPT s were observed. According 1o the density of DCs, 8
cases. 4 with hipgh DCs density and 4 with low DCs
densite, were selected for the study of TILs. In serial
tissue secrioms, positive cells (using single o double im-
munoslaming) werg detocted m our study. More thun 240
HPFs were observed. Digital images of HPFs in the most
densely infilrrated arens were acgquiad. HPFs were -
tegraphed with a4 DIFC425 C color camera (Laca Mi
crosysiem Imc., Wetzlar, Germuny) coupled to 4 Leica
DMIR hight microscape and capturad on a computa
using Leica Application Svslems v, 3.6.0 software (Leica
Microsvstem Inc. L

For cach marker studied, positive cells were scored
by 2 indepeadent patholopists (R MR R. and MM.F.)
aceording 1o Flusssm’s method ™ Tn secasionnl ensss of
discrepancies in merprecation, o consensus wos reached
after diseussion with the aid of muhiheaded microscops.
Within each fizld, areas of necrnais, sear tssue, clusters of
anthracotic pigment. snd wmor-infiltrating lymph nodes
were excluded from analysis.

HMGEL

HMOHT distoibution i temer cells Toam fml['nu,:ﬂ
material was classified as follews: (1 nuclear, when
staining was mainly observed o nuclear compartment:
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(ii) cytoplasmic, when staining of HMGBI was mainly
observed in this cellular compartment: or (iii) nuclear-
cytoplasmic, when staining was observed in both com-
partments. In the majority of cases. staining intensity
was strong. Digital images of HPFs in the most densely
infiltrated areas were acquired.

Statistical Analysis

Values of cell density are expressed as the mean +
SD. Student 7 test was performed to comparisons between
groups with high and low infiltration of DCs or between
TILs. Spearman correlation test was used to analyze re-
lationship among DCs density and (i) adenocarcinomas
subtypes, (ii)) HMGBI1 localization, or (iii) TILs. P values
< (.05 were considered statistically significant.

RESULTS

DCs in Tissue Specimens

In biopsied material from lung carcinomas DCs
identified as S-100-positive cells were mainly observed in
close contact with tumor cells. Intratumoral areas showed
the highest densities of DCs, consistent with previous
reports.'*!”  Squamous-cell carcinomas were poorly
infiltrated by DCs with approximately 2 DCs/HPF
(Table 2, Fig. 1A). In contrast, in adenocarcinomas, 2
patterns ol intratumoral DCs densities were observed.
Seventy-two percent of cases demonstrated high densities
of intratumoral DCs. The remaining cases showed low
densities of intratumoral DCs. No association among the
patterns of DCs infiltration with the subtypes of lung
adenocarcinomas were found (Figs. 1C, E and Table 2).

To determine whether DC distribution is a focal or
a more general event in adenocarcinoma, the study was
also performed in tissue obtained through autopsy. In
autopsy material obtained from patients with diagnosis of
adenocarcinoma, DC distribution was observed in 10 or
more HPFs. DC densities were similar to that observed in
the biopsies. High densities of intratumoral DCs were
observed in 350% of the cases. Low densities of intra-
tumoral DCs were detected in 50% of the cases (Table 2).
In some cases, quantification of DCs was performed using
2 or 3 distinct blocks from the same case. In these cases,
similar densities of infiltrating DCs were detected among
the various blocks studied.

In the adenocarcinoma group, most of the in-
filtrating S100+ DCs were also stained with anti-CDla

antibody, irrespective to the origin of the tissue used. This
result indicates that the infiltrating DCs are immature, as
has been reported by several groups previously in several
types of carcinomas, including NSCLC.!3!* In general,
no CD83" DCs were observed in the areas of tissue that
were examined (data not shown).

No significant differences in the density of intra-
tumoral DCs were found between tissues obtained [rom
biopsy and autopsy. However, for each group significant
differences were found when cases with high versus low
intratumoral DC infiltration were compared (Table 2).
These results suggest that DC tumor infiltrations depends
more on the biology of lung adenocarcinoma than the
area of malignant tissue studied. In addition, the source
of biological material studied did not affect the density of
imtratumoral DCs.

HMGB1 Distribution and its Relationship to DCs
in NSCLC

In normal lung, HMGBI is located in the nucleus of
bronchial epithelial and stromal cells (Fig. 1B’). HMGBI
was observed in the nucleus of 100% squamous-cell car-
cinomas and in 32% ol adenocarcinomas (Fig. 1B).
However, in 68% of adenocarcinomas, HMGBI1 was
observed mainly in the cytoplasm of tumor cells (Fig. 1D),
or in both nucleus and cytoplasm of strongly stained cells
(Fig. 1F). No associations among adenocarcinoma sub-
types and HMGBI tumor cell distribution were found.

To assess whether infiltration of DCs is associated
with distribution of HMGBI staining in adenocarcinomas,
the same HPFs were examined in serial biopsy tissue
sections. A low density of DCs/HPF was associated with
nuclear localization of HMGBI in tumors. High DC in-
filtration was observed in tumors expressing mainly cyto-
plasmic HMGBI. But, the highest infiltration of DCs/HPF
was associated with both cytoplasmic and nuclear HMGBI
staining in tumor cells (Figs. 1A-F). Thus, we found that
HMGBI redistribution in tumor cells positively correlated
with intratumoral DC density (P = 0.025). On the basis of
these results, HMGBI] may be released by lung ad-
enocarcinomas to support a high degree of DC infiltration.

As tumor cells induce defects in DCs, tumor may be
hampering migration of DCs to lymph nodes to block
induction of an antitumor immune response.2%27 Alter-
natively, DCs may be phagocytiziing apoptotic tumor cells
and processing tumor antigens to prime T lymphocytes.’
To discern in which of these 2 possibilities DCs are

TABLE 2. Density of DCs in Non-Small Cell Lung Carcinomas

Tissue Material Histologic Type No. Cases

Infiltration of DCs (% of Cases) No. DCs/HPF Mean £ SD

Biopsy Squamous-cell carcinoma 13
Adenocarcinoma 25
Autopsy Adenocarcinoma 44

Low (100) 241
Low (28) 543
High (72) 21 L 9*
Low (50) 443
High (50) 2T 4 14*

*P < (.05 with respect to adenocarcinomas with low DCs density.
DCs indicates dendritic cells; HPF, high power fields.
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FIGURE 1. Hfla'r.lnrlmlp ot [Cs densrty HIICET expression, and TILs in MSCLC Low numiber of DCs infiltrating squamaods-oell
carcinomas (A), and high number of DCs icfilrating acinar adenocarcinoma subbype (O, F) are shown. For HMGET, noclear dis-
tribyution was obearved i souamous-cell carcincamzes (BY; for comnparison, noclear HAMGET staining in nemal bronchial epithelia cells is
shaow (57, Cyloplasmic 0% o nuclear-cyloplasmic (F) distribulions wem obsersed i acinar adenocarcinomas. [ acesocardnormes,
high infiltration of DCs identfied as 51004 cells (G, brown, armow) or C00a (H. brown, arow) and high infilration of CO3° T
byrnpahocytes (G, purple, armewbead) oo los infiliation DR T henphooytes {H, pogple, anowhead) are shosso, Single imeownoestaining
in biopzies (AF). Double innmuncstaining in avlogsies (G, H), Crigoal magnification = 400 DCs indicabes dendritic Cells; HMGET, high-
mohility group boxl: MSCLE, non- small cell lung carcinoma; TILs, tumaor-infiltrating lymphocytes.
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parlicipating, we decided Lo unalvee whether there 35 an
association berween the degree of DO infiltration of lunyg
adenacarcinnma and the density of TH 5

TILs

Crwing Lo the Imited umount of tssue oblained fTom
I'm'||':-aina.3-°" wa docwded roowse autnpsy material tooanalvee
whether high or low iofilteanan of imenfwmoral 12205 an-
pacts the guantity of TILs, Because of combination of cell
markars omed o this stcdy, and Digh momber of HPE=
ahsarvad on o alide, only ¥ representative cases were in-
choded in this analvas. Four of these cases conlained hizh
DC density and 4 contained low DC density. With respeet
tn MK cells, very sparse C1357 0 cells were absarved o the
peritumordal and intralumoral pones (daid nol shown),
similar daty have been eported pr;:»iuur;l:,'.";' Contrary Lo
the ahserved inrratumioral 130 disrmbuton, 133 I’
mphocytes, snd the CDET T lymphocyte subpopulition
were found (o infiltrawe the pediumoral zones, This has
heen reported previously by severnl authors 017197

Tumors with hish number of intratomoral DCs
showed hiph densitics of peritmnoral CD37 and CDET T
lvmphoevies, CD3T T lvmphocvies wers increassd by

approximately  Ld4-rold  compared  with  peritumoral
CD3 1 lymphocytes i tumors with low D density.

The CDEY T-cell subpopulation increased by L4-fold:
however, this increase did not reach slatistical =1 gnilicance
(lakle 3 and Figs, 106, H).

In adenocarcinomas with a high density of DCs,
32% of total T eells were CDEY T bymphowvies, com-
pated with 34%% adanncarcinomas with a low denaity
af s (Table 3), These resalts sugzesr thar ad-
enocarcinomis with high DT density have a higher
mnnther of 214 1 cells than the adenocorcinomas wirh
levw density of 1005

In lung adenocancinomius, most TILs were detected as
CIMEERO-pastive calls (Table 33 (he results reparding the
merory phenntype of 111 in adenpearcinonn agres wirh
previous teports 2 In primary lung sdenocarcinomas
conraining high densities of inranamoeal 1305 the density
of pertumoral C1¥ T lymphocvies wos smmlar to the
dengity of CDAZRO0O 4+ cells (rado = 0,95 In contrast, in
Iung adenocaremomeas with g low DC densty, the densaty
af perimmoral CT237 cells was slightly higher than rthe
dengivy of CD4SRO -+ wells observed in (he samie dssue 4rey
(ratio — 0,76 Table 3. However, these differences were not
statistically significant,

DISCUSSION

Racenrly,  [Men=MNasean of al™ dentificn fertary
Lvmphoid structures in the early slages of NSCLC, Thes:
structures within homors are very heterogenons and ans
comprged of T and B Bmphoeytes and matore 1205 The
cellular organization and cell disinbution of these structures
are rerumseent of secondary vmphoid organs, so they are
referrad tooas tomor-induced bronchosassociaged ymphoid
gssie (TEBALT). In our stedy, mawre CDEZT DO i
contacl with CO3Y hmphoeyie mflitation wene nol ob-
servad. Iiscrepancy of ome resulis with sespect to rhat re-
ported by | Nen-Nesjean et al™ might be due 10 the differenr
stages ol NSCLC under mmvestigubion. Mossibly, Ti-BALT
argamzantion s only observed in early, and ot i advanced
srages of NS becanse rhe fumor-stroma cell emaron-
ment chaneges in ditferent stages of NSCLC, The tumor
mieretvirottient in advatesd stages of NSCLOT aoulkd
mipede Ti-BALT development. Whether this phenonienon
is 4 [oruitous event or yn evasion mechanism of NSCLC
requnres further mvestigation.

Most reports show that lung carcinoma DCs are
located mainly i close contact with tumor; our reaults are
similar to these studies. ™ 1he suamnus-cell hing car-
cinomat and a low number of adenocarcinomas showed a
simall number of infiltrating s, Our results indicate that
hing adenocaremoma can be separated mbo 2 2ionps
based on density of intratumora] DCs, In addilion. in-
tratumeral 1305 o both proops were inoan immatire
state. Inoa pravions report, Kurahavashi et al o porsed
that lung wmwinomas could be divided inle 2 groups,
according o the degree of DCs inAliration:; however,
density volues of borh proups weare lower than in the
current study.

DC Infiltration of Lung Adenacarcinomas
and HMGET Distribution in Tumor Cells

Tumer infiliration by 1M 5 05 associated with che-
matactic molecules prococed by apapronie or necrotic
tumor cells, Several studies have shown that exoracellular
HMCGBI hins a potent chemotactic acrivity for 1301112

Regarding WSO, some authors have abserved o
nueleyr distribution of HMGEL3 Our mesults show
that MSCLC has distinet pattern: of HMGBEL  dis-
trbution. Al of rhe squamons-cell carcinomas ond o
small number of the lunpg adenocarcinomss cxprossed
ouclear HMGBL, However, most lung adenocarcinomnas
expressed both nuclear-cvioplasmic TMGBIL or only

TABLE 3. Relalionship Gelween DCs and TIl in Adenorarcinomas

Pueritmnoral Mo, Inmune Cellsy HPF

Mean — 51 Katio
Intrstmnwenl Density of DCsfHPF T Lympdoeytes CDR" T-Cdl Subpopebtion CD4SRO+ Cells CDE/CDI CD4SROCDA
L (=4 b2 L4l fri} R sl 1l 32 .95
Luw (o = 4] 10l L% 141 H L1 AL A ]

A A whs roapeel b bl DU dunsad iy,

s inddlicnres dendritic cedls HPF, high power fislds, TTa nmorinfilt rating, Tymphocypies
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cyloplismic HMGE! and no  association with  ad-
enocarcinomy sublvpes were found, Smmilar distribulions
of HMGEL have been observed in NSCLC und delocali-
sariom of rhis melecule may be associated with upregnln-
tion of the HMGE| protein,™ Overespresion of IMGE]
by adenocarvinoma colls might explain the strone staining
in hoth the noclens and cytaplasm. In addition, oor
prelimimary observalions in several lung adenocarcinomi
el lnes show similar discribotion patterns of HMGBL o
thirse ohsemval in tomor hiopsies. These cell Tmes com-
slitulively release HMGDBI (unpublished data. Agualar-
Cuzares Db, Rojo-Leom V, Meneses-Flores W, eralh.

On the bass of our resulls, we propose thatl in
padents, most lung adenvcarcinomas overproduce and
telense HMGTE]. This svent is responsilile for the relne-
dlization of HMGBL in tumor cells, Our data suggest that
lung adenocurcinomuas can be categorized nte 2 sroups:
(i) tistwnrs rhar maintain HMGRI dnside the aoclens
and comseyuendly have a low inlratumoral DO densay
und (1) wwmors that overproduce HMGB] and con-
ceivably release thos molecule. which inereases inira-
tumoral DCs mfillralions. Turther studies are reguoired
te svaluate wherker HMGRI @5 rvecrinnng THOs innn
adenocarcinons,

Relalionship Belween DC Densily and Densily
of TILs

TTls have been [‘Tﬂ]’":ll.l:n to reflech an |1n;{|'-|ng howi
immune Tesponsss agdinst neoplasie cells,™ W Associu-
tion of TILs with timor dimension, (umor stage, or pa-
lien! survival have been examined in NSCLC. M 41
addivon, the densty of TILs could be predictve ol the
efficacy of convertional chematherapies in parients ™

To our knowledge, studies n lung carcimomas thal

assoeiate the degree of infilirating DCs o the densily of

peritumnral TTT.s kave not been umdertaken. Onr sindy
shows that lung adenccarcinomas with a
intratumaord] DC imfliration 15 associaled with g hivh
density of perflumoral, bul nol inlmlmﬂumli MEMOTY
phenotype TILs in particular, CD37 and CDET T
Ivmphocyies). In this group, and with respect o the total
number of CD37 T bmphocyvies HPT, only one third
correspond o CDST T lymphooytes. However, in lung
adenccarcinnmas with a leaw density of intrafumoral
DCx, the density of peritumera] CDET T lyvmphocytes
accounted Tor hall of the wil CD3T T lymphoeyiles.
Alihongh in this gronp, the degres of TTs was redoced
wilth respect o high DO density lung adenovarcinomas,

Recently, ir has bheen reported that in the timar
microenvironment, oviokines pmllu;.'cd bv CD4™ T
lwnpt'm'.yu contribute to CDE" T lvmphooyvie reeruit-
ment, =40 Perhaps rhis phenomenon 15 accurtng in lnng
dadenocarcinomas  wilh a high densaly of p-..,nlumum]
CD37 T lyvmphoey tes. However, studies Hre e gured 1o
amalyre whether €37 T wells m TITs ure stimolading
(Thl or Thi7) or Bloking (ThZ or Treg cells) the anti-
fumor immune response™ Corrently, wo ane stodyving
these T-cell subseis in WSCLC biopsies,

2003 Lappwcods Wllemns & Walkms

high degres of

Several factors induced by tumor and stromal cells
dre known o iphibit intralumoral lympheeyte infilin-
ior. ¥ This phenomenon might be caused by (A) an
ahsence of T-cell aftracring chemnkines in the Tamor
migcroenviconment, " (B altersd sxpression of receplors
for chemokines or downstream chemokine signuling in
T lymphocvies =" (€ increased c2ll death of T lympho-
evles upon arnval al the tumor medialed by activation-
indueed cell death *¥ Alony this line, our group previously
reparted that CTET T lymphooytes isalited from ma-
lignant  pleural  effusion  obtiained  ffom  Jung  ad-
rnocireinoma paticnts underzo apoptosis alter T-eell
Teceplor stimuladon. ¥’

Decauvse high intratwmoral infilication of DCs, but
mert T oeells, was nhserved in most long aderascarcinomas,
this type of tumor possbly expresses mechanisms that
selectively obstructl intratumoral indliratdon of T lvm-
phoacytes. A hatrer knowladgs af solukle molacules pro-
duced by the tumor cells and the receptors and signaling
mathways invelved are reguired (o induce in T lvmpho-
cyles lheir recruilment inlo the tumor.

Current information with respect 1o comventional
cancer frenrments suggest that snme svasion mechanrisms
of tumor cells might be dimimished or abolished **" In
addiion, conventional treatments induce necrosis or im-
mnngenic apeplass of mer eells with the concomitant
relense of tumor antigens und DAMP'4 In the
group of paticnts whose wmor cells overexpress HMGBL,
treatment  should amdoee an scote release of HMORI]
und other DAMP: thai parlicipate in the mduclhion of
4 tmor-specifc adaptive immune response. To o date,
evidenve supporls the convept that convenlional chemo-
therupy stimulutes (he participation of both mnate und
adaptive innnioms rﬂpnmec-” Recenﬂy Hong 2t al?!
demonsirated thal chemotherapy induves the producion
ol chemokines in melinoma cells thal supporl inira-
tumaral T lvmphooytes and contral rumar growth.

In this seenaric, and with a deleriorated im-
MUNDEUPPress0T microsnvironment due o tumoer eell
death. TIL: [rom adenocarcinomas could armve al tumor
and recogmize and interact with DOy and tesidual tumor
cells, Encouraging DC-T  lyvmphocyic-tumor cell nter-
actions should mediate destocion of lumor cells and
promote ellicient tumor regression. This approdch could
inerease climienl responsiveness ta MSCTC. especially in
the context of luny adenocarcinomy palisnt survival,
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