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Il. RESUMEN






El cadncer de pulmdn es el tipo de tumor responsable del mayor nimero de muertes
asociadas a cancer en el mundo. El cancer de pulmdén no microcitico (CPNM) es el subtipo
mayoritario y se caracteriza por un nimero relevante de alteraciones en genes conductores.
Estas han dado lugar al desarrollo de terapias dirigidas a tales alteraciones moleculares y
constituyen la base de la paradigmatica y exitosa medicina de precisidn en este contexto. Uno
de los genes frecuentemente alterado, bien por mutacidn, amplificacidn y/o sobreexpresion, en
el CPNM, es el gen de FGFR1. Sin embargo, hasta la fecha, los inhibidores de FGFR han
demostrado limitada eficacia en la clinica con tasas de respuesta en el rango del 5-10 %. Es
preciso, por tanto, la identificacién y validacion preclinica de biomarcadores predictivos que

permitan identificar correctamente a los potenciales beneficiarios de esta terapia.

En ese sentido, nuestro grupo ha identificado la determinacidn de la expresién conjunta
de FGFR y de N-Cadherina como posible biomarcador predictivo de respuesta a la terapia anti-
FGFR. En este trabajo, nos propusimos validar su papel como biomarcador predictivo utilizando
una cohorte mas amplia de modelos in vivo derivados de tumores de pacientes (PDX) y diferentes
técnicas de medicion de expresion de estos biomarcadores (WB, IHQ y gPCR). Confirmamos que
la expresiéon de N-Cadherina, evaluada preferiblemente por WB, era necesaria para que los
modelos respondan al tratamiento con AZD4547 (el 100 % de los modelos que respondieron
tenian alta expresion de N-Cadherina). Sin embargo, Unicamente un tercio de los modelos con
sobreexpresiéon de FGFR y N-Cadherina respondieron al tratamiento. En definitiva, resulta
necesario identificar otros biomarcadores complementarios que nos ayuden a estratificar mejor

los tumores que puedan responder a la terapia anti-FGFR.

Con esta premisa, y valiéndonos de la caracterizaciéon gendmica y transcriptémica de
nuestros modelos PDX, buscamos patrones diferenciales que definieran los modelos “No
Respondedores” frente a los “Respondedores”. A nivel gendmico, encontramos un tercer
biomarcador: el estado mutacional del gen KRAS. Observamos que diversas mutaciones en este
gen (G12A, G12Cy G12D) se relacionan con la ausencia de respuesta a la terapia anti-FGFR. De
este modo, encontrdbamos una tasa de respuestas del 66,7 % en los tumores con sobreexpresion
de FGFR y N-Cadherina y que presentaban KRAS wt. Por otro lado, definimos una firma
transcripcional que apoya el papel como biomarcador de la sefializacion FGFR (vimos mayor
activacion de vias relacionadas como Akt en los modelos “Respondedores”), de N-Cadherina
(mayor activacién en “Respondedores”) y de la sefializacién KRAS (sobreactivada en los modelos
“No Respondedores”). El andlisis transcripcional también nos sugirié otros mecanismos que
pudieran estar contribuyendo a explicar la ausencia de respuesta de los tumores con alta

expresion de FGFR, N-Cadherina, y KRAS wt. En esta direccidn, encontramos una sobreactivacion



de genes previamente relacionados con la resistencia intrinseca a los inhibidores de FGFR, como
los transportadores ABC, o con la resistencia a otros inhibidores de los receptores tirosina kinasa,
como las alteraciones del metabolismo lipidico y glucolitico, de la remodelaciéon del

microambiente tumoral, y de la inhibicién de la necroptosis.

Posteriormente, profundizamos en el estudio del papel del estado mutacional de KRAS
en la respuesta a la terapia anti-FGFR. En un analisis in silico inicial, utilizando el repositorio
GDSC, observamos que las mutaciones de KRAS (especialmente la G12V) se asociaban a cierto
grado de resistencia a los inhibidores de FGFR en las lineas celulares de adenocarcinoma.
Utilizando lineas isogénicas murinas con diferentes mutaciones clinicamente relevantes de KRAS,
confirmamos que la presencia de tales mutaciones conferia resistencia frente a la terapia anti-
FGFR, especialmente la mutacion G12V. Como consecuencia, testamos la eficacia de la terapia
de combinacién de un inhibidor de FGFR con un inhibidor de la sefializacion KRAS (el inhibidor
de MEK, trametinib) en las lineas isogénicas KRAS mut, y observamos que la combinacién era
sinérgica. Estos resultados fueron validados en modelos preclinicos derivados de tumores de
paciente (organoides derivados de PDX o PDXDOs), en los que la combinacion de la inhibicion de
FGFR con la inhibicién de la sefializacion KRAS (con un inhibidor indirecto de la via como el
trametinib o con un inhibidor especifico de mutacion [G12C] como el sotorasib) resultd tener un

efecto sinérgico.

En vista de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral, se proponen tres
escenarios divergentes en relacién con la terapia anti-FGFR en el CPNM. Un primer escenario de
ausencia de respuesta a la terapia anti-FGFR, donde se encuentran los tumores con
sobreexpresion de FGFR y una baja expresion de N-Cadherina. Un segundo contexto en el que
comprobamos que los tumores que responden a la terapia anti-FGFR se relacionan con un estado
KRAS wt y la coexpresion de altos niveles de FGFR y de N-Cadherina. El tercer escenario
corresponderia con aquellos tumores KRAS mut con alta expresion de FGFR,
independientemente de los niveles de N-Cadherina, que no responden a los inhibidores de FGFR
en monoterapia, pero si podrian responder a la combinacién de estos con inhibidores de la
sefializacién KRAS. La adecuada identificacion de estos contextos moleculares en los tumores de
los pacientes con cancer de pulmdn podria ayudar en la estratificacidon y seleccién de la mejor

opcidn terapéutica para dichos pacientes.



lll. SUMMARY






Lung cancer is the type of tumor responsible for the highest number of cancer-related
deaths worldwide. Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the predominant subtype characterized
by a significant number of driver gene alterations. These have led to the development of
therapies targeting such molecular alterations, forming the basis of the paradigmatic precision
medicine successfully applied in this context. One of the genes frequently altered in NSCLC,
either by mutation, amplification, and/or overexpression, is the FGFR1 gene. However, to date,
FGFR inhibitors have demonstrated limited efficacy in the clinic with response rates in the range
of 5-10 %. Therefore, the identification and preclinical validation of predictive biomarkers are

necessary to identify potential beneficiaries of this therapy correctly.

In this regard, our group has identified the combined expression of FGFR and N-Cadherin
as a possible predictive biomarker for the response to anti-FGFR therapy. In this work, we aimed
to validate its role as a predictive biomarker using a broader cohort of in vivo models derived
from patient tumors (PDX) and different techniques to measure the expression of these
biomarkers (WB, IHC, and gPCR). We confirmed that N-Cadherin tumor expression, assessed by
WB, was necessary for the models to respond to treatment with AZD4547 (100 % of responding
models revealed high N-Cadherin expression). In contrast, only one-third of the models with
overexpression of FGFR and N-Cadherin responded to treatment. In conclusion, it is necessary
to identify other complementary biomarkers that help us better stratify tumors that may respond

to anti-FGFR therapy.

With this premise and leveraging the genomic and transcriptomic characterization of our
PDX models, we sought differential patterns that defined 'Non-Responders' versus 'Responders."
At the genomic level, we found a third biomarker: the mutational status of the KRAS gene. We
observed that different mutations in this gene (G12A, G12C, and G12D) are related to the lack of
response to anti-FGFR therapy. Thus, we found a response rate of 66.7 % in tumours with
overexpression of FGFR and N-Cadherin that had wild-type KRAS. On the other hand, we found
a transcriptional signature supporting the role as a biomarker for FGFR signalling (greater
activation of related pathways such as Akt in 'Responders'), N-Cadherin (higher activation in
'Responders'), and KRAS signalling (overactivated in 'Non-Responders'). The transcriptional
analysis also suggested other mechanisms that could be contributing to explaining the lack of
response of tumours with high expression of FGFR, N-Cadherin, and wild-type KRAS. In this
direction, we found an overactivation of genes previously related to intrinsic resistance to FGFR
inhibitors, such as ABC transporters, or resistance to other tyrosine kinase receptor inhibitors,
such as alterations in lipid and glycolytic metabolism, remodelling of the tumour
microenvironment, and inhibition of necroptosis.

]
r XXV



P

Subsequently, we delved into the study of the role of the mutational status of KRAS in
the response to anti-FGFR therapy. In an initial in silico analysis, using the GDSC repository, we
observed that KRAS mutations (especially GI12V) were associated with a certain degree of
resistance to FGFR inhibitors in adenocarcinoma cell lines. Using murine isogenic lines with
different clinically relevant mutations in KRAS, we confirmed that the presence of such mutations
conferred resistance to anti-FGFR therapy, especially the G12V mutation. As a result, we tested
the efficacy of combination therapy with an FGFR inhibitor and a KRAS signalling inhibitor (MEK
inhibitor, trametinib) in KRAS mutant isogenic lines, and we observed that the combination was
synergistic. These results were validated in preclinical models derived from patient tumours
(organoids derived from PDX or PDXDOs), where the combination of FGFR inhibition with KRAS
signalling inhibition (with an indirect pathway inhibitor like trametinib or with a mutation-

specific inhibitor [G12C] like sotorasib) was synergistic.

Given the results obtained in this doctoral thesis, three divergent scenarios are proposed
regarding anti-FGFR therapy in NSCLC. A first scenario of no response to anti-FGFR therapy,
where tumours with overexpression of FGFR and low N-Cadherin expression are found. A second
context in which we verify that tumours responding to anti-FGFR therapy are characterized by
wild-type KRAS status and co-expression of FGFR with high levels of N-Cadherin. The third
scenario would correspond to those KRAS mutant tumours with high expression of FGFR
(regardless of N-Cadherin levels) that do not respond to FGFR inhibitors in monotherapy but
could respond to the combination of these with KRAS signalling inhibitors. The accurate
identification of these molecular contexts in lung cancer patient tumours could help in the

stratification and selection of the best therapeutic option for these patients.
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INTRODUCCION






Introduccion

1. CANCER DE PULMON

1.1 Incidencia y mortalidad.

El cancer de pulmdn es el segundo tumor mas frecuente, representando su incidencia el
11,4 % del nimero total de nuevos casos anuales en todo el mundo. Al mismo tiempo, es el
tumor mas mortal a nivel mundial, siendo responsable del 18 % de todas las muertes

relacionadas con el cancer, lo que supone casi 1,8 millones de muertes anuales (Figura 1).

Incidencia a nivel mundial Mortalidad a nivel mundial
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Figura 1. Incidencia y mortalidad de los tipos de cancer mas prevalentes a nivel mundial. Datos obtenidos de
GLOBOCAN 2020.

Se estima que las cifras de incidencia del cancer de pulmén en Espafia alcancen los
31.282 casos en el afio 20232, lo que le sittia como el tercer tipo de tumor con mayor incidencia
(segundo en varones y cuarto en mujeres). Ademas, se prevé un aumento de esta incidencia en
los préximos afios, llegando hasta 34.311 nuevos casos esperados para 2025 y mas de 40.000
casos nuevos en 20353, Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica, en el afio 2021 se
contabilizaron 22.413 defunciones por tumores malignos de la trdquea, de los bronquios y del

pulmén, lo que le sitia como el tumor con mayor mortalidad en Espafia®.

A pesar de las mejoras sustanciales de supervivencia conseguidas en los ultimos afos

, . s 7 ’ . ’ 5

para la mayoria de los tipos de cdnceres, en el cancer de pulmdn han sido de escasa cuantia”.
Asi, en Espaia, del afio 2000 a 2014 la supervivencia neta a los 5 afios apenas aumenté de un
10,8 % a un 13,5 %°. Esto es debido principalmente a que la mayoria de los pacientes son
diagnosticados en estadios avanzados, donde las tasas de supervivencia son bajas y la eficacia

AT
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de los tratamientos disponibles limitada. El 44-57 % de los casos de cancer de pulmdn se
diagnostican en estadios avanzados (estadio 1V), y sélo el 5 % de los pacientes sobreviven a cinco
afios; sin embargo, cuando se detecta precozmente (estadio 1), entre el 60-80 % de los pacientes
sobreviven este periodo’®. En general, en Espafia, la supervivencia neta a cinco afios del
diagndstico es del 12,7 % en hombres y del 17,6 % en mujeres?. Estos datos nos sugieren tres
estrategias esenciales para disminuir el sufrimiento y mortalidad por cancer de pulmén. En
primer lugar, impactar en su incidencia a la baja, mediante el descenso del tabaquismo, factor
responsable de aproximadamente el 85 % de los casos en nuestro medio®. En segundo término,
serd preciso la implantacién de programas de diagndstico precoz, una vez que los programas de
cribado con TACs de baja irradiacidon peridédicos han mostrado utilidad en pacientes de alto
riesgo'®. Finalmente, es deseable el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas eficaces,

particularmente de accion sistémica.

El tabaco es el factor de riesgo mds importante en el desarrollo del cdncer de pulmén. El
humo del tabaco contiene mas de 4000 sustancias quimicas, incluidos al menos 69 carcinégenos.
El 15 % de los fumadores desarrollan cdncer de pulmén'!. Se estima que el riesgo relativo de
padecer cdncer de pulmdn es aproximadamente 20 veces mayor que el de una persona que
nunca ha fumado, estando relacionada la magnitud del riesgo con la intensidad del tabaquismo
(calculada segun el nimero de cigarros fumados por dia y el nimero de afios fumando)®2.
Ademas, el habito tabaquico es factor etioldgico de la enfermedad pulmonar obstructiva crdnica
(EPOC), que estd a su vez directamente asociada con el desarrollo de neoplasias pulmonares®,
Aparte del tabaco y otros factores de riesgo relacionados (fumadores pasivos, cigarros
electrénicos, cannabis u otros usos del tabaco), la dieta, los carcindgenos ambientales, la
exposicidn a carcindgenos en el ambito laboral, y ciertas enfermedades infecciosas respiratorias,
pueden favorecer también la aparicién de tumores pulmonares!®. Entre los carcindgenos
relacionados con el ambito laboral destacan los asbestos, habitualmente utilizados en la
construccién®®, o el raddn, presente en muchos terrenos'®. Las neumonias causadas por
infecciones con Streptococcus pneumoniae'’ o Chlamydia pneumoniae'® se han relacionado

también con la aparicidn de canceres pulmonares.
1.2 Subtipos histolégicos.

El cancer de pulmdn incluye dos grandes categorias histoldgicas, el de células pequenias
o microcitico (CPM) y el cancer de pulmdn no microcitico (CPNM), que representan un 10-15 %

y un 85-90 % de los canceres de pulmdn, respectivamente. El CPNM puede ser a su vez clasificado
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en adenocarcinoma, carcinoma escamoso y carcinoma de células grandes, representando cada

uno el 45 %, 30 % y 10 % de los pacientes de CPNM, respectivamente'**® (Figura 2).

»

Figura 2. Clasificacion histoldgica del cancer de pulmén. CPM (Cancer de Pulmdn Microcitico); CPNM (Cancer de
Pulmén No Microcitico); ADC (Adenocarcinoma); CCL (Carcinoma de Célula Grande); ESC (Carcinoma Epidermoide).

1.3 Biologia molecular del cancer de pulmén.

Desde el punto de vista molecular, el cadncer de pulmdn es una enfermedad altamente
heterogénea®. En los Ultimas tres décadas se ha avanzado enormemente en la identificacién de
las alteraciones moleculares subyacentes al desarrollo de este tipo de neoplasias, merced en
gran medida a la disponibilidad de tecnologias de secuenciacién y al anélisis de datos masivos?®.
Asi, la caracterizacidon gendmica de amplias cohortes de pacientes ha permitido establecer una
optimizacién en la clasificacion molecular de estos tumores??. Es importante destacar que las
alteraciones gendmicas predominantes difieren en los subtipos de adenocarcinoma y carcinoma

escamoso de cancer de pulmén?24,

Las alteraciones genéticas mas frecuentes en el adenocarcinoma? incluyen mutaciones
en el gen supresor tumoral TP53 (46 % de los casos)®?’, el gen homdlogo al oncogén viral de
sarcoma de rata Kirsten (KRAS, 25-30 % de los casos)?®, el gen de la serin/treonin kinasa 11
(STK11, 25 % de los casos)?, y el gen para la proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch (KEAP1, 20-
30 % de los casos). En la Figura 3 se representan las alteraciones en genes con importancia en
la clinica, bien porque son susceptibles de ser tratadas con terapias dirigidas o bien porque son

utilizadas como biomarcadores, caben destacar:

- Las alteraciones en el gen KRAS (25-30 % de los casos), previamente mencionadas,
comprometen su actividad GTPasa, llevando a una acumulacién de KRAS en el
estado activo unido a GTP y, por lo tanto, a una sefializacion aumentada en diversas
vias intracelulares relevantes (MAPK, PI3K, etc.) que conducen a la tumorigénesis,,

y mayor supervivencia y proliferacién celular?.



Introduccion

Las mutaciones del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, 15-22 %
de los casos en nuestro medio) sobreactivan las vias de sefializacidon de PI3K/AKT,
RAS/MAPK y JAK/STAT, y son generalmente excluyentes con las mutaciones del gen
KRAS*.

La alteracidn mdas comun del gen kinasa de linfoma anaplasico (ALK, 3-5 % de los
casos*) es una translocacion inversa del gen de la proteina asociada a microttbulos
de tipo equinodermo 4 (EML4) con ALK, lo que resulta en el oncogén de fusién
EML4-ALK?4. Las translocaciones de ALK son casi siempre mutuamente exclusivas
con las mutaciones de EGFR y KRAS®.

También son relevantes las mutaciones en oncogenes como el homdlogo B del
oncogén viral de sarcoma murino v-Raf (BRAF), el gen para el receptor de
crecimiento epidérmico humano 2 (ERBB2/HER2), el receptor del factor de
crecimiento hepatico (MET), o las traslocaciones del proto-oncogén tirosina
proteina kinasa 1 (ROS1) y de RET. Las frecuencia de estas alteraciones son de un 2
%, 1-2 %, 1-3 %, 1y 1 % de los casos, respectivamente®®.

Las alteraciones en los genes de los receptores del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFR1/2, 2 % de los casos) se producen con una menor prevalencia

que en el subtipo escamoso, aunque pudieran tener relevancia clinica®®.

Alteraciones genémicas en ADC

NRAS; .
MAP2KL VL™ ypas RITH
19% \\\ 1% FGFR1/2.
RET. SN\ — 2%
ROS1; 1% g
1%

ALK, — A4
3%
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Figura 3. Frecuencia de las alteraciones mas relevantes en la practica clinica descritas en adenocarcinoma de
pulmoén3®. KRAS (homdlogo al oncogén viral de sarcoma de rata Kirsten); EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico); BRAF (homdlogo B del oncogén viral de sarcoma murino v-Raf); NF1 (neurofibromina 1); ERBB2/HER2
(receptor de crecimiento epidérmico humano 2); MET (factor de transcripcion epitelio-mesénquima) ALK (quinasa de
linfoma anaplasico); ROSI (proto-oncogén tirosina proteina kinasa 1); RET (oncogén reorganizado durante la
transfeccidn); MAP2K1 (proteina kinasa kinasa activada por mitégenos 1); NRAS (homdlogo del oncogén RAS viral [v-
ras] del neuroblastoma); HRAS (homdlogo del oncogén RAS viral [v-ras] del neuroblastoma); RIT1 (proteina de union
al GTP parecida a RAS); FGFR (receptor del factor de crecimiento de fibroblastos).

Las alteraciones genéticas mas frecuentes en el carcinoma escamoso?®* incluyen también
las mutaciones en el gen supresor tumoral TP53 (80 % de los pacientes)®’, las mutaciones en el
gen inhibidor de kinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A; 10 % de los casos)®, las mutaciones
en el gen proteina homdloga 1 de locus de corte neurogénico (NOTCH1; 10 % de los casos)®, o
las mutaciones inactivadoras en el gen supresor tumoral homadlogo de fosfatasay TENsina (PTEN;
15 % de los pacientes)®. En la Figura 4 también se representan las alteraciones genémicas con

mayor relevancia clinica en el carcinoma escamoso, cabe destacar:

- Las alteraciones en el gen de la subunidad alfa catalitica de fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato 3-kinasa (PI3KCA) que se encuentran en un 10 % (mutacién)y en un 30 %
(amplificacion) de los pacientes®.

- Las amplificaciones del gen FGFR1 que aparecen en un 4-20 % de los carcinomas
escamosos de pulmdn®?. El FGFR es una tirosina kinasa de la superficie celular que
estd implicada en la regulacion de la proliferacién, la diferenciacion, la migracidon
celulary la supervivencia®. La expresidn alterada de los ligandos FGF o la familia de
FGFR reduce la sensibilidad a los inhibidores de EGFR de las células de CPNM de tipo

mesenquimal®,
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Alteraciones genémicas en ESC

Otros genes;
/ 3%

NOTCH1;
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Figura 4. Frecuencia de las alteraciones mas relevantes en la practica clinica descritas en carcinoma escamoso de
pulmaén?. PI3KCA (subunidad alfa catalitica de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa); FGFR1 (receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos 1); PTEN (homdlogo de fosfatasa y TENsina); CDKN2A (inhibidor de kinasa dependiente de
ciclin2 2A); NOTCH1 (proteina homdloga 1 de locus de corte neurogénico); DDR2 (receptor de dominio de discoidina
2).

1.4 Tratamiento actual.

El diagndéstico temprano es crucial para el éxito del tratamiento, ya que el estadio
tumoral influye en las opciones terapéuticas. Los pacientes en estadios tempranos (1, Il o Ill) se
benefician de la cirugia*®, que suele complementarse con terapias adyuvantes o neoadyuvantes
sistémicas como quimioterapia y/o inmunoterapia. Los tipos de agentes quimioterapéuticos
utilizados se basan en la histologia tumoral*’. Los pacientes en estadios avanzados de la
enfermedad (IV) se ven beneficiados por el uso de agentes selectivos en el caso que el tumor
presente adiccion oncogénica a alteraciones genéticas susceptibles de inhibicién (Tabla 1). En
ausencia de tal alteracion, la inmunoterapia es la base actual del tratamiento; aquellos pacientes
con un porcentaje alto de expresion de PD-L1 (250 % de las células tumorales) se beneficiarian
de los inhibidores de PD-1/PD-L1 en monoterapia, mientras que en aquellos pacientes con bajos

porcentajes (<50 %) se emplean en combinacién con quimioterapia.
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Tabla 1. Lista de agentes selectivos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento del
CPNM.

Sotorasib (Lumakras) KRAS 2021 CPNM metastatico. 22 linea
- ali
Adagrasib (Krazati) KRAS 2022 CPNM mlt?tastatlco. . I|n'ea en
combinacién con pembrolizumab
Gefitinib (Iressa) EGFR 2003 CPNM metastatico. 12 linea
CPNM estadio precoz sin opcién a Cx.
Bevacizumab (Avastin) EGFR 2004 CPNM metastatico: 12 linea en
combinacidén con Qt
- . " T T
Erlotinib hydrochloride EGER 2004 CPNM metastatico. 12 linea o 22 linea
(Tarceva) tras Qt
CPNM tastdsico. 12 i 22 1i
Afatinib dimaleate (Gilotrif) EGFR 2013 metastasico. ~=linea o 2= finea
tras Qt
" ali
N (] EGER 2015 CPNM escamoso metastatico. 12 linea
con Qt
Dacomitinib (Vizimpro) EGFR 2018 CPNM metastatico. 12 linea
Osimertinib mesvlate CPNM estadio temprano: terapia
. g EGFR 2018 adyuvante tras Cx. CPNM metastatico:
(Tagrisso) ,
12 linea
Amivantamab-vmjw CPNM metastatico. 22 linea tras Qt
EGFR 2021
(Rybrevant) (EGFR)
PNM Atico. 12 i
Tremelimumab-actl (Imjudo) EGFR/ALK 2022 ¢ . n.1,etastat|co inea en
combinacidén con durvalumab o Qt
Crizotinib (Xalkori) ALK/ROS1 2011 CPNM metastatico. 12 linea
Ceritinib (Zykadia) ALK 2014 CPNM metastatico. 12 linea
Alectinib (Alecensa) ALK 2015 CPNM metastatico. 12 linea
Brigatinib (Alunbrig) ALK 2017 CPNM metastatico. 12 linea
Lorlatinib (Lorbrena) ALK 2021 CPNM metastatico. 12 linea
. - ali
Dab.rafenlb mesylate BRAF 2013 CPNM .met?’statlco. 1 Ilnga.en
(Tafinlar) combinacién con trametinib
R - ali
Trame_tlnlb dlm'e?hyl BRAF 2013 CPNM ‘met.alstatlco. 12 linea .en
sulfoxide (Mekinist) combinacién con dabrafenib
PNM atico. 12 i
Encorafenib (Braftovi) BRAF 2023 ¢ meta.st.atlcc.) . inea con
binimetinib
Capmatinib hydrochloride MET 2022 CPNM metastatico. 12 linea
(Tabrecta)
Tepotinib hydrochloride MET 2021 CPNM metastético. 12 linea
(Tepmetko)
" ali
Entrectinib (Rozlytrek) ROS1 2019 CPNM metéftatlco. 2. I|n.e§ tras
progresion con crizotinib
Pralsetinib (Gavreto) RET 2020 CPNM metastatico. 12 linea
Selpercatinib (Retevmo) RET 2020 CPNM metastatico. 12 linea
CPNM metastatico. 12 linea en
S inib. 22 i
Ramucirumab (Cyramza) VEGFR-2 2020 combinacion con erlotinib , linea
con docetaxel tras Qt. 22 linea en
mutaciones EGFR o ALK
Fam-trastuzumab HER2 2022 CPNM estadio precoz: 22 linea sin
deruxtecan-nxki (Enhertu) opcién Cx. CPNM metastatico: 12 linea
- ali
Ipilimumab (Yervoy) PD-L1 2011 CPNM metastatico. 12 linea en
combinacién con nivolumab
CPNM estadio temprano: pre-cirugia
Nivolumab (Opdivo) PD-1 2014 Co,m.bmaac,m con Qt.' FPNM
metastatico 12 linea con ipilimumab o
Qt
7



Introduccion

CPNM estadios tempranos en terapia
adyuvante. CPNM estadio Ill sin
opcién de Cx, Qt o Rx. CPNM
metastatico: 12 linea solo o con Qt
CPNM estadio temprano: 22 linea.
Atezolizumab (Tecentriq) PD-L1 2016 CPNM metastatico: 12 linea solo o en

combinacién con bevacizumab o Qt
CPNM de estadio precoz sin opcion de
Cemiplimab-rwilc (Libtayo) PD-1 2018 Cx, Qt o Rx: 22 linea. CPNM
metastatico: 12 linea.
CPNM de estadio precoz sin opcion de
Cx, Qt o Rx: 22 linea como agente
Durvalumab (Imfinzi) PD-L1 2022 Unico. CPNM metastatico sin
mutaciones en EGFR ni ALK: 12 linea
en combinacién con tremelimumab
Datos de noviembre 2023, obtenidos de fda.gov. Abreviaturas: CPNM (Cancer de Pulmén No Microcitico), Cx (Cirugia),
Qt (Quimioterapia), Rx (Radioterapia).

Pembrolizumab (Keytruda) PD-1 2014

Los tumores con mutaciones en genes como EGFR, ALK, BRAF, MET, ROS, RET, HER2 y
KRAS pueden beneficiarse de terapias dirigidas especificas en primera linea (en monoterapia o

en combinacion con otro tratamiento) y/o posteriormente (Tabla 1), cabe destacar:

e Losinhibidores de EGFR de primera y segunda generacion son mas eficaces que
la quimioterapia en términos de supervivencia libre de progresion y calidad de
vida, y presenta un perfil de seguridad mas favorable*®°, Ante el desarrollo de
nuevas mutaciones de resistencia, como la mutaciéon EGFR T790M*, se han
desarrollado inhibidores de tercera generacidn (osimertinib), aprobados para su
uso en primera® o en segunda linea®.

e Lasfusiones de ALK también se abordan con terapias dirigidas como crizotinib®?,
ceritinib®?, alectinib®*°* o el lorlatinib>® (primera, segunda y tercera generacién,
respectivamente). El crizotinib también se utiliza en pacientes con alteraciones
en ROS1%¢y MET®.

e la mutacién BRAF V600E se trata con inhibidores especificos como el
dafratenib®, que para una mayor eficacia se combina con el inhibidor de MEK
trametinib®®,

e También existen terapias dirigidas especificas para las mutaciones en MET
(crizotinib)® o HER2 (trastuzumab)®, asi como para las fusiones en RET
(pralsetinib)®.

e Los inhibidores covalentes alostéricos de la mutacion KRAS G12C, como el
inhibidor sotorasib®**, han mostrado eficacia en ensayos clinicos. Si bien la

aparicién temprana de resistencias®? sigue siendo problematica, por lo que se

o,
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estdn probando combinaciones con otros inhibidores y enfoques alternativos

para mejorar los resultados®.

A pesar de todos estos avances en el desarrollo de una medicina de precisién, un
porcentaje muy relevante de los CPNM no presentan alteraciones conductoras accionables
terapéuticamente® y, por tanto, no pueden ser susceptibles de una terapia dirigida. Ademads, la
aparicion de resistencias adquiridas a estos tratamientos dirigidos es la norma. La inmunoterapia
pretende inhibir mecanismos de evasion inmune del tumor, y se ha convertido en una estrategia
prometedora en estos contextos. Los inhibidores de PD-1/PD-L1 han demostrado un beneficio
en pacientes proporcional a la expresion de PD-L1% en el tumor. En este sentido es relevante
sefialar que se estan investigando biomarcadores alternativos con el fin de optimizar la

identificacién de pacientes candidatos a la inmunoterapia.

En conclusion, el tratamiento del CPNM ha avanzado significativamente con terapias
dirigidas e inmunoterapia, pero alun se necesitan enfoques mas precisos y personalizados. La
deteccién tempranay la identificacidon de biomarcadores predictivos de respuesta son esenciales
para mejorar la supervivencia y superar las resistencias a los tratamientos en el cdncer de
pulmadn. La investigacion continua en medicina de precisidon y el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas prometen un futuro mas esperanzador para los pacientes con CPNM.

2. RECEPTORES TIROSINA KINASA (RTKs) COMO DIANAS TERAPEUTICAS EN EL CANCER
DE PULMON

La mayoria de terapias personalizadas aprobadas por las agencias sanitarias se dirigen a
diversos receptores tirosina kinasa cuya implicacién en la oncogénesis y progresién tumoral ha
sido ampliamente demostrada®. En el contexto especifico del cdncer de pulmén, estas
alteraciones genéticas se presentan con una incidencia elevada especialmente en el

adenocarcinoma?®*.

Los receptores tirosina kinasa (RTKs) son glicoproteinas de membrana que actian como
receptores de sefiales quimicas extracelulares, procesando y transmitiendo informacion al
interior de la célula®’. De esta manera, juegan un papel crucial en la regulacién de multiples
procesos celulares. Su disfuncidn en la regulacion de estas sefiales puede tener consecuencias

patoldgicas relevantes, incluyendo la tumorogenesis®®.
2.1 Estructura de los RTKs.

La estructura de la mayoria de los RTKs es similar y consta de diferentes dominios (Figura

5). En primer lugar, incluye un dominio extracelular de unién del ligando, que varia entre las

l‘jﬂ,.,-f e 1,
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diferentes subfamilias de receptores debido a los distintos motivos y patrones de unidn
especificos para cada ligando. A continuacidn, encontramos un Unico dominio transmembranay
una region yuxtamembrana. Ademas, hay un dominio citosélico tirosin kinasa (TKD) y una cola
flexible C-terminal®’. Los dominios extracelulares del RTK permiten una unidn especifica del
ligando, lo que evita la activacién irregular de las sefiales y aumenta la precisién de la

sefializacion.

Dominio
extracelular de
unién a ligando|

Ligando

Ligando
. Receptores
/ tirosina kinasa \

Dominio 0000 ®

Ligando

Dominio
. : |
intracelular kinasal

)

Activacién de las
vias de sefalizacion|
aguas abajo

Proliferacién celular

Sitios de accion de Migracion
los inhibidores de los Diferenciacién
receptores tirosina Supervivencia

Figura 5. Caracteristicas estructurales generales y mecanismo de activacion de un RTK. Los RTKs son glicoproteinas
transmembrana formadas por un dominio extracelular de unién a ligando, un dominio transmembrana, y un dominio
kinasa intracelular. Se activan por la unién de su ligando y transducen la sefial extracelular al citoplasma por medio de
la autofosforilacion de los residuos tirosina de los receptores y la fosforilacién de los residuos tirosina en las proteinas
presentes en la sefializacién aguas abajo. Adaptada de Tian y colaboradores®8.

Cuando se produce la unién del ligando, las regiones extracelulares dimerizan a través
de multiples interacciones electrostéticas®. Esto genera una transautofosforilacion de residuos
tirosina especificos del dominio TK, lo que estabiliza la forma activa del receptor”. Las tirosinas
fosforiladas actiian como puntos de reclutamiento para proteinas con dominios SH2 o PTB”, lo
que facilita la transduccién de sefiales a través de diferentes vias de sefializacién y modula la
funcion celular’. Las diferentes caracteristicas estructurales de los RTKs definen las diferentes
familias de receptores: EGFR, receptor de Insulina, PDGFR, VEGFR, FGFR, CCK, NGFR, HGFR,
EPHR, AXL, TIE, RYK, DDR, RET, ROS, LTK, ROR, MUSK y LMR">74,
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2.2 RTKs y cancer.

Los RTKs desempenan un papel crucial en el cancer, encontrandose alteraciones de
diverso tipo en aproximadamente el 30 % de los genes que los codifican en esta enfermedad’.
Estas modificaciones incluyen sobreexpresion, amplificacion génica, reordenamientos o
mutacion de los RTK o sus ligandos, lo que conduce a la activacién de las vias de sefializacién
protumorigénicas. La sobreexpresion del RTK es comin en muchos canceres y puede deberse a
la amplificacién génica, polisomia, transcripcién alterada y aberraciones epigendmicas,
promoviendo asi la oncogénesis y la resistencia a las terapias”. Las mutaciones de los RTKs
también tienen un papel relevante en la oncogénesis. Existen mutaciones activadoras que
generan una activacidn constante y oncogénica®, mutaciones que suprimen las interacciones
autoinhibitorias’®, y mutaciones que interfieren con la regulacién a la baja del RTK®. Otras
modificaciones importantes que implican a los RTKs en el cancer son las fusiones oncogénicas
de los RTKs, que resultan en una actividad kinasa constitutiva independiente del ligando®, y la
desregulacién de sus ligandos, que pueden conferir resistencia a farmacos’’. El conocimiento
sobre estas alteraciones proporciona oportunidades para desarrollar terapias dirigidas vy

estrategias terapéuticas innovadoras para abordar esta compleja enfermedad.

Las caracteristicas estructurales que distinguen a los RTKs hacen que constituyan un
grupo de dianas terapéuticas a las que dirigir selectivamente terapias. Los inhibidores de RTKs
han mostrado resultados iniciales relevantes en cdnceres con alteraciones en diferentes
receptores, pero su efectividad se ve limitada por los efectos inespecificos, la toxicidad y la
aparicién de resistencias’®. Por tanto, existe una necesidad de encontrar nuevas opciones
terapéuticas mas efectivas, menos tdxicas y que evadan o retrasen la aparicion de mecanismos

de resistencia para aumentar el beneficio terapéutico de los pacientes.

De entre todos los RTKs accionables, destacamos algunos como el EGFR, RET, ROS, NTRK,
MET, ALK, HER2 o el FGFR, por la disponibilidad de varios agentes especificos en clinica para el
tratamiento de pacientes con alteraciones en estos receptores. Ejemplos como la mutaciéon
L858R o las deleciones de exdn 19 de EGFR” son tratables con inhibidores como el erlotinib,
gefitinib u osimertinib®. Otro ejemplo son las fusiones oncogénicas del gen ALK, presentes en el
CPNM (EML4-ALK, 4 % de los casos)®, que se pueden inhibir con agentes especificos como el
alectinib o lorlatinib®. Parece de especial interés, la familia de receptores FGFR debido a su
potencial en las diferentes histologias y su complejidad (diversos receptores, ligandos vy
cofactores). Esto requiere una comprension exhaustiva de su biologia para desarrollar

estrategias terapéuticas efectivas®®.
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2.3 Receptores FGFR en cancer.
2.3.1 Caracteristicas de los FGFR.

Los FGFRs son una familia de receptores que presentan siete isoformas diferentes, y
desempenan un papel critico en el desarrollo, la homeostasis tisular y diversas patologias
humanas?®*, incluidos varios tipos de cancer®. La sefializacidon de los FGFRs es especifica del
contexto, es decir, dependiendo de los diferentes ligandos y receptores presentes en cada tipo

tumoral, pueden ejercer un papel protumorigénico o supresor tumoral®®.

El FGFR fue descrito por primera vez como un receptor con un dominio extracelular que
contenia tres dominios tipo inmunoglobulina con una regiéon 4acida, un uUnico dominio
transmembrana, un largo dominio de yuxtamembrana y un dominio intracelular con dos
dominios tirosina kinasa®’. Este receptor ahora es conocido como FGFR1. El FGFR2 fue
identificado por tener una actividad tirosina kinasa similar a la del FGFR18®, Los RTKs codificados
por los genes FGFR3 y FGFR4 poseen estructuras altamente conservadas del FGFR1 y el
FGFR2%9%, Dentro de la familia FGFR, el FGFR5, también conocido como “FGFR like 1” (FGFRL1),
a diferencia de los otros miembros de la familia, carece del dominio tirosina kinasa, lo que
tradicionalmente lo ha considerado como un regulador negativo de los FGFRs".. Sin embargo,
estudios recientes han revelado que el FGFR5 puede actuar como un correceptor que potencia

la sefializacion del FGFR1%2.

2.3.2 Serializacion de los FGFR.

Cuando los FGFs se unen a sus receptores, estos ultimos forman homodimeros
asimétricos, y sus dominios kinasa se autofosforilan en residuos de tirosina especificos®®. Esto
permite la unidn de adaptadores de sefializacion y activa diferentes vias de sefializacion (Figura
6). El FGFR1 presenta hasta siete residuos de tirosina fosforilados, que constituyen sitios de union
para diversas proteinas adaptadoras. La mayoria de los residuos de autofosforilacién se

encuentran conservados entre los diferentes FGFRs, a excepcién del receptor FGFR4%,

La autofosforilacién de los residuos tirosina permite la unién de la proteina adaptadora
FRS2, quien es esencial para activar la sefializacion RAS-MAPK®+%5%6, Otras proteinas como GRB2
pueden unirse a FRS2 fosforilada y, a su vez, unirse a SOS, un factor de intercambio de
nucledtidos guanina. El complejo RTK-GRB2-SOS activa RAS al promover la retirada de GDP y su
sustitucion por GTP, desencadenando asi la cascada de sefializacién RAS-MAPK. En ella, la
proteina RAS activada fosforila las proteinas RAF, MEK1 y MEK2, y finalmente activa ERK

(p42/p44). La proteina ERK fosforilada se transloca al nicleo, donde activa factores de

'3”"f14 1
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transcripcion que regulan genes involucrados en la proliferacion celular, la apoptosis, la

diferenciacidn, la migracién y la angiogénesis®’*®

Por otro lado, la fosfolipasa C gamma (PLCy) también se une por el dominio SH2 a los
residuos tirosina fosforilados, y se activa®. Otras proteinas adaptadoras que interactéian por
medio de dominios SH2 con el FGFR son CRK y CRKL?, Estas proteinas pueden interactuar con
el complejo FRS2-GRB2-PTPN11%%, formando un complejo que regula la activacién eficiente de
las kinasas ERK1/2 de la via RAS-MAPK?°? (Figura 6). Por ultimo, la sefial de ERK1/2 puede ser
regulada por SHIP2, otra proteina adaptadora que se une a FGFR. SHIP2 interacciona con el FGFR

para generar una sefializacién sostenida de ERK1/21%,

Ademas de la sefalizacion de MAPK, el FGFR activa la sefializacion PI3K-AKT: la proteina
GAB1 se une al FRS2 fosforilado, lo que conlleva su fosforilacidn y el reclutamiento de PI3K,
activando asi la via PI3K-AKT!%, Esta sefializacion estd implicada en la angiogénesis mediada por

FGF% y regula negativamente la sefializacién de ERK1/21%,

Por otro lado, la activacion de FGFR1-4 también activa otras rutas de sefalizacion
oncogénicas, como la ruta de las STATS (Figura 6)1°71%, La activacién de STAT3 depende de su
interaccidon con el FGFR¥® vy, una vez activadas, las STATS se translocan al nucleo, donde
promueven la expresidon de genes relacionados con la proliferacidn, supervivencia, invasién e

inmunosupresiontiC,

Ademas, existen mecanismos de regulacidn positiva y negativa de la sefializacién FGFR.
Por ejemplo, la proteina PKCe amplifica la sefializacion FGFR-RAS-MAPK y FGFR-PI3K-AKT*!L, Por
otro lado, los mecanismos de retroalimentacidén negativa mediados por microARNs!'?, MKP3113,
SPRY!* y SEF, evitan una sefializacion de FGFR desregulada. La endocitosis de los receptores
FGFR también contribuye a la regulacién negativa, y la e3 ubiquitin ligasa CBL juega un papel

crucial en este proceso (Figura 6)'°.
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Figura 6. Componentes de la via de sefializaciéon de FGFR. En amarillo, proteinas adaptadoras; en morado, GTPasas;
en rojo, kinasas; en verde, fosfatasas; en naranja, factor intercambiador de GTP; en azul claro; factor transcripcional;
en azul oscuro, regulador negativo; en gris, E3 ubiquitin ligasa. La flecha negra indica activacion mientras que la llave
negra inhibicién; la flecha roja indica retroalimentacion positiva; la flecha azul indica ubiquitinacién. Adaptada de
Ferguson y colaboradores?16,

2.3.3 Papel de los FGFRs en el cdncer.

La sefializacidn alterada de los FGFRs ocurre en diferentes subtipos tumorales, estando
implicada tanto en la iniciacién como en la progresion del tumor. El 61 % de las alteraciones en
FGFR1-4 (que suponen el 7 % de las alteraciones en todos los canceres) son amplificaciones,
suponiendo las amplificaciones de FGFR1 un 41 % de todas las alteraciones gendmicas de los

FGFRs'Y.
- FGFRL:

Las amplificaciones del gen FGFR1 (8p11) son las alteraciones mas comunmente
presentes en el carcinoma escamoso'!®, Estdn asociadas con carcinomas de etapas
tardias'?®, pero no necesariamente con una peor prognosis'?°. La amplificacion de FGFR1
se ha visto hasta en un 10 % de los canceres de mama'??, estando asociadas con un peor
prondstico?, resistencia a la terapia endocrinal?, y peores tasas de supervivencia a los
5 afos. Otros tumores que se asocian con amplificacidn de FGFR1 incluyen diferentes

124,125

tipos de tumores digestivos , el adenocarcinoma pancreatico'?, o el cdncer ovarico
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y urotelial''’. En el cancer colorrectal, se ha visto que la sobreexpresién de FGFR1 actua
como biomarcador predictivo en modelos preclinicos, indicando sensibilidad a la
inhibicién selectiva de FGFR'?’. Hallazgos similares se han observado en el caso del

mesotelioma pleural maligno®?.

- FGFR2y FGFR3:

Las amplificaciones del gen FGFR2 son las segundas mas comunes de los FGFR1-4 en el

129y en el cancer géstrico'®. En

cancer!”, teniendo importancia en el cdncer de mama
cambio, las amplificaciones de FGFR3 son menos comunes y casi exclusivas del cancer
urotelial/vejiga'®'. Las mutaciones de los FGFR son considerablemente menos comunes
que las amplificaciones pero, en el caso de FGFR2/3 tienen una mayor incidencia que en
el FGFR1/4*Y. Otras alteraciones comunes en la familia de FGFR son las proteinas de
fusidn. Las proteinas de fusion mas comunes de la familia FGFR son las que incluyen los
genes FGFR2 y FGFR3'Y, mientras que las de FGFR1 y FGFR4 son menos frecuentes!®?,
Principalmente, las fusiones de FGFR2 se encuentran en el colangiocarcinoma®??

mientras que las fusiones de FGFR3 tienen una incidencia en tumores uroteliales'®, y en

el cancer de cérvix'®.
- FGFR4:

La amplificacion del gen FGFR4 estd principalmente asociada con el cancer de mama®3®
y con los tumores adrenocorticales'®’, aunque su sobreexpresién sin amplificacion se
produce con mayor frecuencia'®®. Otra neoplasia donde la sobreexpresién de FGFR4
tiene importancia es el carcinoma hepatocelular, estando relacionada con la

carcinogénesis hepdtica y cuya inhibicidn resulta eficaz en modelos preclinicos'®,

Entre las alteraciones del gen FGFR4 destaca la mutacion G388R, asociada con una
expresion incrementada del gen. Esta mutacién tiene relevancia prondstica en diferentes
tipos tumorales, como el de pulmédn, préstata, cabeza y cuello, mamay coldn. La variante
G388R se relaciona con una susceptibilidad al cancer incrementada, y con una reducida
supervivencia general’. Se ha descrito que esta mutacién cambia la funcién de la
proteina’*!, causando una sobre activacién de la via de STAT3 y la induccidén de la

transicién epitelio-mesénquimal*>143,

La sefializacidon aberrante de los FGFRs no sélo depende de las alteraciones moleculares que
ocurren directamente en estos genes, sino que también pueden darse otras alteraciones que

impidan que los diferentes bucles de inhibicidn de la sefializacidn se lleven a cabo. Por ejemplo,
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se han descrito mutaciones en CBL, la proteina que dirige al FGFR a una degradacién por

ubiquitinacién, que provocan la acumulacién de RTKs en la leucemia mieloide aguda®*.

2.3.4 FGFR1 y FGFR4 en el cdncer de pulmon.

Las alteraciones de FGFR (amplificaciones génicas, mutaciones y reordenamientos) estan
presentes en aproximadamente un 13 % de los cénceres de pulmén?'’. En la siguiente tabla
(Tabla 2) se resumen las alteraciones gendmicas de los FGFR mas comunes en el cancer de

pulmént®s:

Tabla 2. Alteraciones genémicas comunes encontradas en el cancer de pulmén4s,

FGFR1 Amplificacion CPNM escamoso 4-20 %Y
CPM 7 %146
Translocaciones; BAG4-FGFR1 CPNM escamoso Rara'¥’
FGFR2 Mutaciones somaticas; W290C, CPNM escamoso 3 %17
$320C, K660E/N
Translocaciones FGFR2-SHTN1, CPNM adenocarcinoma  Rara'¥’
FGFR2-CIT
FGFR3 Mutaciones somaticas; R248C, S249C CPNM escamoso 3 %17
Translocaciones; FGFR3-TACC3 CPNM escamoso 0,1-1,1 %
FGFR4 Mutaciones somaticas; G2041A CPNM adenocarcinoma 2 %'*®

Abreviaturas: CPNM (Cancer de Pulmdén No Microcitico).

Entre las alteraciones de FGFR encontradas en el cancer de pulmadn, la amplificacién de
FGFR1 es la mas comun en el CPNMY, siendo el subtipo escamoso el que muestra la mayor
frecuencia (hasta en un 20 % de los casos*), mientras que el adenocarcinoma de pulmén

muestra solo un un 4 % de casos*’

. La amplificacion de FGFR1 también se ha descrito enel 7 %
de los CPM™é. Datos preclinicos con lineas celulares de carcinoma escamoso de pulmdén con
FGFR1 amplificado mostraron que dicha amplificacién provocaba la sobreexpresion de la
proteina y sensibiliza a los inhibidores de FGFR, sefialando a FGFR1 como una diana terapéutica
de utilidad en el CPNM!81%0_Sin embargo, estudios posteriores han rebatido que la amplificacion
génica se traduzca en una sobreexpresion del receptor>!. También se han identificado fusiones
génicas de FGFR1 relacionadas con el habito tabaquico y con una menor diferenciacion tumoral,
en algunos casos aislados de CPNM, sobre todo en carcinomas escamosos de pulmén®®?, La

principal fusién es la BAG4-FGFR1, aunque todavia no se han descrito estudios funcionales

relativos al mecanismo de accion de esta fusion.

En cuanto al gen FGFR4, se ha descrito que la alta expresidon proteica de FGFR4 se

correlaciona con un mayor tamafio tumoral y una peor supervivencia'3.

Las principales
alteraciones de este gen son las mutaciones puntuales!®, destacando las variantes G388R y

G681K™, La presencia de la variante G388R se ha relacionado en algunos estudios con una

w"""‘f1 8 1



Introduccion

mayor afectacion ganglionary un peor prondstico en pacientes con adenocarcinoma o carcinoma

escamoso de pulmoén!®,
2.3.5 FGFRs como dianas terapéuticas.

Debido el amplio espectro de las alteraciones genémicas de la familia FGFR observadas
en multiples tipos tumorales, se han desarrollado numerosas terapias dirigidas contra estos
receptores que actualmente estan siendo evaluadas en estudios preclinicos y clinicos (Figura
7)**, El panorama actual de los inhibidores FGFR incluye pequefias moléculas inhibidoras tirosin
kinasa (TKIs) del receptor (no selectivasy selectivas), anticuerpos monoclonales y secuestradores

de ligando que se representan y explican a continuacién (Figura 7).

Aprutumab*
@ () LY30756226*
; .
O AzDssar @ Erdafitinic® () Bemarituzumab
O Infigratinib® ) Vofatamab*
_e ) MFGR1877S*
O Rogaratinib O AZD4547 - © Erdafitinib* © vofatamabx © © Sunitinib®
Infigratinib* ) MFGR1877S* -
O Rogaratinib® © AzDas47- el (O Pazopanib

O Pemigatinib™ - . o

@ Pamigatinib* © Rogaratinib* © Regorafenib © Regorafenib O MAX-40279
) ., OErdaftinib @ Ponatinib .

N © Pemigatinib o @ Ponatin Q© Ponatinib () Anlotinib™ () Anlotinib™ () Anlotinib
OFunbahnlb OP tinib g 1
O Futibatinic® emigatint> @ Sunitinib
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ebio1347* () Debio1347 @ Infigratinib © Nintedanib Derazantinib** »
o o @ Anlotinib © Pazopanib O O Derazantinib**
Roblitinib* Rablitinib*
Aprobada © Nintedanib () Ponatinib**
OE7080 OE7090 © Anlotinib @ Regorafeni’
egorafeni
() Fisogatinib* Fase 3
O Dovitinib**
OLyzs74455" © Nintedanib*
Alofanib* Fase 2
O * Completada(s)
(O CPL-304-110" + Ensayo(s) activo(g)
(OPRN1371* X Terminado(s)

I 79"
(O INCBO062079" Fagq 1 @ Anticuerpo
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Figura 7. Panorama clinico actual de los inhibidores de FGFR. Inhibidores de FGFR en ensayos preclinicos y en
ensayos clinicos de Fase 1, Fase 2 y Fase 3. Esta figura no incluye los ensayos que valoran la combinacién de los
inhibidores de FGFR con otras estrategias terapéuticas. Adaptada de Krook y colaboradores!. Actualizada a
noviembre de 2023.

- TKls no selectivos:

Los TKIs no selectivos son compuestos que se unen al dominio de unién al ATP en el RTK,
sin mostrar especificidad por una kinasa en particular. Por tanto, también afectan a otros

RTKs, resultando en una actividad moderada contra la familia de FGFR*’.

Los intentos iniciales de inhibir a los FGFR se hicieron utilizando inhibidores multi-
kinasas, como el ponatinib (aprobado para el tratamiento de la Leucemia Mieloide

Crénica®®®), el dovitinib y el nintedanib (aprobado para el tratamiento de la Fibrosis

a,
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159,160)  Aunque no fueron disefiados especificamente para los FGFR,

Pulmonar Idiopatica
estos inhibidores son capaces de unirse de manera reversible y competitiva a los FGFR1-
4, interfiriendo con la unidn del ATP. Otros inhibidores no selectivos que se han ido
aprobando para su uso en diferentes neoplasias son el regorafenib (cancer colorrectal®,
tumores gastrointestinales!®? y hepatocarcinomas®3), el pazopanib (canceres renales y
sarcomas de tejidos blandos)'®*, el anlotinib (en pacientes de CPNM*®) o el sunitinib
(tumores gastrointestinales, renales y algunos canceres de pancreas)®6-1, Sin embargo,
la toxicidad ha sido un desafio significativo para su uso clinico, como ocurre con el
dovitinib'®. La mayoria de las toxicidades relacionadas con el uso de inhibidores FGFR

no selectivos se atribuyen a la homologia del dominio de unién del ATP a lo largo del

kinoma humano'°.

A pesar de esto, varios TKIs no selectivos estan siendo evaluados actualmente en ensayos
clinicos para tumores con mutaciones en FGFR, incluyendo el derazantinib, el zotatifin, y

el MAX-40279%%-174 (Figura 7).

- TKls selectivos:

La primera generacidon de inhibidores de kinasas selectivos para FGFR (pan-inhibidores
de FGFR) incluia a los inhibidores AZD4547, erdafitinib, Debio1347, infigratinib,
LY2874455, E7090, pemigatinib, CPL-304-110 y rogatinib (BAY1163877) (Figura 7). El

175 ‘mientras

erdafitinib ha sido aprobado para su uso en pacientes con tumores de vejiga
que el infigratinib y el pemigatinib han sido aprobados en el colangiocarcinoma
metastaticol’®!’’. Algunos de estos pan-inhibidores muestran dificultades para unirse
competitivamente al FGFR4 debido a las diferencias estructurales con los FGFR1-3, a
excepcién del LY287445 y el erdafitinib’®'’°, Ademas, el alofanib es un inhibidor

selectivo de FGFR2 pero, en este caso, utiliza un mecanismo alostérico para bloquear la

sefializacion FGFR'0,

Ultimamente, el desarrollo de inhibidores de FGFR se ha enfocado en aumentar la
especificidad y optimizar las cinéticas de unidn de los farmacos. Se estan investigando
inhibidores irreversibles que forman una unidn covalente, lo que prolonga la inhibicidn.
Un ejemplo es el futibatinib, un inhibidor pan-FGFR aprobado para las metastasis
intrahepéticas del colangiocarcinoma®®, que forma una unidn covalente con una cadena
lateral de cisteina dentro del bucle de unién del fosfato en el FGFR®2. Otros inhibidores
covalentes en desarrollo son fisogatinib (BLU-554), roblitinib (FGF401), INCB062079 y
PRN1371, principalmente dirigidos contra FGFR4%®,
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- Anticuerpos monoclonales y anticuerpos conjugados con farmacos:

Los anticuerpos monoclonales y los anticuerpos conjugados con farmacos (ADC) son
inhibidores selectivos que actian sobre el FGFR a través de diversos mecanismos,
incluida la interrupcion de la unién del ligando y la dimerizacidon del receptor. Por
ejemplo, para el receptor FGFR2 se han desarrollado anticuerpos como el GP369'% o
ADC como el BAY1187982%8, El bemarituzumab (FPA144) es el anticuerpo monoclonal
dirigido a FGFR2 mas prometedor en desarrollo, disefiado para mejorar la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC)'°. También se estidn evaluando terapias de
anticuerpos dirigidas a FGFR3, como el anticuerpo MFGR1877S, que inhibe la unidn del
ligando y la dimerizacidn del receptor'®1#’, o el ADC LY3076226, el cual ha demostrado
respuestas completas en estudios in vivo de vejiga y pulmdn con la fusion FGFR3-
TACC388, Otro anticuerpo en desarrollo es el vofatamab (B-701), que ha mostrado ser
bien tolerado y beneficio en combinaciéon con docetaxel o pembrolizumab en carcinoma

urotelial con mutaciones o fusiones en FGFR3#°,

- Secuestradores de ligando:

Otra estrategia para inhibir la sefializacidn oncogénica de la via de FGFR es mediante el
uso de "secuestradores" o "trampas" de sus ligandos FGFs, que interrumpen la unién a
sus receptores afines. Estos secuestradores son receptores solubles que conservan el
dominio extracelular del FGFR, pero carecen de los dominios transmembrana vy
citoplasmatico. Un ejemplo es el FP-1039/GSK3052230, un receptor soluble que consta
de la regién extracelular del FGFR1 unida al fragmento FC de la 1gG1 humana. Esta
molécula ha demostrado ser efectiva en estudios preclinicos con células de cancer

endometrial con FGFR2 mutado y células de cancer de pulmén con FGFR1 amplificado®.

A continuacidn, se resumen en una tabla los principales ensayos clinicos de los diferentes
inhibidores de FGFR en monoterapia o en combinacidn con otros agentes, finalizados o en curso,
en pacientes con cancer de pulmén y alteraciones en los FGFRs. No existen aln ensayos clinicos

con anticuerpos monoclonales, anticuerpos conjugados ni secuestradores de ligando.
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Tabla 3. Principales ensayos clinicos con cancer de pulmdn que presentan alteraciones en los FGFRs.

Inhibidores selectivos

AZD4547
(AstraZeneca)

Infigratinib (QED Therapeutics)
Erdafinitb (Jansenn
Pharmaceuticals)
Rogaratinib (Bayer)
CPL304110 (Celon Pharma)

Futibatinib (Taiho
Pharmaceutical Co., Ltd.)

Pemigatinib (Incyte)
Inhibidores no selectivos

Ponatinib (ARIAD,
Pharmaceuticals)

Dovitinib (Allarity Therapeutic)

Pazopanib (Novartis)

Nintedanib
(Boehringeringelheim)

Lucitanib (HaiHe Biopharma)

Anlotinib (Advenchen
Laboratories)

TT-00420 (TransThera Sciences)

XL999 (Exelisis)

Se accedié en noviembre de 2023. Los ensayos clinicos terminados aparecen sefialados con un asterisco (*).

FGFR1-3

FGFR1-3

FGFR1-4

FGFR1-4

FGFR1-3

FGFR1-4

FGFR1-3

FGFR, PDGFR,
VEGFR, ABL,
SRC, KIT
FGFR1-3;
VEGFR1-3;
PDGFRB,
FLT3, KIT, RET,
TRKA, CSF1
FGFR1-3,
VEGFR1-3,
PDGFR, KIT
FGFR1-4;
VEGFR1-3;
PDGFRa-B
FGFR1;
VEGFR1-3

FGFR; VEGFR;
PDGFR;
c-Kit

JAK; FGFR;
VEGFR
FGFR; VEGFR;
PDGFR; FLT-3;
Src

NCT00979134*, NCT02965378%*,
NCT01824901*, NCT01795768,
NCT02154490*, NCT02664935,
NCT02117167, NCT02465060

NCT01004224*

NCT03827850, NCT04083976, NCT02699606

NCT01976741*, NCT03762122%,
NCT04125693*, NCT04125693%,
NCT03762122*

NCT04149691
NCT04965818

NCT05253807, NCT05287386, NCT05210946,
NCT02393248*, NCT05004974

NCT01761747*, NCT01935336%,
NCT04591431

NCT01861197, NCT01676714%,
NCT01831726*, NCT01515969*

Estudio informe caso

NCT01948141*, NCT02299141,
NCT04147728

NCT01283945*, NCT02109016*

NCT03728374, NCT03755869, NCT03706287,
NCT03726736, NCT04012619, NCT03778853,
NCT04619563, NCT03735264, NCT04619537,
NCT03750916, NCT03703596,
NCT04670107*, NCT03624309,
NCT03654027, NCT05001971, NCT05460481,
NCT03799601, NCT04073537, NCT04073550,
NCT03672136, NCT04028778, NCT05718167

NCT04742959, NCT05253053

NCT00491699*, NCT00277329*

1n/m

I/
Il

1/

1/11

/1

En definitiva, hasta 10 inhibidores de FGFR (selectivos y no selectivos) estan actualmente

aprobados para el tratamiento oncoldgico de diferentes neoplasias: vejiga, colangiocarcinoma,

leucemia mieloide crénica, renal, CPNM, etc!®®-168175-177.181, norg en el CPNM solo se ha

conseguido la aprobacién del anlotinib, por la FDA China®. Entre los tumores con alteraciones
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en FGFR, en aquellos con amplificaciones, los TKls parecen menos efectivos. Las causas
probablemente se deban a que la amplificacién del FGFR no estd siempre relacionada con una
expresion elevada del receptor en algunos canceres®™?. Por ello, hasta ahora, la efectividad de
estos inhibidores ha sido mayormente descrita en aquellas neoplasias en las que las principales
alteraciones de los genes FGFR son las mutaciones o los reordenamientos gendmicos, como

ocurre con los genes FGFR2 y FGFR3 en el colangiocarcinoma y los tumores uroteliales'®17>177,

3. BIOMARCADORES PREDICTIVOS

Los biomarcadores predictivos nos permiten identificar a los pacientes que tienen mas
posibilidades de beneficiarse de un tratamiento concreto, evitando el uso de terapias ineficaces
y con efectos secundarios innecesarios'®?. Identificar y validar nuevos biomarcadores predictivos
para diferentes terapias dirigidas es de suma importancia para optimizar la oncologia de

precision.
3.1 Biomarcadores predictivos de respuesta a las terapias dirigidas para el cancer de pulmon.

En general, la existencia de alteraciones gendmicas activadoras en oncogenes
conductores (mutaciones, traslocaciones y amplificaciones) sirven de biomarcadores predictivos
para las terapias dirigidas con agentes selectivos frente a esos genes, ya que su terapia dirigida
tendrd mejores resultados que la quimioterapia convencional®®2. Ejemplos de estos genes son
EGFR, ALK, ROS1, BRAF, MET, RET, NTRK1, KRAS, HER2, NRG1 o FGFR1. Ademads de las
alteraciones iniciadoras de estos genes, en ocasiones puede haber otras alteraciones en el
mismo u otro gen, en el contexto del tratamiento, que nos informan del mecanismo de
resistencia adquirido y nos guian en el tratamiento subsecuente. Destacamos casos especificos
como los casos de resistencia a TKls de EGFR debidos a la aparicion de la mutacién T790M en el
exon 20 (50 % de los mismos)'®3. La presencia de esta mutacion actla como biomarcador
predictivo, indicando la resistencia a los inhibidores de EGFR de primera y segunda generacion,
y la idoneidad de uso de inhibidores de tercera generacidon como el osimertinib®*. También se
han descrito varios mecanismos de resistencia a los TKls de MET*®, los cuales podrian actuar

como biomarcadores predictivos de la falta de respuesta a sus inhibidores.

Ocasionalmente, las alteraciones de base en otros genes tienen relevancia predictiva.
Destacamos como ejemplos: las comutaciones de LKB1 y KEAP1'®5, mutaciones en MEK,
amplificaciones de MET o fusiones oncogénicas (EML4-ALK, CCDC176-RET) que confieren
resistencia a los inhibidores de KRAS G12C'¥, o las mutaciones de P53 en la resistencia a los

inhibidores de EGFR®®8.
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Respecto a FGFR1, su amplificacidn ha sido el criterio tipico de seleccion de pacientes
para el beneficio del uso de firmacos dirigidos contra este receptor tirosina kinasa®. Sin
embargo, los ensayos clinicos con inhibidores de FGFR han mostrado beneficios moderados,
consiguiéndose solo respuestas parciales y una tasa global de respuesta entre el 5-10 %**’. Las
bajas tasas de respuesta y la frecuencia variable de la presencia de esta amplificacién (5-10 %
frente al 20 % descrito en estudios previos'*®) ha planteado dudas sobre la adecuacién de la
amplificacion de FGFR1 como biomarcador predictivo de esta terapia®®’. Por tanto, es crucial
identificar nuevos biomarcadores predictivos para optimizar la seleccién de los pacientes que
puedan beneficiarse de esta terapia. Se han sugerido ciertos posibles biomarcadores predictivos
de |a terapia anti-FGFR, como la sobreexpresién de MYC (indica una mayor sensibilidad)'*® o la
amplificacion de NRAS (indica una mayor resistencia)?®. Ademas, en un estudio previo de
nuestro laboratorio, se ha identificado a la N-Cadherina como uno de estos potenciales nuevos

biomarcadores?®.

3.2 La N-Cadherina como biomarcador predictivo a la terapia dirigida a FGFR.

La N-Cadherina es una proteina de adhesidn celular, que desempefia un papel crucial en
la transicion epitelio-mesenquimal, la migracion y la invasién celular?®?. En determinados tipos

203207 5@ ha observado una

de cancer, como los de mama, préstata, pulmdn, higado y vejiga
expresién anémala de esta proteina, relacionada con un fenotipo mas agresivo y una peor
supervivencia?t2%82% Asimismo, se ha demostrado la presencia de N-Cadherina soluble en el
suero de pacientes con tumores, correlacionandose con el volumen tumoral y el grado

histoldgico??, lo que sugiere que pueda tener relevancia en la progresion tumoral®!®,

La N-Cadherina promueve la migracidn celular a través de la hiperactivacién de ERK?'?,
por medio de una interaccidn sinérgica con el FGFR?'3, También puede modular la migracién
celular a través de la regulacion de la adhesién celular interaccionando con ciertas GTPasas?!.
Estudios adicionales sobre su relacidon con FGFR y otras vias pueden ofrecer nuevas perspectivas
para comprender mejor su papel en la progresion tumoral y abrir oportunidades para el

desarrollo de terapias dirigidas contra esta proteina.

Ademas, se ha vinculado la expresion anémala de N-Cadherina con la promocion de
metdastasis a través de la regulacién al alza de la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9)?%> y de
otros genes promotores de metéstasis?'®. La N-Cadherina parece regular la expresiéon de MMP-
9 a través de las vias de sefializaciéon de FGFR/MEK/ERK y Wnt/B-catenina®'’. Se ha confirmado
218-221

que la expresién de N-Cadherina facilita la metastasis a distancia de las células tumorales

y se ha asociado la variacidon de su expresidon con las metastasis cerebrales en el cancer de

'3”"f24 1
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pulmén??2, Debido a ello, la N-Cadherina también se postula como un importante indicador de

la metastasis del cancer.

Por otro lado, se cree que la N-Cadherina podria tener relevancia como biomarcador
predictivo de respuesta ya que se ha vinculado una variacién de su expresidn proteica con la
resistencia a los inhibidores de EGFR?% y a los inhibidores de FGFR?®, Se ha demostrado que la
expresion proteica de la N-Cadherina, pudiera ser relevante en el papel oncogénico de FGFR1 y
FGFR4 en el CPNM. En un trabajo previo de nuestro grupo, observamos que la N-Cadherina se
colocaliza y coinmunoprecipita junto con el FGFR1/4 en lineas celulares de cancer de pulmaén.
Ademas, hallamos una activacién de estos receptores, y consecuente activacién de su
sefializacién, solamente en presencia de la N-Cadherina, independientemente de la histologia.
Estos datos nos sugirieron un papel para FGFR1 y FGFR4 en los tumores de pulmdn mediado por
el contexto molecular que depende de la expresion de N-Cadherina. Con base en la evidencia
anterior, se planted la hipdtesis de que la expresién de N-Cadherina podria predecir la eficacia
de la terapia anti-FGFR en tumores que sobreexpresan FGFR1 y/o FGFR4. Describimos que el
tratamiento tanto in vitro como in vivo con inhibidores selectivos de FGFR tiene una alta eficacia,
pero solo en el contexto de alta expresidon de FGFR1/4 y N-Cadherina®®’. Por otro lado, aunque
la coexpresion de altos niveles de FGFR1/4 y N-Cadherina a nivel proteico parecia predecir una
alta eficacia de los inhibidores de FGFR, para determinar esto nos basamos en el Western Blot,
una técnica que no se utiliza de forma rutinaria en el contexto clinico. Era entonces necesario
mas trabajo para determinar inmunohistoquimicamente la expresién de estas proteinas y

establecer niveles de expresion limite que predigan la eficacia del tratamiento.

En resumen, la amplificacion de FGFR1 se ha utilizado como criterio de seleccion de
pacientes para la terapia con inhibidores de FGFRY’, aunque estudios recientes sugieren que la
amplificacion del FGFR1 no estd necesariamente relacionada con una expresion elevada del
receptor’®2°?, Ademas, los inhibidores de FGFR han mostrado bajas tasas globales de respuesta
(5-10 %)*’, lo que indica la necesidad de identificar otros biomarcadores predictivos de
respuesta. Con respecto a ello, un estudio previo de nuestro laboratorio propone a la N-
Cadherina como potencial biomarcador predictivo de respuesta para seleccionar a los pacientes

con alteraciones en FGFR1/4 para su tratamiento con inhibidores de FGFRs?%%,
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Hipotesis y Objetivos

Hasta el momento, la inhibicidon de FGFR en pacientes con CPNM avanzado ha mostrado
escasa efectividad, evidenciando tasas de respuesta de solo el 5-10 %. Es preciso, por tanto,
identificar y validar preclinicamente biomarcadores predictivos que permitan identificar
correctamente a los potenciales beneficiarios de esta terapia. En este sentido, proponemos que
la expresion de N-Cadherina, en presencia de una alta expresién de FGFR1/4, pudiera servir de
predictor de respuesta a los inhibidores de FGFR. Y que la busqueda de otros biomarcadores
predictivos complementarios podria ayudar a seleccionar mejor a los mejores candidatos para

responder a la terapia anti-FGFR.

Asi, los objetivos especificos de la tesis doctoral son los siguientes:

1. Validacion del papel de N-Cadherina como biomarcador predictivo de respuesta a la
terapia dirigida frente a FGFR en el CPNM.
2. Busqueda y validacion de otros biomarcadores predictivos complementarios que

definan la sensibilidad a los inhibidores de FGFR.
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1. REACTIVOS BIOLOGICOS

1.1 Anticuerpos.

Materiales y Métodos

En el desarrollo de la presente tesis, se utilizaron los siguientes anticuerpos (Tabla 4):

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para determinar la expresion proteica de las proteinas de interés.

FGFR1

pFGFR1
(Tyr653/654)
FGFR4

FGFR4
FGFR4
N-Cadherina
N-Cadherina
Akt

pAKT
(Sera73)
p42/pd4
(ERK1/2)
p-p42/p44
(ERK1/2)
(Thr202/Tyr
204)

S6

pS6
(Ser235/236)
MEK1/2
pMEK1/2
(Ser217/221)
Vinculina
BIM

B-Actina

a-Tubulina

Conejo/
Monoclonal

Conejo/
Policlonal
Conejo/
Policlonal
Conejo/
Monoclonal
Conejo/
Policlonal
Conejo/
Monoclonal
Ratén/
Monoclonal
Conejo/
Policlonal
Conejo/
Policlonal
Conejo/
Policlonal
Conejo/
Policlonal

Conejo/
Monoclonal
Conejo/
Monoclonal
Conejo/
Policlonal
Conejo/
Policlonal
Ratén/
Monoclonal
Ratén/
Monoclonal
Ratén/
Monoclonal
Ratén/
Monoclonal

150 kDa

150 kDa

100 kDa

100 kDa

140 kDa

60 kDa

60 kDa

42-44 kDa

42-44 kDa

32 kDa

32 kDa

45 kDa

45 kDa

124 kDa

23 kDa

42 kDa

55 kDa

9740

06-1433

8562

MA5-42915

HPA027369

13116

ab18203

9272

9271

9102

9101

2217

4858

9122

9121

9131

2933

A5316

T9026

CST

Millipore

CST

Thermo
Fisher

Sigma
CST
ABCAM
CST
CST

CST

CST

CST
CST
CST
CST
Sigma
CST
Sigma

Sigma

WB

IHQ
WB

WB

WB

IHQ

WB

IHQ

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

1:1000
1:200
1:1000

1:1000

1:1000

1:100

1:1000

1:100

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:5000

1:5000
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Anti-conejo- Cabra/

HRP Policlonal 7074 CST WB 1:5000
Anti-raton- Caballo/ .
HRP Policlonal 7076 CST WB 1:5000

Abreviaturas: Ref. (Referencia); CST (Cell Signaling Technology); WB (Western Blot); IHQ (inmunohistoquimica); HRP
(peroxidasa de rabano).

1.2 Sondas de qPCR a tiempo real.

Las siguientes sondas TagMan (Life Technologies) fueron utilizadas para los ensayos de

gRT-PCR (Tabla 5).

Tabla 5. Sondas TagMan utilizadas para la determinacion de la expresion de
ARNm de los genes de interés.

FGFR1 Hs00917379_m1 Life technologies
FGFR4 Hs01106908 m1 Life technologies
CDH2 (N-Cadherina) Hs00983056_m1 Life technologies
B2M Hs99999907 m1 Life technologies
GAPDH Hs99999905 m1 Life technologies

1.3 Farmacos.

Los diferentes farmacos utilizados para los ensayos in vitro e in vivo, asi como su forma

de uso se resumen en la siguiente tabla (Tabla 6).

Tabla 6. Inhibidores quimicos utilizados en los tratamientos in vitro e in vivo.

. - 7,5mg/kg-
AZD4547  AstraZeneca Tfer.a.pla IillIEr et [600-1 uM] 5dias/semana Oral
dirigida FGFR ,
-28dias
. . . Terapia Inhibidor de
Trametinib  Novartis dirigida MEK [50-1 nM] NP NP
Sotorasib Amgen IGEEIE) | [illaeeret [1-0,1 uM] NP NP

dirigida  KRAS-G12C

Abreviaturas: Conc. (concentracion); ad. (administracién); FGFR (Receptor del factor de crecimiento fibroblastoide);
KRAS (Virus del Sarcoma de la rata Kirsten); NP (No Procede).

2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
2.1 Andlisis genoémicos.
2.1.1 Extraccion de ADN.

Se realizd la extraccion de ADN de las muestras tumorales de los modelos xenografts

derivados de pacientes (PDX, por sus siglas en inglés) con el protocolo del kit de QIAGEN

4 |
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(#51306). Las muestras tumorales se disgregaron con el equipo Tissuelyser durante 5 minutos a
50Hz en solucién de lisis del kit de QIAGEN junto con la proteinasa K y se incubaron a 56 2C en
agitacién 24 horas. Este kit purifica el ADN por columnas a través de intercambio anidnico, sin el
uso de fenol ni cloroformo, que permiten la unién del ADN mientras proteinas y otros
metabolitos pasan a través de la columna sin adherirse. Tras varios lavados, el ADN se diluyd

usando el tampdn correspondiente (buffer TE o agua DEPC).

La concentracién de ADN extraido se determiné en el equipo NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific). Las muestras utilizadas para la secuenciacidn del exoma fueron cuantificadas con el

fluorimetro Qubit 4 (Invitrogen) con el Kit Qubit™ dsDNA HS Assay (#Q32854, Invitrogen).

2.1.2 Secuenciacion completa del exoma (WES).

Las muestras de ADN extraidas como se indica en el apartado 2.1.1 de los PDX fueron
secuenciadas mediante secuenciacidon de exoma completo (WES) usando el protocolo SureSelect
XT Human All Exon V6 (Agilent). Se analizé la calidad de las muestras con el equipo Qubit 4
(Thermo Fisher Scientific), siendo necesario 1 pug de ADN. El ADN se envidé a la compaiiia
Macrogen quién realizd la secuenciacion en una plataforma NovaSeq 6000 (lllumina) con

recorridos de 150 pb por pares.

2.2 Analisis de la expresion génica a nivel de ARN mensajero (ARNm).
2.2.1 Extraccion de ARN.

Se realizd la extraccion de ARN de lineas celulares y de tumores de modelos PDX
(siguiendo el protocolo RNeasy Mini Kit (Qiagen). Las muestras tumorales de PDX fueron
previamente disgregadas con el equipo Tissuelyser en la solucién de extraccion del kit durante
5 minutos a 50 Hz. El kit RNeasy utiliza una membrana de silice para la purificacién del ARN. La
concentracion de ARN se determiné por medicidn de la absorbancia con el equipo NanoDrop™

2000/2000c (Thermo Fisher Scientific). Para su conservacion, el ARN se almacené a -80 °C.

2.2.2 Secuenciaciéon completa del transcriptoma (WTS).

Con las muestras de ARN extraidas de las muestras tumorales de los PDX, como se indica
en el apartado 2.2.1, se analizé el transcriptoma completo siguiendo el protocolo Agilent
SureSelect v6 (lllumina). Tras la extraccion se analizo la pureza del ARN con el equipo Bioanalyzer
2100 (Agilent), siendo necesario 1 ug de ARN de alta calidad, con un valor de Nimero de

Integridad del ARN (RIN) mayor o igual a 7. EI ARN se envié a la compaiiia Macrogen quién realizo

o ar |
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la secuenciacidn siguiendo el protocolo TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit Library

(lHumina).

2.2.3 Transcriptasa reversa.

Partiendo del ARN extraido de la muestra de interés, se realizé el protocolo de
transcripcidn inversa o retrotranscripcion para obtener el ADN complementario (ADNc). Para
ello, se utilizd el kit de retrotranscripcion TagMan Reverse Transcription (Life Technologies),
siguiendo las instrucciones del fabricante. En cada reaccidn se utilizé 1 ug de ARN en 10 puL de
agua libre de nucleasas con 10 pL de mezcla madre o master mix, en un volumen final de 20 pL,
siguiendo el protocolo de retotranscripcion especificado por el fabricante (Tabla 7). La reaccién
se llevd a cabo en el termociclador S1000 Thermal Cycler (BioRad). La concentracion de ADNc
resultante se midid con el equipo NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific) y se
prepararon alicuotas de 25 ng/mL, que se usaron para hacer PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-

PCR).

Tabla 7. Protocolo de temperaturas de retrotranscripcion del ARN.

25 ¢C 10 minutos Apareamiento de los cebadores
37 eC 120 minutos Retrotranscripcién
85 2C 5 minutos Inactivacién de la enzima

2.2.4 PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

Para la determinacion de la expresién de ARNm se realizd qRT-PCR en el equipo CFX
(BioRad), utilizando siempre 3 réplicas técnicas, segun el protocolo indicado por el fabricante de
la master mix Tagman para qPCR (Thermo Fisher Scientific). El volumen final de cada reaccién
fue de 10 uL, que contenian 5 pL de la master mix, 2.5 uL de la sonda Tagman del gen en estudio
(Tabla 5) y 2.5 uL de muestra de ADNc a una concentracién de 25 ng/uL. Ademas, para cada
sonda se llevd un control negativo (sin muestra de ADNc), para descartar contaminaciones. Se

siguié un protocolo de termociclacidn de 40 ciclos (Tabla 8).

La cuantificacién relativa de la expresion de ARNm se determind a partir de los valores
Ct obtenidos en la reaccién, definiendo Ct como el nimero del ciclo en el que se detecta sefial
de amplificacion del gen diana por encima de un umbral predeterminado, que permite discernir
entre una sefial de amplificacion real y ruido. Para cada muestra se calculé la media de tres
replicados técnicos para cada gen, y este valor medio de Ct se normalizé con el Ct de los genes
endégenos GAPDH o B2M (en lineas celulares o muestras tumorales, respectivamente),

obteniéndose el valor ACt. Los niveles de expresidn se representaron utilizando el valor 22%,

T |
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Tabla 8. Protocolo de termociclacion de la reaccion de PCR cuantitativa a tiempo real.

95 eC 10 minutos 1x Activacion de la enzima
95¢ 15 segundos Desnaturalizacién del ADN
602 1 minuto 40x Apareamiento con los cebadores y

extension del ADN

2.3 Anadlisis de la expresion a nivel proteico.
2.3.1 Extraccidn de proteinas.

Para la obtencién de muestras proteicas de lineas celulares, se partié de un cultivo
celular de entorno al 80 % de confluencia en placa de 6 pocillos o de 10 cm, dependiendo del
experimento. A continuacidn, y siempre trabajando en frio, se realizaron 2 lavados con PBS y se
llevd a cabo la extraccion del contenido celular afiadiendo 200-500 uL del buffer de lisis RIPA
(#R0278, Sigma-Aldrich), complementado con un cdctel de inhibidores de proteasas (cOmplete
Mini sin EDTA, #4693159001, Roche) y un cdctel de inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP
EASYpack, #4906837001, Roche), siguiendo las concentraciones indicadas por el fabricante. La
recogida de la muestra se llevd a cabo mediante rascado de la placa, en frio, y se agitd con vértex
cada 10 minutos, durante 30 minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13.000
rom, durante 15 minutos, a 4 29C, para eliminar los restos de membrana celular. Los

sobrenadantes se transfirieron a un nuevo tubo y se conservaron a -80 2C.

En el caso de las muestras de tumores de los modelos PDX, se utilizd el equipo
TissueLyser (Qiagen). Se recogieron trozos de 3-5 mm? procedentes de los tumores crecidos de
cada modelo PDX, a los que se afiadieron unos 500 pL de buffer de lisis RIPA, descrito en el
parrafo anterior, se disgregd mecdnicamente con el Tissuelyser durante 5 minutos a 50 Hz, y se
continud con el procesamiento descrito para las lineas celulares. Las muestras se conservaron a

-80 °C.
2.3.2 Cuantificacion proteica.

La cantidad de proteina total obtenida en cada muestra se cuantificé con el método de
Bradford (Bio-Rad), afiadiendo 1 pL del extracto proteico en 200 pL del reactivo Bradford 1X
(#5000205, Bio-Rad). Se midié la absorbancia a 595 nm con el equipo Victor Multilabel Plate
Reader (PerkinElmer). Se utiliz6 BSA para generar una curva estandar a partir de la cual

extrapolamos la concentracion de nuestras muestras.



2.3.3 Western Blot (WB).

Se prepararon alicuotas de 25-100 ug de proteina total, segun la proteina a analizar, y se
afiadié el volumen correspondiente de buffer de carga LaemmlLi 5X (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8,
glicerol 10 %, SDS 1 %, 2-mercaptoetanol 5 %, azul de bromofenol 0,0025 % [Sigma-Aldrich]). Las

muestras se desnaturalizaron incubandolas a 95 2C durante 5 minutos.

Las muestras desnaturalizadas se cargaron en los geles de poliacrilamida-SDS junto con
una muestra de marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Dual Color, #1610374, Bio-
Rad) como patrén de peso molecular de proteinas. El gel separador se preparé a una
concentracion de poliacrilamida de entre 7,5-15 % de concentracién a partir de
acrilamida:bisacrilamida 37, 5:1 40 % (#1610148, Bio-Rad), dependiendo del tamafio de las
proteinas a detectar. El gel concentrador de las muestras se prepard a una concentracién del 4
% de poliacrilamida. La electroforesis se realizd con el sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad)
a 100 V utilizando como tampdn de electroforesis 1X Tris HCl 0,13 M, glicina 0,95 M, SDS 0,5 %
(#1610772, Bio-Rad).

Las proteinas separadas en los geles por peso molecular se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivilideno (PVDF) (#10600021, GE Heathcare) previamente activada
con metanol utilizando el equipo Mini Trans-Blot Cell (BioRad). La transferencia se realizé a un
voltaje constate de 100 V durante 90 minutos en frio en tampdn de transferencia TrisHCI 0,025
M, glicina 0,2 M (#1610771, Bio-Rad) al 20 % de metanol (Merck Millipore). Las membranas se
bloquearon durante 1 hora en agitacion con la solucién de bloqueo (solucién salina tamponada
con Tris [TBS], 0,1 % de Tween20 [#P7949, Sigma-Aldrich], 5 % BSA) y se incubaron con la dilucidn
correspondiente del anticuerpo primario en la solucién de bloqueo en agitacién a 4 2C durante
una noche. Los anticuerpos y las diluciones utilizadas se detallan en la Tabla 4. Tras el periodo de
incubacién con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron con TBS al 0,1 % de Tween20,
y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa a una dilucién 1:5.000 en
solucidén de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. La detecciéon, después de realizar
los lavados de nuevo con TBS-Tween, se realizd con una reaccién quimioluminiscente con el
reactivo ECL (#170-5061, Bio-Rad) detectada por el equipo ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) usando
diferentes tiempos de exposiciéon dependiendo del anticuerpo. Las bandas de proteina se
cuantificaron con el software ImagelLab 5.0 (Bio-Rad). Se determiné el volumen de las bandas de
la proteina de interés y se normalizé con el volumen de la banda control de la misma membrana

(B-Actina o a-Tubulina, dependiendo del ensayo).
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2.3.4 Inmunohistoquimica (IHQ).

Las inmunohistoquimicas de tumores de PDX fueron realizadas por la unidad de
histopatologia del CNIO. Las muestras fueron fijadas en formalina neutra al 10 % (formaldehido
al 4 % en solucidn), embebidas en parafina y cortadas a 3 um en el microtomo. Se montaron en

el portaobjetos superfrost®plus y se secaron durante la noche.

Para las tinciones inmunohistoquimicas, se usé una plataforma automatica (Ventana
Discovery XT, Roche o Austistainer Link, Dako), usando los reactivos propios del fabricante. Los
portaobjetos se desparafinaron en xileno y se rehidrataron mediante una serie de etanol
graduado hasta el agua. Posteriormente se hizo la recuperacién antigénica con el tampdn de
seleccidn y se incubd con el anticuerpo primario correspondiente (indicados en la Tabla 4)
utilizando un sistema basado en un multimero para la deteccion, OmniMap-HRP o Novolink
polymer frente a conejo, y un puente anti-ratén en el caso de que los anticuerpos primarios
fueran obtenidos de ratdn (para evitar la tincién inespecifica del componente murino). Para el
revelado cromogénico se utilizé ChromoMap diaminobenzidina (DAB), incluida en el kit para el
multimero unido a peroxidasa. Ademas, se realizd la contra tincién con hematoxilina de los
nucleos durante 5 minutos. Por ultimo, todos los portaobjetos fueron deshidratados, aclarados
y montados con un medio de montaje permanente para su evaluacion en el microscopio. En cada
tincidn se incluyeron secciones de control positivo para el anticuerpo primario. Las imagenes se
tomaron con un microscopio de campo claro (Leica Biosystems). Las valoraciones vy

cuantificaciones fueron realizadas por el patdlogo (Dr. José Luis Solorzano).

3. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR
3.1 Lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén humanas comerciales.
Se utilizd un panel de lineas celulares que contenia treinta y una lineas de

adenocarcinoma, cuyas caracteristicas moleculares mas relevantes se recogen en la siguiente

tabla, asi como el medio de cultivo en el que se crecieron (Tabla 9).
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Tabla 9. Panel de lineas celulares de pulmén comerciales utilizadas en esta tesis.

A549 KRAS G12S; TP53 wt RPMI 1640
Calu3 TP53 mut DMEM
H23 KRAS G12S; TP53 wt RPMI 1640
H358 KRAS G12C; TP53 del RPMI 1640
H522 TP53 mut RPMI 1640
H322M TP53 mut RPMI 1640
H1355 KRAS G13C: TP53 mut RPMI 1640
H1373 KRAS G12C; TP53 mut RPMI 1640
H1437 TP53 mut RPMI 1640
H1568 Fusion EML4-ALK; TP53 mut RPMI 1640
H1573 KRAS G12A; TP53 mut RPMI 1640
H1650 EGFR E746-E750 del; TP53 mut RPMI 1640
H1781 PTEN; TP53 mut RPMI 1640
H1944 KRAS G12A; TP53 wt RPMI 1640
H1792 KRAS G12C; TP53 mut RPMI 1640
H1975 EGFR L858R/T790M; TP53 mut RPMI 1640
H2009 KRAS G12A; TP53 mut RPMI 1640
H2030 KRAS G12C; TP53 mut RPMI 1640
H2087 NRAS, TP53 mut, ATM RPMI 1640
H2122 KRAS G12C; TP53 mut RPMI 1640
H2126 TP53 mut, SMARCA4 DMEM F12 suplementado
siguiendo las indicaciones de la
ATCC
H2228 Translocacion EML4-ALK v3; TP53 mut RPMI 1640
H2279 EGFR E746-E750 del; TP53 wt RPMI 1640
H3122 Translocacion EML4-ALK v1; TP53 wt RPMI 1640
HCC44 KRAS G12C; TP53 mut RPMI 1640
LXF289 TP53 mut F10
HCC4006 EGFR E746-E750 del; TP53 wt RPMI 1640
PC9 EGFR E746-E750 del; TP53 wt RPMI 1640
SW1573 KRAS G12C; TP53 wt RPMI 1640
HCC827 EGFR E746-E750 del; TP53 mut RPMI 1640
H3255 EGFR L858R; TP53 mut RPMI 1640

Se utilizé la base de datos COSMIC para obtener la informacion relacionada con las alteraciones de interés de cada
linea celular, asi como sus principales alteraciones oncogénicas. Abreviaturas: wt (wild type, gen en su forma nativa);
mut (mutacion); del (delecién); RPMI (medio Roswell Park Memorial Institute); DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium).

Las lineas celulares comerciales se cultivaron siguiendo las indicaciones de la ATCC,
suplementando todos los medios con una solucidn antibidtica/antimicdtica 1X (Sigma-Aldrich) y

10 % de suero fetal bovino (SFB).

3.2 Lineas celulares murinas isogénicas.

Se utilizd un panel de lineas celulares murinas isogénicas que contaban con el mismo
contexto genético pero que expresaban diferentes mutaciones clinicamente relevantes del gen

KRAS (MEFs KRAS WT, MEFs KRAS G12A, MEFs KRAS G12C, MEFs KRAS G12D, MEFs KRAS G12R,

40 |
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MEFs KRAS G12S, MEFs KRAS G12V, MEFs KRAS G13D y MEFs KRAS Q61H). Estas lineas han sido
realizadas partiendo de fibroblastos embrionarios murinos (MEFs, por sus siglas en inglés)
generados y cedidos por el laboratorio de Chiara Ambrogio??*. Estos MEFs provienen de ratones
con el siguiente contexto genético: delecidn homocigota de los genes NRas y HRas, ademas de
la insercidn de elementos /lox en los extremos del gen KRas que permiten su silenciamiento

posterior con la recombinasa CRE?%.

De forma resumida, las construcciones retrovirales KRASMUT se crearon mediante

SYT marcado con la hemaglutinina del

mutagénesis puntual a partir del pldasmido pBABE KRA
influenza humano (HA) (proporcionado por Channing Der, plasmido Addgene #75282). Los
retrovirus se generaron mediante cotransfeccion de plasmidos pBABE junto con plasmidos
pAmpho en células 293T utilizando el reactivo de transfeccién FUGENE HD (Promega). Los
retrovirus se transdujeron en los HRas”; NRas”" ; KRas'®/** MEFs??° seguido de una seleccién con
puromicina (1 mg/mL). A continuacidn, las células seleccionadas se cultivaron en presencia de
4-hidroxitamoxifeno (4-OHT; Sigma, 600 nmol/L) durante al menos 10 dias para lograr la
eliminacion completa de los alelos KRas enddgenos. Los modelos isogénicos fueron mantenidos

en medio DMEM con una rutina de pases de 1:10. Las células no se cultivaron durante mas de 3

meses después de la descongelacion de las existencias congeladas.

3.3 Mantenimiento de las lineas celulares.

Las lineas celulares humanas y murinas se cultivaron en placas de 10 cm y se
subcultivaron cada 2-3 dias mediante tratamiento con tripsina (Sigma-Aldrich). La manipulacién
de las lineas celulares se realizd en cabina de flujo laminar de tipo Il-Bio-lI-A (nivel de
bioseguridad 2) (TelStar) y su cultivo en incubadores Aire US Autoflow Walter-Jacketed (Thermo
Fisher Scientific), al 95 % de humedad relativa y al 5 % de CO,. Para asegurar la ausencia de
contaminacién por micoplasmas, se pasaron controles regulares internos y de nuestro centro de

investigacion, mediante el uso del kit MycoAlert (Lonza).

3.4 Conservacion de las lineas celulares.

Partiendo de células cultivadas en placa de 10 cm, a una confluencia del 70-80 %, el
cultivo se tripsinizd, se recogié en tubos de 15 mL con 5 mL de medio de cultivo v, tras su
centrifugacion a 200 g durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 2 mL de SFB, con 10 % de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich). Cada

mililitro de esta suspension se afiadié a un criovial para su congelacion gradual en contenedores

P
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con isopropanol a -80 9C. Posteriormente, las células se conservaron a -80 2C a medio plazoy en

contenedores con nitrégeno liquido a largo plazo.

Para descongelar una linea celular criopreservada, el criotubo se sumergié en un bano

de agua a 37 °C hasta su descongelacidn. Seguidamente, la suspension celular se afiadié a 5 mL

de medio de cultivo y se centrifugd a 200 g durante 5 minutos. El sobrenadante se descartd y se

afiadié medio de cultivo fresco para resuspender el pellet obtenido y anadirlo a la placa de cultivo

de 10 cm, con un volumen final de 10 mL.

3.5 Ensayos in vitro.

3.5.1 Ensayos con lineas celulares.
En estos ensayos, cada experimento se repitid un minimo de tres veces independientes.

Viabilidad celular a tiempo real:

Para realizar este experimento utilizamos un equipo de analisis de viabilidad celular en
tiempo real, el IncuCyte (Sartorius). Las diferentes lineas celulares isogénicas con las
diferentes mutaciones de KRAS se sembraron en placas de 96 pocillos (#3596, CULTEK)
a una densidad de 500 células por pocillo (en los estudios al 10 % de SFB) o 3000 células
por pocillo (en los estudios al 0,5 % de SFB). De cada modelo se sembraron cinco pocillos
por condicidn (Control, 10 uM AZD4547, 25 nM trametinib, Combinacién de 10 uM
AZD4547 con 25 nM trametinib). Las células se incubaron en el IncuCyte Zoom (Sartorius)
y se obtuvieron imdgenes cada 2 horas durante 60 a 96 horas, con tres campos
fotografiados por pocillo con un aumento de 10x. Esta variabilidad se debe a que,
aunque las células se sembraron siempre a la misma densidad, cada linea celular alcanzé
la fase plateau de crecimiento a tiempos diversos, momento en el que paramos el
experimento. Los datos se analizaron utilizando el software IncuCyte Confluence version
1.5, que nos permitié cuantificar la cobertura del area de la superficie celular como
valores de confluencia en términos de porcentajes. Se representa la variacién del
porcentaje de confluencia cada 2 horas de los 9 modelos isogénicos utilizados, en las

cuatro condiciones de estudio.

Determinacidon de la inhibicién del crecimiento de lineas celulares producida por

farmacos dirigidos en monoterapia (IC50)

Para determinar la sensibilidad a el tratamiento con AZD4547, se empled el ensayo de

citotoxicidad con determinacion de la concentracién inhibitoria 50 (IC50), o
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concentracidn que produce un 50 % de inhibicion del crecimiento con respecto al control
no tratado. Este ensayo se realizd tanto en cultivos en dos dimensiones (2D) como en
tres dimensiones (3D), mediante la generacién de esferoides. Para realizar el ensayo en
2D, se sembraron en placas de 96 pocillos (#655087, Greiner) tres filas de 12 columnas
con cada linea celular en ensayo a una densidad determinada (Tabla 10). Para el cultivo
en 3D se sembraron las lineas celulares en placas de 96 pocillos de baja adherencia
(#3474, CULTEK) en la densidad indicada (Tabla 10) y se utilizé el medio completo (Medio
Basico suplementado con 2 % SFB, 3 ng/mL factor de crecimiento epidermoide (EGF)
(#PMG8041, Life Technologies), 5 pg/mL insulina humana (#13536, Sigma), 1 pug/mL
hidrocortisona (#H0888, Sigma), 1x B27 (#17504-044, Life technologies)).

Tras 24 horas de la siembra en 2D o 3D, se afiadieron concentraciones decrecientes de
farmaco en las 11 primeras columnas, dejando la uUltima sin tratar. Este rango de
concentraciones se decidié en primer lugar buscando en la bibliografia los valores de
IC50 de lineas celulares similares para el farmaco en estudio, y se fue ajustando en
funcidn de la sensibilidad de la linea. En los ensayos en 2D, tras 96 horas de exposicion
al farmaco, las células se fijaron 15 minutos con glutaraldehido 0,5 % (en PBS) y se
tineron 15 minutos con cristal violeta (1 % en agua destilada). Posteriormente las placas
se lavaron y se dejaron secar. A continuacion, el cristal violeta se disolvié en una solucion
de acido acético al 20 % y la absorbancia (595 nM) se midié en un equipo detector Victor
Multilabel Plate Reader (PerkinElmer). En el caso de los cultivos 3D, tras 96 horas de
exposicién al farmaco se afiadié 100 pL de Cell Titer Glo (#G7571, Promega) preparado
segun indicaciones del fabricante. Las placas se incubaron en agitacion, a temperatura
ambiente y en oscuridad durante 30 minutos para posteriormente realizar la lectura de
luminiscencia con el espectrofotometro Victor Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).
Posteriormente en ambos tipos de cultivo, se calculé la concentracidn que inhibia el 50

% del crecimiento mediante el software de analisis bioestadistico GraphPad Prism.
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Tabla 10. Densidades de siembra y formato de placa utilizado para cada ensayo.

H1792 1705000 g B Heccad 1705000 g B
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3.5.2 Ensayos con modelos PDXDOs.

Establecimiento de PDXDOs

Los tumores PDX fueron extraidos de los ratones cuando alcanzaron un volumen mayor
de 800 mm?3. El tumor se troced con el bisturi en trozos de aproximadamente 3 mm?3y
fueron digeridos enzimaticamente con colagenasa (1,2 mg/mL, #C9891, Sigma) en
medio Basico (Advanced DMEM/F12 [#12634010, Gibco], 1x HEPES [#15630106, Gibco],
1x Glutamina [#G8541, Sigma]) a 37 2C durante 60 minutos. Tras la incubacion, los trozos
de tumor digeridos se filtraron utilizando filtros de 70 um, y se centrifugaron las células
disgregadas a 1.500 rpm durante 5 minutos. Tras dos lavados con medio Basico, se
contaron las células y se resuspendieron en Matrigel (libre de rojo fenol y con factores
de crecimiento reducidos, #12634010, Gibco). Las cupulas de matrigel se sembraron en

placas de 96 pocillos (#655087, Greiner).

Las cupulas se dejaron solidificar a 37 2Cy 5 % de CO en el incubador durante 10 minutos
y se afiadié medio completo hasta cubrir las clipulas: Medio Basico suplementado con 2
% SFB, 3 ng/mL factor de crecimiento epidermoide (EGF) (#PMG8041, Life Technologies),
5 pg/mL insulina humana (#13536, Sigma), 1 ug/mL hidrocortisona (#H0888, Sigma), 1x
B27 (#17504-044, Life technologies).

Ensayos de eficacia en matrices para explorar tratamientos combinatorios

Para determinar la posible sinergia de diferentes tratamientos combinatorios, testamos

la sensibilidad de los PDXDOs a diferentes farmacos en monoterapia y en combinacion.
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Para ello, se sembraron placas de 96 pocillos negras con fondo transparente (#154446,
Corning) con 5000 células por pocillo embebidas en 36 uL de matrigel y se incubaron a
37 2C con 5 % CO,. Al dia siguiente de la siembra (Dia 1), se afiadieron los farmacos en
monoterapia y en combinacién a diferentes concentraciones (Tabla 6 y Figura 8) y se
trataron las células durante 7 dias, renovando el medio con farmaco a los 4 dias. Tras 7
dias de tratamiento, se afiadieron 100 puL de Cell Titer Glo (#G7571, Promega) preparado
segun indicaciones del fabricante. Las placas se incubaron en movimiento, a temperatura
ambiente y en oscuridad durante 30 minutos para posteriormente realizar la lectura de
luminiscencia con el espectrofotémetro Victor Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).
Los datos se analizaron y se representaron graficamente con el software bioestadistico
GraphPad Prism 8.0. Para calcular la sinergia de la combinacién de los farmacos se utilizd
el software SynergyFinder??®, Este software calcula un indice combinatorio (Cl)
basandose en el modelo de aditividad de Loewe para el calculo de la puntuacién de
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sinergia®*’. A continuacion, se representa de forma visual la composicion de las matrices

gue utilizamos para testar los diferentes tratamientos combinatorios:

A B

FGFRi (AZD4547) + MEKIi (trametinib) FGFR1i (AZD4547) + KRASG12Ci (sotorasib)
0 nM Tram 0 nM Tram 0nM Tram 0 nM Tram 0 pM Soto 0 pM Soto Q uM Soto 0 uM Soto
TramO0 | , yaz0 | 1umaAzD | 5uMAZD | 10uMAZD Soto 0 | gimazp | 1umazo | sumazo | 10 UM AZD
10nM Tram | 10nM Tram| 10nM Tram| 10 nM Tram 0,1 yM Soto | 0,1 uM Soto| 0,1 uM Soto| 0,1 pM Soto
Tram10 | vazp | 1ymAzD | 5pMAzD | 10uMAZD Soto 0,1 | gumazp | 1uMAZD | 5uMAZD | 10uMAZD
25nM Tram | 25nM Tram | 25 nM Tram | 25 nM Tram Soto 0,5 0,5 pM Soto | 0,5 pM Soto | 0,5 uM Soto | 0,5 pM Soto
Tram 25 | C\Mazo | 1Az | 5uMAzD | 10 AzD [ oumazo | 1uMAzZD | suMAZD | 10uMAZD
N
QQ Q Q‘: N 1uMSoto | 1puMSoto | 1uMSoto | 1uM Soto
v’]r ?'Jr ‘:l' ?19 Soto1 | oumazp | 1umaAzD | 5uMaAzZD | 10uMAZD

) N “ o
P P
Figura 8. Esquemas de tratamiento de las matrices utilizadas para testar las diferentes combinaciones. (A)
Combinacion de AZD4547 y Trametinib. (B) Combinacién de AZD4547 y sotorasib. Abreviaturas: FGFRi (inhibidor de
FGFR); MEKi (inhibidor de MEK); KRASG12Ci (inhibidor de KRASG12C).

4. TECNICAS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

4.1 Modelos de Xenoinjertos de tumores Derivados de Pacientes (PDX).

En nuestro laboratorio hemos establecido una coleccién de 54 modelos PDX de cancer
de pulmdn no microcitico, de los cuales seleccionamos 32 para este estudio (Tabla 11). Para

establecer los modelos PDX, los tumores extraidos quirdrgicamente de pacientes con cancer de



pulmdén no microcitico fueron troceados e implantados cubiertos de matrigel (BD) en el flanco
de ratones desnudos inmunodeprimidos de 5-6 semanas de edad, bajo anestesia por inhalacidon
de isoflurano y bajo analgesia por buprenorfina. Para realizar el implante, se realizé un pequefo
corte en el flanco del ratén y se introdujo un fragmento tumoral de unos 100-150 mm? de

volumen.

El tamafio de los tumores generados por los xenoinjertos se midié semanalmente,
utilizando un calibre de medicién. Se tomé medida de la longitud mas corta y de la mds larga de

cada tumor y el volumen tumoral se calculd con la féormula:
0,5 x (dimensién mas larga) x (dimensién mas corta)?

Una vez los tumores alcanzaron un volumen de 800 mm? se sacrificé al animal que los
portaba, y se trocearon. Algunos de los fragmentos tumorales fueron implantados en mas
ratones para expandir el modelo, y otros fueron criopreservados para implantar después en un
mayor numero de ratones y realizar los tratamientos que permitiran realizar los experimentos
de evaluacién terapéutica. Ademas, algunos fragmentos fueron fijados con formaldehido y
conservados en parafina, o congelados para su posterior caracterizacién gendémica (WES)
(apartado 2.1.2), transcriptomica (WTS) (apartado 2.2.2) y proteémica (WB e IHQ) (apartados
2.3.3 y 2.3.4, respectivamente). La caracterizacion protedmica permitid la seleccidon de los
modelos con alta expresion de FGFR1/4 y diferentes niveles de expresién de N-Cadherina. De
acuerdo con ello, se seleccionaron 16 modelos para nuestro estudio (marcados en negrita en la

Tabla 11).

Los procedimientos realizados con animales fueron aprobados por el Comité de
Proteccién Animal de la Comunidad auténoma de Madrid (PROEX 084/15; 134/16; 208/17;
313/19y 366.4/21).



Tabla 11. Caracteristicas clinicas mas relevantes de los 32 pacientes de los que

derivan los PDX utilizados en la presente tesis doctoral.

TP1 Carcinoma escamoso A T2a N1 MO
TP3 Carcinoma escamoso 1A T2a NO MO
TP13 Carcinoma escamoso A T1b N1 MO
TP24 Carcinoma escamoso 1B T2a N1 MO
TP34 Carcinoma escamoso A T4a NO MO
TP40 Adenocarcinoma A T2a N2 MO
TP43 Adenocarcinoma v -
TP52 Carcinoma escamoso A T3 N1 MO
TP53 Carcinoma escamoso 1B T2a NO MO
TP57 Adenocarcinoma IB T2a NO MO
TP60 Adenocarcinoma A T3 N1 MO
TP63 Adenocarcinoma A T3 NO MO
TP64 Carcinoma escamoso 1B T3 NO MO
TP65 Carcinoma escamoso A T3 N1 MO
TP67 Carcinoma escamoso 1A T1b NO MO
TP70 Adenocarcinoma 1B T2a NO MO
TP79 Adenocarcinoma 1B T2b N1 MO
TP80 Adenocarcinoma v T3 NO MO
TP90O Carcinoma escamoso 1B T2a NO MO
TPO1 Adenocarcinoma A Tib N2 V1
TP96 Carcinoma escamoso IB T2a NO MO
TP103 Adenocarcinoma A T2a N1 MO
TP106 Carcinoma escamoso 1B T3 NO MO
TP107 Carcinoma escamoso IB T2a NO MO
TP109 Carcinoma escamoso 1B T2a NO
TP111 Carcinoma escamoso A T3 N1 MO
TP114 Carcinoma escamoso 1B T3 NO MO
TP118 Adenocarcinoma A Tib N1
TP126 Adenocarcinoma IB T2a NO
TP134 Adenocarcinoma IB -
TP143 Adenocarcinoma A T4 N1 MO
TP181 Adenocarcinoma 1B T2b N1 MO
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Se destacan en negrita los modelos PDX que posteriormente se trataron con
AZDA4547.

4.2 Estudios de eficacia de inhibidores de FGFR en modelos PDX.

Se realizaron tratamientos in vivo con el inhibidor de FGFR mencionado en el apartado
1.3, AZD4547, para comprobar su efecto sobre el crecimiento de los PDX. Para esto, se implantd
el modelo de interés en 12 ratones, 6 ratones por grupo de tratamiento a realizar, y se sigui6 el
crecimiento de los tumores generados, realizando dos mediciones por semana segun se
menciond en el apartado 4.1. Al alcanzar éstos un volumen de 200 mm?3, los ratones se
distribuyeron en los diferentes grupos de tratamiento, presentando cada grupo una media de

tamafio tumoral y desviacion estandar similar en cada grupo, y dejando un grupo control tratado



con el vehiculo, como referencia. Tras el establecimiento de los grupos, se comenzaron los

tratamientos que fueron de 3-5 semanas de duracién.

La concentracidon de farmaco AZD4547 utilizada fue de 7,5 mg/kg/dia administrado de
lunes a viernes por via oral. El vehiculo del inhibidor AZD4547 utilizado fue
hidroxipropilmetilcelulosa al 0,1 %. Al final del tratamiento, se realizé la necropsia completa de
estos ratones en busca de tejidos que pudieran estar alterados, y se recogié una muestra de
éstos en caso de estarlo, que fue fijada en formalina y conservada en parafina para su posterior
analisis. Las muestras tumorales fueron troceadas y un fragmento fue fijado en formalina e
incluido en parafina para su conservacion. El resto de la muestra tumoral se troced y se congeld

a -80 2C, posteriormente se procedid a la extracciéon de ARN o proteina.

El crecimiento de los tumores se muestra mediante graficas de crecimiento tumoral
frente al tiempo, donde se relativiza cada medida del volumen tumoral a la inicial justo antes de
comenzar el tratamiento, y se representa la media y el error medio para cada grupo de
tratamiento. El error medio se calculd con la férmula: desviacidon estandar/vn, donde n es el
numero de tumores en cada grupo. La variacion de volumen tumoral se representa mediante
graficos de barras, que muestran el incremento (o decrecimiento), expresado en porcentaje, del

volumen de cada tumor con respecto al volumen inicial, en cada grupo de tratamiento.

Los procedimientos realizados con animales fueron aprobados por el Comité de

Proteccién Animal de la Comunidad Auténoma de Madrid (PROEX 134/16; 208/17 y 366.4/21).
5. ANALISIS BIOINFORMATICOS

Los andlisis bioinformaticos de toda la informacidén obtenida de la secuenciacién del
exoma y el ARNseq de las muestras de los PDX, fueron realizados por los bioinformaticos del
laboratorio (David Gémez y José Gracia). Los andlisis bioinformaticos del repositorio de Genomics
of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC, por sus siglas en inglés) fueron realizados por Haiyun Wang,
Profesora de la Universidad de Tongji, Shanghai, China. Utilizamos el software online DAVID

(https://david.ncifcrf.gov/tools.ijsp) para la anotacidn y clasificacion funcional de los genes

estudiados en el andlisis de nuevos potenciales biomarcadores?2%22°,

5.1 Analisis de exomas.

Los datos de secuenciacién de ADN se filtraron usando Fastp y se clasificaron en lecturas
humanas y de raton mediante Xengsort y la base de datos GENCODE. Las lecturas humanas se

alinearon con el genoma GRCh38 del NCBI utilizando BWA-MEMZ%?, Se realizaron llamadas de
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variantes con Mutect, VarDict?3! y FreeBayes?*? para detectar variantes somdticas pequefias.


https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp
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R%3y bases de datos como gnomAD?4, CSVS®°y

Las variantes se anotaron con ANNOVA
bases de datos propias de pacientes no relacionadas con cancer. También se utilizaron bases de
datos de variacién somética en tumores, como COSMIC?3¢, MSK-IMPACT?¥’, Catalog of Validated
Oncogenic Mutations®®® y Cancer Gene Census®*. Las variantes candidatas se verificaron

manualmente con IGV.

t240 y se obtuvieron

Para estimar las variaciones en el nimero de copias, se utilizé6 CNVKki
graficos con las variantes de los genes .Algunos de estos genes son AKT1, EGFR, KRAS o TP53,

entre otros.
5.2 Andlisis del transcriptoma.

Los datos crudos de la secuenciacion de ARN fueron posteriormente filtrados usando la
herramienta Fastp. Las lecturas se clasificaron en lecturas humanas y de ratén usando el
programa Xengsort utilizando los genomas humano y murino disponibles en la base de datos

publica GENCODE.

Se utilizd la herramienta Salmon?*

para cuantificar la expresién de los transcritos
utilizando las lecturas Unicamente clasificadas como humanas. La abundancia de cada gen fue
cuantificada para obtener un valor de transcriptos por milldn (TPM) y cuentas en crudo (raw

counts) a través de Tximport?*2,

Para extrapolar la expresion génica de cada muestra de PDX a las principales vias de
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sefializacion activadas en cancer, ejecutamos el algoritmo PROGENy***, que transforma la

abundancia de expresion de cada gen en un valor numérico asociado a cada ruta de cancer, para

luego visualizarse con Pheatmap?*.

5.3 Anadlisis del repositorio GDSC.

Obtuvimos datos de respuesta al farmaco (versidn del 25 de febrero de 2020) del sitio
web de GDSC y datos de mutacidn y expresion génica (version de octubre 2022) de Cell Model

Passports.

En nuestro analisis se incluyeron los inhibidores de FGFR AZD4547, ponatinib, foretinib,
FGFR_3831, PD173074 del conjunto de datos GDSC1 y foretinib, PD173074 y AZD4547 del
conjunto de datos GDSC2. Se usé la prueba t de Student para determinar si la respuesta al
farmaco (valor IC50) era significativamente diferente entre las lineas celulares mutantes y de tipo
salvaje de KRAS en el cancer de pulmén. Se utilizé la correcciéon de Benjamini y Hochberg en

pruebas de hipdtesis multiples para el control de falsos positivos. El valor de p < 0,05 se considerd
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estadisticamente significativo. Se realizé el mismo proceso de analisis en todos los farmacos en
GDSC como fondo. Se utilizaron gréficos de volcan para mostrar las diferencias en los valores de
IC50 de todos los farmacos entre las lineas celulares mutantes y de tipo salvaje de KRAS. Se usé
la prueba exacta de Fisher para determinar si las inhibiciones de FGFR dirigidas a la sefalizacion

de FGFR estaban enriquecidas en farmacos sensibles o resistentes.

Para examinar los efectos del estado mutacional de KRAS, se usé la prueba t de Student
para determinar la diferencia de los valores de IC50 en las inhibiciones de FGFR entre los grupos
mutantes y de tipo salvaje de KRAS. Todos los analisis y graficos se realizaron utilizando el

software R.

Para encontrar potenciales dianas terapéuticas para superar la resistencia a los
inhibidores de FGFR, primero seleccionamos lineas celulares de cancer de pulmén con alta
expresion de FGFR1 y/o FGFR4 (la mediana de expresiéon como el punto de corte). Y luego se
analizaron las asociaciones entre la expresidon génica y la respuesta farmacoldgica a los
inhibidores de FGFR, respectivamente, en células con alta o baja expresién de N-Cadherina (la
mediana como punto de corte). Se utilizd el coeficiente de correlacién de Pearson (r) para medir
la correlacion entre la respuesta al farmaco (valor IC50) y la expresion génica. El valor r positivo
significa que las altas expresiones de un gen se corresponden con los valores elevados de IC50.
Los genes con r > 0 y valor de p < 0,05 se incluyeron en los resultados. Se usd la prueba t de
Student para determinar si la respuesta al farmaco (valor IC50) era significativamente diferente
entre las lineas celulares con mutaciones genéticas y las que tienen la forma nativa del gen. La
estadistica t positiva significa que las mutaciones de un gen se corresponden con los valores
aumentados de IC50. Los genes con t > 0 y valor de p < 0,05 se incluyeron en los resultados. Se

utilizé la correccion de Benjamini-Hochberg para controlar los falsos positivos.
6. ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando los paquetes de software estadistico SPSS
(IBM) o GraphPad Prism. Para comprobar que los grupos de datos se ajustaban a la normalidad,
se empled la prueba de Saphiro-Wilk. Los valores p obtenidos de las pruebas estadisticas que se
detallan se consideraron estadisticamente significativos cuando su valor estaba por debajo de
0.05 (* [p < 0.05], ** [p < 0.01], ***[p < 0.001]). Toda la informacién sobre las pruebas
estadisticas realizadas, los valores “n” y los valores p por experimento se pueden encontrar en

las leyendas de las figuras, las figuras y los resultados.

Para los experimentos in vitro, las comparaciones entre las diferentes condiciones se

realizaron con la prueba T no pareada para las muestras que mostraban normalidad y la prueba

~
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ANOVA para las muestras con distribucién normal, pero con varianzas diferentes. Se realizé la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney o la de Krustal-Wallis para muestras que no se
ajustaban a una distribucién normal. Para los experimentos in vivo, se analizaron las diferencias
en el crecimiento de los tumores de las diferentes ramas de tratamiento de cada ensayo usando

la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.
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1. VALIDACION DEL PAPEL DE N-CADHERINA COMO BIOMARCADOR PREDICTIVO DE
RESPUESTA A LA TERAPIA DIRIGIDA A FGFR

Datos previos de nuestro laboratorio demostraron que la alta expresién de FGFR1/4 no
era suficiente para prever la efectividad de la terapia anti-FGFR en modelos in vitro e in vivo de
cancer de pulman, sino que se requeria la determinacion complementaria de la expresidon de N-
Cadherina para seleccionar que modelos respondian a esta estrategia terapéutica?’?. Nuestro
primer objetivo fue validar el papel de la N-Cadherina como biomarcador predictivo de
respuesta a la terapia anti-FGFR en una cohorte mas amplia de modelos PDX de cdncer de

pulmdn no microcitico (CPNM).

1.1 Caracterizacion de los niveles de expresion de FGFR y N-Cadherina en una coleccién de

modelos PDX.

En primer lugar, se llevd a cabo la caracterizacion de los niveles de expresion de FGFR y
N-Cadherina de una coleccién propia de modelos PDX de CPNM, y se seleccionaron aquellos que
presentaban una sobreexpresidn de FGFR1 y/o FGFR4, asi como un rapido crecimiento, para ser
tratados con el inhibidor anti-FGFR, AZD4547. Para ello, se determind la expresién proteica de
FGFR1, FGFR4 y N-Cadherina mediante la técnica de Western Blot (WB) en 31 modelos PDX (14
de adenocarcinoma (ADC) y 17 de carcinoma escamoso (ESC) de pulmén) (Figura 9). A partir de
la cuantificacion de la expresion proteica, se establecieron puntos de corte para cada una de las
tres proteinas, con el fin de poder clasificar a los modelos segln la expresion de cada
biomarcador. Para establecer el punto de corte de FGFR1 y FGFR4 utilizamos los percentiles de
expresion. Seleccionamos aquellos modelos que presentaban mayor expresién de estos dos
receptores, por lo que, viendo la valoracion del WB (Figura 9), utilizamos el percentil 10 y
percentil 50, respectivamente, para descartar los PDX con baja expresién. En el caso de la N-
Cadherina, clasificamos los modelos caracterizados en modelos con alta o baja expresidn de esta

proteina, a partir de un z score = 0, coincidente con la mediana.
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Figura 9. Determinacidn de los niveles de expresion de FGFR1, FGFR4 y N-Cadherina. Determinacion de la expresion
proteica por WB de estos biomarcadores en 31 modelos de nuestra coleccion de modelos PDX: 14 adenocarcinomas
(A) y 17 carcinomas escamosos (B). En ambas histologias se representa la imagen resultante del revelado de las tres
proteinas y su control de carga, asi como las graficas que muestran el valor de densitometria de cada uno de los
biomarcadores. El calculo de densitometria se realizé a partir del valor de la cuantificacidon de la banda de cada
proteina relativizada con respecto a la cuantificacién de las bandas del control de carga (tubulina). La linea punteada
representa el punto de corte seleccionado para cada uno de los biomarcadores estudiados.
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Asi, seleccionamos 16 modelos (11 modelos de adenocarcinoma y cinco modelos de
carcinoma escamoso) de rapido crecimiento con alta expresién de FGFR1 y/o FGFR4, y valores
variables de N-Cadherina para realizar el tratamiento in vivo con el inhibidor de FGFR. Por ello,
modelos con alta expresién de FGFR1/4 pero con un crecimiento lento, como el TP63 o el TP70,
no fueron seleccionados. La histologia y los niveles de expresién de cada uno de los tres

biomarcadores de los 16 modelos seleccionados se describen en la Tabla 12.

Tabla 12. Caracteristicas histologicas y de expresion proteica de los 16
modelos PDX seleccionados para la evaluacion de su respuesta a la inhibicion
de FGFR in vivo.

PD ologia R R4 ad

TP3 ESC Baja Alta Baja
TP13 ESC Baja Alta Alta
TP40 ADC Alta Alta Alta
TP43 ADC Alta Alta Alta
TP57 ADC Alta Baja Alta
TP60 ADC Alta Baja Alta
TP79 ADC Alta Baja Alta
TP80 ADC Alta Baja Alta
TP91 ADC Alta Baja Alta
TP96 ESC Alta Alta Alta
TP103 ADC Alta Baja Alta
TP107 ESC Alta Baja Baja
TP114 ESC Alta Alta Alta
TP126 ADC Alta Baja Alta
TP134 ADC Alta Baja Baja
TP143 ADC Alta Alta Baja

Clasificacién de los modelos PDX en funcién de la expresidn de cada uno de los
biomarcadores determinados. Clasificamos los modelos seguin su alta o baja
expresion utilizando los siguientes puntos de corte para FGFR1: percentil 10 de
expresion (valor de la densitometria = 0,35), para FGFR4: percentil 50 de
expresion (valor de la densitometria = 0,21), y para N-Cadherina: z score 0
(valor de la densitometria = 0,15). ADC: adenocarcinoma; ESC: carcinoma
€scamoso.

1.2 Evaluacion de la respuesta a la inhibicion de FGFR en una coleccién de modelos PDX.

El paso siguiente fue evaluar en estos 16 modelos PDX seleccionados el posible papel de
la N-Cadherina como biomarcador predictivo de respuesta a la terapia inhibitoria de FGFR. Para
ello, se tratd un grupo de 6 ratones de cada uno de los modelos PDX seleccionados con el
inhibidor de FGFR AZD4547 (7,5 mg/kg/dia; 5 dias a la semana durante 5 semanas), y se
determind la sensibilidad al tratamiento comparando el crecimiento de los tumores de los
ratones tratados con el de los tumores de los ratones del grupo control (tratado con vehiculo)
(Figura 10). Escogimos al inhibidor AZD4547 para la terapia anti-FGFR, aunque no esté aun
aprobado por la FDA, por la necesidad de usar un inhibidor selectivo de FGFR, cuya tolerancia y

bajos efectos secundarios han sido previamente demostrados?*>2%, Ademads, el AZD4547 se

P
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habia utilizado con anterioridad en los ensayos in vivo del trabajo realizado en nuestro
laboratorio que propuso a la N-Cadherina como biomarcador predictivo®. En ese estudio se
realizé el tratamiento de cuatro modelos PDX y nuestro objetivo es realizar el mismo tratamiento

en un nimero mas amplio de modelos.

Tras realizar el tratamiento, se establecieron dos grupos de modelos PDX segln la
sensibilidad que habian presentado al mismo, distinguiendo entre “Respondedores” y “No
Respondedores”. El grupo de PDX “Respondedores”, es decir, aquellos en los que el tratamiento
produjo una reduccidn estadisticamente significativa del crecimiento, incluyé dos modelos de
adenocarcinoma (TP43 y TP103) y dos modelos de carcinoma escamoso (TP96 y TP114). Estos
cuatro modelos se caracterizaban por mostrar alta expresién de FGFR1 y de N-Cadherina,
apoyando nuestra hipdtesis de que la expresion de N-Cadherina es necesaria para que haya

respuesta a la terapia anti-FGFR.

El grupo de modelos “No Respondedores” contenia 9 modelos de adenocarcinoma
(TP40, TP57, TP60, TP79, TP80, TP91, TP126, TP134 y TP143) y tres modelos de carcinoma
escamoso (TP3, TP13 y TP107). Entre ellos, los modelos TP57, TP79, TP80, TP91 y TP126
mostraron una ligera respuesta al tratamiento, aunque no estadisticamente significativa,
mientras que el resto de los modelos no mostraron ninguna sensibilidad al tratamiento. Al
contrario que en los PDX “Respondedores”, la expresion del biomarcador N-Cadherina fue
variable en los modelos clasificados como “No Respondedores”. En cuatro modelos (TP3, TP107,
TP134 y TP143) los niveles de expresidon de N-Cadherina eran bajos, sin embargo, en los otros
ocho modelos (TP13, TP40, TP57, TP60, TP79, TP80, TP91 y TP126) los niveles de expresidn eran
elevados. Por tanto, en esta coleccidon de modelos PDX, la expresién de N-Cadherina no parece
predecir por si sola la respuesta al tratamiento con AZD4547. De modo que, se requiere una
investigacion adicional con el objetivo de identificar otros posibles biomarcadores que puedan

estar implicados en la respuesta al tratamiento con el inhibidor de FGFR.
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Figura 10. Efecto del tratamiento con AZD4547 en 16 modelos de PDX CPNM (11 ADC y 5 ESC) con elevados niveles de expresion de FGFR1/4 y niveles variables de N-Cadherina.
Efecto del tratamiento con el inhibidor AZD4547, representado mediante el crecimiento tumoral relativo. La linea de color negro refleja el crecimiento tumoral relativo de la rama
Control, mientras que la linea de color rojo el de la rama tratada con AZD4547. Los modelos con alta expresion de N-Cadherina se sefialan con el circulo de color negro. Los modelos
se clasificaron en “Respondedores” y “No Respondedores” en funcidn de su respuesta al tratamiento. ADC = Adenocarcinoma, ESC = Carcinoma epidermoide, N = Numero de ratones
por grupo de tratamiento. Los p-valores se encuentran representados por asteriscos (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). Se realizd la prueba de Mann Whitney como prueba

estadistica.
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1.3 Evaluacién de otras tecnologias para la determinacion de la expresion de FGFR1/4 y N-

Cadherina.

Debido a que el WB no es un método habitual de aplicacidn clinica para cuantificar la
expresién proteica en biopsias de pacientes, quisimos estudiar si era factible y tenia capacidad
predictiva la determinacion de la expresion de FGFR1/4 y N-Cadherina mediante

inmunohistoquimica (IHQ) y PCR cuantitativa (qPCR).

1.3.1 Caracterizacion de la expresion de FGFR1/4 y N-Cadherina de los modelos PDX

mediante tincion IHQ.

Para realizar la caracterizacién de la expresién de las proteinas de interés por tinciones
de inmunohistoquimica, obtuvimos bloques de parafina de los mismos tumores de los 31
modelos PDX de los que se extrajeron las proteinas para la caracterizacion mencionada en la
seccién 1.1. Se llevé a cabo la tincién utilizando anticuerpos dirigidos frente a FGFR1 y N-
Cadherina, tras la oportuna puesta a punto técnica (Tabla 13 y Figura 11). Sin embargo,
encontramos dificultades no subsanables empleando varios anticuerpos anti-FGFR4 comerciales

para poner a punto esta tincién sobre las muestras de nuestros PDX.
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A Adenocarcinoma
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Figura 11. Caracterizacion de los niveles de expresion proteica de FGFR1 y N-Cadherina en la colecciéon de PDX.
Imagenes de las tinciones de los anticuerpos FGFR1 y N-Cadherina en los modelos de adenocarcinoma (A) y de
carcinoma escamoso (B) en pase 2. Se utilizé el objetivo de aumento 20x.

Las muestras fueron valoradas y cuantificadas por un patélogo. Después se calculé el h-

score, resultante de la multiplicacion del porcentaje de células positivas para la tincién (0-100) y
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el nivel de intensidad de la propia tincidn (1-3), el cual utilizamos como punto de corte para
clasificar a los modelos PDX. En ambos biomarcadores, consideramos los valores positivos de h

score como indicadores de la expresion de FGFR1 y N-Cadherina (Tabla 13 y Tabla 14).

Tabla 13. Determinacion de los niveles de expresion de FGFR1 y N-Cadherina en la coleccion de PDX mediante IHQ.

A FGFR1 N-Cadherina
% células % células

Muestras tumorales Intensidad h-score  tumorales Intensidad h-score
positivas positivas

oO|lO|lOj0O|O|lO|O|O

FGFR1 N-Cadherina
% células X CES
Muestras tumorales Intensidad | hscore  tumorales Intensidad h score
positivas positivas

0 1,5
TP3 40 % 2,5 5% 1
TP13 0% 0 3% 1
TP24 0% 0 1% 1
TP34 0% 0 0% 0
TP52 15% 1 0% 0
TP53 2% 1 1% 1
TP64 0% 0 0% 0
TP65 20 % 1 0% 0
TP67 40 % 1 3% 1
TP90 3% 1 2% 1
TP96 90 % 1,5 2,5
TP106 0% 0
TP107 60 % 2,5
TP109 0% 0
TP111 10 % 1
TP114 0% 0

762 |
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Se representa la valoracién por IHQ de los niveles de expresidn proteica de estos dos biomarcadores en la coleccion
de PDX por medio del h-score: ADC (A) y ESC (B). El h-score o indice h, es fruto de la multiplicacién del porcentaje de
células positivas para la tincion y el nivel de intensidad de la propia tincion en los mismos 31 modelos de nuestra
coleccion de modelos PDX. Se establece una escala de dos colores donde el color rojo se corresponde a los valores de
negativos de h score, y el color verde se corresponde con los valores positivos de h score.

A continuacién, estudiamos la correlacién entre la expresion proteica por WB y por IHQ
en cada modelo PDX para cada uno de los biomarcadores. Encontramos un mayor porcentaje de
coincidencias para FGFR1 (19 de los 31 modelos; un 61 %) que para la N-Cadherina (15 de los 31

modelos; un 48 %) entre las técnicas WB e IHQ.

Ambos porcentajes de concordancia fueron demasiado bajos para considerar que las
dos técnicas clasifican a los modelos PDX de forma similar. Tres de los 16 (19 %) modelos PDX
(TP114, TP43 y TP126) que presentaban alta expresion de FGFR1 por WB, no mostraron
expresion por IHQ (Tabla 14). A pesar de ello, dos de esos tres modelos (TP114 y TP43) si
enxihieron respuesta al inhibidor de FGFR, lo que indica que el WB clasifica de forma mas
adecuada a los modelos. Por otro lado, con esta clasificacion, tres de los cuatro modelos que
respondieron al tratamiento (75 %), fueron catalogados como PDX sin expresién de N-
Cadherina, lo que no concordaria con nuestros datos previos in vitro e in vivo*. Solo uno de
los modelos PDX que respondieron al tratamiento fue clasificado por IHQ como un PDX con
expresién de FGFR1 y N-Cadherina (TP96).

Tabla 14. Clasificaciéon de los modelos PDX tratados con AZD4547 segun la
expresion de FGFR1 y N-Cadherina evaluadas por tincion IHQ.

PDX Respuesta al tratamiento FGFR1 N-Cadherina

TP103 Responde Presencia Ausencia
TP114 Responde Ausencia Ausencia
TP43 Responde Ausencia Ausencia
TP96 Responde Presencia Presencia
TP107 No Responde Presencia Presencia
TP57 No Responde Presencia Presencia
TP126 No Responde Ausencia Ausencia
TP79 No Responde Presencia Ausencia
TP80 No Responde Presencia Ausencia
TP91 No Responde Presencia Ausencia
TP134 No Responde Presencia Ausencia
TP40 No Responde Presencia Presencia
TP60 No Responde Presencia Presencia
TP143 No Responde Presencia Ausencia
TP3 No Responde Presencia Presencia
TP13 No Responde Ausencia Presencia

Clasificacién de los modelos PDX tratados con AZD4547 en funcién de la expresion
de cada uno de los biomarcadores determinado mediante tincion IHQ y utilizando
como punto de corte de FGFR1 y N-Cadherina el h-score positivo.
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El bajo porcentaje de coincidencias entre ambas técnicas y la baja relacién con la
respuesta esperada al tratamiento indicaron que la IHQ no clasificaba a los modelos PDX de la

misma forma que el WB, ni permitia la prediccién de la respuesta a la terapia anti-FGFR.

1.3.2 Caracterizacion de la expresion de FGFR1/4 y N-Cadherina de los modelos PDX
mediante qPCR.

Para llevar a cabo la caracterizacion de la expresidon de los biomarcadores de interés
mediante PCR cuantitativa (QPCR), se extrajo ARN de los 31 modelos PDX del mismo tumor en el
que se extrajeron las proteinas para la caracterizacion mencionada en la secciéon 1.1 y se
realizaron cuantificaciones de expresién por qPCR de los genes FGFR1, FGFR4 y CDH2 (N-
Cadherina).

Posteriormente, para clasificar a los modelos seglin su expresion de los tres
biomarcadores, utilizamos los mismos puntos de corte de expresidn establecidos para la técnica
del WB: percentil 10 (FGFR1), percentil 50 (FGFR4) y z score = 0 (N-Cadherina). Estos puntos de
corte nos permitieron identificar los modelos que presentaban alta expresién de FGFR1, FGFR4,
y N-Cadherina (Figura 12).
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Figura 12. Caracterizacion de los niveles de expresion de ARN mensajero de FGFR1, FGFR4 y CDH2 (N-Cadherina) en
la coleccion de PDX. Se determinaron los niveles de expresion de estos biomarcadores en 14 modelos de ADC (A) y
en 17 modelos de ESC (B). La expresién se determind con el método delta Ct. El método delta Ct calcula la variacion
de la expresidon (ACt) del gen de interés restando su valor Ct con el del gen utilizado como control de carga. La linea
punteada indica el punto de corte establecido para cada biomarcador: FGFR1: percentil 10 (valor 22Ct 0,006), FGFR4
(percentil 50; valor 22¢t 0,0072), y N-Cadherina (z score = 0; valor 22t 0,003).

Las coincidencias observadas entre ambas técnicas fueron superiores para FGFR1
(concordancia en 25/31 modelos PDX, 81 %), siendo menores en el caso de FGFR4 (concordancia

en 16/31, 52 %) y N-Cadherina (concordancia en 13/31, 42 %).

o
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Ademas, relacionamos la clasificacidon de los modelos segun la expresion de estos tres
genes evaluada por la gPCR con la respuesta observada al tratamiento con el inhibidor AZD4547
(Tabla 15). Observamos que uno de los 16 modelos PDX seleccionados (TP143) habria sido
catalogado como PDX con baja expresiéon de FGFR1 y no habria sido seleccionado para ser
tratado con el inhibidor de FGFR. Por otro lado, dos de los cuatro modelos que respondieron al
tratamiento, fueron catalogados como PDX con baja expresion de N-Cadherina, no validando

nuestra hipdtesis respecto al marcador propuesto.

Tabla 15. Clasificacion de los modelos PDX tratados con AZD4547 segtin la expresion de
FGFR1, FGFR4 y CDH2 (N-Cadherina) evaluadas por qPCR.

PDX Respuesta al tratamiento = FGFR1 FGFR4 N-Cadherina

TP103 Responde Alta Baja Baja
TP114 Responde Alta Baja Baja
TP43 Responde Alta Alta Alta
TP96 Responde Alta Baja Alta
TP107 No Responde Alta Alta Baja
TP57 No Responde Alta Baja Baja
TP126 No Responde Alta Alta Baja
TP79 No Responde Alta Alta Baja
TP80 No Responde Alta Alta Baja
TP91 No Responde Alta Baja Baja
TP134 No Responde Alta Baja Alta
TP40 No Responde Alta Alta Baja
TP60 No Responde Alta Baja Alta
TP143 No Responde Baja Baja Baja
TP3 No Responde Alta Baja Alta
TP13 No Responde Alta Baja Alta

Clasificaciéon de los modelos PDX tratados con AZD4547 en funcidn de la expresidn de cada
uno de los biomarcadores determinado por qPCR y utilizando como punto de corte para
FGFR1 el percentil 10 de expresion (valor 22t 0,006), para FGFR4 el percentil 50 de expresidn
(valor 24¢t0,0072) y para N-Cadherina el z score 0 (valor 22¢t 0,003).

En resumen, aunque la IHQy la gPCR sean dos técnicas de mayor aplicacion en el ambito
clinico, en el caso de nuestros biomarcadores, hemos comprobado que no clasifican a los
modelos PDX de igual forma que lo hace el WB. Adicionalmente, la técnica del WB es la que
predice mejor la respuesta al inhibidor de FGFR, ya que fue la Unica técnica que clasificé a los
cuatro modelos que respondieron al tratamiento como modelos con una alta expresién de
FGFR1 y N-Cadherina. Estos resultados, junto a los problemas técnicos encontrados a la hora de
realizar la tincién de IHQ (no poner a punto la tincidn para el FGFR4), reforzaron que el WB siga
siendo la mejor técnica para la seleccion de los modelos PDX que puedan responder a la terapia

frente a FGFR.
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2. IDENTIFICACION DE OTROS POSIBLES PREDICTORES GENOMICOS Y
TRANSCRIPTOMICOS QUE DEFINAN LA SENSIBILIDAD A INHIBIDORES DE FGFR

En el apartado anterior observamos que, como esperabamos, los modelos que
respondieron al tratamiento con inhibidores de FGFR fueron clasificados como modelos con alta
expresion de N-Cadherina mediante nuestra técnica de referencia (el WB). Sin embargo,
encontramos también modelos que, aunque clasificados también como PDX con alta expresion
de N-Cadherina, no respondieron al tratamiento. Este hallazgo nos indicaba que podrian existir
otros biomarcadores complementarios que pudieran contribuir también a predecir la
sensibilidad a los inhibidores de FGFR. Dado que contdbamos con una caracterizacion de nuestra
plataforma de PDX a nivel gendmico y transcriptdmico, empleamos estos datos para identificar
alteraciones moleculares que pudieran servir como posibles biomarcadores complementarios

ayudando a predecir la respuesta a la terapia anti-FGFR.

2.1 Identificacidn de alteraciones gendmicas que puedan predecir la respuesta al tratamiento

con inhibidores de FGFR en nuestra coleccion de PDX.

Utilizamos la caracterizacion gendmica de nuestra coleccidon de PDX en pase 2, con la
intencidn de identificar alteraciones moleculares que pudieran ayudar a definir mejor los grupos
de “Respondedores” (TP43,TP96, TP103y TP114)y “No Respondedores” (TP3, TP13, TP40, TP57,
TP60, TP79, TP80, TP91, TP107, TP126, TP134 y TP143). En el oncoplot (Figura 13), se muestran

las alteraciones gendmicas mas frecuentemente encontradas en nuestros 16 modelos PDX.

Observamos que ninguno de los cuatro modelos del grupo de PDX “Respondedores”
mostraba ninguna alteracidn en los genes KRAS, PKD1, RB1, PDGFRA, NF1y MGA, mientras que
varios de los modelos clasificados como “No Respondedores” mostraban mutaciones en estos
genes. Especialmente llamativo fue el caso del oncogén KRAS, ya que 7 de los 12 modelos que
no respondieron al tratamiento (TP57, TP60, TP79, TP80, TP91, TP126 y TP143) albergaban
mutaciones en este gen. En concreto, el TP60, TP79, TP80, TP91y TP126 tenian la mutacion KRAS
G12C, el TP143 presentaba la mutaciéon KRAS G12D y el TP57 portaba la mutacion KRAS G12A
(Figura 13). El resto de los genes con alteraciones gendmicas no mostraron un patrén diferencial

claro entre el grupo “Respondedor” y “No Respondedor”.

Respecto a las alteraciones en el gen KRAS, cabe destacar que cinco (TP57, TP60, TP79,
TP80 y TP126) de los siete modelos “No Respondedores” con mutacion en KRAS, fueron

clasificados como PDX con una alta expresién de N-Cadherina. Esta observacion nos llevd a
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plantear la hipdtesis de si la presencia de la mutacién en KRAS pudiera estar relacionada con la

resistencia a la terapia anti-FGFR.
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Al representar en conjunto los datos de expresidon de N-Cadherina determinados por WB
(apartado 1.1), la respuesta al tratamiento con el inhibidor de FGFR (apartado 1.2) y el estado
mutacional del gen KRAS (apartado 2.1) (Figura 14), se puede ver que todos los modelos que
respondieron al tratamiento presentaban el gen KRAS sin mutaciones (KRAS wt) y altos niveles
de expresién de N-Cadherina. Estos resultados sugieren que la expresion de N-Cadherina puede
actuar como biomarcador predictivo de respuesta a los inhibidores de FGFR, pero solo en un

contexto en el que el gen KRAS no se encuentre mutado.
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Figura 14. Estudio de eficacia de la respuesta de los 16 modelos PDX al inhibidor AZD4547 y su relacién con la
expresion de N-Cadherina y su estado mutacional de KRAS. Se representa el crecimiento tumoral relativo a tiempo
final de los 16 modelos PDX con alta expresidon de FGFR1/4 que fueron seleccionados para el tratamiento con el
AZDA4547. El grafico muestra la variacidon tumoral relativa de cada modelo PDX entre el Control (C) y el tratamiento
con AZD4547 (T). Los PDX con altos niveles de expresion de N-Cadherina estan marcados con un circulo negro. Los
PDX con mutaciones en el gen KRAS se muestran en color verde, mientras que aquellos que tienen el gen en su
forma nativa se muestran en naranja. La significancia estadistica se determiné mediante el test de Mann-Whitney
(*p £0.05, **p £0.01, ***p < 0.001, n.s: no significativo).

2.2 Identificacion de diferencias en el perfil transcripcional de los modelos PDX segun su

respuesta al tratamiento con inhibidores de FGFR.

Utilizamos la caracterizacidon transcriptémica de nuestra colecciéon de PDX en pase 2,
para identificar alteraciones transcriptémicas comunes que pudieran definir los grupos de
modelos “Respondedores” y “No Respondedores”. En el analisis de enriquecimiento de
conjuntos de genes (GSEA) representado en el mapa de calor (Figura 15), se comparé la
expresion diferencial génica entre los grupos de “Respondedores” y “No Respondedores”.
Posteriormente, estos genes fueron clasificados en diferentes vias de sefializacion en las que
estan implicados. La seleccion de vias que se muestra se hizo basandose en una busqueda previa

en la literatura acerca de vias de sefializacién relacionadas con la resistencia intrinseca a la

s
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inhibicidn de FGFR, con la sefalizacidon FGFR, con la oncogénesis y progresion tumoral en general

o con la sefializacidn bypass al bloqueo de la sefializacidn de los RTKs.

El resultado de la expresion diferencial viene dado por un valor numérico en cada via de
sefializacién. Calculando el promedio de este valor numérico en cada grupo de estudio,
observamos que, en comparaciéon con los “No Respondedores”, los modelos “Respondedores”
mostraban una sobreactivacidon de vias de sefializacidon relacionadas con la sefializacion de FGFR,
como Akt (*p = 0,03). También se encontrd una mayor expresion de genes involucrados en vias
de sefializacion relacionadas con el cancer de pulmdn no microcitico (CPNM) (**p = 0,006), de
genes relacionados con la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) (*p = 0,03), con las
uniones adherentes (*p = 0,05) y con las uniones GAP (*p = 0,01). Por otro lado, los modelos “No
Respondedores”, en contraste con los modelos “Respondedores”, presentaron una
sobreactivacidn de vias de sefializacidn relacionadas con la resistencia intrinseca a los inhibidores

de FGFR, como los transportadores ABC (*p = 0,04).

Estudiamos la expresién diferencial en la sefializacién KRAS y en la sefializacion regulada
por N-Cadherina porque, aunque la diferencia entre los dos grupos de estudio no era
estadisticamente significativa, los datos preliminares nos sugirieron profundizar en el andlisis de
estas sefalizaciones. Destacamos, en los modelos “Respondedores”, una tendencia en la
sobreactivacion de la sefalizacion de N-Cadherina, lo que podria apoyar su papel como
biomarcador predictivo de respuesta (Figura 15). De igual forma, se observé una tendencia de
una mayor expresion de genes relacionados con la via de sefializacién de KRAS en los modelos
“No Respondedores”, lo cual concuerda con los hallazgos de la caracterizacidn gendmica que

indican que la activacién de esta via se asocia a la resistencia a la terapia anti-FGFR (Figura 15).
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Figura 15. Caracterizacion transcriptomica de los 16 modelos PDX tratados con el inhibidor de FGFR segun su tipo
de respuesta. Se muestra un mapa de calor supervisado con las puntuaciones de enriquecimiento normalizadas (NES)
de los analisis de enriquecimiento de conjunto de genes de una sola muestra (ssGSEA) para cada grupo de genes (gene
sets). El analisis de enriquecimiento de genes (GSEA) se realizé para comparar la expresién diferencial entre el grupo
de “Respondedores” y el grupo de “No Respondedores”. El andlisis estadistico utilizado es la prueba t de student (*p
< 0,05; **p < 0,01). En el panel descriptivo superior se presenta el nivel de expresién de los biomarcadores FGFR1/4
y N-Cadherina en cada modelo PDX, calculado mediante densitometria del WB. Ademas, se incluyen datos adicionales
como el estado mutacional de KRAS y la respuesta al tratamiento anti-FGFR de cada modelo PDX.
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Estos resultados, junto con los hallazgos anteriores de la existencia de mutaciones del
gen KRAS Unicamente en el grupo de modelos “No Respondedores” y el hecho de que todos los
modelos “Respondedores” expresen altos niveles de N-Cadherina, parecen respaldar que el
estado mutacional del gen KRAS y la alta expresidn de N-Cadherina podrian actuar en conjunto

como biomarcadores predictivos de la respuesta al tratamiento con inhibidores de FGFR.

Sin embargo, la suma de estos dos biomarcadores no explica la ausencia de respuesta
de todos los modelos. Mientras que la mutacidn en KRAS podria explicar la ausencia de respuesta
de 5 de los 7 modelos que no respondieron al tratamiento aun teniendo alta expresién de N-
Cadherina (TP57, TP60, TP79, TP80 y TP126), no teniamos justificacion de la ausencia de
respuesta de los dos modelos sin mutacidn en KRAS y alta expresidon de N-Cadherina (TP13 y
TP40), que presentaban un comportamiento discordante en comparacion con el resto de

modelos PDX similares.
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A continuacién, realizamos un analisis diferencial de expresidn génica entre los cuatro
modelos clasificados como “Respondedores” (TP103, TP114, TP43 y TP96) y estos dos modelos
“Discordantes” (TP13 y TP40). El objetivo era identificar genes diferencialmente expresados
entre ambos grupos que nos pudieran ayudar a entender el comportamiento de estos dos
modelos “Discordantes”, por lo que utilizamos la misma seleccién de vias que antes. Como se
puede observar en la Figura 16, los modelos “Discordantes” mostraron una mayor expresion
estadisticamente significativa de genes agrupados en vias relacionadas con un cambio en el
metabolismo tumoral (Glucdlisis) y adaptacidn a un ambiente sin oxigeno (Hipoxia), ademas de

la creacidon de un microambiente inflamatorio (IL6-JAK-STAT3 y TNF via NF-kB).
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Figura 16. Analisis diferencial de expresion génica entre los PDX “Respondedores” y “Discordantes”. Se muestran
los andlisis de FGSEA para los conjuntos de genes seleccionados comparando los cuatro modelos PDX que
respondieron al tratamiento (TP103, TP43, TP114 y TP96) frente a los dos modelos que no respondieron aun siendo
clasificados como modelos con alta expresion de FGFR1/4 y N-Cadherina y que no presentan mutacion en KRAS (TP13
y TP40). Se muestran en azul los conjuntos de genes en los que las muestras de los modelos respondedores estan
enriquecidas o tienen su expresion disminuida, de forma significativa.

En la Figura 17 se representan los genes diferencialmente expresados entre los modelos
“Respondedores” y los modelos “Discordantes”, sin ser agrupados por vias de seializacion. En
este andlisis nos centramos solo en aquellos genes que mostraban una mayor o menor expresion
en ambos modelos “Discordantes” en referencia a los cuatro modelos “Respondedores”, y su

posible relacidn con la respuesta o no a la inhibicién de FGFR.
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Figura 17. Expresion génica diferencial entre los PDX “Respondedores” y “Discordantes”. Se muestra un mapa de
calor supervisado con las puntuaciones de enriquecimiento normalizadas (NES) de los analisis de enriquecimiento de
genes. El analisis de enriquecimiento de genes se realizé para comparar la expresion diferencial entre el grupo de
“Respondedores” y el grupo “Discordante”. En el panel descriptivo superior se presenta para cada modelo PDX, la
respuesta al tratamiento y el nivel de expresion de los biomarcadores FGFR1/4 y N-Cadherina, calculado mediante
densitometria del WB.

Encontramos cinco genes sobreexpresados en el grupo “Respondedores” al compararlo
con el grupo “Discordantes” (NID1, EPM2A, PLAGL1, HUNK, KLHL32) y ocho genes con una mayor
expresidon en el grupo “Discordantes” con respecto al grupo “Respondedores” (KNDC1, VNN1,
CSF2RA, GSTM1, FAR2, ITGAX, MSX2, SUN3). Utilizamos la herramienta bioinformatica DAVID
para realizar la anotacidn funcional de este grupo de genes. Los hallazgos se produjeron
principalmente en el grupo de genes que estan sobreexpresados en los modelos discordantes
frente a los que responden al tratamiento. Entre estos genes, encontramos que los genes
CSF2RA, ITGAX y VNN1 estan relacionados con la sefializacién del sistema inmune y la creacion
de un ambiente inmunosupresor®*’2%, Los genes FAR2 y GSTM1 estén involucrados en la
reprogramacion del metabolismo lipidico**2?*°, Como hemos visto, la funcionalidad de estos
cinco genes (CSF2RA, ITGAX, VNN1, FAR2 y GSTM1) ha sido previamente descrita en la resistencia
a los inhibidores de los RTK por lo que podria estd asociada con una potencial resistencia a los

inhibidores de FGFR.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la N-Cadherina parece actuar como un
biomarcador predictivo de respuesta al inhibidor de FGFR sélo en un contexto en el que el gen
KRAS no este mutado. Es decir, cuando KRAS esta mutado, la alta expresién de N-Cadherina no

predice la respuesta al inhibidor de FGFR. Ademas, en un contexto de KRAS wt, la expresion de
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N-Cadherina no siempre predice la sensibilidad a la terapia anti-FGFR (lo hace en un 66,7 % de
los casos), ya que encontramos dos modelos PDX (33,3 %) con alta expresiéon de N-Cadherina y
KRAS wt que no responden a la terapia, los que denominamos modelos “Discordantes”. En el
estudio de estos dos modelos sugerimos que esa resistencia podria ser explicada por la
sobreexpresion de genes relacionados con la seializacion IL6-JAK-STAT3, el metabolismo lipidico
y de la glucosa, la hipoxia, con la sefializacién TNFa-NFkB, o con la creacidon de un ambiente
inmunosupresor. Sin embargo, como nuestro estudio fue realizado en solo dos modelos PDX
“Discordantes”, seria necesario un analisis a gran escala para dar mayor robustez a estos

hallazgos.

2.3 Identificacion mediante herramientas in silico de posibles nuevos biomarcadores

predictivos de respuesta a la terapia anti-FGFR.

Realizamos un analisis a gran escala para ampliar la busqueda de posibles biomarcadores
predictivos de respuesta a la terapia anti-FGFR. Desarrollamos un estudio in silico utilizando
informacion de un gran nimero de lineas comerciales de cancer de pulmdn de bases de datos
publicas. Primero, utilizando los datos de expresion a nivel de ARNm de FGFR1/4 y N-Cadherina,
seleccionamos solo aquellas que presentaban una alta expresion de FGFR1/4 y N-Cadherina
(tomando como punto de corte la mediana). En estas lineas seleccionadas (n = 67), identificamos
los genes cuya sobreexpresion estuviera relacionada con una mayor resistencia al tratamiento
con inhibidores de FGFR. Para establecer esta relacion, se obtuvo el dato de sensibilidad de estas
lineas a diferentes inhibidores de FGFR del repositorio GDSC, y el dato de expresion de genes del
repositorio Cell Model Passports. Para asociar un aumento de expresion de un gen con la
resistencia a un inhibidor (aumento de la IC50), se realizd una correlacién de Pearson y se

tomaron los valores positivos del coeficiente “R” y p valor < 0,05 como hallazgos significativos.

Los genes seleccionados fueron estudiados de dos maneras diferentes. Por un lado,
analizamos con el software DAVID una lista de 670 genes cuya sobreexpresidn se relaciona con
la resistencia a los inhibidores AZD4547, PD173074 y foretinib (R > 0; p valor < 0,05) con el fin de
encontrar grupos funcionales de genes o vias de sefializacién que podrian estar relacionadas con
la resistencia a estos inhibidores. Esta herramienta, clasifica los genes en grupos funcionales, por
lo que nos fijamos en aquellos que englobaban a tres o mas genes diferencialmente expresados.
El resultado fueron diez grupos funcionales (41 genes) cuya mayor expresion en las lineas
celulares (con alta expresidon de N-Cadherina) podria estar relacionada con una resistencia a los
inhibidores de FGFR. De esta manera, encontramos la sobreexpresion de genes relacionados con

la degradacion de las uniones GAP de la membrana celular, con el cambio del metabolismo de la
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glucosa, con la regulacidn del citoesqueleto de actina que se relacionan con otros procesos
diferentes (como la fagocitosis ante infecciones bacterianas), con la activacion de los linfocitos B
y el complemento, con otras neoplasias (como la Leucemia Mieloide Crénica o el cancer
colorrectal), con la respuesta al daiio al ADN y de sus vias de reparacién, con la activacion de la
cascada MAPK, con la regulacion del olfato, y con procesos generales (como la transcripcién)
(Tabla 16). De forma similar a lo visto previamente en los modelos PDX, las uniones GAP, el
metabolismo de la glucosa y la sefializacion MAPK podrian estar vinculadas con la resistencia a

la terapia anti-FGFR.

Tabla 16. Grupos funcionales de genes cuya sobreexpresion se relaciona con la resistencia a los inhibidores de FGFR.

Nombre del grupo funcional Genes involucrados
Degradacion de uniones GAP DAB2, ACTG1, CLTC
Metabolismo de la glucosa ALDOA, HKDC1, PFKP, PGK1
Regulacion de las dinamicas de la actina para el ARPC4, ARPC2, ATG1

desarrollo de la fagocitosis. En ocasiones mediada
por receptores y, en ocasiones, como respuesta a
una infeccidn bacteriana

Activacion de los linfocitos B y del complemento IGHV3-15, IGHA2, IGHG4, IGHV3-16

Leucemia Mieloide Cronica y cancer colorrectal TGFB1, DDB2, CDKN1A

Respuesta al dafio del ADN y via p53 CDKN1A, DDB2, FAS

Vias de reparacion del ADN XPC, POLH, DDB2

Sefializacion MAPK ACTG1, ITGB3, SHOC2, PEA15,
CSF2RA, PSMB2, ERBB2

Seializacion olfativa OR5B12, OR51B4, OR51M1, OR51B6

Expresion génica (transcripcion) CDKN1A, ERBB2, ZNF860, FAS, GLI2,

ZNF486, NUAK1, WWTR1, PIPAK2A,
DDB2, ZNF655, CAV1, HDAC11,
NR1H4, PINK1

Se indican los genes agrupados por cada grupo funcional diferente.

Por otro lado, escogimos el 5 % de los genes con el valor R mas elevado (n = 37) de la
lista de 670 genes y los analizamos individualmente, buscando en Ia literatura evidencias de su
implicaciéon en la resistencia a inhibidores de RTKs. Estos genes se representan en la Figura 18,
donde el tamano del nodo refleja su valor R asociado y el color refleja el p valor. De entre los
genes representados, destacamos genes asociados a una peor prognosis en el CPNM (ARL14%%)
0 en otras neoplasias (ARPC4%5223), ademads de aquellos genes implicados en la resistencia a los
inhibidores de RTKs en general (PHLD1B%** o APPL2%°>), en particular de EGFR (/IL17RA%®), o de
FGFR (RBPMS*72%8 CAV1%59%%0 o EFRBB2?%Y).
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Figura 18. Genes cuya sobreexpresion esta relacionada con la resistencia a los inhibidores de FGFR. Se representa
el 5 % de los genes cuya sobreexpresion (R > 0; p valor < 0,05) se relaciona con una resistencia a distintos inhibidores
RTK. El tamafio del nodo indica el valor de R, mientras que el color indica el p valor. Los tonos mas oscuros indican una
mayor significancia estadistica.

En resumen, al igual que en los modelos PDX, el analisis a gran escala para identificar
posibles nuevos biomarcadores predictivos de la respuesta a los inhibidores de FGFR nos indicé
una posible relacion, con la resistencia a los inhibidores de FGFR, de la degradacién de las
uniones GAP, del metabolismo de la glucosa y de la sefializacién MAPK. También hemos hallado
una potencial implicacion de los linfocitos B y el sistema del complemento en dicha resistencia,
asi como del daio al ADN y la sefializacién de reparacidn que se desencadena. Por ultimo, hemos
observado una posible relacidn entre una serie de genes descritos en la resistencia a otros RTK,
con la resistencia a los inhibidores de FGFR, que mereceria la pena estudiar en profundidad

(Figura 18).

Un estudio mas pormenorizado, incluyendo su validacion in vivo y estudios funcionales,
de los genes destacados aqui, junto a los previamente analizados en los modelos PDX, nos
permitiria proponer otros biomarcadores predictivos de resistencia/sensibilidad a |a terapia anti-

FGFR.

T
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3. IMPLICACION DEL ESTADO MUTACIONAL DE KRAS EN LA RESPUESTA A LOS
INHIBIDORES DE FGFR

Los resultados que hemos obtenido en el apartado anterior han subrayado la
importancia de considerar el estado mutacional de KRAS como un factor relevante para tener en
cuenta a la hora de predecir la respuesta a los inhibidores de FGFR, particularmente en los
modelos PDX que presentan alta expresion de FGFR1/4 y N-Cadherina, pero no responden al
tratamiento. Por ello, nuestro siguiente objetivo fue estudiar la implicacion de la presencia de la

mutacién de KRAS en la respuesta a los inhibidores de FGFR.

3.1 Estudio in silico del papel del estado mutacional de KRAS como biomarcador predictivo de

la respuesta a los inhibidores de FGFR.

Debido a la limitacion en el nimero de PDX KRAS mutados que teniamos disponibles (n
=7), decidimos evaluar la implicacién del estado mutacional de KRAS en la respuesta a diferentes
farmacos dirigidos en una amplia coleccidn de lineas celulares utilizando el repositorio Genomics
of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC). Este repositorio, gestionado por el Instituto Sanger, recopila
datos de lineas celulares tumorales comerciales y proporciona informacién sobre su sensibilidad

a diversos farmacos, incluyendo algunos inhibidores de FGFR.

Para este estudio, utilizamos los datos del valor de IC50 de las lineas celulares de
adenocarcinoma de pulmén (n = 116) para diferentes farmacos (n = 624), y los datos de expresion
de FGFR1 y FGFR4, y del estado mutacional de KRAS disponibles en el repositorio Cell Model
Passports. Con esta informacidn, en lineas celulares con alta expresion de FGFR1/4 (usando la
mediana como punto de corte), analizamos la sensibilidad o resistencia enriquecida de los
diferentes farmacos (clasificados por las vias de sefializacién que inhiben) seglin su estado
mutacional de KRAS. Entendiendo por sensibilidad o resistencia enriquecida como una mayor
sensibilidad/resistencia a un inhibidor de las células KRAS mut con respecto a la
sensibilidad/resistencia que muestran al resto de inhibidores. El cédlculo de esta
sensibilidad/resistencia enriquecida se explica a continuacion. Para cada farmaco se compararon
los valores de su IC50 entre los grupos de células KRAS wt y KRAS mut. Posteriormente, se utilizd
la prueba t de student para determinar si la presencia de mutaciones en el gen KRAS estaria
correlacionada con una diferencia significativa en los valores de IC50. Un valor t positivo
relacionaria a la mutacién de KRAS con la resistencia al inhibidor (si la IC50 es superior que en
las wt) o con la sensibilidad al inhibidor (si la IC50 es inferior). Supongamos que habia “N”
inhibidores de una familia de inhibidores (por ejemplo, los inhibidores de FGFR [FGFRi]) en el

conjunto de datos de GDSC. Nuestro andlisis identificd que en “n” inhibidores de FGFR se

~7718 T



Resultados

observé una resistencia al farmaco, en las células con mutaciones en KRAS. Supongamos que
habia “M” inhibidores en el conjunto de datos de GDSC y que nuestro andlisis identificd que en

" inhibidores se observa una resistencia al fdarmaco. Por lo que a continuacidn, quisimos saber
si la fraccion “n/N” de los FGFRI, que inhiben la sefializacién de FGFR, es significativamente mas
alta que la fracciéon de todos los farmacos. Para ello se utilizd la prueba exacta de Fisher,
comparando si la fraccion “n/N” era significativamente mayor que “m/M”. En caso afirmativo, se
podria afirmar la existencia de un enriquecimiento de la resistencia a los FGFRi dirigidos contra
la sefializacién FGFR. El valor p indica si este enriquecimiento es significativo o no. De la misma

manera, se analizaron todos los tipos de farmacos y se generd la Figura 19.

Como hemos calculado para cada farmaco, la sensibilidad o resistencia que muestran las
células de adenocarcinoma KRAS mut con respecto a las células KRAS wt, en la Figura 19
representamos el resultado de las células KRAS mut. Observamos que las lineas celulares de
adenocarcinoma de pulmén con mutacion en KRAS mostraban mayor sensibilidad a los
inhibidores de la sefializacion IGF1R, los inhibidores de |a estabilidad y degradacion de proteinas,
y a los inhibidores de la sefializacién ERK-MAPK (parte inferior de la figura). Sin embargo, estas
lineas presentaban mayor resistencia a los inhibidores de la apoptosis, de sefializacién de los
receptores tirosina quinasa (RTK), y de la sefializacion FGFR, siendo esta ultima la mas

pronunciada.
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Figura 19. Analisis in silico de la respuesta a diferentes farmacos en las lineas celulares de adenocarcinoma de
pulmén con mutacidon en KRAS. Estudio del enriquecimiento de sensibilidad o resistencia a farmacos dirigidos a
diferentes dianas terapéuticas de GDSC1 y 2 (fdr < 0,05) en las lineas celulares de adenocarcinoma KRAS mut,
determinado mediante la prueba hipergeométrica con la correccién de Benjamini-Hochberg. Se usé la prueba exacta
de Fisher para determinar si las inhibiciones de FGFR dirigidas a la sefializacién de FGFR estaban enriquecidas en la
sensibilidad o resistencia a los farmacos. La sensibilidad enriquecida a los farmacos en las dianas terapéuticas se
muestra en azul, la resistencia enriquecida en rojo. El nimero de farmacos en cada grupo esta indicado por el tamario
del punto. Se muestran todas las dianas terapéuticas testadas. Todos los test estadisticos se llevaron a cabo usando el
test t de student y el p valor < 0.05 fue seleccionado como estadisticamente significativo (***p < 0.001, **p < 0.01, *p
< 0.05, n.s.: no significativo).

A continuacién, analizamos especificamente la resistencia al inhibidor de FGFR AZD4547
en el mismo panel de lineas celulares de adenocarcinoma de pulmdn del repositorio GDSC. En
primer lugar, comparamos la IC50 del inhibidor AZD4547 en las lineas de adenocarcinoma con el
gen KRAS wt versus las lineas con el gen KRAS en su forma mutada (mut). Como se muestra en
la Figura 20A, las lineas con mutacién en KRAS presentan una mayor resistencia al inhibidor
AZD4547, como indica su valor medio de IC50 significativamente mayor en comparacion con el
valor medio de IC50 de las lineas con KRAS wt. En segundo lugar, estudiamos la implicacién de
cada una de las mutaciones de KRAS clinicamente mas relevantes en la resistencia al farmaco.
Para ello, dividimos las lineas KRAS mut en distintos subgrupos, en funcién de la mutacion
puntual de KRAS que albergasen. Al igual que previamente hicimos con la totalidad de las lineas
KRAS mut, calculamos la IC50 media para cada subgrupo, y la comparamos con la IC50 de las
lineas KRAS wt. Como se puede ver en la Figura 20B, observamos que la IC50 del inhibidor
AZDA4547 era significativamente mayor en la mayoria de las lineas con diferentes mutaciones
KRAS, aunque solo las lineas que presentan la mutacién KRAS G12V mostraban diferencias

estadisticamente significativas en comparacion con las wt.
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Figura 20. Efecto del estado mutacional de KRAS en la sensibilidad al tratamiento con AZD4547 en las lineas
celulares de adenocarcinoma de pulmoén. (A) Diagrama de cajas y bigotes en el que se representa el logaritmo
neperiano (LN) de la IC50 al farmaco AZD4547 de las lineas de adenocarcinoma. Cada punto negro es un valor
individual de IC50 de una linea celular de adenocarcinoma. En la caja naranja se engloban las lineas con el gen KRAS
en su forma nativa, mientras que en la caja verde se engloban las lineas con el gen KRAS mutado. (B). En este diagrama
de cajas y bigotes se desglosan las lineas celulares por su mutacién en el gen KRAS, representadas en cajas y bigotes
con colores en la gama del verde. En color naranja se clasifican las lineas celulares KRAS wt, en color oliva las lineas
KRAS G12A, en color verde turquesa las lineas KRAS G12C, en caqui las lineas KRAS G12V'y en verde oscuro cualquier
otra mutacidn de KRAS con menor frecuencia en este repositorio. Todos los test estadisticos se llevaron a cabo usando
el test t de student y el p valor < 0.05 fue seleccionado como estadisticamente significativo (***p < 0.001, **p < 0.01,
*p < 0.05, n.s.: no significativo).

3.2 Estudio de sensibilidad a los inhibidores de FGFR en lineas celulares de adenocarcinoma

de pulmadn seguin su expresion de N-Cadherina y su estado mutacional de KRAS.

3.2.1 Caracterizacion de la expresion de FGFR1/4 y N-Cadherina de las lineas celulares

de adenocarcinoma de pulmon.

En base a los hallazgos obtenidos en el analisis del repositorio GDSC, quisimos confirmar
estos resultados utilizando una coleccidén de 31 lineas celulares comerciales de adenocarcinoma
de pulmodn (Tabla 9). Para ello, caracterizamos y cuantificamos los niveles de expresién de FGFR1,
FGFR4 y N-Cadherina mediante Western Blot (Figura 21). De entre todas las lineas caracterizadas,
seleccionamos 13 lineas con alta expresién de FGFR1 y/o FGFR4, niveles variables de expresidn
de N-Cadherina y diferente estado mutacional de KRAS (utilizando la informacién proporcionada
por la casa comercial). Esta seleccion se realizo con el objetivo de tener un nimero parecido de
lineas celulares en cada subgrupo de estudio. Por ello, las 13 lineas se dividieron en cuatro
grupos: dos lineas celulares con alta expresion de N-Cadherina y KRAS wt (H2279 y LXF289),
cuatro lineas celulares con baja expresion de N-Cadherina y KRAS wt (H522, H1650, H1975 y
H2087), cuatro lineas celulares con alta expresion de N-Cadherina y KRAS mut (A549, H23, H1792
y SW1573), y tres lineas celulares con baja expresién de N-Cadherina y KRAS mut (H1355, H2030
y HCC44).
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Figura 21. Determinacion de los niveles de expresion de FGFR1, FGFR4 y N-Cadherina en lineas de adenocarcinoma
de pulmon. Se valoraron por WB los niveles de expresion de estos biomarcadores en 31 lineas celulares comerciales
de adenocarcinoma de pulmén (Tabla 9). Se representa la imagen resultante del revelado de la técnica (A) asi como
la cuantificacién de las bandas por densitometria (B). La linea punteada es el punto de corte establecido para
determinar la presencia de expresion de FGFR1 y FGFR4 (percentil 10 y percentil 50, respectivamente) y la alta o baja
expresion de N-Cadherina (z score = 0). Las lineas celulares con mutacién en el gen KRAS se muestran con el nombre
en verde. Se marcan con un asterisco (*) las 13 lineas seleccionadas para los estudios de sensibilidad posteriores.
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3.2.2 Estudio de sensibilidad al tratamiento con AZD4547 del panel de 13 lineas de

adenocarcinoma de pulmadn con alta expresion de FGFR1/4.

En este estudio, se realizaron ensayos de citotoxicidad en las 13 lineas celulares
seleccionadas previamente por su alta expresién de FGFR1/4 y con niveles variables de expresidn
de N-Cadherina y diferentes estatus de KRAS. En estos ensayos testamos la sensibilidad al
inhibidor AZD4547 para compararla entre los 4 grupos de lineas establecidos previamente segin

su contexto molecular y que se encuentran representados en la Figura 22.

Se llevaron a cabo ensayos de determinacion del valor de IC50 en cultivos 2D de estas
13 lineas celulares. Los resultados obtenidos muestran una gran variabilidad en los valores de
IC50 entre lineas celulares clasificadas en el mismo subgrupo segln su contexto molecular
(Figura 22A). Las medias de los valores de IC50 por grupo no muestran diferencias significativas
entre los distintos subgrupos de estudio: IC50 KRAS wt Alta N-Cadherina (8 uM), IC50 KRAS wt
Baja N-Cadherina (43 uM), IC50 KRAS mut Alta N-Cadherina (12 uM) e IC50 KRAS mut Baja N-
Cadherina (6 uM) (Figura 22B). En resumen, en estos ensayos in vitro la expresién de N-
Cadherina no predice la respuesta a los inhibidores de FGFR en ninguno de los contextos

estudiados.

Dado que existe evidencia cientifica que muestra que los efectos de los farmacos varian
segun la disposicidn espacial de los cultivos celulares (en dos o tres dimensiones)?®?, realizamos
ensayos de determinacidn de IC50 en esferoides para comparar si la sensibilidad de nuestras
lineas al inhibidor AZD4547 era similar en 2D y en 3D. Como se muestra en la Figura 22B,
tampoco se observan diferencias significativas entre los distintos subgrupos moleculares
establecidos: IC50 KRAS wt Alta N-Cadherina (18 pM), IC50 KRAS wt Baja N-Cadherina (20 uM),
IC50 KRAS mut Alta N-Cadherina (20 uM) e IC50 KRAS mut Baja N-Cadherina (18 uM). Las
diferencias observadas entre las IC50 del cultivo bidimensional y el tridimensional tampoco

fueron homogéneas ni significativas (Figura 22B).
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Figura 22. Ensayos de citotoxicidad en las lineas de adenocarcinoma seleccionadas con el inhibidor AZD4547. (A)
Tabla con las IC50 (uM) promedio determinadas para cada linea celular en cada sistema de cultivo utilizado
(bidimensional y tridimensional). Cada experimento de determinacion de IC50 estda apoyado por un triplicado
bioldgico (se representa también la desviacion, SD). La escala colorimétrica gradua las IC50 de la presente cohorte de
lineas celulares desde las mas elevadas/resistentes (color rojo) hasta las mas bajas/sensibles (color verde) dentro de
las 13 lineas de estudio. (B) Imagenes representativas del promedio de IC50 en cada uno de los cuatro subgrupos de
estudio. La prueba estadistica utilizada fue el ANOVA de una via (n.s. = no significativo; p valor > 0.05).

3.3 Estudio de la implicacidn de diferentes mutaciones en KRAS en la resistencia a la terapia

anti-FGFR utilizando diferentes modelos in vitro.
3.3.1 Caracterizacion de lineas celulares isogénicas con diferentes mutaciones de KRAS.

Debido a la discordancia observada entre nuestros resultados con nuestros 16 modelos
PDX in vivo y con nuestra cohorte de 13 lineas celulares in vitro, optamos por utilizar modelos
genéticamente mas homogéneos para estudiar el papel especifico de la mutacién del gen KRAS

de forma aislada. Para ello, utilizamos lineas celulares isogénicas (cedidas por el laboratorio de

T2 |
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Chiara Ambrogio) generadas a partir de fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) derivados de
un modelo murino genéticamente modificado para Ras (con delecidn constitutiva de HRas y
NRas y condicional de KRas mediante secuencias génicas lox). Estos MEFs fueron infectados con
virus que portaban el gen humano KRAS en su forma nativa o con ocho mutaciones diferentes

clinicamente relevantes (apartado 3.2 de Materiales y Métodos).

En primer lugar, se realizd una caracterizaciéon de todas las lineas para verificar la
expresion de FGFR1, FGFR4 y N-Cadherina y la activacion de la via de KRAS. Mediante Western
Blot (Figura 23), observamos que tanto las lineas celulares control wt como las que contenian
cada una de las ocho mutaciones de KRAS, presentaban altos niveles de expresion de FGFR1,
FGFR4 y N-Cadherina. Ademds, comprobamos que las lineas con mutaciones de KRAS
presentaban un ligero aumento en la activacion de la via de seializacion de KRAS, como
demuestra el aumento de expresién de las formas fosforiladas de Akt y/o ERK y/o MEK en
comparacion con el modelo KRAS wt. El aumento de activacion de Akt fue superior (al menos el
doble de aumento) en las lineas KRAS G12R, KRAS G12V, KRAS G13D y KRAS Q61H, mientras que
la activacidon de ERK fue mas notoria en las lineas KRAS G12R, KRAS G12S, KRAS G13D y KRAS

Q61H, y la activacion de MEK en las lineas G12D y G12R (Figura 23).
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Figura 23. Caracterizacion molecular de las lineas celulares isogénicas de las mutaciones de KRAS. (A) Se representa
una caracterizacion de expresidon proteica de los biomarcadores FGFR1, pFGFR1, FGFR4, N-Cadherina y de la
sefializacion de las vias de FGFR1 y KRAS. (B) Se representa la relacidn de la densitometria de las formas fosforiladas
de Akt, ERK, MEK y S6 con su forma total, de forma relativa al wt. Todos los resultados son representativos de una
réplica de un triplicado bioldgico.

Adicionalmente, estudiamos la tasa de proliferacidon de cada una de las lineas isogénicas
y observamos que todas las lineas mutantes de KRAS mostraban una ventaja proliferativa en
comparacién con el control KRAS wt. Especialmente las lineas con las mutaciones KRAS G12A,
KRAS G12Cy KRAS G13D cuyas diferencias de crecimiento en comparacion con el control KRAS
wt fueron estadisticamente significativas (*p = 0,02, ***p < 0,001 y ***p < 0,001,

respectivamente) (Figura 24).
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Figura 24. Caracterizacion del crecimiento de las lineas celulares isogénicas con diferentes mutaciones de KRAS.
Cada linea de color representa un modelo isogénico diferente (ver leyenda). Se ha utilizado la prueba estadistica
ANOVA de una via (n.s. = no significativo; ***p <0,001; **p < 0,01; *p < 0,05). Todos los resultados son representativos
de una réplica de un triplicado bioldgico.

En resumen, mediante la caracterizacion de las lineas celulares isogénicas concluimos
que la alta expresion de nuestras moléculas dianas FGFR1/4 junto con la del biomarcador N-
Cadherina, y la ventaja proliferativa observada en los mutantes de KRAS, respaldan la idoneidad
de estas lineas para ser utilizadas para investigar la implicacion de las mutaciones especificas de

KRAS en la respuesta a los inhibidores de FGFR.
3.3.2 Estudio de la sensibilidad de las lineas celulares isogénicas a la terapia anti-FGFR.

A continuacion, estudiamos la sensibilidad al inhibidor AZD4547 de las lineas celulares
isogénicas mediante dos tipos de ensayos, curvas de crecimiento bajo tratamiento con el
inhibidor de FGFR y determinacion del valor de IC50. Como se puede observar en las curvas de
crecimiento (Figura 25A), todas las lineas con las diferentes mutaciones en KRAS mostraron un

crecimiento significativamente mayor, bajo tratamiento con AZD4547, en comparacién con la

o
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linea KRAS wt, siendo las dos lineas que mejor crecian las que portaban las mutaciones G12V'y
G12S. Mediante los ensayos de IC50 del inhibidor AZD4547 en cada una de estas lineas,
advertimos que todas las lineas mutantes presentaron una IC50 entre 85 y 150 veces superior a
la detectada en la linea KRAS wt, siendo las lineas con mayor IC50 las que portan las mutaciones
G12V y G12C (Figura 25B). Estos resultados sugieren que las diferentes mutaciones de KRAS
confieren cierta resistencia al inhibidor de FGFR (en mayor o menor medida) y respaldan la
necesidad de investigar mas a fondo la relacidn entre cada mutacién especifica de KRAS y la

respuesta a los inhibidores de FGFR, asi como de explorar los mecanismos subyacentes a esta

resistencia.
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Figura 25. Sensibilidad al inhibidor AZD4547 de las lineas celulares isogénicas KRAS mutantes. (A) Curvas de
crecimiento de las células KRAS wt y las células KRAS mut bajo tratamiento con 10 uM de AZD4547, monitorizado por
mediciones de IncuCyte. Se tomaron medidas cada 2 horas durante 60 horas. Se ha utilizado la prueba estadistica
ANOVA de una via (n.s. = no significativo; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05). Todos los resultados son representativos
de una réplica de un triplicado bioldgico. (B) Evaluacién de la citotoxicidad relativa (IC50) del inhibidor AZD4547 con
respecto a la observada en las células KRAS wt. Se ha utilizado la prueba estadistica Kruskal-Wallis (n.s. = no
significativo; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05).

3.4 Evaluaciodn de la eficacia de la combinacion de los inhibidores de la via de FGFR y KRAS en

el tratamiento de lineas celulares.

Nuestros resultados anteriores indicaron que las mutaciones en el gen KRAS parecian
conferir cierta resistencia al inhibidor de FGFR AZD4547 en las lineas celulares isogénicas. Por
ello, planteamos testar la inhibicién conjunta de la via de sefializacién de FGFR y KRAS mediante
una terapia combinada utilizando los inhibidores AZD4547 y trametinib, un inhibidor de MEK,
que es un inhibidor pan-KRAS indirecto que nos permite inhibir la sefializacién aberrante de KRAS
en las ocho lineas con las ocho mutaciones diferentes. Este inhibidor esta ampliamente probado

in vitro e in vivo?%32%4

, y estd aprobado su uso por la FDA en combinacion con el dabrafenib para
los pacientes de CPNM con mutaciones en BRAF8, Utilizando la tecnologia IncuCyte, evaluamos

el efecto del inhibidor AZD4547 y el inhibidor trametinib en monoterapia y en combinacion, en
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el crecimiento de cada una de las nueve lineas celulares isogénicas (una linea KRAS wt y ocho

lineas con distintas mutaciones de KRAS).

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento en monoterapia con AZD4547
redujo el crecimiento en todas las lineas, pero especialmente en las células KRAS wt donde se
observé una tasa de crecimiento cinco veces menor en comparacion con el control de las células
sin tratar. En la mitad de las lineas celulares isogénicas (G12R, G12S, G12V y Q61H) se observa
una minima reduccion del crecimiento en comparacién con el control, mientras que en las lineas
con las mutaciones G12A, G12C y G12D el crecimiento disminuye a la mitad, y en las G13D
decrece cuatro veces. Por otro lado, como se esperaba, el trametinib redujo el crecimiento en la
mayoria de las lineas celulares con mutaciones en KRAS (reduccién en mas de la mitad con
respecto al Control) en comparacion con las células wt, excepto en el modelo KRAS G12D cuyo

crecimiento apenas disminuyd en comparacién con las células Control (Figura 26A).

Por otro lado, la terapia combinada mostré un efecto muy potente en la reduccidn del
crecimiento en todos los modelos, como muestran las curvas regresivas. En la mayoria de estos
modelos se observd un decrecimiento del crecimiento de entre 30 y 60 veces, a excepcién de los
modelos GI12R, G12S y G12V, donde esa reduccion fue algo inferior, de 4, 12 y 15 veces,
respectivamente. Sin embargo, estos tres modelos se caracterizaron por tener un efecto casi
inapreciable con AZD4547 en monoterapia por lo que el efecto de la terapia combinada, aunque

no tan exacerbado como en el resto de los modelos, fue también relevante (Figura 26A).

Estos resultados sugieren que la terapia combinada, utilizando los inhibidores de FGFR y
MEK, podria ser una estrategia terapéutica efectiva para evadir la resistencia a la inhibicion de

FGFR asociada a la presencia de las mutaciones en KRAS.
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Figura 26. Evaluacion de la eficacia de la combinacién de los inhibidores de FGFR y MEK en las lineas celulares
isogénicas. (A) Se representan las curvas de crecimiento de las lineas isogénicas sin ningin tratamiento (Control, linea
negra), al tratamiento en monoterapia con el inhibidor de FGFR (10 uM AZD4547, linea roja), al tratamiento en
monoterapia con el inhibidor de MEK (25 nM trametinib, linea azul) y al tratamiento combinatorio (10 uM AZD4547
+ 25nM trametinib, linea marrdn). Este ensayo fue monitorizado por mediciones de IncuCyte donde se tomaron
medidas cada 2 horas. Se ha utilizado la prueba estadistica Welch ANOVA de una via (n.s. = no significativo; ***p <
0,001; **p < 0,01; *p < 0,05). (B) Grafico representativo de los modelos isogénicos tratados exclusivamente con
AZDA4547 (caja color rojo) o con la combinacidn de AZD4547 y trametinib (caja color marrdn). La inversién de la
resistencia es estadisticamente significativa (*p = 0,025, prueba de Kruskal-Wallis). Todos los resultados son
representativos de una réplica de un triplicado bioldgico.
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Asimismo, determinamos el valor de IC50 del inhibidor AZD4547 en monoterapia y en
combinacién con una dosis fija de trametinib en todas las lineas celulares isogénicas. Como
observamos en la Figura 26B, la IC50 de AZD4547 en monoterapia es significativamente mas
elevada en las lineas con mutaciones en KRAS en comparacién con las células KRAS wt. Por otro
lado, en las lineas con mutacion en KRAS, advertimos que el tratamiento con trametinib redujo
significativamente el valor de IC50 del inhibidor AZD4547 en comparacién con el valor de IC50
en monoterapia. Este resultado indicd que la combinacidn de AZD4547 y trametinib parecia

restaurar la sensibilidad a la inhibicién de FGFR.

Por ultimo, comprobamos a nivel molecular mediante WB los efectos de los tratamientos
en monoterapia y combinacion de las lineas celulares isogénicas (Figura 27). Observamos que el
tratamiento con AZD4547 en monoterapia reduce ligeramente la fosforilacién de Akt en las
células KRAS wt, G12A, G12V y G13D, la fosforilacién de ERK en las células KRAS wty G13D, y la
fosforilacion de S6 en las células KRAS wt, G12A, G12R, G13D y Q61H. Siendo siempre la
reduccidon mayor la que ocurre en las células KRAS wt. Ademas, destaca el aumento en los niveles
del marcador de apoptosis BIM con el tratamiento en monoterapia de AZD4547 en las células
KRAS wt pero no en las KRAS mut. Este aumento en los niveles de BIM va en consonancia con el
efecto funcional visto anteriormente, donde la monoterapia con AZD4547 mostraba mas eficacia
en la linea KRAS wt. Por otro lado, el tratamiento con trametinib resulté en una reactivacién de

265266 efecto que se ve revertido con el

la via de sefializacion MEK como ya esta descrito
tratamiento en combinacién en todas las lineas. Ademas, la terapia combinada con AZD4547 y
trametinib disminuyd también la fosforilacion de ERK, Akt, y S6 en todas las lineas, indicando

gue esta combinacion bloquea la seializacidon conjunta de KRAS y FGFR de forma efectiva.
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Figura 27. Caracterizacion molecular del efecto de la terapia combinada con inhibidores de FGFR y MEK en las lineas
celulares isogénicas. (A) Se muestra una imagen representativa del tratamiento en monoterapia con AZD4547 (10
UM), con trametinib (25 nM) y la terapia combinada de ambos. Se representa una caracterizacion de expresion
proteica de los biomarcadores FGFR1, pFGFR1, FGFR4 y N-Cadherina, y de la sefializacion de FGFR1 y KRAS. (B) Se
representa la relacion de la densitometria de las formas fosforiladas de Akt, ERK, MEK y S6 con su forma total, de
forma relativa al wt. También se representa la relacion de la densitometria de BIM con respecto al wt. Todos los
resultados son representativos de una réplica de un triplicado bioldgico.
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Estos hallazgos respaldaban la idea de que, en un contexto con mutacién en KRAS, la
terapia combinada utilizando inhibidores de FGFR y MEK podria ser una estrategia efectiva para

abordar la resistencia a los inhibidores de FGFR.

3.5 Evaluacidn de la eficacia de la combinacion de los inhibidores de la via de FGFR y KRAS en

el tratamiento de modelos PDXDOs.
3.5.1 Estudio de la sensibilidad de los modelos PDXDOs a la terapia anti-FGFR.

Con el fin de superar la limitacion de utilizar modelos murinos, decidimos utilizar
modelos preclinicos derivados de pacientes que reproducen mejor la complejidad de los
tumores humanos. Utilizamos nuestra plataforma de organoides derivados de modelos PDX
(PDXDOs) (seccidn 3.5 de Materiales y Métodos), en la que previamente habiamos confirmado
gue mantenian las caracteristicas morfoldgicas y moleculares de los modelos PDX de los que
provienen y, por tanto, de los tumores de los pacientes de los que derivan. Por ello, constituyen
una herramienta muy adecuada para evaluar nuestra hipétesis in vitro.

En este estudio, empleamos un panel de 12 PDXDOs derivados de los 16 PDX que se
utilizaron previamente en los tratamientos in vivo (seccién 1.3): cinco modelos con el gen KRAS
en su forma nativa (TP40, TP43, TP96, TP103 y TP114) y siete modelos con mutaciones en KRAS
(TP57, TP60O, TP79, TP80O, TP91, TP126 y TP143). En primer lugar, determinamos la sensibilidad
de los 12 modelos al inhibidor de FGFR, AZD4547. Para ello calculamos el porcentaje de muerte
producido con 3 dosis diferentes de farmaco (1, 5y 10 uM) y calculamos el porcentaje medio de
muerte en el subgrupo de modelos PDXDO wt y mutados (Figura 28A). Con el tratamiento de
AZD4547, observamos que el porcentaje promedio de muerte celular en los modelos con
mutaciones en KRAS fue menor para las tres dosis, siendo significativamente inferior al
observado en los PDXDOs con el gen KRAS wt para la dosis mds baja (3 vs 11 %, respectivamente;
*p =0,04) y para la dosis mas elevada (37 vs 71 %, respectivamente; *p = 0,02). Estos resultados
respaldan, en un modelo derivado de paciente y, por tanto, que predice mejor la respuesta
clinica, que las mutaciones en el gen KRAS pueden conferir cierta resistencia al tratamiento con

los inhibidores de FGFR.
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Figura 28. Evaluacion de la sensibilidad al inhibidor AZD4547 en la plataforma de PDXDOs segun su estado
mutacional de KRAS. (A) Diagrama de cajas y bigotes con el porcentaje de muerte observado al tratamiento con
AZD4547 en los PDXDOs con KRAS wt o KRAS mut. El analisis estadistico se llevd a cabo con la prueba de Mann-
Whitney (*p < 0,05). (B) Porcentaje de muerte observado al tratamiento con AZD4547 en cada uno de los modelos
PDXDOs. Se colorean en naranja los modelos KRAS wt y en verde los modelos KRAS mut.

Al analizar el efecto del inhibidor AZD4547 en cada PDXDO KRAS wt de forma individual
(TP40, TP43, TP96, TP103 y TP114), observamos pequefias diferencias entre ellos. Sin embargo,
en todos los casos la dosis mas alta produce mas del 50 % de muerte celular (rango del 49-85 %).
Asimismo, aunque todos los modelos KRAS mut (TP57, TP60, TP79, TP80, TP91, TP126 y TP143)
mostraron una menor sensibilidad a la monoterapia con AZD4547 que los modelos KRAS wt
(Figura 28), también se apreciaron diferencias individuales entre ellos. En todos los modelos,
salvo el TP60 (KRAS G12C) y el TP143 (KRAS G12D), la eficacia de la mayor dosis del inhibidor

AZD4547 fue escasa, ya que el porcentaje de mortalidad fue menor del 50 %.



Resultados

g

3.5.2 Evaluacion de la respuesta a la terapia combinada (Inhibidor FGFR + Inhibidor de

MEK) en los modelos PDXDOs.

Una vez que observamos que los modelos con mutaciones en KRAS eran
significativamente menos sensibles al tratamiento con AZD4547, como ocurria con las lineas
isogénicas, evaluamos el efecto de la terapia combinada de inhibidores de FGFR y MEK en
nuestro panel de modelos PDXDOs, mediante la utilizacion de combinaciones de diferentes
concentraciones de ambos farmacos. Para ello, consideramos los valores resultantes de las
combinaciones: AZD4547 (0 uM, 1 uM, 5 uM y 10 uM) y trametinib (0 nM, 10 nM y 25 nM). En
las matrices (Figura 29), se resaltaron en color amarillo las combinaciones de concentraciones
de farmacos que cumplian dos condiciones, mostrar una reduccién de la viabilidad celular de al
menos 15 puntos con respecto a ambas monoterapias, y un indice combinatorio (Cl) sinérgico.
Para calcular el Cl en cada punto de la matriz, se utilizaron los datos de todos los puntos de esta
y el software SynergyFinder. Este software utiliza el modelo de aditividad de Loewe para calcular
el Cl. Un valor inferior a 1 indica sinergia, un valor superior indica antagonismo y el valor 0 indica

efecto aditivo®®’.

Fijdndonos primero en el efecto del trametinib en monoterapia, observamos que
presentaba un menor efecto en los modelos KRAS wt que en los modelos mutados, siendo
especialmente notable en la concentracion 25 nM de trametinib (64 % viabilidad en KRAS wt vs
49 % viabilidad en KRAS mut) (Figura 29 y Figura 30). También advertimos diferencias
individuales en la sensibilidad de los modelos. Dos de los cinco modelos KRAS wt mostraron una
mayor sensibilidad al trametinib, el TP103 y el TP114. Por otro lado, aunque los modelos KRAS
mut presentaban una mayor sensibilidad, en los modelos TP80, TP91 y TP143 no se redujo la

viabilidad por debajo del 65 % en la dosis 25 nM de trametinib (Figura 29B).

Al analizar las matrices de los PDXDOs con el gen KRAS wt (TP40, TP43, TP96, TP103 y
TP114), se observé que la combinacién fue ligeramente sinérgica en dos de los cinco modelos
(TP43 y TP114), en solo dos puntos de sinergia por modelo (Figura 29A). En las matrices de los
PDXDOs KRAS mut (TP57, TP60, TP79, TP80, TP91 y TP143), se aprecioé un patrén totalmente
diferente al de los modelos KRAS wt. En este caso, se advirtio un efecto sinérgico de la
combinacion de estos farmacos en los seis modelos mutados en muchas de las combinaciones,
a diferencia de los PDXDOs KRAS wt, como se puede notar por el gran nimero de cuadrados

resaltados en amarillo (de 2-4 por modelo; Figura 29B).
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Figura 29. Evaluacion de las combinaciones de AZD4547 y de trametinib en los PDXDOs KRAS wt y KRAS mut.
Ensayos de eficacia en matrices de combinaciones de dos farmacos en los modelos KRAS wt (A) y KRAS mut (B). Se
representan los mapas de calor de la combinacidon del inhibidor de FGFR, AZD4547, a cuatro concentraciones distintas
(O uM, 1 uM, 5 uM y 10 uM) con el inhibidor de MEK, trametinib, también a tres concentraciones distintas (0 nM, 10
nM y 25 nM). Se representa el porcentaje de viabilidad celular en cada condicién normalizado con el control (sin
tratamiento) de cada modelo (100 % viabilidad). La leyenda muestra un gradiente desde el color azul (mayor
viabilidad) hasta el color rojo (menor viabilidad). Las condiciones donde el efecto el indice combinatorio es sinérgico
se representan con un resaltado en color amarillo. Efecto aditivo (Cl = 0), Sinergia (Cl < 1), y Antagonismo (Cl > 1). Se
muestran las matrices con el promedio del triplicado bioldgico para cada modelo PDXDO. El Cl se ha calculado por
medio del método de aditividad de Loewe.



Resultados

En resumen, observamos que, mientras que la terapia combinada no aumenté
significativamente el porcentaje de muerte producida por AZD4547 en los modelos KRAS wt en
comparacién con la monoterapia (71 % de muerte en monoterapia vs. 77 % de muerte en
combinacién; p = 0,98), en los modelos KRAS mut si se observd un aumento significativo del
porcentaje de muerte (37 % de muerte en monoterapia vs. 80 % de muerte en combinacion; **p
= 0,0071). Este dato, junto con el calculo de ClI (CI = 0,55), indica que la combinacién de
inhibidores de FGFR y MEK es sinérgica (Figura 30). Ademas, el incremento de mortalidad celular
al aplicar la terapia combinada también fue significativo en comparacién con la monoterapia con
trametinib en los modelos con mutaciones en KRAS (50 % de muerte en monoterapia de
trametinib vs. 80 % de muerte en combinacidn; *p=0,017) (Figura 30). Estos resultados parecian
indicar que la resistencia al inhibidor AZD4547 observada en los PDXDOs KRAS mut podria

superarse con una terapia combinada de AZD4547 con trametinib.
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Figura 30. Evaluacion de las combinaciones de AZD4547 y trametinib en la plataforma de PDXDOs. Ensayos de
eficacia en matrices de combinaciones de dos farmacos. El grafico muestra la eficacia de las monoterapias (en rojo la
de AZD4547 y en azul la de trametinib) y de la terapia combinada (en marrén) en inhibir la viabilidad de los modelos
KRAS wt y los modelos KRAS mut. El analisis estadistico realizado fue la prueba ANOVA de una via (ns = no significativo,
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Cl = indice combinatorio. Efecto aditivo (Cl = 0), Sinergia (Cl < 1), y Antagonismo
(CI>1).

3.5.3 Evaluacion de la respuesta a la terapia combinada (Inhibidor FGFR + Inhibidor de

KRAS G12C) en los modelos PDXDOs.

Nuestros resultados sugieren que el tratamiento combinatorio de inhibidores de FGFR y
MEK podria ser una potencial estrategia terapéutica eficaz en los tumores KRAS mutados. Sin
embargo, los inhibidores de MEK no se utilizan demasiado en clinica por su toxicidad. Por eso
decidimos probar en nuestros modelos PDXDOs la combinacion de inhibidores de FGFR con
inhibidores de KRAS G12C, que han demostrado ser fdrmacos seguros y eficaces y ya han sido

aprobados por la FDA y la EMA para el tratamiento de este subgrupo de pacientes.
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Resultados

Para ello, seleccionamos los modelos PDXDOs que presentasen mutaciones KRAS G12C
y realizamos los mismos experimentos de matrices de tratamiento de combinaciones de
farmacos que previamente habiamos realizado, con los inhibidores AZD4547 y sotorasib (Figura
31). Se utilizaron cuatro concentraciones diferentes de cada inhibidor: AZD4547 (0 uM, 1 uM, 5
UM y 10 uM) y sotorasib (0 uM, 0,1 uM, 0,5 uM y 1 uM). El tratamiento de sotorasib en
monoterapia mostré mas eficacia que el de AZD4547, aunque observamos que hay modelos mas
sensibles que otros, siendo el modelo TP79 el mas sensible y los modelos TP126 y TP181 los mas
resistentes. A pesar de ello, apreciamos que la combinacidon de ambos farmacos si es eficaz en
todos los modelos excepto el TP126 y el TP181, ya que advertimos varios puntos de combinacion
sinérgica (Figura 31A). Ademas, es importante destacar que en todos los modelos se apercibid
una reduccion significativa de la viabilidad celular en la combinacién (condicién de 10 uM
AZDA4547 y 1 uM sotorasib) en comparacion con la monoterapia con AZD4547 (condicién de 10
UM AZD4547 y 0 uM sotorasib) (Figura 31).

En la Figura 31B se representa el resumen del efecto de cada monoterapia (36 % de
muerte por AZD4547 y 34 % por sotorasib) como de la combinacidn (67 % de muerte) en la
totalidad de los modelos KRAS G12C. Estos resultados nos indicaron que la monoterapia con el
inhibidor de FGFR AZD4547 tuvo un ligero efecto en la reduccién de viabilidad en modelos KRAS
G12C (36 % de muerte). Por otro lado, se observé que estos mismos modelos tampoco
mostraban una elevada reduccion de la viabilidad con la monoterapia de sotorasib (34 % de
muerte). Sin embargo, la terapia combinada de ambos inhibidores si que generé un aumento
significativo de la mortalidad celular tanto en comparacion con la monoterapia de AZD4547 (36
% vs 67 %; **p =0,003) como en la comparacién con la monoterapia de sotorasib (34 % vs 67 %;
*p= 0,04). Ademas, este efecto de la terapia combinada se produce de manera sinérgica (Cl =
0,34). Este resultado parecia indicar que la resistencia a AZD4547 observada en los PDXDOs KRAS

G12C podria superarse con una terapia combinada de AZD4547 con sotorasib.
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Resultados

Figura 31. Evaluacion de las combinaciones de AZD4547 y de sotorasib en la plataforma de PDXDOs. Ensayos de
eficacia en matrices de combinaciones de dos farmacos en los modelos KRAS G12C. (A) Se representan los mapas de
calor de la combinacién del inhibidor de FGFR, AZD4547, a cuatro concentraciones distintas (0 uM, 1 uM, 5 uM y 10
UM) con el inhibidor de KRAS G12C, sotorasib, también a cuatro concentraciones distintas (0 uM, 0.1 uM, 0.5 uM vy 1
UM). Se representa el porcentaje de viabilidad celular en cada condicién normalizado con el control (sin tratamiento)
de cada modelo (100 % viabilidad). La leyenda muestra un gradiente desde el color azul (mayor viabilidad) hasta el
color rojo (menor viabilidad). Las condiciones donde el efecto de la combinacion es sinérgico se representan con un
resaltado en color amarillo. Se muestran las matrices con el promedio del triplicado bioldgico para cada modelo
PDXDO KRAS G12C. (B) El grafico muestra la eficacia de las monoterapias (en rojo la de AZD4547 y en naranja la de
sotorasib) y de la terapia combinada (en verde) en inhibir la viabilidad de los modelos KRAS G12C. El analisis estadistico
realizado fue la prueba Welch ANOVA de una via (ns = no significativo, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Cl = indice
combinatorio. Efecto aditivo (Cl = 0), Sinergia (Cl < 1), y Antagonismo (ClI > 1). El CI se ha calculado por medio del
método de aditividad de Loewe.






DISCUSION






La pobre respuesta observada en la clinica a los inhibidores de FGFR**’ en pacientes con
carcinomas de pulmén avanzado, con y sin amplificacién de FGFR, justifica la busqueda de
biomarcadores predictivos de respuesta en este contexto. Por tal razén, en trabajos previos del
grupo estudiamos el papel oncogénico de FGFR en el cancer de pulmdn y su potencial como
diana terapéutica, estudio que nos llevé a proponer a la N-Cadherina como un potencial
biomarcador predictivo de respuesta a los inhibidores de FGFR, ya que demostramos que la
terapia anti-FGFR era mas efectiva en un contexto en el que la expresion de N-Cadherina era
alta?®l. Con estos antecedentes, tratamos de validar en este proyecto de Tesis Doctoral, el papel
predictivo de la expresién de N-Cadherina en la respuesta a la terapia anti-FGFR en una cohorte
mas amplia de modelos PDX, asi como identificar otros biomarcadores que pudieran optimizar

la prediccidn del beneficio terapéutico con estos inhibidores.

En nuestra coleccion de 16 modelos PDX con alta expresion de FGFR, se observé una tasa
de respuesta a AZD4547 del 25 % de los modelos (Figura 10), lo que supone una tasa superior a
las tasas del 5-10 % descritas teniendo en cuenta Unicamente la amplificacion del FGFR1%%7:151,
Estos 16 modelos no mostraban amplificaciones en el gen FGFR1, pero si una alta expresiéon de
las proteinas de FGFR1 y/o FGFR4, medida por WB. Los cuatro modelos de esta cohorte que
respondieron al tratamiento (TP114, TP96, TP43 y TP103, un 25 %) fueron clasificados como PDX
con alta expresion de N-Cadherina (valorada por WB), lo que propone a la N-Cadherina como
otro biomarcador para tener en consideracion en la seleccién de los tumores. Observamos que
el valor predictivo, al tener en cuenta la expresién de FGFR1/4 y N-Cadherina, es superior al
resultante de tener presente aisladamente la alta expresion de FGFR1/4. De hecho, la tasa de
respuesta de los modelos con alta expresién de FGFR1/4 y N-Cadherina es de un 33 %, superior
al 25 % apreciado cuando la seleccion se basa Unicamente en la expresion de FGFR1/4. El hecho
que los Unicos cuatro PDX que respondieron al tratamiento sean modelos clasificados como PDX
con alta expresidon de FGFR1/4 y N-Cadherina es algo consistente con nuestra hipdtesis inicial
debido a que asocia la expresidn de la N-Cadherina con mejores tasas de respuesta a la terapia
anti-FGFR?%L, Sin embargo, los modelos que no respondieron al tratamiento presentaban niveles
variables de N-Cadherina e incluso algunos de ellos expresaban altos niveles (Figura 10). Este
hecho nos llevé a investigar la posible implicacion de otros genes que puedan justificar por qué
algunos modelos PDX (TP57, TP60, TP79, TP40, TP80 y TP13) no respondieron al tratamiento a

pesar de tener altos niveles de FGFR1/4 y N-Cadherina.

Pero antes de profundizar en eso, y debido a que la técnica del WB presenta dificultades

268,269

para su aplicacién en la practica clinica , evaluamos la posibilidad de emplear otras técnicas

mas ajustables al entorno clinico, como la IHQ y la gPCR. Determinamos mediante estas dos
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técnicas los niveles de expresidn de estos biomarcadores en los PDX, y los correlacionamos con
la evolucién postratamiento. En la caracterizacion de la expresién proteica por IHQ, observamos
que en el 61 % de los modelos PDX (19 de los 31 modelos), los niveles de FGFR1 se clasificaban
de la misma manera que en el WB. En el caso de la N-Cadherina, el nimero de coincidencias fue
inferior: 15 de 31 modelos PDX (un 48 %). La presencia de un porcentaje tan reducido de
coincidencias podria ser debido a varias razones. Una de ellas fue la utilizacién en la IHQ de un
punto de corte que nos clasificaba a los modelos PDX en ausencia o presencia de expresion (en
vez de baja o alta expresion), por lo que estariamos considerando de la misma forma a aquellos
PDX con baja y alta expresién, lo que nos podria estar dando diferencias con el WB. Un ejemplo
de esta potencial causa son los siete modelos clasificados por la IHQ como PDX con presencia de
N-Cadherina, pero con bajos niveles de expresidn, por lo que un cambio del punto de corte
podria aumentar las coincidencias en el biomarcador N-Cadherina en estos siete modelos
(sumando un total de 22 de 31 modelos, un 71 %). Otra razdn se deberia a la diferente forma de
medir la expresién proteica de ambas técnicas y a la reactividad de especies de los anticuerpos
utilizados (es decir, si son exclusivos contra humano o si comparten reactividad humana y
murina). La IHQ es una técnica que nos permite cuantificar la expresidn y discriminar en funcion
de su localizacidon: la parte tumoral humana de la parte estromal murina (algo que hemos
estudiado por separado). En cambio, en el WB se mide la expresion proteica en una muestra
lisada y disgregada del PDX, que tiene tanto en cuenta el estroma como el tumor. En nuestro
caso, los anticuerpos no tenian reactividad exclusiva contra epitopos humanos por lo que no es
posible cuantificar mediante el WB la expresidn de las proteinas de la parte tumoral de forma
aislada a la parte estromal, tal y como hicimos en la IHQ, aunque sabemos que en nuestros PDX
el componente estromal representa solo un 5-15 % del tumor?’®. Ademas, el WB se caracteriza
por ser una técnica con una gran sensibilidad?’?, por lo que podria estar detectando expresiones
de FGFR1 y N-Cadherina que la técnica IHQ no es capaz. Valoramos la relacién de cada una de

las clasificaciones con la respuesta observada al tratamiento.

Respecto a la sensibilidad observada al tratamiento segln la valoracion de la IHQ, de los
cuatro modelos que respondieron a AZD4547, s6lo dos (TP96 y TP103) presentaron altos niveles
de expresion de FGFR1, mientras que solo uno de ellos, el TP96, mostrd niveles elevados de N-
Cadherina (Tabla 14). Es llamativo apreciar que, en estos modelos, si se observé una expresion
de ambas proteinas en el estroma murino. Advertimos que el TP43 y el TP114 tenian altos niveles
de expresion de FGFR1 en el estroma y que el TP43, TP103 y TP114 tenian altos niveles de N-

Cadherina en el estroma (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que mediante la



técnica de WB podemos predecir de una mejor manera la respuesta al tratamiento en

comparacién a la IHQ.

Por otro lado, la gPCR permite medir la expresién a nivel de ARNm y es una técnica
ampliamente utilizada en la clinica para medir la expresion de biomarcadores?’2. Al comparar la
clasificacion de los modelos PDX por qPCR y WB, en la gPCR encontramos un mayor porcentaje
de coincidencias para el biomarcador FGFR1 que entre IHQ-WB (25 de los 31 modelos, un 81 %).
Sin embargo, el porcentaje de coincidencias siguié estando en torno al 50 %, en los casos de
FGFR4 (16 de 31 modelos, un 52 %) y N-Cadherina (13 de 31 modelos, un 42 %). Estas diferencias
entre la gPCR y el WB, se podrian justificar porque la expresion de ARNm y proteinas no siempre
puede correlacionar por diferentes modificaciones postranscripcionales?’®. Ademds, aunque el
100 % de los modelos que respondieron al tratamiento fueron clasificados como PDX con alta
expresion de FGFR1 por esta técnica, tan solo el 50 % fueron catalogados como PDX con alta
expresion de N-Cadherina (TP43 y TP96) (Tabla 15). Por consiguiente, no consideramos tampoco
a la gPCR como una técnica cuya categorizacion de los modelos PDX se acomode con los

resultados esperados segun nuestra hipodtesis.

En definitiva, ninguna de las dos técnicas logré clasificar los modelos PDX de la misma
forma que el WB. La tasa de respuesta observada en la clasificacion del WB es del 33 %, mientras
que la observada en la clasificacidon de la IHQ es del 17 %. La tasa de respuesta observada en la
clasificacion por la gPCR es también del 33 %, al igual que el WB, pero esta técnica ha encuadrado
a dos modelos “Respondedores” como PDX con baja expresion de N-Cadherina (TP103 y TP114).
Por ello, concluimos que sdélo la técnica del WB nos relaciond la expresidn de FGFR1 y N-
Cadherina con la respuesta al tratamiento. Aun asi, la relacion era solo del 33 %, ya que el 67 %
de los modelos PDX que expresaban altos niveles de FGFR1/4 y N-Cadherina segln el WB no
respondieron al tratamiento con AZD4547. Estos hallazgos enfatizaron la necesidad de buscar
nuevos biomarcadores que pudieran ayudar a predecir de manera mas precisa la respuesta a la

terapia anti-FGFR y, para ello, realizamos estudios gendmicos y transcriptémicos.

Tras el analisis gendmico, hallamos alteraciones en los genes KRAS, PKD1, RB1, PDGFRA,
NF1y MGA, Unicamente en los modelos que no respondieron al tratamiento con AZD4547. Las
alteraciones de estos genes se han relacionado con un mayor poder invasivo (PKD1%"%), la
resistencia a inhibidores de otros RTK como el EGFR (RB1%’>, NF1?’%, MGA?"’) e incluso la
resistencia a los inhibidores de FGFR (PDGFRA%*®); aunque su incidencia se encontrd en una
pequefia parte de los “No Respondedores” (el PKD1 en dos modelos y el RB1, NF1, MGA y

PDGFRA en tres modelos, de un total de 12 modelos sin respuesta). Un hallazgo importante fue



que el 58 % de los modelos que no respondieron a AZD4547 (TP57, TP60, TP79, TP80, TP91,
TP126, TP143) albergaban una mutacidn en el gen KRAS (Figura 14), independientemente de sus
niveles de expresion de N-Cadherina. Las mutaciones del gen KRAS son las principales
aberraciones oncogénicas conductoras en el CPNM, y su incidencia se restringe practicamente a
la histologia adenocarcinoma?®’®. En literatura previa, se ha documentado la implicacién de las
mutaciones de KRAS en la resistencia a ciertos inhibidores tirosina kinasa?®°. Esto incluye la
resistencia a los inhibidores de KIT/PDGFRA en tumores gastrointestinales®?, la resistencia al
osimertinib en pacientes de CPNM que presentan la mutacién EGFR T790M%*2, asi como la
resistencia a la inhibicion de BRAF-MEK en el CPNM?2, Al evaluar los modelos PDX segun su
histologia, observamos que, de nueve modelos de adenocarcinoma “No Respondedores”, siete
de ellos exhibian alguna mutacion en el gen KRAS. La mutacion predominante fue la G12C,
presente en cinco de los modelos (TP60, TP79, TP80, TP91 y TP126). Ademas, observamos un
modelo con mutacién KRAS G12A (TP57) y un modelo con la mutacién KRAS G12D (TP143), lo
que indicaba que cualquier mutacién en el gen de KRAS podria afectar a la sensibilidad a los
inhibidores de FGFR. Cabe destacar que nuestros modelos PDX reflejan una incidencia de
mutacion en KRAS superior a lo descrito en los pacientes de adenocarcinoma de pulmén (50 %
vs 25-30 % descrito)?’°. En la coleccién de modelos estudiada en este analisis gendmico, como
hemos preseleccionado a los modelos con alta expresion de FGFR1/4, el porcentaje de incidencia
de la mutacién en KRAS estd sobredimensionado tanto de las mutaciones de KRAS (77 %
observado vs 25-30 % descrito) como de la mutacién G12C en particular (71 % observado vs 40
% descrito)?®. Este hecho podria justificarse porque esta descrito que los tumores con mutacién
en KRAS tienen una tasa de éxito mas elevada en el proceso de implantacién para generar un
modelo PDX*>28  |os otros dos modelos PDX de adenocarcinoma, que no mostraron
mutaciones en el gen KRAS y que no respondieron tampoco al tratamiento, fueron los modelos
TP134 y TP40. EI TP134 fue clasificado como un PDX con baja expresion de N-Cadherina, lo que
justifica su falta de respuesta. Sin embargo, el TP40 si fue clasificado como un PDX con alta
expresion de N-Cadherina, sin embargo, analizando el nimero de copias, encontramos que
presentaba una amplificacidn en el gen KRAS (dato no mostrado), lo que podria justificar su no
respuesta, ya que las amplificaciones de este gen también han sido asociadas con la resistencia

a los inhibidores de otros RTK?®".

El andlisis del transcriptoma indicé que los PDX “Respondedores”, caracterizados por
expresar altos niveles de FGFR1/4 y N-Cadherina, mostraron un perfil transcripcional similar, con
la excepcidn del modelo TP103, que es el Unico modelo de los cuatro que presenta una mutacion

en el gen EGFR, la cual podria ser responsable de algunas de estas diferencias transcripcionales,



aunque no parecen afectar a la respuesta al tratamiento con AZD4547. En general, observamos
que los modelos “Respondedores” tenian una mayor adiccidon oncogénica a la sefializacidon FGFR,
como vemos por la regulacién al alza de las dos vias de sefializacién principales de la via de
FGFR?®: |a cascada de las MAPK y el eje PI3K-AKT-MTOR?® (Figura 15). Asimismo, apercibimos
en este grupo una mayor activacion de la sefializacién relacionada con las uniones GAP y las
uniones adherentes, ambas de gran importancia en la estructura y funcionalidad de la ECM?%2%1,
y de las interacciones de la ECM con diferentes receptores®® (Figura 15). Estos hallazgos fueron
refrendados por un analisis in silico, donde encontramos una sobreexpresion de genes
relacionados con la degradacidn de las uniones GAP (como DAB2%%) en lineas celulares que no
respondian a los inhibidores de FGFR (Tabla 16). Se sabe que estas uniones tienen importancia
en la sefializacidon FGFR ya que se ha descrito que la mediacién de las uniones GAP, asi como de
la ECM, en la senalizacién FGFR1 es llevada a cabo mediante la regulacidon de las vias de
sefializacion PI3K y MAPK??32%4, Esto explicaria su posible contribucién en la respuesta a los
inhibidores de FGFR. Otro integrante de la ECM, la N-Cadherina, ha sido referida como una de
las principales proteinas responsables de mantener las uniones adherentes®®, lo que la
relacionaria de forma indirecta con la senalizacion FGFR. Este conocimiento, sumado a la
informacion previa existente sobre la interrelacién directa N-Cadherina-FGFR como principal
interaccidn de este receptor con la ECM?%, sugiere un papel importante de la N-Cadherina como
regulador de la sefializaciéon de FGFR. Consistentemente, observamos una tendencia de una
mayor activaciéon de la sefalizacion relacionada con la N-Cadherina en aquellos modelos
clasificados como “Respondedores” con respecto a los que no respondieron al tratamiento
(Figura 15). Esta tendencia, aunque no es significativa, se apoya en que estos modelos
“Respondedores” si sabemos que muestran alta expresidon de N-Cadherina a nivel proteico. Por
ello, en conjunto, estos resultados apoyaron nuestra hipdtesis inicial sobre el potencial
oncogénico de la coexpresion de altos niveles de FGFR1/4 y N-Cadherina, y la consiguiente mayor
respuesta advertida a los inhibidores de FGFR en este contexto molecular®®. Teniendo en cuenta
la activacion de la sefializacion FGFR mediada por la ECM (uniones GAP, uniones adherentes y N-
Cadherina) descrita en la literatura, proponemos que la respuesta a la terapia anti-FGFR podria
venir definida por una sobreactivacion de la sefalizacion FGFR en la que se necesitaria no solo
de la expresidn del receptor sino también de la participacidn de interacciones y moléculas de la
ECM, entre las que destacamos la N-Cadherina. Sin embargo, se necesitan mas estudios de

validacién de estos hallazgos y caracterizacion funcional de la hipdtesis.

Por otro lado, en los modelos “No Respondedores” hemos identificado una expresion

elevada de genes relacionados con la resistencia a farmacos, como los transportadores ABC



(Figura 15). Estos transportadores estan implicados en la resistencia intrinseca a los inhibidores
de FGFR?72%_ En los modelos “No Respondedores” también encontramos una tendencia no
significativa de una expresion elevada de genes relacionados con la sefializacion KRAS. Este
hallazgo, apoyado por las mutaciones del gen KRAS que observamos en el grupo “No
Respondedores” en el analisis gendmico, parece relacionar la sefializacién KRAS aberrante con
la resistencia a AZD4547. Las sefalizaciones oncogénicas by-pass han sido descritas como un
mecanismo de resistencia a los RTKi?®%. En el analisis in silico, de lineas celulares con alta
expresion de N-Cadherina que no responden a los FGFRi, encontramos la sobreexpresion de
otros genes relacionados con sefalizaciones by-pass como ERBB2 o ARL14 (Tabla 16 y Figura 18),
descritas en la literatura en las resistencias a los inhibidores de FGFR*%?%, |a sefializacién KRAS
aberrante ha sido definida por ser una sefializacién oncogénica by-pass implicada en la
resistencia a TKls en neuroblastoma®®. Sin embargo, nuestros resultados establecerian de forma

novedosa esta sefalizacion como relacionada con la resistencia a FGFRi en CPNM.

Con los datos expuestos hasta este momento, concluimos que los modelos PDX con
mutaciones o sobreactivacion de la sefializacion KRAS no respondieron a la terapia anti-FGFR
aun teniendo alta expresidon de FGFR1/4 y N-Cadherina. Por ello, proponemos a KRAS como un
biomarcador predictivo, necesario de una validacién posterior. Es importante sefalar que en un
contexto KRAS wt, la expresion de N-Cadherina parece predecir bastante bien la respuesta a la
inhibicién FGFR (una tasa de respuesta del 67 %), salvo en dos de los seis modelos, los modelos
TP13 y TP40. Estos dos modelos, denominados como modelos “Discordantes”, necesitan de una

investigacion mas profunda para el entendimiento de su resistencia al tratamiento.

Al centrarnos en estudiar a nivel transcriptdémico los genes diferencialmente expresados
en los modelos “Discordantes” con respecto a los modelos que responden al tratamiento (todos
ellos con alta expresién de FGFR1/4 y N-Cadherina en un contexto KRAS wt), encontramos una
sobreexpresiéon de genes vinculados con la hipoxia y con la sefalizacion IL6-JAK-STAT3 (por
ejemplo, el CSF2RA) (Figura 16 y Figura 17). La hipoxia3® y la sefializacién JAK-STAT3 han sido
relacionadas con la degradacién de la ECM y la induccidn del fenotipo EMT3L, De hecho, el eje
JAK-STAT se ha descrito en la resistencia a AZD4547 en modelos preclinicos de CPNM3%2, Estos
hallazgos han llevado a considerar la sefializacién JAK-STAT como una posible diana terapéutica
para superar las resistencias a los TKIs3%*3%4 En conjunto, el ambiente hipdxico, la sefializacién
STAT3 y el fenotipo EMT, han sido vinculados con la remodelacidon del microambiente tumoral
(TME) y la creacién de un ambiente inmunosuprimido como desencadenante de la resistencia a
los inhibidores?°, Igualmente se ha descrito que la sefializacién del IFN-y aumenta la expresién
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de PD-L1 en las células tumorales, favoreciendo este ambiente inmunosuprimido®®>. Con
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respecto a ello, en nuestros modelos “Discordantes” hemos notificado una mayor expresion de
genes involucrados en la sefializacién del IFN-y (por ejemplo, NOS1) (Figura 16 y Figura 17). Al
realizar nuestro trabajo con ratones inmunodeprimidos, estos hallazgos relacionados con el

sistema inmune deberian confirmarse en otros modelos murinos inmunocompetentes.

De manera similar, tanto en los modelos “Discordantes” (Figura 16) como en el andlisis
in silico con lineas celulares (aquellas con alta expresion de FGFR1 y N-Cadherina, que mostraban
resistencia a los FGFRI, Figura 18) observamos una mayor expresion de genes relacionados con
el metabolismo de la glucosa (como PGK13%). Hallazgos recientes sugieren un papel de la

280

reprogramacion metabdlica tumoral en la induccidon de la resistencia a los TKIs**°, que se

consigue con una adaptacién energética de las células tumorales3?’

. Ademads, también se aprecié
en estos modelos una sobreexpresion de genes asociados con la reprogramacién del
metabolismo lipidico, como FAR2 (Figura 17), lo que podria afectar a la composicidn lipidica de
las membranas celulares, a la sefializacion intracelular y a la sensibilidad al estrés oxidativo, lo
cual podria conducir a la resistencia a los TKI3%3%, por Gltimo, notificamos una mayor expresion
de genes, como el IRF8 (Figura 17), en los modelos “Discordantes”. Estan vinculados con la

sefializacion TNFa via NF-kB (Figura 18), implicada en la supresion de la necroptosis inducida por

la terapia con TKIs31°,

En resumen, estos hallazgos nos ayudarian a entender por qué algunos tumores KRAS
wt y con alta expresién de N-Cadherina pueden no mostrar respuesta a la terapia anti-FGFR.
Todos estos mecanismos estan estrechamente relacionados con la resistencia a los TKIs?®, por
lo que también podrian estar asociados con la resistencia a los inhibidores de FGFR, al igual que
los transportadores ABCy la sefializacion KRAS by-pass, mencionados anteriormente (Figura 15).
Sin embargo, es necesaria una validacién de todos estos mecanismos y biomarcadores

propuestos en la implicacién de cada uno en la resistencia a los FGFRi.

En definitiva, de nuestro estudio de identificacién de otros biomarcadores predictivos,
el estado mutacional del gen KRAS parece ser el que mas impacto tiene, ya que su alteracion ha
sido hallada en un alto porcentaje de los modelos “No Respondedores” en los estudios
gendmicos y transcriptémicos de los PDX. Este hecho junto a la implicacién descrita de las

mutaciones en KRAS en la resistencia a diferentes TK|s?80-283

, nos condujo a querer validar el
estado mutacional del gen KRAS como biomarcador predictivo de respuesta a la terapia anti-
FGFR. Este estudio lo realizamos a través de varios abordajes, comenzando por un estudio in
silico con lineas de adenocarcinoma de pulmdn. Observamos que las lineas celulares con KRAS

mutado presentaban una resistencia enriquecida frente a diferentes inhibidores tirosina kinasa



y, en especial, a los que inhiben la sefializacién FGFR (Figura 19). Estudios previos han
documentado la presencia de mutaciones en el gen KRAS que estarian implicadas en la
resistencia a la inhibicidon de la sefializacion RTK, concretamente en la resistencia al osimertinib
(terapia dirigida anti-EGFR) en pacientes de CPNM%2, Sin embargo, existen pocos trabajos
publicados sobre el estudio de resistencias a la inhibicion FGFR. Hasta ahora, algunos estudios
han sugerido que la activacidn de otros RTKs, como ALK o MET, podrian estar relacionadas con
la resistencia a la terapia anti-FGFR3'%. También existen estudios que asocian las amplificaciones
de NRAS?®312 ¢ |a reactivacion de la sefializacion MAPK3™3 con la resistencia a los inhibidores de
FGFR en lineas celulares. Sin embargo, ninguno de estos estudios refleja a las mutaciones KRAS
como potencial mecanismo de resistencia. Nuestros datos obtenidos del estudio especifico del
inhibidor AZD4547 in silico, apuntan a una posible vinculacién de las mutaciones del gen KRAS
en su resistencia en las lineas de adenocarcinoma de pulmén. Ademas, en este estudio in silico,
de entre todas las mutaciones clinicamente relevantes, la mutacién KRAS G12V parecia ser la
mas potente en la generacidon de resistencia a este inhibidor de FGFR (Figura 20), aunque
nosotros tenemos modelos PDX con diferentes mutaciones y todas confieren resistencia a los

inhibidores de FGFR.

Posteriormente, al objeto de validar la implicacién del estado mutacional de KRAS in
vitro, utilizamos una seleccion de lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén. No
observamos diferencias de sensibilidad a los inhibidores de FGFR en ninguno de los contextos
moleculares establecidos (Alta N-Cadherina KRAS wt; Baja N-Cadherina KRAS wt; Alta N-
Cadherina KRAS mut; Baja N-Cadherina KRAS mut) sino una gran variabilidad de respuestas entre
lineas, incluso dentro de los mismos grupos de estudio (Figura 22). La fluctuacidn de respuestas
la relacionamos con la variabilidad inherente entre las lineas celulares. Dada la excesiva
diversidad molecular en un nimero limitado de lineas celulares con practicamente un elemento
en comun (mutacion de KRAS), es imposible discernir cuales son los responsables de las

diferencias de respuesta a un tratamiento concreto3*4,

El uso de un sistema de lineas celulares isogénicas, donde la Unica variable es la
presencia de la mutacién del gen en estudio, ayuda también a reducir esa fluctuacién y ya ha
sido utilizado previamente para estudiar la sefializacién de Ras??®. En este trabajo, utilizamos
MEFs isogénicos, cada uno portando una de las ocho mutaciones con mas relevancia clinica del
gen KRAS humano?“. Confirmamos una sobreactivacion de la sefializacién de la via de KRAS
confiriéndoles una ventaja proliferativa frente a las células KRAS wt (Figura 23 y Figura 24)%%,
Ademas, validamos la implicaciéon de cada una de las mutaciones de KRAS en la resistencia a
AZD4547 debido a que observamos una menor sensibilidad de las lineas mutadas a la terapia
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anti-FGFR en comparacion con la linea KRAS wt. Interesantemente, al igual que en el andlisis in
silico previo (Figura 20B), observamos que todas las mutaciones confieren resistencia al
tratamiento con AZD4547, con un mayor grado de resistencia asociado a la comutacion G12V
(Figura 25). Este resultado es consistente con hallazgos previos que las mutaciones KRAS G12V
(junto con las G12C) son las de mayor impacto negativo sobre la supervivencia libre de
enfermedad en los pacientes de CPNM sin tratamiento dirigido a KRAS**®. Del mismo modo, se
ha descrito la participacidon de estas mutaciones (ademas de las G12D) en la resistencia a los
inhibidores de ALK en pacientes de CPNM3, En la literatura especializada sobre la contribucion
de las mutaciones en KRAS a la resistencia a la inhibicidn de EGFR, se enfatiza la significativa
implicacion de la mutacién G12V2Y. Se ha observado que esta resistencia pudiera ser mitigada
mediante la implementacion de una estrategia terapéutica combinada, destacando la eficacia de

la combinacidn con trametinib328.

A partir de estos datos, exploramos la eficacia de las terapias combinadas de AZD4547
con diferentes inhibidores de la via KRAS, como posible estrategia terapéutica que podria
superar o evadir la resistencia que confieren las mutaciones de KRAS a la inhibicion de FGFR.
Primero, elegimos un inhibidor de MEK (trametinib), que actuaba sobre la sefalizacion KRAS
aberrante en las ocho lineas isogénicas independientemente de la mutacion KRAS que
presentaran. El fdirmaco ya habia sido previamente testado en combinacion con otros inhibidores

318 y aprobado por la FDA para el tratamiento de CPNM con mutaciones en BRAF%,

de quinasas
Ademas, su combinacion con inhibidores de FGFR ya ha sido testada en un estudio que propuso
a la sefializacién FGFR1 como un mecanismo de resistencia a la inhibicién de KRAS?®. En este
estudio, se aprecio que la combinacion del trametinib con el FGFRi ponatinib era capaz de abolir
la resistencia adquirida al trametinib en modelos preclinicos de cancer de colon y pulmén con
mutaciones en KRAS. En nuestras lineas isogénicas, la combinacion de AZD4547 con trametinib,
mostré una reduccion significativa en el crecimiento en todas las lineas en comparacion con el
tratamiento con AZD4547 en monoterapia, siendo el efecto mas pronunciado en la linea con la
mutacion G12C (Figura 26A). Este dato se asemeja al descrito en lineas celulares de pulman con
diferentes mutaciones en KRAS, donde se observé que las lineas KRAS G12C mostraban un mayor
efecto de la terapia combinada de trametinib + FGFRi (en comparacion con la monoterapia del
FGFRi) que en las lineas KRAS G125%3. Este dato apoya el uso primario de un régimen en
combinaciéon de AZD4547 con un inhibidor especifico de KRAS G12C como previamente se ha

probado en el sentido inverso, es decir, para superar las resistencias a los KRAS G12Ci®'°. Por otro

lado, la sensibilidad al inhibidor AZD4547 aumentd significativamente en todas las lineas que



tenian mutaciones KRAS cuando se anadid trametinib de manera conjunta al tratamiento con

AZDA4547 (Figura 26B), destacando asi el efecto sinérgico de la terapia combinada.

Los resultados observados en las lineas isogénicas fueron validados a nivel molecular
(Figura 27). El tratamiento con AZD4547 en monoterapia redujo mas la activacion de ERK, Akt y
S6 en las lineas KRAS wt que en las lineas con el gen KRAS mutado (salvo en las G13D),
confirmando asi la resistencia parcial de las lineas mutadas. El tratamiento con trametinib en
monoterapia produjo una sobreactivacién de MEK en todas las lineas, como estd descrito debido
al bucle de retroalimentacion que se activa para solventar la desactivacion total de ERK causada
por la inhibicién producida por el trametinib?>2%, E| tratamiento combinatorio de AZD4547 y
trametinib disminuyé la sefializacion KRAS ya que encontramos en todas las lineas una menor
fosforilacion de proteinas a diferentes niveles (ERK, Akt y S6) en comparacion con el control sin
tratar y en comparacion con la monoterapia con AZD4547 (salvo Akt en las G125y G13D). Este
resultado estd en concordancia con lo descrito en la combinacién de ponatinib y trametinib en
lineas celulares de cancer de pulmodn y pancreas®®. A diferencia de en las lineas con KRAS mut,
el tratamiento con AZD4547 tuvo un efecto proapoptético en las células wt, evidenciado por el
incremento de los niveles de expresién de BIM. Con la terapia combinada, los niveles de BIM
aparecen disminuidos en varias lineas isogénicas (G12C, G12S y Q61H). Este hecho podria
deberse a la gran eficacia que tiene el trametinib en inducir apoptosis en estas lineas
isogénicas?®*, exacerbado por la terapia combinada, por lo que al no recogerse el sobrenadante
con las células muertas, es probable que perdiésemos la seccion donde estaria la maxima
expresion de este marcador apoptético. La terapia combinada demostré una notable eficacia en
la reduccién de la viabilidad celular como muestran las curvas de crecimiento (Figura 26A), lo
que sugiere la consideracién de evaluar marcadores de apoptosis mediante citometria de flujo

que permiten estudios mas complejos32932L,

Para estudiar el efecto de los farmacos de estudio y con el fin de superar la limitacién de
utilizar lineas celulares murinas, decidimos utilizar modelos preclinicos derivados de pacientes
gue reproducen mejor la complejidad de los tumores humanos. Por ello, empleamos un modelo
mas cercano a la clinica como es nuestra coleccion de modelos organoides derivados de PDX
(PDXDOs). Esta coleccion supone una herramienta de utilidad para el cribado de farmacos antes
de su transferencia a un modelo mas complejo in vivo®?*323, Los PDXDOs mantienen similares
caracteristicas moleculares e histoldgicas de los PDX de los que derivan, y por tanto, de los
pacientes de los que provienen?’®. En estos ensayos, los PDXDOs KRAS wt (TP40, TP43, TP96,
TP103 y TP114) mostraron una mayor sensibilidad, que los PDXDOs KRAS mut (TP57, TP60, TP79,
TP80, TP91 y TP143), a las tres diferentes dosis (1, 5y 10 uM) del tratamiento con AZD4547 en
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monoterapia, especialmente en la dosis superior, lo que respalda la idea de que las mutaciones
en el gen KRAS pueden conferir cierta resistencia al tratamiento con los inhibidores de FGFR en
unos modelos mas cercanos al escenario real en la clinica (Figura 28). Aunque los modelos KRAS
wt fueron en promedio mas sensibles a AZD4547 que los KRAS mut, encontramos pequenas
diferencias entre ellos: los modelos TP40, TP103 y TP114 mostraron una mayor sensibilidad al
inhibidor AZD4547 que el resto de los KRAS wt. Esta diferencia podria ser explicada porque estos
modelos albergaban comutaciones en el gen PIK3CA, las cuales se han asociado con una mejor
respuesta al tratamiento con AZD4547 en pacientes de diferentes neoplasias3**. De igual manera,
los PDXDOs KRAS mut tampoco mostraron la misma resistencia al tratamiento con AZD4547 en
monoterapia, habiendo diferencias individuales entre ellos. Los modelos TP143, TP60 y TP80
mostraron una mayor sensibilidad al tratamiento con AZD4547 que el resto de los modelos KRAS
mut. El TP143 fue el Unico con una mutacion KRAS G12D vy, al igual que las células isogénicas
KRAS G12D (Figura 26A), mostré una mayor sensibilidad a la monoterapia de AZD4547 (1,5y 10
KM) que a la monoterapia con trametinib (10 y 25 nM), algo disonante con el resto de las
mutaciones KRAS. Los PDXDOs TP60 y TP80, tenian comutaciones en el gen STK11, bastantes
comunes en concurrencia con las mutaciones de KRAS?*36:148325 |35 cuales se han relacionado
con una regulacién positiva de la expresién y sefializaciéon de FGFR1 en modelos preclinicos3%,

lo que podria explicar su respuesta intermedia al tratamiento con AZD4547.

Nuestra coleccion de modelos PDXDOs también supone una herramienta muy adecuada
para evaluar la eficacia de terapias combinadas3?2. Se plantearon combinaciones con diferentes
concentraciones de los inhibidores AZD4547 (1, 5 y 10 uM) y trametinib (10 y 25 nM). Estas
combinaciones tuvieron un efecto en la reduccién de la viabilidad celular diferente en los
modelos KRAS wt comparado con los modelos KRAS mut. En todos los PDXDOs KRAS mut se
observé un marcado efecto sinérgico de la combinacién de ambos inhibidores. De entre todas
las posibles combinaciones de concentraciones testadas, evaluamos de forma aislada la
combinacion que previamente utilizamos en las lineas murinas isogénicas: 10 uM AZD4547 y 25
nM trametinib (Figura 26). Al igual que en las lineas, esta combinacion reprodujo el mismo efecto
de una mayor sensibilidad al tratamiento con AZD4547 en los modelos PDXDOs KRAS mut, de
una forma sinérgica (Figura 29 y Figura 30). Estos resultados demostraron que la terapia
combinada FGFRi + MEKi también tenia eficacia en unos modelos mas cercanos a la clinica,
verificando no solo lo advertido en las lineas isogénicas sino también lo previamente descrito en

lineas celulares comerciales de cdncer de pulmén y cancer de pancreas®®,

Estos hallazgos subrayan la importancia de la sefializacion KRAS como mecanismo by-

pass de resistencia a la terapia anti-FGFR?%, Ademas, se ha mostrado que la terapia combinada
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que inhibe el receptor FGFR y la sefializacién KRAS es mas efectiva que los tratamientos en
monoterapia. Existen estudios similares, pero a la inversa, que proponen la combinacién de
trametinib con FGFRi para solventar la activacién de la sefalizacion FGFR como mecanismo de
resistencia a la inhibicion de la sefializacion KRAS en modelos preclinicos KRAS mut®%. Este
conocimiento secunda que la seleccion de los modelos PDX con mutaciones en KRAS y alta
expresion de FGFR1 podria beneficiarse de la combinacion de AZD4547 con trametinib en un
tratamiento in vivo. No obstante, aunque no se hayan reportado importantes toxicidades con el
uso de terapias combinadas con trametinib en ratones?®*3%7, e| panorama en los ensayos clinicos
con pacientes es diferente. En general, las combinaciones con inhibidores de MEK en pacientes
se toleran mal, como se ha podido observar en varios estudios de fase Il en pacientes con CPNM,

donde se ha descrito que tanto la monoterapia®

con inhibidores de MEK (entre los que se
encuentra el inhibidor trametinib) como la combinacién (trametinib + docetaxel)3?® tuvo peores
resultados y mas toxicidades en comparacién con la quimioterapia por si sola. Ensayos clinicos
realizados con combinaciones de inhibidores de MEK con inhibidores de RTK (EGFR TKls)
mostraron resultados muy prometedores en cuanto al aumento de la supervivencia libre de
progresion y la supervivencia general. Sin embargo, se asociaron con muchos efectos adversos
de grado 3 o superior a la terapia combinada tanto del selumetinib®%3! como de trametinib332,
De igual forma, existe un ensayo clinico con la combinacién de trametinib con un FGFRi

(ponatinib) en pacientes de CPNM que ha sido interrumpido por los efectos adversos

observados3®.

Debido a las toxicidades descritas de las combinaciones con trametinib, decidimos testar
también los inhibidores especificos de la mutacion KRAS G12C, los cudles han sido recientemente
aprobados por la FDA3343%, A diferencia de los inhibidores de MEK, cuales inhiben a MEK en las
células sanas y en las células tumorales®, tanto el inhibidor sotorasib®’ como el inhibidor
adagrasib®® se unen covalentemente a la proteina resultante de la mutacién puntual en el gen
KRAS (KRAS G12C) de las células tumorales, por lo que se toleran mejor3*. Ademas, existe
literatura previa en la que se han obtenido resultados prometedores de la combinacién de
sotorasib con FGFRi en modelos preclinicos de CPNM para solventar la resistencia a la terapia
anti-kRASG12C, que demuestran el efecto sinérgico de esta combinaciéon3*%34!, Por todo ello,
testamos en nuestros modelos PDXDOs KRAS G12C (TP60, TP79, TP80, TP91, TP126 y TP181)
diferentes combinaciones de tres concentraciones crecientes de sotorasib (0.1, 0.5y 1 uM) y de
AZD4547 (1, 5y 10 uM), observando un patrdn en la reduccion de la viabilidad celular similar al
de la combinacidn con trametinib (Figura 29B y Figura 31A). La monoterapia de sotorasib mostro

una ligera menor eficacia en la reduccion de la viabilidad celular de los PDXDOs KRAS G12C en
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comparacién con la monoterapia de trametinib (Figura 29B y Figura 31A). Este efecto ha sido
reportado previamente en otros estudios con sotorasib en PDXDOs de CPNM3*2, y puede deberse
a que en estos modelos se consigue una mayor eficacia antitumoral de sotorasib en estrategias
combinadas. Por ejemplo, se ha documentado que la combinacién de sotorasib con los
inhibidores de mTOR y de IGF1R ha evidenciado una mejora significativa en su eficacia, con
respecto a la monoterapia. Estos hallazgos se han constatado tanto en ensayos in vitro utilizando
lineas celulares de pulmdn, como en investigaciones in vivo realizadas en modelos murinos, en
ambos casos con presencia de la mutacidon KRAS G12C3**®3. En nuestros modelos PDXDOs KRAS
G12C observamos que la combinacién de sotorasib con AZD4547 redujo significativamente la
viabilidad celular en comparacion con las monoterapias, mostrando un efecto sinérgico en varios

modelos (Figura 31).

En conclusién, a la luz de los resultados obtenidos, se propone un modelo de respuesta
a la inhibicion de FGFR dependiente del contexto genético de KRAS y de la expresién proteica de
N-Cadherina. Los datos obtenidos nos sugieren la valoracidon de tres contextos moleculares
diferentes a la hora de predecir la respuesta a los inhibidores de FGFR. En un primer lugar estaria
el contexto de aquellos tumores con alta expresion de FGFR1/4 y baja expresidn de N-Cadherina,
y KRAS wt, el cual nos indicaria una falta de respuesta a la terapia anti-FGFR, como previamente

hemos descrito?™

y como comprobamos con los tratamientos de nuestra cohorte de modelos
PDX (Figura 32A y Figura 32B). En un segundo lugar encontrariamos aquellos tumores con un
contexto de alta expresion de FGFR1/4 y de N-Cadherina, y KRAS wt. Estos tumores han
mostrado una respuesta a los FGFRi tanto in vitro como in vivo®®, y en la presente tesis lo hemos
validado en una coleccidon de PDX mas amplia (Figura 32A y Figura 32B). En este contexto, no
todos los modelos responden (lo hace el 67 %), por lo que en este estudio proponemos algunos
mecanismos de resistencia que podrian explicar estos casos. Estos mecanismos estarian
relacionados con las alteraciones del metabolismo tumoral (glucdlisis y metabolismo lipidico), la
remodelacion del microambiente tumoral (hipoxia, sefalizacién JAK-STAT), la inhibicién de la
muerte celular (sefializacién TNFa/NF-kB) y con la expulsion del farmaco de las células tumorales
(transportadores ABC) (Figura 32A y Figura 32C), y han sido descritos en la resistencia a los
inhibidores RTK?, Por ultimo, existiria un tercer contexto que englobaria aquellos tumores con
alta expresién de FGFR1/4 y valores de expresion variable de N-Cadherina, y que muestran
mutaciones en el gen KRAS. Este contexto seria novedoso porque, aunque se ha descrito a la

313 no existe

sefializacion RAS-MAPK como mecanismo by-pass de resistencia a los FGFR1-TKIs
literatura previa sobre la implicacién de las mutaciones KRAS en esta resistencia. Nuestros

resultados in silico e in vitro sefialan al estado mutacional y la sefalizacion KRAS como un



mecanismo by-pass de resistencia a la inhibicion de FGFR vy, por tanto, como un biomarcador
predictivo para tener en cuenta. Los tumores de este tercer contexto, por tanto, no responderian
a la terapia anti-FGFR por si sola, pero si podrian beneficiarse de una terapia combinada de

inhibidores de FGFR con inhibidores directos o indirectos de KRAS (Figura 32A y Figura 32B).

Esta categorizacion de los tumores en tres diferentes contextos, segun su respuesta a los
inhibidores de FGFR, nos ayudaria a establecer diferentes opciones terapéuticas de las que se

puedan beneficiar cada uno de los pacientes.
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Figura 32. Modelo del papel de N-Cadherina y KRAS en la inhibicion FGFR, y mecanismos propuestos de resistencia
a dicha inhibicion. (A) Estrategias utilizadas para el estudio de la implicacion de KRAS en la resistencia a la terapia anti-
FGFR. (B) Se proponen tres escenarios diferentes en la respuesta a los FGFRi. (B1) Los tumores con alta expresion de
FGFR1 y baja expresion de N-Cadherina, no respondieron a la terapia anti-FGFR. (B2) Los tumores con la coexpresion
de altos niveles de FGFR1 y N-Cadherina respondieron a los FGFRi. (B3) Las mutaciones en el gen KRAS actuaron como
mecanismo de resistencia, incluso en un contexto de alta expresién de N-Cadherina. La terapia combinada con MEKi
o KRASi mostro un efecto sinérgico en solventar la resistencia. (C) Algunos tumores KRAS wt con coexpresidn de altos
niveles de FGFR1 y N-Cadherina, no respondieron al tratamiento por lo que se propusieron otros mecanismos de
resistencia a la terapia anti-FGFR que necesitan de una validacidn futura.

El futuro trabajo relacionado con la presente tesis recaeria en el estudio en profundidad
del mecanismo por el que FGFR es oncogénico en presencia de N-Cadherina y supresor en su
ausencia. Asimismo, es necesario el estudio del mecanismo molecular subyacente a la resistencia
observada al tratamiento con AZD4547 en monoterapia, asi como a la superacién de dicha
resistencia con la terapia combinada (tanto con trametinib como con sotorasib). Es elemental
también la extrapolacion de estos estudios de combinaciones a ensayos in vivo donde podamos
validar los efectos de la combinacién FGFRi + KRASi en modelos PDX. Por ultimo, aunque existe
evidencia obtenida a nivel clinico que apoya el papel de la N-Cadherina como biomarcador
prondstico, ya que se ha relacionado su coexpresidon con altos niveles FGFR1/4 con una peor
supervivencia en pacientes de CPNM?%, alin no existen datos disponibles de ensayos clinicos
donde se pueda validar el valor de la expresidon de N-Cadherina y del estado mutacional de KRAS

como biomarcadores predictivos a la terapia anti-FGFR.

En definitiva, nuestros datos aportan una visién mas amplia del papel de la N-Cadherina
en la inhibicion de FGFR y plantean a la sefializacion aberrante de la via de KRAS como otro
potencial biomarcador para tener en cuenta. De acuerdo con esto, se propone una forma de
estratificar mejor a los pacientes en funcidon de su contexto molecular, de forma que pueda
seleccionarse el tratamiento mds adecuado. Se recomienda la realizacién de nuevos ensayos
clinicos que puedan encontrar el subgrupo de pacientes que se beneficie de la terapia anti-FGFR,
algo que todavia no se ha realizado. Por otro lado, hemos demostrado que la terapia combinada
de FGFRi y KRASi es sinérgica en los tumores que expresan altos niveles de FGFR1 y albergan
mutaciones en el gen KRAS, la cual podria ser eficaz en este contexto, incluso retrasando la

aparicidn de resistencias que se han visto que ocurren en la clinica®*1%7:344,
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Conclusiones

El Western Blot (WB) es una técnica con la que se consigue clasificar a los modelos PDX,
en funcién de la expresiéon de FGFR1 y N-Cadherina. Unicamente los modelos PDX con
alta expresion de FGFR1/4 y N-Cadherina responden a la terapia anti-FGFR, aunque esta
Unicamente se confirma en un tercio de los casos. Estos datos demandan la

identificacion de biomarcadores predictivos complementarios.

La determinacién de la expresién de los biomarcadores de estudio (FGFR1/4, N-
Cadherina) por las técnicas IHQy la gPCR muestran un nivel de concordancia sub-6ptimo
con el WB. En consecuencia, el valor predictivo de los marcadores disminuye con estas

tecnologias respecto al WB.

Las mutaciones del gen KRAS podrian actuar como biomarcadores predictivos de
respuesta a los inhibidores de FGFR. La presencia de estas mutaciones se asocia con la
resistencia a estos farmacos in vitro (en lineas celulares isogénicas y PDXDOs) e in vivo
(PDX), incluso en tumores con alta expresiéon de FGFR1/4 y N-Cadherina. La tasa de
respuesta de la terapia anti-FGFR en nuestros modelos PDX con alta expresion de

FGFR1/4 y N-Cadherina, y KRAS en estado silvestre, es del 66,7 %.

Un 33,3 % de nuestros modelos PDX KRAS wt con alta expresion de FGFR1/4 y N-
Cadherina, no respondieron a la terapia anti-FGFR. Nuestro estudio transcriptémico
propone la implicacion de algunas alteraciones en el metabolismo tumoral, el
microambiente tumoral inmunosupresor, la inhibicidn de la muerte celular y los
transportadores de farmacos. El estudio en profundidad de estos procesos podria
revelar la existencia de nuevos biomarcadores complementarios predictivos de

respuesta a la terapia anti-FGFR, como PGK1, ERBB2 o CSF2RA, entre otros.

La combinacion del inhibidor de FGFR (AZD4547) con el inhibidor de MEK (trametinib)
demostré ser mas eficaz que los farmacos en monoterapia, en nuestras lineas isogénicas
y en nuestros modelos PDXDOs con mutaciones en KRAS. La combinacidn del inhibidor
de FGFR (AZD4547) con el inhibidor especifico de KRAS G12C (sotorasib) demostré
también ser mas eficaz que los fdrmacos en monoterapia, en nuestros modelos PDXDOs

con la mutacidon KRAS G12C.
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Conclusions

The Western Blot (WB) is a technique used to classify PDX models based on the
expression of FGFR1 and N-Cadherin. Only PDX models with high expression of FGFR1/4
and N-Cadherin respond to anti-FGFR therapy, although this is confirmed in only one-
third of cases. These data demand the identification of complementary predictive

biomarkers.

The determination of the expression of the study biomarkers (FGFR1/4, N-Cadherin) by
IHC and gPCR techniques shows a sub-optimal level of concordance with WB.
Consequently, the predictive value of the markers decreases with these technologies

compared to WB.

KRAS gene mutations could act as predictive biomarkers for the response to FGFR
inhibitors. The presence of these mutations is associated with resistance to these drugs
in vitro (in isogenic cell lines and PDXDOs) and in vivo (PDX), even in tumors with high
FGFR1/4 and N-Cadherin expression. The response rate to anti-FGFR therapy in our PDX
models with high FGFR1/4 and N-Cadherin expression, and wild-type KRAS, is 66.7 %.

A 33.3 % of our KRAS wild-type PDX models with high FGFR1/4 and N-Cadherin
expression did not respond to anti-FGFR therapy. Our transcriptomic study suggests the
involvement of some alterations in tumor metabolism, the immunosuppressive tumor
microenvironment, inhibition of cell death, and drug transporters. In-depth study of
these processes could reveal the existence of new complementary predictive
biomarkers for the response to anti-FGFR therapy, such as PGK1, ERBB2, or CSF2RA,

among others.

The combination of the FGFR inhibitor (AZD4547) with the MEK inhibitor (trametinib)
proved to be more effective than monotherapy in our isogenic cell lines and in our
PDXDO models with mutations in KRAS. The combination of the FGFR inhibitor
(AZD4547) with the specific KRAS G12C inhibitor (sotorasib) also proved to be more

effective than monotherapy in our PDXDOs models with the KRAS G12C mutation.
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