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I. Resumen

El cancer de pulmoén es la principal causa de muerte por cancer en todo el mundo
debido, al menos parcialmente, a la escasez de terapias eficaces. Este hecho es
particularmente relevante en algunos subtipos moleculares como el que presenta
mutaciones en KRAS, que es el gen conductor mutado mads frecuente en el cancer de pulmén
no microcitico (CPNM), y que subyace al 20-30% de los adenocarcinomas de pulmén. A
pesar de los esfuerzos en este sentido durante las tltimas 4 décadas todavia no contamos
con estrategias terapéuticas especificas validas en este contexto. Por lo tanto, existe una
necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para estos pacientes y para ello es
necesario generar nuevos y mejores modelos preclinicos realmente predictivos de respuesta
que permitan testar de forma Optima y eficaz. Los modelos derivados de tumores de
pacientes, como los xenoinjertos derivados de paciente (PDX) in vivo y los organoides in
vitro recapitulan mas fielmente la complejidad y heterogeneidad del cancer humano que
otros modelos, y pudieran representar mejores herramientas experimentales no solo para
testar nuevas terapias sino también para la busqueda de biomarcadores de respuesta, y, por

tanto, favorecer la implementacion de la medicina de precision en el CPNM.

En esta tesis, hemos generado y caracterizado tres colecciones de modelos preclinicos
de CPNM: dos de modelos in vivo, modelos PDX y modelos PDX humanizados, y una
coleccion de modelos 3D in vitro para el cribado de farmacos, compuesta por organoides
derivados de PDX (PDXDO). Hemos demostrado que los 45 modelos PDX establecidos
conservan a lo largo de los pases las caracteristicas histologicas y moleculares de los
tumores de los pacientes de los que derivan. Ademads, nuestra colecciéon de modelos PDX
representa fielmente la diversidad de las alteraciones moleculares que se encuentran en la
clinica, y pudieran predecir la respuesta a los farmacos utilizados en la practica clinica. Del
mismo modo, los PDXDO mantienen la morfologia y el perfil molecular de los tumores de
los que derivan, tanto la presencia de las alteraciones gendmicas conductoras de cada
modelo PDX, como su frecuencia alélica, lo que demuestra la conservacién de la
heterogeneidad del tumor en el cultivo in vitro. Adicionalmente, desarrollamos modelos
PDX humanizados en los que poder testar combinaciones con inmunoterapia, en los que
confirmamos la infiltracion de células T humanas en los tumores y una reduccion del
crecimiento tumoral con el tratamiento con anticuerpos contra el receptor de muerte

programada (PD-1).

Una vez generadas, caracterizadas y demostrado el papel predictivo de respuesta de
nuestras tres colecciones de modelos preclinicos, fueron utilizadas para testar y analizar la
respuesta a dos combinaciones terapéuticas dirigidas al adenocarcinoma de pulmén con
mutacion en KRAS, que incluian el inhibidor de ciclinas dependientes de quinasas 4y 6
(CDK4/6) mas un inhibidor de la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK1/2) o un
anticuerpo anti-PD-1.

La combinacion del inhibidor de CDK4/6 con el inhibidor de ERK1/2, demostré ser

mas eficaz que el tratamiento de los farmacos en monoterapia. In vitro, en todos los
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PDXDO de adenocarcinoma, la combinacion reducia la proliferacion y la activacion de las
vias de sefalizacion implicadas. Del mismo modo, in vivo, en los PDX utilizados, el
tratamiento con ambos farmacos producia una reduccion significativa del crecimiento
tumoral comparado con los tratamientos en monoterapia. Ademads, la combinacion era
también efectiva en aquellos modelos in vitro e in vivo que presentaban resistencia al
inhibidor de CDK4/6 en monoterapia. El tratamiento en combinacion aumentaba a nivel
transcriptomico la inhibicion de todas las vias implicadas en ciclo celular en mayor
medida que el tratamiento en monoterapia, y revertia la activacion mediada por el
tratamiento con el inhibidor de CDK4/6 en monoterapia sobre las vias de PI3K y WNT, lo

que podria subyacer a la sinergia.

Sin embargo, la otra combinacién testada, el inhibidor de CDK4/6 con un anticuerpo
anti-PD-1, no mostré mayor eficacia en comparacion con el inhibidor de CDK4/6 en
monoterapia en ninguno de nuestros modelos in vitro e in vivo humanizados, ni tampoco
en un modelo murino inmunocompetente, siendo la reduccion del volumen tumoral similar

al tratamiento en monoterapia.

En resumen, hemos generado tres colecciones de modelos preclinicos como
herramienta para testar nuevas estrategias terapéuticas potenciales para los pacientes con
CPNM. Nuestra colecciéon de modelos PDXDO permite hacer cribados masivos in vitro en
modelos que reproducen la heterogeneidad de los pacientes, para posteriormente
confirmar la eficacia de las mejores estrategias en nuestas colecciones de modelos PDX y
PDX humanizados in vivo. Adicionalmente, hemos demostrado la eficacia de la
combinacion del inhibidor CDK4/6 con el inhibidor de ERK1/2 en nuestros modelos
preclinicos de adenocarcinoma de pulmén con KRAS mutado y hemos sugerido un
mecanismo que podria subyacer a tal sinergia e identificado algunos biomarcadores

predictivos de sensibilidad.
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II. Summary

Lung cancer is the leading cause of death due to cancer, among other reasons due to
the lack of effective therapies for some subtypes, such as adenocarcinoma with mutation in
the gene homologous to the Kirsten rat sarcoma viral oncogene (KRAS), which accounts for
20-30% of these cases. Despite advances in research and the development of new targeted
therapies, there are still no effective targeted therapies approved in the clinic for patients
with KRAS-mutated lung adenocarcinoma. Therefore, there is a need to develop new
therapeutic strategies for these patients and for this it is necessary to generate new and
better preclinical models that are truly predictive of response that allow these new potential
therapeutic strategies to be optimally tested. Models derived from patient tumors, such as
PDX in vivo and organoids in vitro, more accurately recapitulate the complexity and
heterogeneity of human cancer than other models, and could represent better experimental
tools not only for testing new therapies but also for the search for biomarkers of response,

and, therefore, favor the implementation of precision medicine in NSCLC.

In the current study, we have generated and characterized three collections of
preclinical NSCLC models: an in vitro model for drug screening, patient-derived xenograft
(PDX) derived organoids (PDXDO), and two in vivo models, PDX models and humanized
PDX models.

We have shown that the 45 established PDX models preserve the histological and
molecular characteristics of the tumors of the patients from which they are derived
throughout passages. Furthermore, our collection of PDX models faithfully represents the
diversity of molecular alterations found in the clinic, and could predict the response to the
drugs used in clinical practice. Similarly, PDXDOs maintain the morphology and molecular
profile of the tumors from which they derive, including both the presence of the driving
genomic alterations of each PDX model and their allelic frequency, which demonstrates the
conservation of tumor heterogeneity in in wvitro culture. Additionally, we develop
humanized PDX models in which we can test combinations with immunotherapy, where
we have confirmed the infiltration of human T cells in tumors and a reduction in tumor

growth on treatment with antibodies against the programmed death receptor (PD-1).

Once the response predictive role of our three collections of preclinical models had
been generated, characterized and demonstrated, they were used to test and analyze the
response to two therapeutic combinations directed at lung adenocarcinoma with a KRAS
mutation, which included the inhibitor of cyclins-dependent kinases 4 and 6 (CDK4/6) plus
an inhibitor of extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2) or an anti-PD-1 antibody.

The combination of the CDK4/6 inhibitor with the ERK1/2 inhibitor proved to be more
effective than the treatment of any the drugs alone. In vitro, in all adenocarcinoma PDXDOs,
the combination reduced proliferation and activation of the signaling pathways involved.
Likewise, in vivo, in the PDXs used, treatment with both drugs produced a significant
reduction in tumor growth compared to monotherapy treatments. Furthermore, the

combination was also effective in those in vitro and in vivo models that showed resistance
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to the CDK4/6 inhibitor in monotherapy. The combination treatment increased the
inhibition of all the pathways involved in the cell cycle at a transcriptomic level to a greater
extent than the treatment in monotherapy, and reversed the activation mediated by the
treatment with the CDK4/6 inhibitor in monotherapy on the PI3K and WNT pathways,
which could explain the underlying synergy.

However, the other combination tested, the CDK4/6 inhibitor plus an anti-PD-1
antibody, did not show greater efficacy compared to the CDK4/6 inhibitor in monotherapy
in any of our humanized in vitro and in vivo models nor in an immunocompetent murine

model, where the reduction in tumor volume being similar to monotherapy treatment.

In summary, we have generated three collections of preclinical models that may serve
as valuable tools to test potential new therapeutic strategies for patients with NSCLC. Our
collection of PDXDO models allows massive in vitro screening of models that reproduce the
heterogeneity of patients, to later confirm the efficacy of the best strategies in our collections
of PDX and humanized PDX models in vivo. Additionally, we have demonstrated the
efficacy of combining the CDK4/6 inhibitor with the ERK1/2 inhibitor in our preclinical
models of KRAS mutated lung adenocarcinoma and have suggested a mechanism that

could underlie such a synergy and identified some predictive biomarkers of sensitivity.
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Introduccion

1. Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo y por tanto uno de los mayores
problemas de salud en la actualidad (Siegel et al., 2021). En condiciones normales, las
células cuentan con un estricto control de la entrada al ciclo celular y de su division,
asegurando de esta manera, la homeostasis tisular. Sin embargo, todas las células estan
sometidas a agentes ambientales y a fallos propios de la maquinaria de division y
reparacion celular, que pueden provocar alteraciones genéticas que pueden modificar su
comportamiento y fisiologia. Cuando estas alteraciones se producen en proto-oncogenes,
genes supresores de tumores o genes de reparacion del acido desoxirribonucleico (ADN),
pueden conferir a las células capacidades que les permiten iniciar la carcinogénesis (Bailey
et al., 2018). Asi, el cancer es el resultado de la acumulacion de diferentes alteraciones
genéticas, perpetuadas durante las divisiones celulares. El tumor resultante es
frecuentemente heterogéneo desde el punto de vista genético, y tal heterogeneidad
intratumoral juega un papel importante en la progresion del tumor, en la resistencia a las

terapias anti-tumorales y en la recurrencia de la enfermedad.

Las alteraciones moleculares del cdncer subyacen a las pragmaticamente reconocidas
diez sefias de identidad del cancer (“hallmarks of cancer”), que suelen estar presentes (al
menos la mayoria) en todas las neoplasias humanas. Estas incluyen (Hanahan & Weinberg,
2000, 2011):

1. Sefializacion proliferativa sostenida: en las células tumorales las sefiales
mitogénicas estan desreguladas y adquieren la capacidad de mantener la
sefializacion proliferativa con independencia del entorno. Entre estos mecanismos
esta el aumento de la expresion de factores de crecimiento, aumento de la expresion
de receptores, la alteracion estructural de los receptores o su activacion constitutiva

que los hace independientes del ligando.

2. Insensibilidad a sefiales anti-proliferativas: para asegurar la homeostasis, los
genes supresores de tumores actian frenando la proliferacion e induciendo
senescencia o apoptosis en las células cuando es necesario. Dos supresores
canonicos, retinoblastoma (RB) y la proteina tumoral 53 (TP53), actian como puntos
de control de la proliferacion celular. Las células tumorales con defectos en la
funcion de la via RB se hacen insensibles al control por esta via permitiendo una

proliferacion celular persistente.

3. Resistencia a la apoptosis: el programa apoptdtico actia como barrera natural para
la patogénesis del cancer. El desencadenante apoptotico que transmite las sefales
entre los reguladores y los efectores esta controlado por miembros pro y anti-
apoptoticos como la familia de proteinas reguladoras Bcl-2. Entre las causas
mayoritarias por las que las células tumorales son capaces de adquirir resistencia a

la apoptosis esta la pérdida funcional de TP53, que es el regulador pro-apoptdtico
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mas importante, y se encuentra mutado en mas del 50% de los tumores (Sherr &
Mccormick, 2002).

Potencial replicativo ilimitado: las células normales tienen un nimero limitado de
ciclos replicativos. Estos ciclos se encuentran regulados por la escasa actividad de la
telomerasa que poseen las células y el acortamiento de los telémeros que ocurre en
cada divisidn celular, que desencadena procesos de parada celular o senescencia.
Las células tumorales son capaces de escapar del estado de senescencia y convertirse

en inmortales, entre otros motivos, por expresar altos niveles de telomerasa (Blasco,
2005).

Promocion de la angiogénesis: Durante la progresion tumoral se promueve la
angiogénesis como consecuencia del desequilibrio entre los factores inductores o
inhibidores de los procesos angiogénicos. El factor de crecimiento endotelial (VEGF)
y la tromboespondina (TSP) son algunos de los inductores que estimulan a las
células endoteliales vasculares, haciendo que estos procesos estén continuamente
activos. De esta forma, se da lugar a nuevos vasos que ayudan a mantener la

proliferacion y los requerimientos celulares tumorales (H. L. Goel & Mercurio,
2013).

Invasion de tejidos y formacion de metastasis: El escape de las células tumorales
al torrente circulatorio, la invasion de otros tejidos y la formacién de las metastasis
se ve favorecido por cambios en la morfologia de las células tumorales y alteraciones
en la adhesion de las células entre si y con la matriz extracelular. Estas alteraciones
se producen mediante la pérdida de expresion de proteinas de adhesién como E-
cadherina (van Roy, 2014) y el aumento de expresion de proteinas de migracion
como N-cadherina. Estos cambios inician el proceso de transicion epitelio-
mesénquima (EMT) por el que las células adquieren la capacidad de diseminarse

favoreciendo la expansion tumoral (Dongre & Weinberg, 2019).

Modificacion del metabolismo energético: Para mantener una tasa de replicacion
alta, la falta de nutrientes, la hipoxia y la acidificacion del pH en el tumor hacen que
sea necesario un cambio metabdlico en la célula tumoral. El ajuste metabdlico
reconocido como “efecto Warburg”, reprograma el metabolismo celular de la

glucosa a través de la glicolisis, incluso en condiciones aerobicas (Warburg, 1956).

Evasion del control inmune: a través de la inmunovigilancia, el sistema inmune es
capaz de detectar y erradicar las células tumorales. Sin embargo, estas células
tumorales pueden evadir el sistema inmune a través de diferentes mecanismos
como la infra-expresion de antigenos o de moléculas presentadoras, o la
desregulaciéon de los puntos de control inmune (p.e. sefializacién inhibitoria PD-
L1/PD-1) (Pardoll, 2012).

Inestabilidad génica y aumento de la mutabilidad: ciertos genotipos mutantes en

células neoplasicas confieren ventajas adaptativas y proliferativas a unos clones
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frente a otros, lo que permite su crecimiento y preponderancia en el tumor. La
existencia de mutaciones en los genes encargados de la reparacion del ADN, o de la
represion de su expresion por modificaciones epigenéticas favorecen la
inestabilidad genética y aumentan la mutabilidad de las células facilitando la

progresion tumoral (Turajlic et al., 2019).

10. Inflamacion: La inflamacion asociada al tumor produce factores de crecimiento que
promueven la progresion del cdncer y su supervivencia, asi como factores que
favorecen la angiogénesis (Coussens & Werb, 2002). Adicionalmente favorece la
expresion de enzimas que modifican la matriz extracelular facilitando la invasion y

metastasis (Grivennikov et al., 2010).

A continuacidn, se describen en detalle las dos sefias del cancer en las que nos

centraremos en este trabajo y las dianas terapéuticas implicadas en ellas.

1.1. Control del ciclo celular: insensibilidad a senales antiproliferativas

La desregulacion del ciclo celular permite la proliferacién descontrolada de las células
tumorales (Hanahan & Weinberg, 2011). La via de Retinoblastoma/Factor de
transcripcion E2F (RB/E2F) es una de las vias mds importantes en el control del ciclo celular,
y estd frecuentemente alterada en cancer (Figura 1). Las sefiales mitogénicas que llegan al
nucleo celular dan lugar a la sintesis de ciclina D1, que se une a CDK4/6, formando
complejos activos que fosforilan parcialmente a RB. La fosforilacion parcial provoca la
liberacion de parte del factor de transcripcion E2F, al que se mantiene unido en condiciones
normales. E2F inicia la sintesis de ciclina E que se une a CDK2, y fosforila e inactiva
completamente RB. Es en este momento cuando E2F induce la expresion de los genes
necesarios para iniciar la transicion de la fase de crecimiento 1 a la Fase de Sintesis (G1/S) y
la replicacion del ADN. Las proteinas INK4 (p16, p15, p18 y p19) y CIF/KIP (p21, p27 y p57)
pueden inhibir las quinasas CDK4/6 o CDK?2, respectivamente, respondiendo a sefiales anti-
mitogénicas especificas. Posteriormente, CDK2 es activada por la ciclina A para impulsar
la transicion de la fase S a la mitosis. Ademas, las ciclinas A y B activan a CDK1 al final de
la interfase para comenzar la mitosis. Es decir, las CDKs estan presentes a lo largo de todas
las fases del ciclo para regular el proceso (Malumbres & Barbacid, 2009). Sin embargo, la
delecion de estos genes en modelos murinos ha demostrado que no son esenciales por si
mismas, ya que dan lugar a genotipos viables. Sin embargo, si provocan defectos
importantes en el desarrollo de los diferentes tipos celulares, y demuestran la existencia de
mecanismos compensatorios entre las diferentes CDKs (Malumbres et al., 2004).

El andlisis molecular de los tumores de pacientes ha demostrado que los reguladores
del ciclo celular estan frecuentemente mutados en cancer. Entre las alteraciones mas
frecuentes destacan la sobreexpresion de ciclinas y CDKs como resultado de
amplificaciones cromosomicas, y la pérdida de expresion de los inhibidores de CDKs por



deleciones en los genes que codifican estas proteinas o por modificaciones epigenéticas
(Beroukhim et al., 2010; Malumbres & Barbacid, 2001).

FACTORES DE CRECIMIENTO

CDK1/Ciclina A

CDK1/Ciclina B
Abemaciclib —
Ribociclib
Palbociclib

CDK4/Ciclina D
CDK6/Ciclina D v / l l

CDK2/Ciclina A

ciclo celular

Ciclina E
Ciclina A
CDK1

Cdco

@ e — Saar

Figura 1. Regulacion del ciclo celular. Complejos CDKs/Ciclinas que participan en cada fase del ciclo
celular y estado de fosforilacién del supresor tumoral retinoblastoma (RB) a la entrada al ciclo celular.
CDK (ciclina dependiente de quinasa).

La fosforilacion de RB por CDK4/6 es el primer evento que ocurre para iniciar el ciclo
celular, el primer punto de control. Se ha demostrado que CDK4 regula también otros
procesos como la apoptosis, el metabolismo de las células y la inmunogeneicidad tumoral.
Respecto a este ultimo proceso, se ha descrito que la inhibicion de CDK4 lleva asociada
una disminucién de la expresion de las ADN metiltransferasas (DNMT) y un aumento de
la produccion de interferon tipo III (IFN). E1IFEN promueve un aumento de la presentacion
de antigenos, la cual activa las células T citotoxicas y suprime las T reguladoras a través
de p21 que para su ciclo celular. Ademas, se ha demostrado que la combinacion de
inhibidores de CDK4/6 con inhibidores de fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) o de la proteina
quinasa activada por mitégenos (MEK), incrementa la infiltracion de células T CD8+ y
células natural killer (NK) en cancer de mama y en adenocarcinoma de pulmoén (Ruscetti
et al., 2018). Asimismo, los inhibidores de CDK4/6, degradan la proteina Speckle-type
POZ (SPOP), bloqueando la degradacion de PD-L1 por el proteosoma e incrementando
asi los niveles de PD-L1 en la célula (Deng et al., 2018; Schaer et al., 2018; Uzhachenko et
al., 2021).
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Los niveles de ciclina D1 se ven aumentados como respuesta a las sefiales mitogénicas
que activan la via de RAS y la via de la quinasa de proteinas B (AKT). Se ha testado la
inhibicion de estas vias en combinacion con inhibidores de CDK4/6 y se han reportado
beneficios terapéuticos en ensayos preclinicos (Teo et al., 2017). Actualmente se estan
realizando ensayos clinicos con la combinacion de inhibidores de CDK4/6 y de PI3K
(NCTO03065062). La inhibicion del homologo 1 del oncogén viral de sarcoma murino v-Raf
(RAF1) desregula la expresion de ciclina E, bloqueando el ciclo celular en fase G1 en lineas
celulares de cancer de pulmon (Takezawa et al., 2009). RAF1 también puede ser traslocado
al nticleo, donde esta implicado en la fosforilacién de RB junto a CDK4 (S. Wang et al., 1998).
Otro de los efectores implicado en el ciclo celular es ERK. Se ha reportado que su inhibicion

induce un aumento de expresion de p27 y la parada del ciclo celular (Gysin et al., 2005).

Actualmente existen inhibidores de CDK4/6, como ribociclib, palbociclib o abemaciclib,
que han sido aprobados por las agencias reguladoras para el tratamiento de pacientes con
cancer de mama. Estos inhibidores, con ciertas diferencias entre ellos, presentan un perfil
de efectos secundarios razonables, particularmente trombocitopenia, neutropenia y diarrea
(Dickler et al.,, 2017). La combinacidon de estos inhibidores con otras terapias efectivas
sinérgicas, idealmente con patrones de toxicidad no superponibles, podria permitir reducir
la dosis empleada de estos inhibidores, optimizando su tolerabilidad. Ademas, estudios
recientes han mostrado la existencia de mecanismos de resistencia a estos inhibidores
(McCartney et al., 2019). Por estos motivos, es necesario centrar los esfuerzos en buscar
otras estrategias terapéuticas dirigidas a las vias anteriormente descritas, que combinadas
con la inhibicion de CDK4/6 aumenten su eficacia terapéutica y evadan la resistencia a estos

inhibidores.

1.2. Evasion del sistema inmune

Las células inmunes forman parte del microambiente tumoral (Balkwill et al., 2012) y
ejercen un papel importante en la progresion del cancer (Thorsson et al., 2018). El sistema
inmune ejerce una vigilancia inmunitaria constante sobre los tejidos y es capaz de reconocer
y eliminar las células cancerosas. Sin embargo, las células tumorales pueden desarrollar

mecanismos para escapar de la vigilancia del sistema inmune (Figura 2).

Las células tumorales liberan antigenos que son capturados y procesados por las
células presentadoras de antigenos (APCs) y presentados a los linfocitos T en los ganglios
linfaticos. Los linfocitos T activados se dirigen hacia el tumor donde tiene lugar el
reconocimiento por parte del receptor de células T (TCR) de los antigenos tumorales y el
inicio de los procesos citotoxicos para lisar las células tumorales (Motz & Coukos, 2013).
Los tumores pueden suprimir esta respuesta inmunitaria por varias vias. En primer lugar,
modificando o disminuyendo la expresion de antigenos, siempre que no se comprometa la
progresion del tumor, o a través de la pérdida de expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (Marincola et al., 2000; McGranahan et al., 2017). En segundo



lugar, las células tumorales pueden provocar una maduracién anormal de las células
dendriticas. Estas células dendriticas defectuosas serian incapaces de secretar las citoquinas
esenciales para el reclutamiento de los linfocitos T (Gabrilovich, 2004). En tercer lugar, las
propias células tumorales pueden modificar la produccion de citoquinas encargadas de
reclutar los linfocitos T efectores, por modificacion post-traducional (Loos et al., 2009;
Molon et al., 2011).

Célula Dendritica

Células Tumorales

Ipilimumab |

Tremelimumab
CTLA-4

-L1 PD-1

Célula T _|P _|_
Atezolizumab Nivolumab
Durvalumab Pembrolizumab
Avelumab

Figura 2. Puntos de control del sistema inmune y farmacos dirigidos a estas dianas. La unién del
receptor de muerte programada (PD-1) con su ligando, PD-L1 produce la inhibicion de la actividad
de las células T. La unién de la molécula CD28 con CD80/86 activa las células T, sin embargo, la
union con el antigeno-4 asociado al linfocito T citotoxico (CTLA-4) produce la inhibicién de la
actividad inmune. Los anticuerpos dirigidos frente a PD-L1, PD-1 y CTLA-4 ayudan a activar el
sistema inmune. MHC (complejo mayor de histocompatibilidad); TCR (receptor de células T).

Adicionalmente, existen mecanismos inmunosupresores en el tumor que se dirigen a
los linfocitos T (He & Xu, 2020). Los mas conocidos son mediados por la expresion de
ligandos inmunosupresores en la membrana tumoral como el antigeno-4 asociado al
Linfocito T Citotéxico (CTLA-4) y PD-1 (Ribas & Wolchok, 2018) (Figura 2). CTLA-4 es una
proteina intracelular que tras la interaccion TCR-antigeno, y de una sefial co-estimuladora
a través del cluster de diferenciacion 28 (CD28), se traslada a la superficie de la célula. En la
superficie compite con la molécula co-estimuladora CD28 por la union con los ligandos
CD80 y CD86 e inicia una sefializacion inhibitoria de la célula T (Chambers et al., 2001). En
el caso de PD-1, la inhibicion de la actividad de las células T se produce por la uniéon con su
ligando, PD-L1. La estrategia terapéutica implica el bloqueo de estos puntos de control



Introduccion

inmunitario a través de anticuerpos monoclonales frente a PD-1/PD-L1 o CTLA-4. Estos
anticuerpos han demostrado aumentar la supervivencia global en pacientes con diferentes
neoplasias incluyendo el cancer de pulmoén, lo que ha supuesto su aprobacion por las
agencias reguladoras y promovido su uso clinico (Bagchi et al., 2021; Paz-Ares et al., 2018;
Upadhaya et al., 2021).

2. Cancer de pulmoén

2.1. Incidencia y mortalidad

El cancer de pulmon representa el tipo de cancer mas frecuente en hombres y el tercero
en mujeres, con 2 millones de casos nuevos diagnosticados al afio a nivel mundial (Siegel
et al., 2021). A pesar de que, desde mediados de la década de 2000, la incidencia ha
disminuido de forma constante en torno al 2% anual, sigue representando el 11,4% del
numero total de nuevos casos de cancer (American Cancer Society, 2021). Adicionalmente,
el cancer de pulmon representa la principal causa de muerte por cancer (casi un cuarto del
total), con mas del 7% de diferencia respecto al cancer de prostata y el cancer de mama que
representan la segunda causa de muerte en hombres y mujeres, respectivamente (Siegel et
al., 2021). La tasa de supervivencia a 5 afios de los pacientes con cancer de pulmon es del
21%. Esta baja tasa refleja la gran proporcion de pacientes diagnosticados con tumores no
resecables, cuya supervivencia relativa a 5 afios es de solo el 6%. Unicamente el 17% de los
pacientes con cancer de pulmén son diagnosticados en estadio localizado, cuando el tumor
todavia es resecable y su tasa de supervivencia a 5 afios es del 59% (Siegel et al., 2021). Sin

embargo, el 50% de estos pacientes acaban recidivando.

En Espania, el cancer de pulmoén es el cuarto tipo de cadncer con mas incidencia, el
segundo en hombres y el tercero en mujeres. Es la principal causa de mortalidad por cancer,
suponiendo un 20,3% del total de las muertes por cancer. En 2021 se estima que el cancer
de pulmon sera el responsable de una cuarta parte de las muertes por cancer en varones
(17.346 fallecimientos, 25,6%), seguido a distancia por los canceres colorrectales (9.640
fallecimientos, 14,2%). En mujeres, el cancer de pulmon serd la tercera causa de muerte por
cancer (5.584 fallecimientos, 12,3%) (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica SEOM, 2021).

Los factores de riesgo para el desarrollo de cancer de pulmoén incluyen el consumo de
tabaco, al que se le atribuye el 82% de las muertes por cancer de pulmoén (Siegel et al., 2021).
La exposicion ambiental, como la exposicion ocupacional a radén, a amianto o metales
pesados, o a la contaminaciéon atmosférica, representa otro factor relevante (Spyratos et al.,
2013). Ademas, la apariciéon del cancer de pulmon estd estrechamente relacionada con la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), que a su vez estd asociada al
tabaquismo (Houghton, 2013). El cancer de pulmén no relacionado con el tabaco da lugar
a unas 20.000 muertes al afio en Estados Unidos (Siegel et al., 2021).
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2.2. Clasificacion del cancer de pulmoén

El cancer de pulmdén es un grupo heterogéneo de enfermedades tanto a nivel
histolégico como a nivel molecular, lo que ha llevado a clasificarlo en diferentes subtipos

atendiendo a sus caracteristicas histopatologicas.

2.2.1. Subtipos histologicos

Segun sus caracteristicas histologicas, el cancer de pulmoén puede dividirse en dos
grandes grupos: el cancer de pulmén microcitico (CPM) y no microcitico (CPNM), que
representan el 15% y el 85% de los casos, respectivamente (Figura 3). A su vez, atendiendo
a caracteristicas histoldgicas y el tipo de células de las que se ha originado, el CPNM puede
subclasificarse en adenocarcinoma, carcinoma epidermoide, carcinoma de células grandes
y otros minoritarios (Herbst et al., 2008)(The WHO classification, 2021).

Adenocarcinoma: representa el 40% de todos los casos de cancer de pulmon, y es el
subtipo de CPNM mas frecuente. El adenocarcinoma de pulmdn se caracteriza por
presentar diferenciacién glandular, produccion de mucina y la expresion de marcadores
como TTF-1 o NapsinA en el 85% de los casos, que ayudan a su clasificacion en muestras
de tumores poco diferenciados. El adenocarcinoma de pulmoén suele formar una masa de
localizacion periférica en las vias respiratorias distales. Los tumores se clasifican segun su
patrén de crecimiento que puede ser lepidico, acinar, papilar, micropapilar, sélido y
mucinoso. La mayoria de los adenocarcinomas invasivos se componen de subtipos
morfoldgicos mixtos. La clasificacion segtn el patron tiene valor prondstico, siendo los
adenocarcinomas lepidicos los de prondstico mas favorable y los adenocarcinomas solidos
y micropapilares los de peor prondstico (Zheng, 2016). En el adenocarcinoma lepidico y el
adenocarcinoma sdlido o mucinoso son frecuentes las mutaciones en EGFR y KRAS,

respectivamente (Travis et al., 2015; Zappa & Mousa, 2016; Zheng, 2016).

Carcinoma epidermoide: representa el 30% de los tumores de pulmon, el segundo mas
prevalente, y es casi exclusivo de fumadores. Los carcinomas epidermoides suelen aparecer
en la parte central del pulmdn, a lo largo de las principales vias respiratorias. Entre las
caracteristicas morfoldgicas para el reconocimiento de este subtipo tumoral se encuentra la
queratinizacion, los nucleos hipercromaticos y los puentes intercelulares. Carecen de
produccién de mucina o patrén glandular, en contraste con los adenocarcinomas. El
carcinoma escamoso se subdivide en tres grupos: queratinizantes, no queratinizantes y
basaloides. Sin embargo, esta clasificacion no tiene ningun valor pronostico. Cuando el
tumor esta poco diferenciado, se utilizan marcadores especificos de células escamosas para
su clasificacion morfoldgica: p40, citoqueratina 5/6 (CK5/6), CK5 y p63 (Zheng, 2016). El
pronostico global del carcinoma epidermoide es peor que el del adenocarcinoma (Zappa &
Mousa, 2016).
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Carcinoma de células grandes: comprende sélo el 15% de los casos de cancer de
pulmon. Se clasifican en este subtipo aquellos tumores que no presentan unas
caracteristicas histologicas para ser clasificado dentro de alguno de los otros dos subtipos
histologicos de CPNM (adenocarcinomas o carcinoma epidermoide). El carcinoma de
células grandes suele localizarse en la periferia. Las células tumorales son grandes y de
forma poligonal con nuacleos pleomdrficos y vesiculares. Las células tumorales forman

ldminas o nidos solidos sin patron. Es un subtipo de mal pronostico.

Otros tipos de CPNM: el carcinoma adenoescamoso representa < 5% de todos los
canceres de pulmon, y presenta un patron mixto con caracteristicas del adenocarcinoma y
del carcinoma epidermoide, con una representacion de al menos del 10% de cada subtipo.
Los carcinomas pleomdrficos, de células fusiformes y de células gigantes son tipos raros de
CPNM, que representan menos del 3% de los canceres de pulmoén. El carcinosarcoma se
compone de CPNM y con zonas que reflejan elementos sarcomatosos. El blastoma
pulmonar y los carcinomas surgidos en las glandulas bronquiales son otros subtipos poco
frecuentes. Cabe destacar, el carcinoma neuroendocrino de célula grande con una
frecuencia de aproximadamente del 3%. Este subtipo, antes clasificado dentro del
carcinoma de células grandes, es de mal prondstico, con mayor incidencia en varones y
fumadores, y de localizacion periférica. Se caracteriza por mostrar células grandes con
abundante citoplasma, 4reas necrodticas, una alta tasa mitdtica y caracteristicas
neuroendocrinas (Travis et al., 2015) (The WHO classification, 2021).

2.2.2. Caracterizacion molecular del CPNM

Atendiendo a las caracteristicas moleculares, el cancer de pulmoén es una enfermedad
muy heterogénea (Heist & Engelman, 2012). Los diferentes subtipos histoldgicos presentan

patrones de aberraciones moleculares subyacentes caracteristicos.

Caracterizacion molecular de los adenocarcinomas

En el adenocarcinoma, las alteraciones moleculares mas frecuentes incluyen
mutaciones del gen supresor tumoral TP53, el oncogén KRAS y el gen para la quinasa
serina/treonina 11 (STK11), que ocurren en el 46%, 33% y 17% de los casos, respectivamente.
Entre las mutaciones en genes menos frecuentes, pero con importancia en la clinica, que
encontramos en este subtipo histologico se incluyen genes supresores de tumores como el
gen parala proteina 1 asociada a ECH de tipo Kelch (KEAP1) (17%), neurofibromina 1 (NF1)
(11%), RB1 (4%) y el gen que codifica el inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A
(CDKN2A) (4%). También son relevantes las mutaciones en oncogenes como EGFR (14%),
el homologo B del oncogén viral de sarcoma murino v-Raf (BRAF) (2%), el gen que codifica
para la subunidad catalitica alfa de la fosfatidilinositol-4,3-bifosfato 3-quinasa (PIK3CA)
(1%), el receptor del factor de crecimiento hepatico (c-MET) (3%) y el gen para el receptor
de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) (2%). Otras alteraciones genéticas importantes
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en el adenocarcinoma son las traslocaciones del oncogén reorganizado durante la
transfeccion (RET) (2%), el gen para la tirosina quinasa neurotrofica (NTRK) (<1%) y las
traslocaciones del gen para la quinasa de linfoma anaplasico (ALK). De estas, la fusion de
ALK con el gen de la proteina asociada a microtibulo de equinodermo 4 (EML-4) es la mas
comun, se encuentra en el 3% de los pacientes y es mas frecuente en no fumadores (Shaw
et al.,, 2009). Otras traslocaciones importantes son: las fusiones de proto-oncogén tirosina
proteina quinasa 1 (ROSI) con genes como el gen para la proteina fusionada en el
glioblastoma (FIG), el gen que codifica para el receptor 2 de retencion de proteina del lumen
del reticulo endoplasmatico (KDELR?2), el gen de la tropomiosina 3 (TPM3), Sindecan-4
(SDC4), el gen para la proteina 1 con repeticiones ricas en leucina y dominios parecidos a
inmunoglobulina (LRIG3), Ezrina (EZR), el gen para la proteina de transporte de fosfato
dependiente de sodio 2B (SLC34A2) y CD74, en el 2% de los casos. Cabe destacar también
las amplificaciones de TTF1 (14%) y el gen para la telomerasa transcriptasa inversa (TERT)
(18%) (Shea et al., 2016; Swanton & Govindan, 2016) (Figura 3).

CDKN2A 4%
ALK 3%
>1 3%

.
Mutacién N ___.-_-B%I;IZ {?ffn
conductora —a— RET 2%

no conocida PI3K 1%
NRTK <1%

Figura 3. Clasificacién histolégica del cancer de pulmén y frecuencia de las alteraciones
moleculares en los oncogenes conductores mas relevantes en el adenocarcinoma de pulmon.
CPM (Cancer de pulmén microcitico)y CPNM (cancer de pulmén no microcitico); ADC
(adenocarcinoma); CCL (carcinoma de célula grande); ESC (carcinoma epidermoide); EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico); BRAF (Homologo B del oncogén viral de sarcoma
murino v-Raf); MET (factor de transicion epitelio-mesénquima); PI3K (fosfatidilinositol 3 quinasa);
ALK (quinasa de linfoma anapldsico); RB1 (retinoblastoma); CDKN2A (Inhibidor de quinasa
dependiente de ciclina 2A); HER2 (receptor de crecimiento epidérmico humano 2); ROS1 (proto-
oncogén tirosina proteina quinasa 1); RET (oncogén reorganizado durante la transfeccion); KRAS
(Homologo al oncogén viral de sarcoma de rata Kirsten); >1 (mas de 1 mutacién); NTRK (Tirosina
quinasa neurotrofica).

Las mutaciones conductoras en oncogenes generalmente son mutuamente excluyentes
(Pikor et al., 2013) y tienen gran relevancia en clinica por su frecuencia y por la posibilidad
de uso clinico de inhibidores dirigidos frente a estas dianas.

En el caso de EGFR, las mutaciones activadoras ocurren en mayor frecuencia en
mujeres, en no fumadores y en poblaciones asiaticas. Las mutaciones activan el receptor,
siendo las mas frecuentes las que ocurren en los exones del 19 al 21 del dominio tirosina
quinasa (delecion delE746-A750 en el exén 19 y la mutacién L858R). Estas alteraciones
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genéticas, junto a la mutacion T790M en el exon 20 presente en el 50% de los pacientes con
resistencia a los inhibidores de EGFR (Yu et al., 2013), tienen valor predictivo en clinica
frente a la respuesta frente a los inhibidores tirosin-quinasas (TKI) (Kobayashi et al., 2005).

Centrandonos en las mutaciones en KRAS, y a diferencia de las alteraciones en EGFR,
son mas frecuentes en pacientes fumadores. Varios estudios asocian las alteraciones de
KRAS con una peor supervivencia en pacientes con adenocarcinoma (Meng et al., 2013; Pan
et al.,2016). El gen KRAS es un miembro de la familia de genes RAS (HRAS, NRAS, KRAS)
que codifica para una proteina de membrana con actividad guanosina trifosfatasa (GTPasa)
(Malumbres & Barbacid, 2003). Estas proteinas tienen dos dominios: el dominio G donde
se va a unir guanosin trifosfato/ guanosin difosfato (GIP/GDP), y una zona variable de
anclaje de la proteina a la membrana. Las proteinas RAS presentan dos estados: estado
inactivo, con GDP unido, y estado activo, con GTP unido (McCormick, 1989). Las proteinas
G monomeéricas, como es el caso de RAS, tienen una actividad GTPasa muy baja en
comparacion con las proteinas G heteroméricas y necesitan de otras proteinas como las
proteinas activadoras de GTPasas (GAPs). Las GAPs se unen a la forma activa y promueven
la hidrdlisis de GTP, haciendo que se produzca un cambio rapido del estado activo al estado
inactivo (unido a GDP) (Trahey & McCormick, 1987). Adicionalmente, la activacion de la
proteina RAS es regulada por factores de intercambio de nucledtido de guanina (GEFs). Los
GEFs son factores que ayudan al intercambio GDP-GTP, y favorecen que la proteina G
inactiva libere GDP y se una GIP (Bos et al., 2007; Jones et al., 1991). Los estimulos
extracelulares que llegan a la membrana celular dan lugar a la formacion activa de la
proteina RAS gracias a la proteina GEF que tienen unida, provocando la activacion de
diferentes vias de sefializaciéon que estan implicadas en importantes procesos celulares.
Entre los efectores de las proteinas RAS encontramos: RAF, PI3K, estimulador de
disociacion de nucleotidos de guanina RAL (RALGDS) y Fosfolipasa C (PLC-E)
(Malumbres & Barbacid, 2003). La via RAF/MEK/ERK se inicia con la fosforilacion de RAF
que concluye con la activacion de ERK que modifica factores de transcripcion o proteinas
remodeladoras implicadas en proliferacion, supervivencia y diferenciacion celular. Las
mutaciones de RAS conducen a la estabilizacion de la uniéon a GTP y hacen que la via de
senalizacion de ERK esté constitutivamente activa. La segunda via de sefializaciéon AKT
comienza con la activacion de PI3K que convierte fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en
fosfatidilinositol 3,4,5-triifosfato (PIP3). El PIP3 activa la quinasa piruvato deshidrogenasa
1 (PDK1), que a su vez fosforila a AKT. Entre los sustratos de AKT se encuentran la diana
en mamiferos de la rapimicina (mTOR), la proteina de cabeza de zorro (FOXO) y el factor
nuclear kB (NF-«B). El efector RALGDS/RA activa la via de sefalizacion de las quinasas Jun
(JNK) que activan genes implicados en la progresion del ciclo celular y la supervivencia

(Figura 4).
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Figura 4. Via de sefializacién de KRAS. Los estimulos extracelulares activan la proteina codificada
por el oncogén homdlogo a virus de sarcoma de rata (RAS) gracias a los fastores de intercambio de
nucleétido de guanina (GEF) que cataliza el intercambio guanosina difosfato (GDP) por guanosina
trifosfato (GTP), dando lugar a la activacién de diferentes vias de sefializacion. Entre los efectores
de las proteinas RAS encontramos: homologo 1 del oncogén viral de sarcoma murino v-Raf (RAF1),
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) y el estimulador de disociacién de nucledtidos de guanina RAL
(RALGDS). Estas vias activan genes implicados en la progresion del ciclo celular y la supervivencia.
RLBP1 (proteina de unién a retinaldehido 1); MEK (MAPK quinasa de ERK); ERK (quinasa regulada

por sefiales extracelulares); AKT (quinasa de proteinas B); mTOR (diana en mamiferos de la
rapimicina).

Las mutaciones en KRAS suelen ser sustituciones de una sola base que producen la
activacion de las vias anteriormente descritas, teniendo una gran importancia en la
carcinogénesis y transformacion celular. Las mutaciones mas frecuentes se encuentran en
los codones 12 y 13 (95% de las mutaciones), siendo las mutaciones G12C (39%), G12V
(20%), G12D (18%) y G12A (11%) las mas comunes en cancer de pulmoén (Dogan et al., 2012).
Las mutaciones en estos codones afectan a la actividad GTPasa y a la uniéon de proteinas
efectoras (Al-Mulla et al., 1999). Esto ha llevado a algunos estudios a sugerir una relacion
entre las mutaciones de KRAS y la activacion de vias de sefializacion especificas, debido a
las asociaciones alteradas con los efectores. La mutacion G12A se relaciona con una mayor
activacion de la via PI3K/AKT y la via de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPKSs), mientras que la mutacion G12V se relaciona con una activacion de RALGSD y

una menor activacion de AKT (Ihle et al,, 2012). Es relevante destacar que diferentes
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estudios clinicos han reportado peores datos de supervivencia asociados a mutaciones
G12C y G12V frente a otras mutaciones en KRAS (Ihle et al., 2012; Nadal et al., 2014).

Las co-mutaciones dentro de los pacientes con mutacion en KRAS son muy importantes
porque condicionan su biologia, prondstico y respuesta a diferentes estrategias
terapéuticas. Entre las alteraciones genéticas co-ocurrentes encontramos co-mutaciones en
STK11/LKB1, en TP53, o inactivacion de CDKN2A/B junto con una baja expresion del factor
de transcripcion NKX2-1. Estas dan lugar a tumores con diferentes microambientes

inmunes y distintas respuestas frente a inmunoterapia (Skoulidis et al., 2015).

Caracterizacion molecular en el carcinoma epidermoide

En el caso del carcinoma epidermoide se han reportado diferentes mutaciones que
afectan particularmente a genes supresores de tumores. Es frecuente la mutacion en el gen
supresor tumoral TP53, que ocurre en el 90% de los casos. Asimismo, se han encontrado
otras alteraciones moleculares frecuentes y que afectan a diferentes vias implicadas en el
ciclo celular como CDKN2A/RB1 y PI3K/AKT, en la diferenciacién de células escamosas
(Sex determining Region Y-box 2 (SOX2) /TP63/ Homologo 1 Notch (NOTCHI)) o de
respuesta a estrés oxidativo (factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide (NFE2L2) /
KEAP1 / Culina 3 (CUL3)). Otras alteraciones frecuentes son las amplificaciones de genes
como SOX2 y PIK3CA que afectan a mas del 30% de los pacientes (Cancer Genome Altlas
Research Network, 2012; Swanton & Govindan, 2016) y amplificaciones en el receptor de
factor de crecimiento fibroblastico (FGFR) (20%) (Dienstmann et al., 2014). La incidencia de
aberraciones genomicas que induzcan adiccién oncogénica como las descritas en el
adenocarcinoma (por ejemplo, mutaciones en EGFR) es minima, salvo las excepciones de
las mutaciones del exon 14 de MET y las de BRAF.

2.3. Tratamiento actual y nuevas estrategias para el CPNM

En los ultimos anos, merced a la disponibilidad de tecnologias en el campo de la
secuenciacion masiva, se ha profundizado en el estudio y clasificacion molecular de los
tumores de pulmon, facilitando una medicina mas personalizada en la clinica. Este mejor
conocimiento molecular de los tumores ha facilitado la implementacion de la medicina de
precision para algunos pacientes, aquellos que presentan alteraciones moleculares para las
que existen terapias dirigidas. No obstante, los sintomas del cancer de pulmoén tienden a
aparecer en estadios avanzados de la enfermedad, y son pocos los pacientes diagnosticados
en estadios tempranos cuando las posibilidades de tratamientos eficaces son mayores. Por
tanto, hay una necesidad de mejorar el diagnostico temprano de pacientes con cancer de
pulmoén y de desarrollar estrategias de tratamiento mas eficaces sistémicamente para los

sujetos con enfermedad avanzada.

El tratamiento de los pacientes con cancer de pulmon es diferente en funcion del estadio

en el que se diagnostica la enfermedad y de su perfil histolégico y molecular. Para los
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pacientes diagnosticados en un estadio temprano (I-IlIA), el tratamiento recomendado es
la cirugia con o sin quimioterapia, dependiendo del riesgo de recidiva (Canadian Task
Force on Preventive Health Care, 2016; Postmus et al., 2017). Los pacientes con tumores
localmente avanzados (estadio III) no resecables, son tratados con quimioterapia en
combinacion con radioterapia (Kris et al., 2017), seguido de tratamiento con el inhibidor de
PD-L1 durvalumab, en caso de respuesta favorable a la terapia de induccion (Antonia et al.,
2017, 2018; Faivre-Finn et al., 2021). Realmente diferentes opciones de inmunoterapia
adyuvante y neoadyuvante estdn siendo evaluadas en etapas mas tempranas de la
enfermedad. Recientemente Felip et al. han comunicado los resultados del estudio
IMpower010 mostrando un beneficio en términos de supervivencia libre de enfermedad
con atezolizumab tras la quimioterapia adyuvante en tumores de estadio II-IIIA con
expresion de PD-L1> 1% (Felip et al., 2021).

En el caso de los pacientes diagnosticados en estadio avanzado (IV), que representan
mas del 61% de todos los pacientes (Siegel et al., 2021), el 25-69% poseen mutaciones
genéticas especificas, dependiendo de las caracteristicas epidemioldgicas, y son potenciales
beneficiarios de terapias dirigidas a las dianas moleculares desreguladas (Hirsch et al.,
2017). Cuando no se identifican dianas apropiadas con tratamiento especifico, la primera
linea de tratamiento sistémico incluye un régimen con platinos asociado a inmunoterapia
(inhibidor de PD-1/PD-L1) en el caso de pacientes con una expresion de PD-L1 tumoral
menor del 50%. Para aquellos pacientes con una expresion de PD-L1 mayor o igual al 50%,
el tratamiento es la inmunoterapia en monoterapia, y en casos concretos quimioterapia mas
inmunoterapia (Hirsch et al., 2017; Planchard et al., 2018) (Figura 5).

A continuacioén, se detallan las terapias dirigidas y las estrategias de inmunoterapia

aprobadas en clinica.

2.3.1. Terapias dirigidas a dianas moleculares especificas

Las terapias dirigidas son el tratamiento en primera linea en pacientes con estadio
avanzado con aberraciones activadoras en EGFR, ALK, ROS, y BRAF. Aunque su
aprobaciéon estd pendiente por algunas agencias reguladoras, también se admite la
indicacion de tratamiento especifico en pacientes con CPNM con mutaciones de MET y
traslocaciones de RET o NTRK (Planchard et al., 2018) (Figura 5).

Los TKIs de EGFR de primera generacion (erlotinib, gefitinib) han demostrado
beneficios en la supervivencia libre de progresion en multiples ensayos clinicos en los que
se ha comparado con quimioterapia (Tan et al., 2016). Los TKIs de segunda generacion
(afatinib, dacomitinib) demostraron también una mejora en la supervivencia libre de
progresion frente al tratamiento con quimioterapia, sin embargo, presentaban mas efectos
adversos que los de primera generacion (Park et al., 2016). De modo universal los pacientes
acaban progresando a los TKIs debido a la resistencia intrinseca o adquirida. El mecanismo



de resistencia mas frecuente (ocurre en el 50% de los pacientes que progresan) es la
adquisicion de una segunda mutacién en EGFR, la mutacion T790M (Kobayashi et al., 2005).
Por este motivo, se han desarrollado TKIs de tercera generacion (osimertinib) diseniados
para inhibir la activacion del receptor ain en presencia de la mutacion secundaria.
Osimertinib ha demostrado un aumento en la supervivencia libre de progresion y en la
supervivencia global en aquellos pacientes con progresion previamente tratados con TKIs
de primera y segunda generacion (Janne et al., 2015), asi como en pacientes no tratados

previamente con estos inhibidores (Ramalingam et al., 2020) (Figura 5).

Tratamiento para pacientes en estadio avanzado con mutaciones con terapia dirigida

Mutacién | G12C exon19del | V600E | | ex14 | | fusiones |

L858R l l l l
1*linea q Erlut.l o = Dabrafgn} L Tepotinib Crizotinib Selpercatinib § Entrectinib
5 Elotaal AL e b Y matinib Entrectinib || Praseltinib | larotrectinib

Farmacos Gefitinib | Selumetinib P € <

Mutacién
0

Alectinib
Ceritinib
Crizotinib

T790M

2%linea
. Osimertinib
Farmacos

Tratamiento para pacientes en estadio avanzado con mutaciones sin terapia dirigida

PD-L1 <50% PD-L1=50%
Quimioterapia + Inmunoterapia

Quimioterapia + Inmunoterapia + Inmunoterapia Quimioterapia + Inmunoterapia

Figura 5. Esquema de tratamiento en primera y segunda linea de los pacientes con CPNM con
mutacién dirigida. Y opciones de tratamiento para pacientes con mutacién no dirigida. KRAS
(Homologo al oncogén viral de sarcoma de rata Kirsten); EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico); BRAF (Homologo B del oncogén viral de sarcoma murino v-Raf); MET (factor de
transicion epitelio-mesénquima); ALK (quinasa de linfoma anaplasico); ROS1 (proto-oncogén tirosina
proteina quinasa 1); RET (oncogén reorganizado durante la transfeccion); NTRK (Tirosina quinasa
neurotrofica); PD-L1 (Ligando 1 de muerte programada).

Progresion

Los pacientes con fusiones de ALK también son tratados en primera linea con terapias
dirigidas. Crizotinib (inhibidor de 1% generacion), ceritinib, alectinib y brigatinib
(inhibidores de 2? generacion) y lorlatinib (inhibidor de 3* generacién) son algunos de los
inhibidores aprobados por las agencias reguladoras para el tratamiento de estos pacientes.
En el caso de crizotinib, ademads de la indicaciéon para las fusiones de ALK, también se

utiliza para tratar pacientes con fusiones en ROS1y MET (Planchard et al., 2018) (Figura 5).
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Los ensayos clinicos han mostrado que el tratamiento con crizotinib aumenta la
supervivencia libre de progresion y la tasa de respuesta objetiva en comparacion con

quimioterapia basada en platinos (Solomon et al., 2014).

Otros pacientes candidatos a recibir terapia dirigida como tratamiento en primera linea
son los pacientes con mutaciones en BRAF y en concreto con la mutacion mas comun, V60OE
(Paik et al., 2011). Inhibidores especificos de BRAF como dabrafenib o vemurafenib han

mostrado eficacia clinica para los pacientes con cancer de pulmon (Gautschi et al., 2015).

Para los pacientes con fusiones en RET, han sido aprobados dos farmacos, selpercatinib
(Drilon et al., 2020) y pralseltinib (Gainor et al., 2021), con una eficacia duradera y con
escasos efectos secundarios en pacientes con CPNM (Figura 5). Para pacientes con fusiones
en NTRK, se ha aprobado el uso de inhibidores especificos de esta fusion como larotrectinib
o farmacos aprobados para inhibir otras fusiones como las de ROS o ALK, como es el caso
de entrectinib (Doebele et al., 2020) (Figura 5). Sin embargo, ya se han detectado
mecanismos de resistencia a estos inhibidores (Drilon et al., 2017) y ya se estan probando
inhibidores de nueva generacion (repotrectinib, selitrectinib) (Drilon et al., 2018). Para los
pacientes con mutaciones en el gen HER? se estan desarrollando nuevos farmacos que estan
siendo testados en ensayos clinicos como trastuzumab deruxtecan, un inmunoconjugado
dirigido a HER2 para pacientes con CPNM cuyos resultados demuestran unas tasas de

respuesta superiores al 60% (B. T. Li et al., 2021).

En contraste con los casos arriba expuestos, el abordaje terapéutico de la mutacién en
KRAS supone un desafio para la clinica. Después de 40 afos sin éxito en el desarrollo de
una terapia eficaz, recientemente se han disefiado inhibidores covalentes alostéricos para el
alelo G12C, que se unen a RAS-GDP (estado inactivo) (Ostrem et al., 2013). El inhibidor
ARS 853 y analogos como ARS 1620, han mostrado actividad antitumoral in vitro e in vivo
(Janes et al.,, 2018). Actualmente existen ensayos clinicos en Fase III con los inhibidores
AMG 510 (sotorasib) (Canon et al., 2019), aprobado este mismo afio para el tratamiento de
los pacientes con cancer de pulmén (Reck et al,, 2021; Skoulidis et al., 2021), y con el
MRTX849 (adagrasib) (KRYSTAL-12) (Hallin et al., 2020). Los resultados preliminares de
estos ensayos clinicos muestran la eficacia clinica de estos inhibidores especificos de la
mutacion G12C en pacientes que presentan dicha mutacion. Actualmente se estan
investigando otros inhibidores especificos de KRAS G12C como JNJ-74699157 (ARS 3248),
GDC-6036, ]DQ443, D-1553 en fase I (NCT04449874, NCT04699188, NCT04585035) que ya
han demostrado eficacia preclinica. Sin embargo, y al igual que ocurre con otras terapias
dirigidas, con el tiempo aparecen mecanismos de resistencia que limitan su uso mas
prolongado en clinica. Entre las mutaciones adquiridas mas frecuentes se encuentran, las
alteraciones adquiridas en otros codones de KRAS, la amplificacién de MET, mutaciones
activadoras en NRAS, BRAF, MAP2K1 y RET o fusiones oncogénicas que implican a ALK,
RET, BRAF, RAF1 y FGFR3 (Awad et al., 2021). Para ello se estan estudiando posibles
combinaciones con inhibidores dirigidos a otros efectores que puedan evadir dichas

resistencias.
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Otra de las estrategias para abordar el tratamiento de los pacientes con mutaciones en
KRAS se centra en dirigirse a efectores de la via de sefializaciéon de KRAS como BRAF, MEK
o mTOR. Los inhibidores de BRAF o MEK muestran actividad antitumoral frente a esta
mutacion en lineas celulares y modelos murinos, sin embargo, en clinica han mostrado
eficacia limitada. No se ha observado ninguin beneficio de estos inhibidores frente a otras
terapias aprobadas como docetaxel, ademds de presentar toxicidad significativa en los
pacientes (Blumenschein et al., 2015; Janne et al., 2017; Planchard et al., 2016). En el caso de
los inhibidores de mTOR, los ensayos con ridaforolimus han reportado escasos beneficios
clinicos (Riely et al., 2012). Estos resultados reflejan que los modelos preclinicos usados no
pronostican la respuesta en los pacientes. Los inhibidores de ERK1/2, como ulixertinib
(Sullivan et al., 2018) o LY3214996 (NCT02857270) tampoco han resultado eficaces en

clinica.

En general, hasta ahora el uso de inhibidores frente a una sola diana terapéutica de la
via de KRAS no ha presentado los beneficios esperados. Por este motivo, actualmente los
esfuerzos se estan centrando en estudiar la combinacion de farmacos frente a diferentes
efectores para conseguir asi un beneficio mayor. Asi, conseguir el bloqueo completo de la
via de KRAS o descubrir interacciones letales sintéticas entre KRAS mutado y otras
proteinas de las que las células tumorales sean dependientes, son algunas de las estrategias
estudiadas. Una combinacion prometedora para los pacientes con adenocarcinoma de
pulmoén con mutacion en KRAS era el tratamiento con inhibidores frente a MEK y PI3BKCA
(Engelman et al, 2008). Varios ensayos clinicos han testado esta combinacion
(NCTO01390818, NCT01363232) pero la toxicidad ha sido significativa (Schram et al., 2018).

En cuanto a las interacciones letales entre KRAS mutado y otras proteinas, se ha visto
que tiene gran importancia la interaccion con CDK4 (Puyol et al., 2010). La ablacion genética
y farmacolégica de CDK4 demostrd la letalidad sintética especifica del tumor de pulmén
en modelos de raton modificados genéticamente en KRas. Ya existen varios inhibidores de
CDK4, como palbociclib y abemaciclib que se estan testando para el tratamiento de cancer
de pulmon. El ensayo de fase III JUNIPER mostré mejores resultados en supervivencia libre
de progresion y tasa de respuesta objetiva en pacientes con KRAS mutado en la rama de
abemaciclib que en la de erlotinib (Goldman et al., 2016). Palbociclib también se esta
evaluando clinicamente en combinacion con inhibidores de MEK para el CPNM con
mutacion de KRAS (NCT02022982) o con inmunoterapia (NCT02779751).

2.3.2. Inmunoterapia

El uso de la inmunoterapia en el tratamiento de pacientes con cancer de pulmén
avanzado ha tenido un gran impacto en los tiltimos afios, incorporandose en el tratamiento
de algunos pacientes como primera linea (Figura 5). El primer ensayo clinico con
pembrolizumab en pacientes con CPNM demostré que pacientes fumadores tenian un
mayor beneficio con esta terapia. En consonancia, el subgrupo con KRAS mutado mostraba
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mejor respuesta (Rizvi et al., 2015). Estos tumores se asocian al habito tabaquico, a una
elevada carga mutacional (Spigel et al, 2016), abundante infiltracion de células T (Calles et
al,, 2015) y una alta expresion de PD-L1 (Calles et al., 2015; Huynh et al., 2016).

Por otra parte, se ha visto que las co-mutaciones tienen un papel fundamental en el
microambiente inmune de los tumores y por tanto impactan en la respuesta a la
inmunoterapia. Skoulidis reportd que los tumores KRAS mutados con alteraciones en TP53
mostraban una mayor infiltracion de células T y otros marcadores inmunes, mientras que
los tumores KRAS mutados deficientes en LKB1 presentaban un microambiente
inmunitario tumoral mds limitado (Skoulidis et al., 2015). En un analisis retrospectivo de
los pacientes con adenocarcinomas con mutacion en KRAS incluidos en el ensayo de fase
IIT CheckMate 057 se demostrd que las tasas de respuesta eran significativamente menores
en pacientes con tumores con co-mutaciones en KRAS y STKI11. Adicionalmente
presentaban peores datos de supervivencia libre de progresion, que los pacientes con
tumores con mutaciones en KRAS y TP53 (Skoulidis et al., 2018).

Ademas, se ha visto que ciertos farmacos también afectan al microambiente inmune del
tumor y podrian afectar a la respuesta del tumor a la inmunoterapia. Por ejemplo, estudios
preclinicos han demostrado que los inhibidores CDK4/6 como abemaciclib, no s6lo tienen
capacidad de parar el ciclo celular, sino que también ejercen un efecto sobre el
microambiente inmune del tumor, facilitando la respuesta inmune al mismo y aumentando
la expresion de PD-L1. Por lo tanto, la combinacién de estos inhibidores con inmunoterapia
pudiera resultar en una certera estrategia terapéutica (Petroni et al., 2020; Schaer et al.,
2018).

3. Modelos preclinicos in vitro e in vivo como herramienta para la busqueda de

nuevas estrategias terapéuticas de precision

La tasa de éxito en la aprobacion para uso clinico de nuevos farmacos, que ya
presentaron previamente eficacia preclinica, es globalmente del 13,4% (Dimasi et al., 2013),
siendo la oncologia la disciplina que presenta las tasas de fracaso mas altas (Wong et al.,
2019). Una de las principales razones de esta elevada tasa de fracaso es la insuficiencia de
modelos preclinicos realmente predictivos de la respuesta en los pacientes, especialmente
para enfermedades tan heterogéneas a nivel molecular como el CPNM. Actualmente, solo
una proporcion limitada de pacientes portadores de una mutacion conductora accionable
puede beneficiarse de terapias dirigidas (Yuan et al., 2019), y normalmente solo durante un
tiempo limitado, puesto que la mayoria de los pacientes tratados con estas terapias acaban
desarrollando resistencia al tratamiento. En este contexto, resulta necesario disponer de
nuevas estrategias terapéuticas eficaces que puedan cubrir a un mayor nimero de pacientes
(J. Dong et al., 2019). Para ello, es esencial el establecimiento de nuevos modelos
experimentales preclinicos predictivos de repuesta apropiados para probar nuevas
estrategias terapéuticas.
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A continuacion, se describen los modelos preclinicos mas relevantes para uso
investigacional en cancer de pulmoén (Figura 6).

Modelos in vitro Modelos in vivo

“ CD34+
2D 3D

GEMMSs Xenoinjertos/PDX PDX humanizados

——* Rt ejidad
Screening ;————
____: Prediccion de respuesta

Figura 6. Modelos preclinicos in vitro e in vivo como herramienta para la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas de precision. 2D (dos dimensiones); 3D (tres dimensiones); GEMMs
(modelos murinos genéticamente modificados); PDX (Xenoinjerto derivado de paciente).

3.1. Modelos in vitro: 2D y 3D

Para la experimentacidon in vitro disponemos de lineas celulares establecidas o de
cultivos primarios en dos dimensiones (2D) y en tres dimensiones (3D, organoides) (Figura
6).

Las lineas celulares establecidas creciendo en formato 2D es el modelo in vitro preclinico
mas sencillo y habitualmente usado para el screening de farmacos. El interés por relacionar
las alteraciones moleculares y la sensibilidad a farmacos ha llevado a testar miles de ellos
en paneles amplios de lineas celulares establecidas que han facilitado el estudio de los
mecanismos de accion de nuevas terapias dirigidas (Garnett et al., 2012; Sos et al., 2009).
Entre las ventajas de las lineas celulares estan su facil manejo y el bajo coste del
mantenimiento de los cultivos, asi como, la capacidad de manipulacion genética para el
silenciamiento o sobreexpresion de los genes de interés. La homogeneidad que presentan
estos cultivos permite una gran reproducibilidad en los experimentos. Sin embargo, no
reflejan la heterogeneidad intratumoral, aquella por la que coexisten en el tumor células
con firmas moleculares o genéticas distintas y que pueden ir evolucionando alo largo dela
enfermedad (McGranahan et al., 2015; Zhan et al., 2014). Cabe destacar la ausencia de
microambiente en estos cultivos, y aunque existe la posibilidad de co-cultivarlas posterior
y puntualmente con otros tipos celulares, la ausencia constante de microambiente afecta al
crecimiento de las células tumorales. Los multiples pases que sufren estas células en cultivo
favorecen la adquisicion de nuevas mutaciones, dejando de presentar las caracteristicas
originales de las células tumorales de las que derivan. Si bien este modelo in vitro preclinico

sigue siendo valioso para identificar, estudiar y validar dianas terapéuticas, es necesaria
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una validacion posterior en modelos preclinicos mas complejos que predigan mas fielmente

la respuesta en los pacientes (Gillet et al., 2011).

En la tiltima década, con el objeto de mejorar los sistemas preclinicos in vitro y que estos
presenten mayor homologia con los tejidos de origen, se han desarrollado cultivos 3D,
esferoides y organoides. Los organoides son estructuras multicelulares en 3D, que son
establecidas in vitro e intentan imitar la estructura y organizacion de un 6rgano o un tumor.
Los primeros cultivos de organoides fueron establecidos de células madre intestinales
cultivadas en condiciones idoneas para la proliferacion y diferenciacion, embebidas en una
matriz extracelular y con diversos factores de crecimiento (Sato et al., 2009). Desde entonces,
se han generado organoides de una variedad de tejidos humanos sanos, asi como de tejido
tumoral de diferentes drganos: colon (Sato et al., 2011; van de Wetering et al., 2015),
pancreas (Boj et al., 2015; L. Huang et al., 2015), prostata (Drost et al., 2016; Gao et al., 2014),
mama (Sachs et al., 2018), intestino (Yan et al., 2018), pulmon (Sachs et al., 2019), vejiga
(Mullenders et al., 2019), ovario (Kopper et al., 2019), rifidn (Schutgens et al., 2019) e higado
(W. Li et al., 2019). Una de las caracteristicas importantes de los organoides derivados de
tumores de pacientes es su capacidad de retener la heterogeneidad intratumoral (L. Huang
et al.,, 2015; Sachs et al., 2018; van de Wetering et al., 2015; Yan et al.,, 2018). Entre las
desventajas encontramos que la variabilidad en estos experimentos es mas alta comparando
con los experimentos en lineas celulares establecidas, debido en parte a la heterogeneidad
del cultivo. Otra limitacion de estos cultivos, a pesar de su organizacion tridimensional, es
la incapacidad de mimetizar el microambiente y la vasculatura de los tumores. Sin
embargo, esta limitacion se puede mitigar co-cultivando con diferentes tipos celulares como
células inmunes (Dijkstra et al., 2018). En resumen, los organoides derivados de tumores de
pacientes pueden potenciar los programas de desarrollo de farmacos y optimizar la tasa de
identificacion de moléculas que luego muestren eficacia en clinica. Permiten realizar
cribados masivos de farmacos, para después validar en modelos animales solo aquellos que

presenten mayor efectividad in vitro.

3.2. Modelos in vivo: Xenoinjertos, modelos murinos genéticamente modificados
GEMMs, PDX y PDX humanizados

Los modelos animales son modelos mas complejos biolégicamente, y que por tanto
reflejan mas fielmente la complejidad de los tumores de los pacientes. No obstante, son
modelos mds costosos y cuyo uso debe cumplir con todos los requerimientos de la
regulacion ética de la experimentacion animal, lo que imposibilita su uso para realizar

screening masivos de farmacos (Figura 6).

Xenoinjertos

Las lineas celulares establecidas se implantan en ratones inmunodeficientes de manera

ectdpica (subcutanea) u ortotopica (en el mismo lugar del tumor) generando modelos CDX.
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Este modelo animal es el més simple, facil de establecer y el mas utilizado como modelo
animal preclinico. Pese a ello, las desventajas comentadas para las lineas celulares
establecidas se trasladan a los CDX, ya que no pueden reproducir la heterogeneidad del
tumor y acumulan nuevas mutaciones que no presentaba el tumor original (Daniel et al.,
2009). Aunque estos modelos, a diferencia de los cultivos celulares, si pueden recapitular
parcialmente el microambiente del tumor, aunque los ratones carezcan de sistema inmune

(o presenten deficiencias notables).

Modelos murinos genéticamente modificados (GEMM:s)

En los GEMMs, el genoma es manipulado genéticamente para introducir mutaciones,
delecionar o sobreexpresar genes. Los modelos GEMMs para el CPNM que existen
actualmente son principalmente del subtipo adenocarcinoma. El primer modelo murino
genéticamente modificado de adenocarcinoma de pulmoén se desarrolld generando alelos
mutantes de Kras que tras recombinacidn somatica espontdnea codificaban una
oncoproteina KrasG12D funcional (Johnson et al., 2001). Sin embargo, desarrollaban otros
tipos tumorales adicionales a los adenocarcinomas en el pulmoén. Por lo tanto, se
desarrollaron modelos en los cuales el alelo endogeno KrasG12D se expresaba controlado
por la recombinacion mediada por Cre (Jackson etal., 2001). Asi, la expresion podia hacerse
selectivamente en el pulmodn utilizando la inhalacién intranasal de particulas adenovirales
que expresaban esta recombinasa. Otros laboratorios han generado modelos con otras
mutaciones frecuentes en Kras como el modelo KrasG12V (Guerra et al., 2003). Para agilizar
la iniciacion de los tumores se han utilizado otras mutaciones adicionales en genes que
aceleran su desarrollo, por ejemplo, GEMMs con alelos KrasG12D o KkasG12V junto con
alelos knock-out condicionales de p53 (p53lox) (Kwon & Berns, 2013). Para la validacion de
algunas dianas terapéuticas se han introducido otras mutaciones en efectores de la via de
Kras o de otras proteinas con las que interacciona como es el caso de CDK4 (Puyol et al.,
2010).

Las principales ventajas de estos modelos animales para la investigacion en cancer son
su idoneidad para estudiar la carcinogénesis, estudiar en profundidad los mecanismos de
iniciacion y progresion de los tumores en el lugar de origen (ortotdpico), asi como las
funciones especificas de genes individuales. Estos modelos cuentan con el sistema inmune
y la vasculatura propia del huésped que ayuda al desarrollo de los tumores en condiciones
mas reales. Con todo, no son modelos capaces de reproducir la heterogeneidad de los
tumores humanos, mostrando menor complejidad gendmica, que los hace menos

predictivos de respuesta a los diferentes farmacos (Herter-Sprie et al., 2013).

Xenoinjertos derivados de pacientes (PDX)

Aunque los dos modelos animales hasta ahora descritos han ayudado a testar gran
cantidad de farmacos, el escaso valor predictivo de estos modelos comparando con los
resultados obtenidos en la clinica ha llevado a desarrollar modelos PDX. Estos modelos, en
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los ultimos anos, han incrementado enormemente su uso en la investigacion traslacional y
en el desarrollo de la medicina de precision. Los modelos PDX son generados por la
implantacion de pequenas piezas de tejido tumoral obtenidas al tiempo de cirugias
curativas o biopsias diagnosticas en ratones inmunodeprimidos. La implantacion, al igual

que ocurria con los CDX, puede ser subcutdnea o ortotdpica.

Actualmente se dispone de colecciones de modelos PDX establecidos de diferentes
tipos tumorales incluyendo cancer colorrectal (Julien et al., 2012), cdncer de mama (Bruna
etal., 2016; Derose et al., 2011), cancer de pancreas (M. P. Kim et al., 2009), cancer de pulmon
(Fichtner et al., 2008; John et al., 2011; X. chao Zhang et al., 2013), cancer de prdstata (Y.
Wang et al., 2005) y cancer de ovario (George et al., 2017), entre otros. La tasa de éxito de
injerto varia entre modelos, siendo el cancer colorrectal el que posee una tasa mas alta
(mayor del 80%) y el CPNM el que presenta la mas baja (entorno al 25%) (Hidalgo et al.,
2014). La baja tasa de éxito de injerto, junto a los largos tiempos de establecimiento para
algunos tipos de tumores son las principales desventajas de este modelo. Pero una vez los
modelos son establecidos, son una herramienta muy valiosa para la investigacion preclinica
y clinica, ya que estos modelos conservan las caracteristicas histoldgicas, bioldgicas y
genéticas de los tumores de los que derivan, y tales caracteristicas se mantienen a lo largo
de los pases (Derose et al., 2011; Julien et al., 2012). En estos modelos, la arquitectura del
tumor se conserva, manteniendo el microambiente del tumor original en los primeros
pases. A lo largo de los pases el estroma humano es sustituido por estroma murino (Julien
et al.,, 2012; Peng et al., 2013), lo que podria modificar la respuesta a algunos farmacos
(Morgan et al., 2017). No obstante, varios estudios han comprobado su valor predictivo de
la eficacia de farmacos y del resultado en la clinica (Kang et al., 2018; Martin et al., 2016; E.
L. Stewart et al., 2015).

Xenoinjertos derivados de pacientes (PDX) humanizados

Una limitaciéon de los modelos preclinicos PDX, es que, al tratarse de modelos
inmunodeprimidos, necesarios para el éxito del injerto, carecen parcial o totalmente del
sistema inmune. Esto supone limitaciones en el testaje de determinadas estrategias
terapéuticas como la inmunoterapia. Con el objeto de paliar este problema, en los tltimos
anos se han desarrollado modelos murinos de PDX humanizados. Estos modelos
proporcionan una herramienta para estudiar las interacciones tumor-sistema inmunitario
in vivo y testar estrategias de inmunoterapia. Actualmente, hay diferentes estrategias para

el desarrollo de modelos PDX humanizados. Existen tres principales cepas de ratén que son
usadas en la humanizacion: NOD.Cg—PrkdcsCidIergtm1W]'Z (NSG), NODShi.Cg-

PrkdcSCid[)2rgtm1Sug (NOG) y cepas C;12954-Rag2t1Flvppgtm1Flv (BRG) (Shultz et al,,
2012). Estas cepas difieren en las capacidades de éxito del injerto del sistema inmune
humano, siendo los NSG la cepa que soportan mayores niveles de injerto de células madre
hematopoyéticas (CMH) e injertos de médula 6sea (McDermott et al., 2010; Shultz et al.,

2012). Estas cepas de ratén han sido optimizadas para usos concretos mediante
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modificaciones genéticas para producir una variedad de citoquinas humanas que estimulan
la diferenciacién de linajes hematopoyéticos humanos adicionales. Por ejemplo, la cepa
NOG-GM3 que expresa la interleuquina 3 (IL-3) humana (Nicolini et al., 2004).

Existen tres estrategias para repoblar el sistema inmune en los ratones
inmunodeficientes: injerto de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) (Mosier
et al., 1988), injerto de tejido fetal o células madre hematopoyéticas (Lapidot et al., 1992). El
modelo humanizado mas sencillo de generar se establece con la inyeccion intraperitoneal o
intravenosa de PBMCs procedentes del paciente o de individuos sanos. Este modelo
presenta altos niveles de injerto de células T pero no de células B. Su mayor limitacién es la
aparicion a las 3-4 semanas de la inyeccidon de la enfermedad de huésped contra injerto.
Aun asi, es un modelo util para realizar experimentos a corto plazo y para determinados
tipos de estudios, como el seguimiento del reclutamiento de linfocitos T hacia los tumores
por parte de los anticuerpos terapéuticos (Bacac et al., 2016; Rius Ruiz et al., 2018). También
se han establecido modelos PDX humanizados de cancer de pulmodn inyectando PBMCs
para estudiar la eficacia de la inmunoterapia dirigida a PD-L1/PD-1, en los que se vié una

reduccion del volumen tumoral en los ratones tratados (Lin et al., 2018).

Otra estrategia relevante consiste en la implantacion de fragmentos de higado fetal
humano y fragmentos de timo bajo la cdpsula renal de ratones inmunodeprimidos. Esta
estrategia es la mas compleja técnicamente y requiere de gran experiencia de manipulacion,
pero da lugar a una reconstitucion completa del sistema inmune humano en el ratén (Cutz
et al., 2006). No obstante, la estrategia mas utilizada es la inyeccion intravenosa de CMH,
de células CD34+, aisladas a partir de sangre de cordon umbilical o de médula dsea. La
inyecciéon de CMH humanas CD34+ en estos ratones da lugar a la generacion de diversos
linajes celulares, células T y células B restringidas por el complejo mayor de
histocompatibilidad, asi como a cantidades limitadas de monocitos, macréfagos,
neutrofilos y células dendriticas (Ito et al., 2002). Estos modelos PDX humanizados han sido
utilizados en los tultimos afos para testar diferentes inmunoterapias. Rosato et al.
desarrollaron modelos humanizados para testar anticuerpos anti-PD-1 en tumores
derivados de pacientes con cdncer de mama triple negativos. Estos investigadores
observaron células inmunes humanas infiltradas en el tumor y una reduccion significativa
del crecimiento de este tras el tratamiento, observaciones que no se produjeron en modelos
PDX no humanizados (Rosato et al., 2018). Resultados similares se observaron en ratones
humanizados con CD34+ injertados con CDX o PDX de cancer de pulmon. El tratamiento
con pembrolizumab redujo el crecimiento del tumor y aumentd la infiltracion de células
CD8+ en los tumores tras el tratamiento, comparado con ratones no humanizados (M. Wang
et al., 2018).

Teniendo en cuenta todos los datos de los que disponemos sobre el CPNM y la escasez
relativa de terapias efectivas, el desarrollo de herramientas experimentales alternativas es
necesario para evaluar nuevas estrategias terapéuticas y validar nuevos biomarcadores que

ayuden a mejorar la supervivencia de estos pacientes.
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Hipétesis y Obj.

El cancer de pulmon es la neoplasia mas mortal debido, al menos parcialmente, a la
escasez de terapias eficaces. Este hecho es particularmente relevante en algunos subtipos
moleculares como el que presenta mutaciones en KRAS, que suponen el 20-30% de los
pacientes con adenocarcinoma de pulmén y que todavia no cuenta con estrategias
terapéuticas especificas validas. Necesitamos nuevos y mejores modelos preclinicos que
permitan testar de forma Optima nuevas estrategias terapéuticas potenciales. Tales modelos
deberian facilitar asimismo la identificacion de biomarcadores predictivos de respuesta, y,

por tanto, favorecer la implementacion de la medicina de precision en el CPNM.
Los objetivos especificos de esta tesis doctoral son los siguientes:

1. Generacidn y caracterizacion de una amplia coleccién de modelos PDX de CPNM
como herramienta preclinica de evaluacién in vivo de nuevas estrategias

terapéuticas.

2. Generacion y caracterizacion de una amplia coleccion de modelos PDXDO de
CPNM como herramienta preclinica de evaluacién in vitro de nuevas estrategias

terapéuticas.

3. Generacion y caracterizacion de modelos PDX humanizados de CPNM como

herramienta preclinica in vivo para la evaluacion de estrategias de inmunoterapia.

4. Evaluacidon de nuevas estrategias terapéuticas en modelos PDXDO, GEMM, PDX y
PDX humanizados de CPNM con KRAS mutado.

5. Estudio farmacodindmico e identificacion de biomarcadores predictivos de

respuesta para las nuevas estrategias terapéuticas testadas.
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Mats. y Métodos

1. Reactivos Biologicos

1.1. Anticuerpos

Para la deteccion de las proteinas de interés se utilizaron anticuerpos para las técnicas
Western Blot (WB), inmunohistoquimica (IHQ), inmunofluorescencia (IF) y citometria de
flujo (CF) (Tabla 1).

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para las diferentes técnicas (WB; IHQ; IF y CF)

Anticuerpo Clon Tipo Casa comercial Referencia Técnica Dilucion
Primario
AKT - Policlonal CST 9272 WB 1:1000
B-actina - Policlonal Abcam Ab8227 WB 1:5000
Caspasa 3 - Policlonal CST 9662 WB 1:1000
Caspasa 3 C92-605 Monoclonal BD 559565 IF 1:400
Ca:gfj: 3 - Policlonal CST 9661 THQ 1:200
CD20 L26 Monoclonal DAKO IR604 IHQ RTU
CD25-APC BC96 Monoclonal Biolegend 302610 CF 1:300
CD3 - Policlonal DAKO IR503 IHQ RTU
CD3- UCHT1 Monoclonal Biolegend 300430 CF 1:300
PerPCy5.5
CD34-AF488 581 Monoclonal StemCell 60013AD CF 1:300
CD4 4B12 Monoclonal DAKO IR649 THQ RTU
CD4-BV421 OKT4 Monoclonal Biolegend 317434 CF 1:300
CD45 2B11+PD7-26  Monoclonal DAKO IR751 IHQ RTU
CD45 MEM-28 Monoclonal abcam Ab8216 IF 1:300
huCD45-PE HI30 Monoclonal Biolegend 304008 CF 1:300
mCD45-AF488 30-F11 Monoclonal Biolegend 103122 CF 1:300
CD56 123C3 Monoclonal DAKO IR628 IHQ RTU
CDe68 KP1 Monoclonal DAKO IR609 IHQ RTU
CDG(?;;PC' FN50 Monoclonal Biolegend 310914 CF 1:300
CD8 C8/144B Monoclonal DAKO IR623/1S623 IHQ RTU
CD8-PE/Cy7 SK1 Monoclonal Biolegend 344712 CF 1:300
CDK4 D9G3E Monoclonal CST 12790 WB 1:1000
CDKe6 DCS83 Monoclonal CST 3136 WB 1:1000
Ciclina D1 72-13G Monoclonal SCB Sc-450 WB 1:1000
Ciclina D1 SP4 Monoclonal DAKO M3635 IHQ 1:150
CK18 CK2 Monoclonal Millipore MAB3404-C IF 1:300
EGFR D38B1 Monoclonal CST 4267 WB 1:1000
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Anticuerpo Clon Tipo Casa comercial Referencia Técnica Dilucion
Primario
ERK - Policlonal CST 9102 WB 1:1000
HH3 - Policlonal CST 9715 WB 1:1000
ki67 MIB-1 Monoclonal DAKO IR626 THQ RTU
P16 D7CIM Monoclonal CST 80772 WB 1:1000
P27 D69C12 Monoclonal CST 3686 WB 1:1000
pAKT - Policlonal CST 9271 WB 1:1000
PDL1 E1L3N Monoclonal CST 13684 IHQ/WB 1:75/1:1000
pEGFR - Policlonal CST 2234 WB 1:1000
pPERK - Policlonal CST 9101 WB 1:1000
pHH3 D7NSE Monoclonal CST 53348 WB 1:1000
PRB D20B12 Monoclonal CST 8516 WB 1:1000
pRSK - Policlonal CST 9341 WB 1:1000
pS6 D57.2.2E Monoclonal CST 4858 WB 1:1000
RB G3-245 Monoclonal BD 554136 WB 1:1000
RSK 32D7 Monoclonal CST 9355 WB 1:1000
Sé6 5G10 Monoclonal CST 2217 WB 1:1000
SMA 1A4 Monoclonal DAKO IR611 THQ 1:4
Topolla F-12 Monoclonal SCB Sc-365916 WB 1:500
TTF-1 SPT24 Monoclonal LEICA TTF-1-L-CE THQ 1:2
Vimentina D21H3 Monoclonal CST 5741 IF 1:250
Secundario Conjugado
Anti-conejo HRP - CST 7074 WB 1:10000
Anti-raton HRP - CST 7076 WB 1:10000
Anti-raton AF555 Policlonal Thermofisher A31570 IF 1:1000
Anti-raton AFo647 Policlonal Thermofiher A21235 IF 1:1000
Anti-conejo AF488 Policlonal Thermofisher A11008 IF 1:1000
Anti-conejo AF555 Policlonal Thermofisher A27039 IF 1:1000

Abreviaturas: CST (Cell Signaling Technology); WB (western blot); IHQ (inmunohistoquimica); IF
(inmunofluorescencia); citometria de flujo (CF); RTU (ready to use); HRP (peroxidasa de rdbano); AF
(Alexa Fluor); APC (aloficociancina); PE (ficoeritrina); Cy (cianina).

1.2. Sondas para la reaccion en cadena de la polimerasa “digital droplet”
(ddPCR)

Se realizaron ensayos de ddPCR, para la deteccion de mutaciones génicas especificas
para los cuales se emplearon las siguientes sondas (BioRad) (Tabla 2).
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Tabla 2. Sondas utilizadas para la técnica de ddPCR

Mats. y Métodos

Gen Mutacion Mut/wt Ref. Casa comercial
EGRF L858R Mut/wt dHsaMDV2010021 BioRad
EGFR T790M Mut/wt dHsaMDV2010019 BioRad
KRAS G12D mut dHsaCP2000001 BioRad
KRAS G12D wt dHsaCP2000002 BioRad
KRAS G12C Mut/wt dHsaMDV2010007 BioRad
KRAS G12A Mut/wt dHsaMDV2510586 BioRad

Abreviaturas: Mut (mutacién); WT (salvaje, wild type)

1.3. FArmacos

Los farmacos que se utilizaron para los ensayos in vitro e in vivo y su forma de uso se

resumen en la siguiente tabla (Tabla 3).

Tabla 3. Farmacos utilizados en los tratamientos in vitro e in vivo

, Casa Tipo de . Concentracion Esqu,en}a
Farmaco . . Mecanismo L. terapeutico
Comercial Terapia in vitro L
in vivo
Abemaciclib Lill Terapia Inhibidor de 10uM 6 d?gsr;:;iﬁi;a
LY2835219 y dirigida CDK4/6 H ,
28dias
. [ 25mg/kg-
. Accord . Antineoplasico
Carboplat i i - { -
arboplatino . Quimioterapia alquilante ADN [1000-0,05uM] 2d1as/se,mana
28dias
. . Accord . . Antineoplasico
Cisplatino Healthcare Quimioterapia alquilante ADN [1000-0,05puM] -
Docetaxel Accord Quimiot ) Antineoplasico [1000-0,05:M]
Healthcare = O oP®  ntimicrotubular oK
. 50mg/kg-
.. Terapia . ,
Erlotinib Roche L Inhibidor de EGFR  [300-0,01uM]  5dias/semana-
dirigida ,
28 dias
Ipilimumab Bristol Inmunoterapia Anticuerpo - Zd}:;;:iﬁila-
P Myers P anti-CTLA-4 i
28 dias
. i 50mg/kg-
LY3214996 Lilly Terapia Inhibidor de 10uM 6dias/semana-
dirigida ERK1/2 i
28 dias
. 20mg/kg-
. .. Astra- T i ,
Osimertinib sta .e1ja}.)1a Inhibidor de EGFR  [300-0,01puM]  5dias/semana-
Zeneca dirigida ,
28 dias
1% 10mg/kg
. Merck . Anticuerpo Resto:5mg/kg-
P lizum
embrolizumab Sharp Inmunoterapia Anti-PD-1 25mg/ml 2dias/semana
28 dias
. Accord o . Antineoplasico
Paclitaxel - -
aciitaxe Healthcare Quimioterapia Antimicrotubular [1000-0,051M]
InVivoMAb . . Anticuerpo .
anti-mouse PD-1 Bio-X-Cell Inmunoterapia Anti-PD-1 - 200ug/ratén

Abreviaturas: ADN (acido desoxirribonucleico); CDK4/6 (ciclina dependiente de quinasa 4/6); CTLA-4
(antigeno-4 asociado al linfocito T); PD-1 (receptor de muerte programada)
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2. Modelos animales vy técnicas de experimentacion animal

Todos los experimentos descritos en esta tesis han sido aprobados por los comités
éticos del Instituto de Investigacion Biomédica de Sevilla (IBIS), Centro Nacional de
Investigaciones Oncologicas (CNIO), el Instituto Carlos IIl y la Comunidad de Madrid (ref:
SSA/SI/MD/pdm, PROEX 084/15, PROEX 313/19) de acuerdo con las directrices establecidas
segin los principios internacionales para la investigacion biomédica con animales y
cuidado animal. Los ratones fueron alojados en condiciones libres de patdgenos en el
animalario del CNIO (AAALAC, JRS:dpR 001659).

2.1. Generacion de una coleccion de modelos PDX de cancer de pulmoén

2.1.1. Descripcion de la cohorte de pacientes

Se utilizo una cohorte de 124 pacientes diagnosticados de CPNM de estadio temprano
y candidatos a cirugia curativa entre 2013-2019 en el Hospital Virgen del Rocio (HUVR,
Sevilla) y el Hospital Universitario 12 de Octubre (H120, Madrid). El proyecto de
investigaciéon fue aprobado por el comité ético de los dos hospitales (ID de
aprobacion:2012PI/241 (HUVR) y CEIm 20/090 (H120)). Todos los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito, previamente aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica de los hospitales. De esta cohorte se extrajeron muestras de tejido
fresco, con las que se establecieron los PDX, y muestras embebidas en parafina, para su

caracterizacion.

Las caracteristicas clinico-patologicas se obtuvieron de la historia del paciente y fueron
registradas en una base de datos que incluia los siguientes parametros: edad, sexo, estado
general, estadio TNM (Tumor, nédulo, metéstasis), tratamiento recibido, tabaquismo,
EPOC, supervivencia global y supervivencia libre de progresion. Estos datos se utilizaron

en nuestros analisis posteriores.
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Tabla 4. Resumen de las caracteristicas clinicas de los pacientes de los que se han establecido los
modelos PDX

Coleccion PDX
Muestras (n) 45
Adenocarcinoma 15
Histologia Carcinoma epidermoide 27
Carcinoma de célula grande 3
I 12
Estadio I 18
III 13
v 2
Género Hombre 40
Mujer 5

Edad 67 [44-81]

No fumador 0
Habito tabaquico Ex-fumador 6
Fumador 39

2.1.2. Establecimiento de los modelos PDX

Se recogieron muestras de pacientes con CPNM sometidos a una intervencion
quirtrgica en el HUVR o en el H120. Los PDX se establecieron implantando pequefios
fragmentos de estos tumores (<3mm?) embebidos en matrigel (#354234, Corning) por via
subcutdnea en ambos flancos de ratones hembra atimicos (Hsd:Athymic Nude-Foxn1™,
nude,#069, Envigo), de 5-6 semanas de edad. Dependiendo del tamafio de la muestra del
tumor recibida, se implantaron de 1 a 3 ratones por paciente, utilizando anestesia por
inhalacion de isofluorano y analgesia con buprenorfina. Cuando el tumor creci6 en el
raton receptor y superd un volumen de 800-1000mm3, se extrajo y troce6 en pequenos
fragmentos para reimplantarlos por via subcutdnea en otros tres ratones. Este primer
tumor creciendo en el primer raton implantado se consider6 pase 0 (P0), mientras que las
generaciones posteriores se numeraron consecutivamente por el nimero de reimplantes
(P1, P2 y asi sucesivamente). Los modelos PDX se consideraron establecidos cuando los
tumores crecieron como minimo hasta el pase 2 (P2). En todos los pases, se conservaron
los fragmentos tumorales congelados, tanto en condiciones que permitieron la posterior
descongelaciéon y re-implante, como para extraer acido ribonucleico (ARN), ADN y
proteina. Ademds, se conservaron muestras parafinadas para su posterior analisis
histolégico e inmunohistoquimico. El material almacenado en cada pase se utilizd

posteriormente para caracterizar los modelos histoldgica y molecularmente (Figura 7).
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Grupo tratado
Cohorte Clinica l

— Estudios de eficacia
PO P1-PX

Busqueda de biomarcadores
Plataforma PDX

Expansion y generacion del biobanco

|Anilisis histolégico| |Anilisis ADN||Anlisis ARN ||Andlisis proteico

Figura 7. Esquema de establecimiento y caracterizacion de la coleccion de PDX. Los modelos
PDX se establecieron implantando fragmentos de tumor en ratones nude (P0). Cuando el tumor
creci6 hasta un volumen superior a 800mm?, se troced y se implanté en otros ratones (P1) y asi
sucesivamente (Px) para mantener la coleccién o para realizar tratamientos. Se recogieron y
conservaron muestras del paciente y de los tumores PDX de las sucesivas generaciones para
caracterizar los modelos establecidos. ADN (acido desoxirribonucleico); ARN (acido
ribonucleico).

2.1.3. Caracterizacion de los modelos PDX

Los modelos PDX se caracterizaron morfolégicamente utilizando tinciones de
hematoxilina & eosina (H&E) (ver apartado 4.4.). Se realizé un estudio molecular a nivel
proteico utilizando tinciones de IHQ (ver apartado 4.4) y WB (ver apartado 4.3), y a nivel
genomico por secuenciacion del exoma completo (whole exome sequencing (WES)) (ver
apartado 4.7.) y ddPCR (ver apartado 4.8.). Con las muestras de ARN se analiz6 el
transcriptoma completo (whole transcriptome sequencing (WTS)) (ver apartado 4.10).

2.1.4. Utilizacion de los modelos PDX como modelos preclinicos para testar estrategias
terapéuticas

Para realizar los tratamientos de eficacia de los diferentes farmacos en PDX, los
modelos se amplificaron previamente en 4-5 ratones (implantando muestra fresca o
congelada). Cuando los tumores implantados alcanzaron un volumen de 1000mm?3, fueron
extraidos y troceados para ser re-implantados por via subcutdnea en ambos flancos de

ratones hembra atimicos de 6 semanas de edad. Los tumores se midieron dos veces por
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semana después de la implantacion. Cuando los volimenes de los tumores alcanzaron los
200 mm?3, los ratones se distribuyeron entre el grupo control (tratado con el mismo vehiculo
usado para los farmacos) y los grupos de tratamiento, con 5-6 ratones por grupo, siendo el
tamano de los tumores de los dos grupos de similar media y desviacion estandar. Los
ratones se pesaron una vez por semana para controlar la toxicidad del tratamiento, y se
sacrificaron al final de este. En ese momento se recogieron y almacenaron muestras de los
tumores y de otros tejidos como higado, bazo, pulmodn, timo y ganglios linfaticos que fueron
fijados con formalina y embebidos en parafina (bloques realizados por la unidad de
histopatologia del IBIS y CNIO). Otros fragmentos de los tumores fueron congelados para
su posterior extraccion de ADN, ARN y proteina. Ademads, se recogio 1 ml de sangre
directamente del corazon de los ratones tratados, para aislar el plasma o para su analisis

por citometria de flujo.
En concreto, se administraron los siguientes farmacos (tabla 3):

e Abemaciclib se administrd 6 veces por semana (de lunes a sabado), a una dosis de
50 mg de abemaciclib/kg/dia en un esquema de tratamiento de 28 dias de duracion,
a menos que el experimento tuviera que interrumpirse anteriormente debido a un
crecimiento tumoral excesivo. Se administrd por via oral. El vehiculo utilizado fue

hidroxietilcelulosa al 1%.

e LY3214996 se administrd 6 veces por semana (de lunes a sdbado), a una dosis de 50
mg de LY3214996/kg/dia en un esquema de tratamiento de 28 dias de duracion, a
menos que el experimento tuviera que interrumpirse anteriormente debido a un
crecimiento tumoral excesivo. Se administrd por via oral. El vehiculo utilizado fue

hidroxietilcelulosa al 1%.

e El carboplatino se administré por via intraperitoneal, 2 veces por semana, a una
dosis de 25 mg de carboplatino/kg/dia. El vehiculo utilizado fue

hidroxipropilmetilcelulosa al 0,1%.

e Erlotinib se administrd 5 veces por semanas (de lunes a viernes), a una dosis de 50
mg de erlotinib/kg/dia en un esquema de tratamiento de 28 dias de duracion. Se

administr6 por via oral. El vehiculo utilizado fue hidroxipropilmetilcelulosa al 0,1%.

e Osimertinib se administr6 5 veces por semanas (de lunes a viernes), a una dosis de
20 mg de erlotinib/kg/dia en un esquema de tratamiento de 28 dias de duracion. Se

administr6 por via oral. El vehiculo utilizado fue hidroxipropilmetilcelulosa al 0,1%.

e Ipilimumab se administrd por via intraperitoneal 2 veces por semana, a una dosis

de 10mg de ipilimumab/kg/dia. El vehiculo utilizado fue solucién salina.

e Pembrolizumab se administré6 por via intraperitoneal 2 veces por semana, la
primera dosis administrada a una concentracion de 10mg de pembrolizumab
/kg/dia, siendo el resto de las dosis a 5mg de pembrolizumab/kg/dia. El vehiculo

utilizado fue solucién salina.
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e InVivoMAD anti-mouse PD-1 se administrd por via intraperitoneal 2 veces por

semana, a una dosis de 200ug/raton. El vehiculo utilizado fue solucion salina.

2.2. Generacion de una coleccion de modelos PDX humanizados de cancer de

pulmon

Para la generacion de los modelos animales humanizados se utilizaron nuestros
modelos PDX creciendo en ratones atimicos (nude), de los que se extrajeron los tumores y
se re-implantaron en ratones inmunodeprimidos de la cepa NOD.Cg-Prkdcscid
112rgtm1W;jl/Sz] (NSG) (#005557, Charles River Laboratories). Los ratones fueron
humanizados a posteriori cuando utilizamos PBMCs aisladas de sangres de pacientes
sanos, o bien el implante se hizo en ratones previamente humanizados cuando utilizamos
células CD34+ aisladas de sangre de cordon umbilical (SCU).

2.2.1. Modelos PDX humanizados con PBMCs aisladas de pacientes sanos

En este modelo de humanizacién, se implantaron fragmentos de los tumores PDX en
ratones NSG de 5-6 semanas de edad. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de
200mm?, se inyectaron 10 millones de PBMCs previamente aisladas de capas leucocitarias
obtenidas de donantes sanos del Centro de transfusiones de la Comunidad de Madrid. Para
el aislamiento de las PBMCs, la sangre se diluyd en soluciéon tampdn fosfato salino (PBS) en
un ratio 2:1 (sangre:PBS) y se transfirié a un falcon de 50ml con 15ml de Ficoll-Plus-Paque
(#70-1440-02, GE Healthcare). Tras una centrifugacion a 400g durante 30 minutos sin
frenado, la interfase se recogio en un tubo limpio y las células se lavaron para eliminar todos
los posibles restos de Ficoll. Los eritrocitos se lisaron con la solucion de lisis de eritrocitos
(#00-4333-57, Invitrogen) previamente atemperada, durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Las células se centrifugaron a 400g durante 5 minutos y se lavaron con PBS para

posteriormente ser contadas.

Alas 24 horas de la inyeccion de las PBMCs, los ratones se distribuyeron entre el grupo
control y los grupos de tratamiento, con 5-6 ratones por grupo, siendo el tamafo de los
tumores de los dos grupos de similar media y desviacion estandar. Al igual que con los
PDX en ratones nude, los ratones se pesaron una vez por semana y se sacrificaron al final
del tratamiento, tras lo cual se extrajeron y almacenaron muestras de los tumores y otros

tejidos.
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2.2.2. Modelos PDX humanizados con CD34+ aisladas de sangre de cordon umbilical
(SCU)

El método de humanizacion por CD34+ consta de 3 fases principales (Figura 8):

Aislamiento de células CD34+ procedentes de sangres de cordones umbilicales

Se aislaron CMH de muestras de SCU obtenidas de donaciones al Centro de
Transfusiones de la Comunidad de Madrid. La sangre se diluyd 1:1 en PBS, se transfirio a
un falcon de 50ml con 10ml de Ficoll y se centrifugd a 300g durante 30 minutos sin frenado.
La interfase se recogio con pipetas pasteur y se realizé un lavado con PBS. Los eritrocitos
se lisaron incubando 10 minutos con 4ml de solucion de lisis de eritrocitos previamente
atemperada a 37°C. Tras la incubacion y un lavado con PBS, se contaron las células. Se
anadieron 300ul de soluciéon autoMacs (PBS, 0,5% de albumina de suero bovino (BSA) y
2mM de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA)), 100ul de reactivo de bloqueo (FcR
blocking) y 100ul de bolas magnéticas anti-CD34 (anti-CD34 beads) por cada 1-10% células
(#130-046-702, Miltenyi). Las células se incubaron con la combinacién durante 30 minutos
a 4°C y se separaron usando el equipo AutoMacs (Miltenyi). Previamente a la incubacion
se recogio una alicuota de la muestra (pre-enriquecimiento) para cuantificar por citometria
de flujo el porcentaje de células CD34+ que contenia nuestra muestra y comprobar si la
separacion habia sido correcta. Al tratarse de una seleccidn positiva y una fraccion que se
encuentra en un porcentaje muy bajo en la muestra, el programa elegido en el AutoMacs
fue possel_S. Se recogio una alicuota de la fraccion negativa y una alicuota de 20.000 células
de la fracciéon positiva (fraccidon que contiene las células CD34+) para comprobar por
citometria de flujo la pureza de la muestra conseguida. El resto de la fraccion positiva se
congeld en un vial con 500ul de medio de congelacion (CryoStor CS10, #07959, StemCell
technologies) en Mr.Frosty a -80°C durante 24h y en N2 hasta su uso.

Dia 0: Mieloablacién
Dia 1: Inyeccién CD34+

Aislamiento Extraccién de sangre/
de células CD34+ analisis de citometria de flujo

Implantacién PDX  Inicio tratamiento

oo AT ml— -
@ 4-5 semanas @ 8-12 semanas 3-4 semanasm 3-4 semanas

NSG 5-6 semanas é 15-25% huCD45+ 200mm?

Figura 8. Esquema del proceso de humanizacion con células CD34+. Las células CD34+ se aislaron de
muestras de sangre de cordén umbilical (SCU). Los ratones NSG hembra de 5-6 semanas de edad se
sometieron a mieloablacién 24 horas antes de la inyeccion de las células CD34+. Tras 3 meses, se extrajo
50ul de sangre por vena facial y se analiz6 por citometria de flujo el porcentaje de células huCD45+ en
sangre. A los ratones humanizados (>15% de huCD45+) se les implant6 un fragmento de tumor PDX y
cuando los tumores alcanzaron un volumen de 200mm? se inici6 el tratamiento.
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Determinacion de la de pureza de enriquecimiento en CD34 + por citometria de flujo

Las alicuotas pre-enriquecimiento, fraccion negativa y fraccion positiva recogidas
durante el aislamiento de las células CD34+ se lavaron con PBS y se bloquearon con solucion
de bloqueo (FcR blocking Reagent, #130-059-901, Miltenyi) durante 20 minutos, se lavaron
con PBS centrifugando a 1.200 revoluciones por minuto (rpm) 5 minutos, y se incubaron 30
minutos a temperatura ambiente en oscuridad con el marcador de viabilidad LIVE/DEAD
Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (#L.34965, Invitrogen) a una dilucion 1:1.000 en PBS. A
continuacion, las células se lavaron con PBS y se incubaron con 100ul de anticuerpo
huCD34-AF488 a una dilucion 1:300, 30 minutos en hielo y en oscuridad. Las células se
lavaron de nuevo y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 3% y se conservaron a 4°C

hasta ser analizadas en el citdmetro.

En todos los experimentos se utilizd una muestra control sin anticuerpo primario y un
control de fluorescencia menos uno (FMO). Todas las muestras se analizaron utilizando un
citometro de flujo FACS Canto (BD Biosciences) y se adquirieron al menos 10.000 eventos.
Los andlisis se realizaron con el software de analisis de citometros de flujo FlowJo version
10.2.

Humanizacion de ratones NSG: Inyeccion y evaluacion del porcentaje de humanizacion

Los ratones NSG hembra de 5-6 semanas de edad se sometieron a mieloablacién 24
horas antes de la inyeccion de las células CD34+. Para ello se administré 15mg/kg de

busulfan intraperitonealmente.

Los viales de células CD34+ aisladas se descongelaron a 37°C y, sin mezclar viales de
diferentes cordones, se transfirieron a tubos de 15ml con medio de descongelacion (PBS +
2% suero fetal bovino (FBS) + 10U/ml ADNasal). Las células se centrifugaron a 400g durante
10 minutos, se resuspendieron en el mismo medio y se contaron. Se recogieron 20.000
células de cada muestra de cordon para re-evaluar la viabilidad y pureza de las muestras
por citometria. La tincion de las células se realiz6 segtin el protocolo descrito en el apartado
2.2.1.

Se calcul6 el nimero de células necesario para preparar diluciones de 100.000 células
CD34+ por cada 100ul de PBS considerando el niimero total de células, la viabilidad y el
porcentaje de pureza de CD34+ obtenido en el analisis de citometria de flujo tras la

descongelacion. Se inyectaron 100ul por ratén via vena de cola usando agujas de 27G.

Trascurridas 8-12 semanas, se extrajo una muestra de sangre de cada raton. La sangre
extraida de los ratones humanizados (50ul) por vena facial y recogida en tubos EDTA, se
transfirid a tubos de 15ml para lisar los eritrocitos con 2ml de la soluciéon de lisis de
eritrocitos, previamente atemperada. Las muestras se centrifugaron a 1.200 rpm durante 5
minutos. El pellet se resuspendié con PBS y se centrifugd en las mismas condiciones. Las
células se bloquearon durante 20 minutos con soluciéon de bloqueo, se lavaron e incubaron

30 minutos a temperatura ambiente con el marcador de viabilidad LIVE/DEAD Fixable Aqua
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Dead Cell Stain Kit. Después, las células se tifieron con los anticuerpos primarios conjugados
con el fluorocromo en solucién FACs (0,1%BSA en PBS) durante 30 minutos a 4°C: huCD45-
PE, mCD45-AF488, CD3-PerPCy5.5, CD4-Brilliant Violet 421, CD8-PE/Cy7 usados a una
dilucién 1:300 (Tabla 1). Las células se lavaron de nuevo y se fijaron con PFA al 3% y se

conservaron a 4°C hasta ser analizadas en el citdmetro.

Todas las muestras se analizaron utilizando un citometro de flujo FACS Canto (BD
Biosciences) y los analisis se realizaron con el software de analisis de citdémetros de flujo

Flow]Jo version 10.2.

2.2.3. Modelos PDX humanizados como modelos preclinicos para testar estrategias de

inmunoterapia

Los ratones NSG humanizados (con un porcentaje de humanizacion confirmado mayor
del 15-25% de células huCD45+) y ratones NSG no humanizados (tras la inyecciéon no
exitosa de células CD34+ que se utilizaron como control del tratamiento) recibieron
implantes de fragmentos de tumores de PDX, que igual que para los tratamientos con PDX
en ratones inmunodeprimidos, fueron previamente amplificados en ratones nude. En el caso
de no obtener un nimero suficiente de ratones no humanizados, se utilizaron ratones NSG
que no habian seguido el protocolo de humanizacién para incluirlos en el grupo de
tratamiento no humanizados. El protocolo de implantacién, determinacion del crecimiento
delos tumores y el tratamiento se realizd de modo similar al descrito porlos PDX en ratones

inmunodeprimidos (apartado 2.1.4).

2.3. GEMMs de cancer de pulmén

2.3.1. Modelo de adenocarcinoma de pulmoén: Kras knockin-p53 knockout

El modelo animal knock-out p53'" (The Jackson Laboratory) se cruzé con los modelos
inducibles knock-in para Kras!s:¢22V (Guerra et al., 2003) para obtener el genotipo usado en
nuestros ensayos KrastSLc12Veero:p53lextlio? Estos ratones fueron cedidos por el Dr. Mariano
Barbacid.

El modelo Krastt612Vy el modelo p53'® contienen un cassete lox-STOP-lox (LSL) que
previene la expresion del alelo mutante. La coenzima recombinasa Cre, expresada en los
pulmones tras la infeccion con adenovirus por via intranasal, realiza cortes en los
fragmentos loxP que flanquean el elemento STOP del gen Kras y el gen Tp53. El elemento
STOP se elimina y de este modo se induce la expresion de la mutacion de Kras y el
silenciamiento de Tp53, induciendo el desarrollo de adenocarcinomas en el pulmoén (Figura
9).

43



Mats. y Métodos

44

ADENO-Cre
—loxp. ~STOP-loxP-~Kras G12V K —————— o Kras G12V
—loxP —-loxl' . Inyeccién intranasal B ——L .
Silenciamiento de Kras G12V Expresion de Kras G12V
Expresién Tp53 Silenciamiento Tp53

Figura 9: Esquema del proceso infeccién de adenovirus e induccién de adenocarcinomas de pulmén.
La infeccién con adenovirus por via intranasal, realiza cortes en los fragmentos loxP que flanquean el
elemento STOP del gen Kras y del gen Tp53 del modelo KrastsLG12Veeor:p53loxPiox® Asi se produce la expresion
de Kras G12V'y el silenciamiento de Tp53, promoviendo el desarrollo de adenocarcinomas en el pulmoén.

Para la inducciéon de adenocarcinomas de pulmoén se utilizaron ratones del modelo

KrastSte12veeoltp53loPloxt de 8 semanas de edad. Los ratones se inocularon intranasalmente

con 1x10° particulas de adenocre (ad5CMVcre, VVC-U of lowa-5, Universidad de Iowa) por
ratén, en un volumen de 60ul de virus diluidos en PBS. Los animales fueron previamente

anestesiados con una solucion 1:1 de ketamina y xilacina.

A los 6-9 meses de la infeccion se realizaron pruebas de imagen por micro-CT
(tomografia computarizada) con el equipo CompaCT scanner (SEDECAL Madrid SapinGE)
para confirmar la existencia de tumores antes de iniciar los tratamientos. Los estudios de
imagen se realizaron por el personal de la Unidad de Imagen Molecular del CNIO. El
volumen de los tumores se calculd a partir de las medidas de los tumores obtenidas por el
software GE MicroView software v2.2. siguiendo la siguiente formula: ancho x ancho x

largo /2.

2.3.2. Utilizacion del modelo inmunocompetente Kras knockin-p53 knockout como

modelo preclinico para testar estrategias de inmunoterapia

Los ratones que presentaron tumores en el micro-CT comenzaron el tratamiento al dia
siguiente, considerando la medida del micro-CT como medida cero. Los ratones se
distribuyeron en 4 grupos de 6 ratones por grupo, y se verifico que el tamafio de los tumores
de los grupos tenia similar media y desviacion estandar. El grupo control fue tratado con el
vehiculo. Los grupos tratados fueron, uno con el inhibidor de CDK4/6 (abemaciclib), por
via oral, a una concentracion de 50mg/kg/dia, 6 dias por la semana; otro con InvivoMAB
anti-mouse PD1 intraperitonealmente, a una concentracion de 200ug/ratén, 2 dosis por
semana; y el ultimo, con la combinaciéon de ambos farmacos con la misma pauta que en
monoterapia. Los ratones se pesaron una vez por semana para medir la posible toxicidad
de los farmacos. Tras 21 dias de tratamiento, se realiz6 un micro-CT para obtener el
volumen final de los tumores y se sacrificaron los ratones. En la necropsia, se recogid

muestra de sangre para analizar el hemograma, muestras de diferentes tejidos (higado,
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pulmoén y ganglios linfaticos) para analizar una posible toxicidad de los farmacos, y
muestras de los tumores de pulmén. Cuando el tumor tuvo un tamafio adecuado, se troced
para su conservacion a -80°C. Las muestras de los tejidos fueron fijados en formalina e

incluidos en bloques de parafina para analisis posteriores.

Las muestras parafinadas obtenidas fueron analizadas para estudiar la expresion
proteica mediante tinciones de IHQ. Por otra parte, el tamafio de los tumores se representd
relativizando cada medida del volumen tumoral final con respecto a la inicial, y se
representd la media y el error medio para cada grupo de animales. También se calculd el
incremento en el nimero de tumores en los diferentes ratones y se representd el nimero

inicial y el nimero final de tumores en cada condicion.

3. Modelos celulares y ensayos in vitro utilizando cultivos 3D: PDXDO

3.1. Establecimiento de PDXDO

Los tumores PDX fueron extraidos de los ratones cuando alcanzaron un volumen
mayor de 800mm?. El tumor se troced con el bisturi en trozos de aproximadamente 3mm?
y 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°C durante 60 minutos. Tras la incubacion, los trozos de
tumor digeridos se filtraron utilizando filtros de 70um, y se centrifugaron las células
disgregadas a 1.500 rpm durante 5min. 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 ctapulas de matrigel se sembraron en las placas
correspondientes segtin el experimento a realizar. A continuacion, se detalla la cantidad de
matrigel utilizado para cada placa, el numero de células sembradas y el ensayo que se

realizo con cada una de ellas (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de cultivos en funcion del ensayo a realizar

Placa de cultivo =~ Volumen de Matrigel N¢ de células/pocillo Ensayos realizados
P12 150ul 60.000 WB
P24 50ul 20.000 IHQ
P96 36ul 10.000 ICs0
P384 ul 5.000 ICso screening
Camaras-8-pocillos 40ul 40.000 IF/confocal

Abreviaturas: WB (western blot;); IHQ (inmunohistoquimica); ICso (Concentraciéon de inhibicion del 50%

del crecimiento); IF (inmunofluorescencia)

Las cupulas se dejaron solidificar a 37°C y 5% de CO: en el incubador durante 10
minutos y se aftadid medio completo (Medio Basico suplementado con 2% FBS, 3ng/ml
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factor de crecimiento epidermoide (EGF) (#PMGB8041, Life Technologies), 5ug/ml insulina
humana (#I3536, Sigma), 1pg/ml hidrocortisona (#H0888, Sigma), 1x B27 (#17504-044, Life
technologies)) hasta cubrir las capulas. El medio se renovo cada 4 dias.

Para realizar los pases de los PDXDO, se retird el medio y se disgregd el matrigel
usando 1ml de solucion “Cell Recovery” (#354253, Corning) por pocillo en frio. Se
levantaron las ctipulas de matrigel por pipeteo, se recogieron en un tubo y se incubaron
durante 30 minutos en hielo. Tras la incubacidon, se realizaron 2 lavados con PBS,
centrifugando los organoides a 1.500 rpm durante 5 minutos a 4°C. A continuacién, los
PDXDO se disgregaron anadiendo 500ul de “TrypLE” (#12605010, Thermofisher) e
incubando 5 minutos a 37°C. Una vez disgregados, las células se lavaron con medio Basico
a 1.200 rpm durante 5 minutos y se resembraron en matrigel siguiendo el protocolo
anteriormente descrito en este mismo apartado. El pase de los PDXDO se realiz6 para

analizar su histologia en el pase 2.

3.2. Caracterizacion de los PDXDO

Los PDXDO fueron caracterizados morfoloégicamente tras tincion con H&E, y la
expresion de proteinas de interés fue caracterizada por tincién de IHQ (ver apartado 4.4.)
comparada con las del PDX del que derivaban. Asimismo, los PDXDO se caracterizaron
molecularmente a nivel genémico analizando la presencia y conservacion de la frecuencia

alélica de la mutacion caracteristica de cada modelo por ddPCR (ver apartado 4.8).

3.3. Utilizacion de los modelos PDXDO como modelo in vitro para testar

diferentes estrategias terapéuticas

Una vez formados los organoides, fueron tratados con los farmacos en monoterapia o
en combinacion, usando el vehiculo como control. La respuesta a los farmacos testados se

analizd mediante diferentes estudios descritos a continuacion.

3.3.1. Calculo de la ICso para determinar la sensibilidad a diferentes farmacos

Para determinar la sensibilidad a diferentes farmacos se emple6 un ensayo de
citotoxicidad, que nos permitié el calculo de ICs, concentracion de farmaco a la que se
inhibe el 50% del crecimiento celular. Las células se sembraron en gotas de 9ul de matrigel
por pocillo en placas de 384 pocillos (#153764, Corning), 2 filas de 12 columnas para cada
farmaco a testar. Se anadieron concentraciones de farmaco decrecientes en las primeras 10
columnas, la columna 11 se tratd6 con el vehiculo, y la columna 12 se dejé sin tratar
(columnas control). En el caso de la determinacion de la sensibilidad de farmacos en
combinacion, las 10 primeras columnas se trataron con concentraciones decrecientes de

ambos farmacos. Tras 72h de incubacion a 37°C y 5% COx, se elimin6 el medio de las placas
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y se anadio 100ul 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). Los datos se analizaron
con el software bioestadistico GraphPad Prism para calcular la ICs. Para determinar el
efecto de la combinacion de dos farmacos, se utilizé la férmula del método de Chou-Talalay
(Chou, 2010). Esta formula calcula el indice de combinacién (CI), comparando la
sensibilidad a los dos farmacos en combinacién con respecto a la sensibilidad de los
farmacos por separado, e informa sobre si la combinacion de dos farmacos tiene un efecto
antagonico (CI>1), aditivo (CI=1), o sinérgico (CI<1). La férmula empleada para su célculo

es la siguiente:

CI= (ICs0 Farmaco 1 en combinacidon/ICso Farmaco 1 en monoterapia)

+ (ICso Farmaco 2 en combinacion/ICso Farmaco 2 en monoterapia)

3.3.2. Estudios de eficacia por microscopia confocal

Se sembraron 40.000 células/pocillo en cdmaras de 8 pocillos. Una vez formados, se
trataron los PDXDO con el inhibidor de CDK4/6 (abemaciclib) 10uM, o con el inhibidor de
ERK1/2 (LY3214996) 10uM o con la combinacion de ambos farmacos durante 48 horas, mas
10uM de la solucion con 5-etinil-2'-deoxiuridina (EdU) para cuantificar la viabilidad de las
células. Tras las 48 horas de tratamiento, se realizaron dos lavados con PBS de los pocillos.
Los pocillos de la caAmara de 8 pocillos se fijaron durante 30 minutos con PFA al 4%, y se
dejaron en PBS a 4°C hasta realizar la tincién de inmunofluorescencia para analizar por

microscopia confocal (ver apartado 4.1).

3.3.3. Caracterizacion molecular mediante secuenciacion (WES, WTS) y Western Blot
(WB)

Para realizar los estudios moleculares, se trataron los PDXDO con el inhibidor de
CDK4/6 (abemaciclib, 10uM), o con el inhibidor de ERK1/2 (LY3214996 10uM) o con la
combinacion de ambos farmacos durante 48 horas. Tras esas 48 horas, se retird el medio y
se disgregd el matrigel usando 1ml de solucion “Cell Recovery” (#354253, Corning) por
pocillo en frio. Se levantaron las cpulas de matrigel por pipeteo, se recogieron en un tubo
y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Tras la incubacion, se realizaron 2 lavados con
PBS, centrifugando las células a 1.500 rpm durante 5 minutos a 4°C. El pellet de organoides
se utilizo para la extraccidon de proteina (ver apartado 4.2.), ADN (ver apartado 4.6.) o ARN
(ver apartado 4.9) para posteriormente realizar la caracterizacion molecular mediante

secuenciacion (WES, WTS) y WB (ver apartados 4.7, 4.10 y 4.3 respectivamente).
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3.4. Establecimiento de PDXDO en co-cultivos con células inmunes como

modelo in vitro para testar estrategias de inmunoterapia

3.4.1. Aislamiento y activacion de linfocitos T

Las PBMCs de la sangre se aislaron de capas leucocitarias obtenidas de donantes sanos
del Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid. La sangre se diluy6 en PBS en
una ratio 2:1 (sangre: PBS) y se realizo un paso previo de enriquecimiento en células T. Para
el enriquecimiento en células T, la sangre diluida se incubd con 1ml del cocktail de
enriquecimiento de células T RosettteSep (#15021, stemcell) durante 30 minutos y se
transfirio a un falcon de 50ml con 15ml de Ficoll-Plus-Paque (#70-1440-02, GE Healthcare).
Tras una centrifugacion a 400g durante 30 minutos sin frenado, la interfase se recogio en
un tubo limpio y las células se lavaron para eliminar todos los posibles restos de Ficoll. Los
eritrocitos se lisaron con la solucién de lisis de eritrocitos (#00-4333-57, Invitrogen)
previamente atemperada, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se
centrifugaron a 400g durante 5 minutos y se lavaron con PBS para posteriormente ser

contadas.

Los linfocitos T aislados se activaron con una combinacion de 25ul/ml CD3/CD28/CD2
(25ul/ml de medio, #10970, stemcell) e lug/ml IL-2 (#78036, Stemcell) durante 72h de
incubacion a 37°C y 5%CO:. Tras este periodo, se recogio una alicuota del pocillo control
(sin activar) y del pocillo activado para confirmar la activacion por citometria de flujo. En
este caso el panel que se utiliz6 para la caracterizacion de los linfocitos aislados fue: CD3,
CD4, CD8, CD25 y CD69. El protocolo de citometria de flujo utilizado fue el previamente
descrito (ver apartado 2.2.2.).

3.4.2. Co-cultivos de células T activadas y PDXDO

Una vez formados los PDXDO en camaras de 8 pocillos y las células T activadas, se
calculd el nimero de células CD8+ considerando el numero total de células, la viabilidad y
el porcentaje de CD8+ en la muestra. Se afadieron las células T al medio de los PDXDO en
proporcién 1:1 (célula T: célula tumoral) y se incubaron 72 horas junto a los farmacos (el
inhibidor de CDK4/6 (abemaciclib, 10uM) o anti-PD-1 (pembrolizumab, 25mg/ml) o la
combinacion de ambos farmacos), llevando controles sin células inmunes. Tras las 72 horas
de tratamiento, se realizaron dos lavados con PBS de los pocillos. Los pocillos se fijaron
durante 30 minutos con PFA al 4%, y se dejaron en PBS hasta realizar la tincion de

inmunofluorescencia para analizar por microscopia confocal (ver apartado 4.1).
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4. Técnicas de biologia molecular

4.1. Tincidn de inmunofluorescencia

Los PDXDO tratados en las cdmaras de 8 pocillos con los farmacos e incubados con
EdU se fijaron durante 30 minutos con PFA al 4%. Tras la incubacidn, los pocillos se lavaron
2 veces con PBS al 3% de BSA y los PDXDO se permeabilizaron con una soluciéon de PBS al
0,5% de Tritén X-100 incubando durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron
2 lavados y se incubaron con 150ul del cocktail de reaccion Click-iT (Click-iT EdU Cell
Proliferation Kit for Imaging, #C10337, Invitrogen), preparado segun indicaciones del
fabricante, durante 30 minutos a temperatura ambiente y protegidos de la luz. En este
ensayo, el EQU incorporado al ADN sintetizado se marcé con un fluoréforo AF488 en una
reaccion especifica. Se elimino el cocktail, se lavaron los pocillos de nuevo y se incubaron 1
hora con solucion de bloqueo (PBS al 3% BSA y 0,2% Tritén X-100) para después incubar
con los anticuerpos primarios CK18 y Caspasa 3 a una dilucién 1:400 (Tabla 1) o/n a 4°C, en
el caso de los tratamientos con el inhibidor de CDK4/6 (abemaciclib) y el inhibidor de
ERK1/2 (LY3214996). En el caso de los co-cultivos se incub6 con caspasa 3 y CD45 en las
mismas condiciones. Tras dos lavados con PBS al 3% de BSA, se incub6 con el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con AF555 y anti-ratén conjugado con AF647 durante 1
hora a temperatura ambiente. Los nticleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
#62248, Invitrogen) durante 5 minutos, a una diluciéon 1:10.000. Las cdmaras se
desmontaron, se lavaron con PBS y los cubres se montaron con medio de montaje Prolong
(#39930, Invitrogen).

Las imagenes se obtuvieron usando el microscopio confocal (Leica TCS-SP5) y las
cuantificaciones se realizaron con el software Image ] por el personal de la Unidad de
Microscopia Confocal del CNIO. Se cuantificaron las células EAU positivas frente al nimero
total de células en una media de 4 imagenes por condicion de cada uno de los experimentos

(tomadas con objetivo 20x).

4.2. Extraccion de proteinas

Para la extraccion proteica de los tumores de los modelos PDX se utilizé el equipo
TissueLyser (Qiagen). Los fragmentos tumorales fueron troceados y conservados en
nitrogeno liquido hasta la lisis (apartado 1.1). Se anadié soluciéon RIPA (#R0278, Sigma)
complementado con un coctel de inhibidores de proteasas (cOmplete Mini sin EDTA,
#4693159001, Roche) y un coctel de inhibidores de fosfatasas (#4906837001, PhosSTOP
EASYpack, Roche) al trozo de tumor, y se disgregd mecdnicamente con el Tissuelyser
durante 5 minutos a 50 Hz. Las muestras se incubaron durante dos horas en frio agitando
con vortex cada 15 minutos. Posteriormente, los extractos se centrifugaron a 15.000 rpm

durante 10 minutos a 4°C para eliminar las membranas y otros restos celulares no digeridos.
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Los sobrenadantes se transfirieron a un nuevo tubo, conservando los sobrenadantes de

todas las muestras a -80°C.

Para la obtencidon de extractos proteicos de los PDXDO, los pellets obtenidos en el
apartado 3.3.3. se resuspendieron en 200ul de soluciéon RIPA complementado con los
inhibidores de proteasas y fosfatasas, incubando las muestras 1 hora en hielo y agitando
con vortex cada 15 minutos. Las muestras se centrifugaron y conservaron segtin lo descrito

para las muestras proteicas extraidas de los tumores.

La cantidad de proteina total obtenida de las muestras se cuantificé con el método de
Bradford (Bio-Rad), ahadiendo 1ul del extracto proteico en 200ul del reactivo Bradford 1X
(#5000205, Bio-Rad). La medicion se realizo con una lectura de la absorbancia a 595nm con
el espectrofotometro Victor Multilabel Plate Reader (PerkinElmer). Se utilizd6 BSA para
generar una curva estandar a partir de la cual extrapolamos la concentracion de nuestras

muestras.

4.3. Western Blot (WB)

Para realizar los WBs, se prepararon alicuotas de 50ug de los extractos proteicos de los
tumores y 25ug de los extractos proteicos de los PDXDO. Se afiadidé solucién de carga
Laemmli 5X (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, glicerol 10%, dodecilsulfato sédico (SDS) 1%, 2-
mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.0025% (Sigma-Aldrich)) y se desnaturalizaron

durante 5 minutos a 95°C.

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 patréon de peso molecular de proteinas. El gel separador se
preparo a una concentracion de poliacrilamida de entre 7,5-15% de concentracion 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 concentracion
del 4% de poliacrilamida. La electroforesis se realizd con el sistema Mini-Protean Tetra Cell
(Bio-Rad) a 100V utilizando como tampdn de electroforesis 1X Tris HCI 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 realizd a un amperaje constate de 200 mA 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 agitacién con la solucién de bloqueo
(solucion salina tamponada con Tris (TBS), 0.1% de Tween20 (#P7949, Sigma-Aldrich), 2%

BSA) y se incubaron con la dilucion correspondiente del anticuerpo primario en la solucion
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de bloqueo en agitacion a 4°C durante 12 horas. Los anticuerpos y las diluciones utilizadas

se detallan en la tabla 1.

Tras el periodo de incubacion 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 1:10.000 en solucion de bloqueo durante 1 hora a temperatura
ambiente. La deteccion, después de realizar los lavados de nuevo con TBS-Tween, se realiz6
con una reaccion quimioluminiscente con el reactivo ECL (#170-5061, Bio-Rad) detectada
por el equipo ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) usando diferentes tiempos de exposicion

dependiendo del anticuerpo.

Las bandas de proteina se cuantificaron con el software ImageLab 5.0 (Bio-Rad). Se
determino el volumen de las bandas de la proteina de interés y se normalizé con el volumen

de la banda control de la misma membrana (-actina).

4.4. Tinciones de Inmunohistoquimica

Los tumores de pacientes, los tumores y otros tejidos extraidos de los PDXy las ctipulas
de matrigel con los PDXDO se fijaron en formalina neutra al 10% (formaldehido al 4% en
solucidn), se incluyeron en parafina y se cortaron a 3um en microtomo, se montaron en
portaobjetos superfrost®plus y se secaron durante la noche. Las tinciones de los bloques de
pacientes se realizaron en el H120, y las tinciones de los tejidos de ratén y los cultivos de
PDXDO en la unidad de histopatologia del CNIO.

Para los diferentes métodos de tincidn, los portaobjetos se desparafinaron en xileno y
se rehidrataron mediante una serie de etanol graduado hasta el agua. Se tifieron secciones
consecutivas con H&E, y se realizaron varias reacciones de inmunohistoquimica en una
plataforma de inmunotincién automatizada (Autostainer Link AS48, Agilent; Discovery
XT-ULTRA, Ventana-Roche; Bond Max, Leica), como se detalla en la tabla adjunta (Tabla
6). Se necesitaron sistemas de visualizacion (también detallados en el cuadro) conjugados
con peroxidasa. En el caso de las tinciones de tejidos de modelos PDXy para evitar la tincion
inespecifica del componente murino, se elimina el paso del post-primario en aquellos
anticuerpos hechos en especies distintas del raton. Para estos ultimos, se ajusta la reaccion
modificando las condiciones de la recuperacion antigénica. Para el revelado cromogénico
se utilizéd diaminobenzidina (DAB) y los ntcleos se contratifieron con hematoxilina de

Carazzi.

Todos los portaobjetos fueron deshidratados, aclarados y montados con un medio de
montaje permanente para su evaluacion microscopica. En cada tinciéon se incluyeron
secciones de control positivo que se sabia que eran positivas para el anticuerpo primario.
Las iméagenes se tomaron con un microscopio de campo claro (Leica Biosystems). Las

cuantificaciones fueron realizadas por el patélogo (Dr. José Luis Solorzano).
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Tabla 6. Condiciones especificas de cada anticuerpo para las tinciones de IHQ

primario 8)

Recuperacion
. i . . ., Plataforma PDX/Humano
Anticuerpo  de antigenos/ Sistema de visualizacion L ,
. automatica /Raton
Dilucion
Solucién pH i-raté {
CD20 P Anti-raton + polimero AS-Link 48 PDX
alto RTU Novolink (no post-primario)
Solucion pH Anti-ratén + polimero
CD4 alto Novolink polymer (no post- AS-Link 48 PDX
primario)
Solucién pH i-raté 1
CD56 P Anti-raton + polimero AS-Link 48 PDX
alto RTU Novolink (no post-primario)
Solucién pH i-ratd i i-
CDe68 P Anti 1.‘aton " OmmMap a?tl Discovery XT PDX
alto RTU conejo+ (no post-primario)
Solucién pH i-raté i
CDS p Anti-raton + Nov?hnk.polymer AS-Link 48 PDX
alto (no post-primario)
CD45ALC  RiboCCRTy ~ Anfimaton+OmniMapanti- b 0o vy PDX
conejo + ChromoMap DAB
. Anti-ratén + OmniMap anti- .
ki67 CC1 RTU D XT PDX
conejo + ChromoMap DAB 1Scovery
) Solucién pH
ki67 . EnVision FLEX+ AS-Link 48 Humano
bajo RTU
ER1 pH6 Anti-ratén + Bond Polymer
P63 , . Refine Detection (post- Bond III Leica PDX
20 prediluido . L,
primario 8")
ER2 pHY Anti-ratén + Bond Polymer
P63 , o Refine Detection (post- Bond III Leica Humano
20 prediluido . o,
primario 8)
Solucién pH i .
PD-L1 . p Novolink p.olym.er (no post AS-Link 48 PDX
bajo 1/75 primario)
Solucién pH
PD-L1 , EnVision FLEX+Rabbit AS-Link 48 Humano
bajo 1/150
Solucién pH i .
SMA . p Novolink .poly.mer (post AS-Link 48 Ratén
bajo 1/75 primario)
Solucién pH i-raté i
SMA p Anti-ratén + Novc.)hnk.polymer AS-Link 48 PDX
alto 1/4 (no post-primario)
Solucién pH
SMA EnVision FLEX AS-Link 48 Humano
alto RTU
ER1 pH6 Anti-raton + Bond Polymer
TTF-1 51/100 Refine Detection (post- Bond III Leica PDX
primario 8")
ER1 pH6 Anti-raton + Bond Polymer
TTEF-1 10°1/100 Refine Detection (post- Bond III Leica Humano

Abreviaturas: RTU (Ready To Use); ER (recuperacion de epitopo); CC (liquido de recuperacion)
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4.5. Hibridacion In situ

Los tumores de los PDX y los PDXDO se analizaron para cuantificar el componente
humano mediante hibridacion in situ con la sonda ALUII, un oligdmero que corresponde a

porciones de secuencias Alu especificas para humanos.

En cuanto a la hibridacion in situ con la sonda ALUIIL se utilizé6 una plataforma
automatica (Ventana Discovery ULTRA, Roche). Tras la desparafinacion y rehidratacion,
se realizo primero la recuperacion de antigenos con el tampon seleccionado (ULTRA CC2,
5424542001, Ventana, Roche) y Discovery Protease III (760-2020, Ventana, Roche). A
continuacion, los portaobjetos se incubaron con la sonda de control positivo Alull (Ventana,
Roche 05272041001) marcada con dinitrofenol (DNP). Después de la sonda, fueron
necesarios tres lavados y se incubaron con anti-DNP (780-4335., Ventana, Roche). Se utilizd
el sistema de visualizacion (OmniMap anti-conejo, Ventana, Roche) conjugado con
peroxidasa. Para el revelado cromogénico se us6 DAB (ChromoMap DAB, Ventana, Roche)

y se realiz6 una contra-tincidn en los nuicleos con hematoxilina de Carazzi.

Todos los portaobjetos fueron deshidratados, aclarados y montados con un medio de
montaje permanente para su evaluacién microscdpica. En cada tinciéon se incluyeron

secciones de control positivo previamente verificadas.

4.6. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los PDXDO y de las muestras tumorales de los PDX se realiz6
con el protocolo del kit de QIAGEN (#51306). Las muestras tumorales se disgregaron con
el equipo TissueLyser durante 5 minutos a 50Hz en solucion de lisis del kit de QIAGEN
junto con la proteinasa K y se incubaron a 56°C en agitacion 24 horas. Los PDXDO se
incubaron con la solucidn de lisis 10 minutos a 56°C sin la disgregacion mecanica por
tissulyser. 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

eluy6 usando el tampon correspondiente.

Para la extraccion de ADN del plasma sanguineo, las sangres se centrifugaron a 3.000
rpm durante 10 minutos. El plasma sobrenadante se recogié en un nuevo tubo y se
centrifugo a 5.000 rpm durante 20 minutos. A continuacion, se procedio a la extraccion del
ADN circulante (ADNCcf) con el kit QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (#55114, Qiagen).

La concentracion de ADN extraido se determind en el equipo NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific). Las muestras utilizadas para la secuenciacion del exoma o para el analisis
por ddPCR fueron cuantificadas por el Fluorometro Qubit 4 (Invitrogen) con el Kit Qubit™
dsDNA HS Assay (#Q32854, Invitrogen).
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4.7. Secuenciacion completa del exoma (WES)

Las muestras de ADN extraidas como se indica en el apartado 4.6. delos PDXy PDXDO
fueron secuenciadas (WES) usando el protocolo SureSelect XT Human All Exon V6
(Agilent). Se analiz6 la calidad de las muestras con el equipo Qubit 4 (Thermo Fisher
Scientific), siendo necesario 1pg de ADN. El ADN se fragmento en fragmentos de entre 150-
200 pb con el equipo Covaris. De nuevo, se analizo la pureza del ADN fragmentado con el
equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent) para pasar posteriormente por la reparacion de los
extremos de los fragmentos. E1 ADN se recogi6 usando bolas magnéticas AMPure XP beads
para conservar la pureza. En el siguiente paso, se afiadid una cola de bases A al extremo
3’de los fragmentos de ADN. Tras recoger las muestras asegurando la pureza de nuevo con
bolas magnéticas, los fragmentos de ADN se ligaron a los adaptadores con el consiguiente
paso de purificacion. La libreria de ADN creada ligada a sus adaptadores fue amplificada
por PCR. La calidad del ADN obtenido se midi6 con el Bioanalyzer 2100 (Agilent).

Por altimo, la secuenciacion se realizd en una plataforma NovaSeq 6000 (Illumina) con

recorridos de 150 pb por pares y fue externalizada a la compania Macrogen.

4.8. Digital Droplet PCR (ddPCR)

El ADN fue extraido de los PDXDO, de las muestras tumorales y de las sangres de los
PDX segtin el protocolo descrito previamente (ver apartado 4.6.). En el estudio de ddPCR,
el ADN se cuantificéd utilizando Qubit 4 (Invitrogen), con Qubit dsDNA Hs Assay. Se
mezcld el ADN de la plantilla (5uL Ing/uL), 1 x Bio-Rad Residual DNA Quantification
Supermix, la sonda FAM/HEX (Tabla 2) y el agua irradiada con UV (ultravioleta) hasta un
volumen final de 20uL en una placa de PCR de 96 pocillos. La placa de 96 pocillos se colocd
en el generador automatico de gotas (BioRad). La emulsion de gotas generada se transfirio
a otra placa PCR de 96 pocillos y se amplifico en un termociclador (C1000 Touch Thermal
Cycler with 96-Deep Well Reaction Module, BioRad). Tras la amplificacion, las placas se
transfirieron al lector de gotas QX 200 (BioRad) y se analizo la presencia de la mutacion en

estudio y se cuantifico la frecuencia alélica usando el software QX (Bio-Rad).

4.9. Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN de los PDXDO y de las muestras tumorales de los PDX se
siguio el protocolo del kit RNeasy Mini Kit (#74104, Qiagen). Las muestras tumorales fueron
previamente disgregadas con el equipo TissueLyser en la solucion de extraccion del kit
durante 5 min a 50Hz. Las muestras de PDXDO fueron directamente incubadas con el kit
de extraccion. El kit RNeasy utiliza una membrana de silice para la purificacion del ARN.
La concentracion de ARN extraido se determind en el equipo Quantifluor (Promega) con el
kit Quantifluor RNA System (#E3310, Promega).
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4.10. Secuenciacion completa del transcriptoma (WTS)

Con las muestras de ARN extraidas de los PDXDO y de las muestras tumorales de los
PDX, como se indica en el apartado 4.9., se analizd el transcriptoma completo siguiendo el
protocolo TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit Library (Illumina). Tras la
extraccion se analizo la pureza del ARN con el equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent), siendo
necesario 1pug de ARN de alta calidad, con un valor de Numero de Integridad del ARN
(RIN) mayor oigual a?7.

Las moléculas de ARN mensajero (ARNm) que contienen la fraccién poly-A se
purifican del ARN total utilizando bolas magnéticas unidas a un oligo de poly-T. Tras la

purificacion, el ARNm se fragmentd utilizando cationes divalentes a temperatura elevada.

Los fragmentos de ARN se transcribieron a ADN complementario (ADNc) de una sola
hebra utilizando transcriptasa inversa y cebadores aleatorios. La sintesis de la segunda
hebra del ADNCc se realizé por la Polimerasa I y la ARNasa H e incorporando uridina
trifosfato (AUTP). Tras la sintesis de las dos hebras, se afiadio a los extremos 3’de los
fragmentos de ADN un nucle6tido A para permitir laligacion del adaptador. Los productos
de la ligaciéon fueron amplificados por PCR y purificados. El producto final se envid a

Macrogen para su secuenciacion.

5. Anadlisis bioinformaticos

Los analisis bioinformaticos de los datos obtenidos de la secuenciacion del exomay el
ARNseq de las muestras de los PDX y de los PDXDO basales y tratados se realizaron con

la supervision del bioinforméatico del laboratorio (David Gomez).

5.1. Analisis de exomas

Los datos crudos de la secuenciacion fueron previamente filtrados usando la
herramienta Fastp. Las lecturas se clasificaron en lecturas humanas y de ratéon usando el
programa xengsort utilizando los genomas humano y murino disponibles en la base de
datos publica GENCODE.

Las lecturas clasificadas como humanas se alinearon con el genoma humano de
referencia GRCh38 del National Center for Biotechnology information (NCBI) utilizando BWA-
MEM (H. Li, 2013). Los alineamientos generados se utilizaron como input de tres
programas de llamadas de variantes o variant calling diferentes: Mutect2, VarDict (Lai et al.,
2016) y FreeBayes (Garrison & Marth, 2012) empleados para detectar variantes somaticas
pequefias: variantes de un solo nucleétido, variantes de multiples nucle6tidos y pequenas

inserciones y deleciones.
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La llamada de variantes se realizé utilizando tnicamente las muestras tumorales a
excepcion de unos pocos casos (6 de 45) donde la muestra normal pareada derivada del
paciente también estaba disponible para restar las variantes germinales. A continuacion, se
anotaron las variantes con ANNOVAR (K. Wang et al., 2010) y con scripts propios. Estos
scripts incorporan informacion de diferentes bases de datos para ayudar a la interpretacion
de dichas variantes, de tal forma que se pudiera discernir entre variantes somaticas reales
y polimorfismos u artefactos. Se consultaron dos tipos principales de bases de datos. El
primer tipo consistente en bases de datos de variantes genéticas germinales: gnomAD
(Karczewski et al., 2017), CSVS (Pefia-Chilet et al., 2021) y una base de datos propia de
pacientes del H120 no relacionada con cancer. El segundo tipo lo conforman bases de datos
de variacion somatica propia de tumores: COSMIC (Tate et al., 2019), MSK-IMPACT (Cheng
et al., 2015), Catalog of Validated Oncogenic Mutations (Tamborero et al., 2018) y Cancer
Gene Census (Sondka et al., 2018). El listado final de variantes candidatas se verifico

manualmente utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer).

Las variaciones en el nimero de copias se estimaron ejecutando CNVkit (Talevich et
al., 2016), utilizando todas las muestras de exoma de tumores PDX como linea base sobre

la que calcular ganancias o pérdidas.

Finalmente se obtuvieron los graficos con dichas variantes de una lista curada
manualmente de 58 genes de cancer de pulmoén con la funcién Waterfall de GenVisR
(Skidmore et al., 2016). Estos 58 genes fueron seleccionados utilizando la base de datos del
The Cancer Genome Atlas (TCGA), eligiendo los mas frecuentemente mutados, aquellos
clinicamente relevantes en CPNM y aquellas mutaciones con terapia dirigida. La lista con
los 58 genes se indica a continuacion: AKT1, AKT2, AKT3, ALK, ARID1A, BRAF, CCND],
CDKN2A, CTNNBI, EGFR, ERBB2, ERBB3, ESR1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, GATAS3,
GNA11l, GNAQ, GNAS, HLA-A, HRAS, IDH1, IDH2, KEAP1, KIT, KMT2B, KMT2D,
KRAS, KSR1, MAP2K1, MET, MGA, MYC, NF1, NFE2L2, NFE2L3, NOTCH1, NRAS,
NTRK1, PDGFRA, PIK3CA, PPP2R1A, PTEN, RB1, RBM10, RET, RIT1, ROS1, SETD2,
SMARCA4, STK11, TP53, TSC1, TSC2, U2AF1, STK11.

5.2. Analisis del transcriptoma

Los datos crudos de la secuenciacion fueron posteriormente filtrados usando la
herramienta Fastp. Las lecturas se clasificaron en lecturas humanas y de ratéon usando el

programa xengsort utilizando los genomas humano y murino disponibles en la base de
datos publica GENCODE.

Se utilizd la herramienta Salmon (Patro et al., 2017) para cuantificar la expresion de los
transcritos utilizando los datos de WTS. La abundancia de cada gen fue cuantificada para
obtener un valor de transcriptos por millon (TPM) y las lecturas que mapean a cada
transcrito a través de tximport (Soneson et al., 2015).
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Para resumir la expresion génica de cada muestra de PDX en las principales vias de
sefalizacion activadas en cancer, ejecutamos el algoritmo PROGENYy (Schubert et al., 2018).
Este método incorpora el conocimiento previo para inferir las actividades de las vias. En
PROGENYy utilizamos la abundancia de expresion normalizada y, obtuvimos puntuaciones
de las vias activas del cdncer que luego se transformaron en z y se visualizaron con
pheatmap (Kolde, 2015).

Para el anadlisis de las muestras de los tratamientos en PDXDQO, se realizd un
enriquecimiento funcional en cada una de las muestras de forma individual (single simple
gsea, ssgsea) con un paquete llamado singscore, escogiendo las rutas en msigdb. Los

resultados de los andlisis se visualizaron con pheatmap.

6. Analisis estadisticos

Para los andlisis estadisticos se utilizaron los programas SPSS (IBM) y GraphPad Prism
6.0. Para comprobar que los grupos de datos se ajustaban a la normalidad, se empled la
prueba de Saphiro-Wilk. Los conjuntos de datos con una distribucién normal se muestran
como media * error estandar de la media (SEM), para los conjuntos de datos que no se
ajustan a una distribucién normal se representa la mediana y el rango. Las comparaciones
entre el éxito del injerto y las caracteristicas de los pacientes se evaluaron mediante pruebas
de x2. Las comparaciones entre el tiempo de crecimiento y las caracteristicas de subtipo
histoldgico y estadio de los PDX se evaluaron mediante pruebas ANOVA. Los p-valores
obtenidos de las pruebas estadisticas que se detallan se consideraron estadisticamente
significativos cuando su valor estaba por debajo de 0.05. Siendo el p-valor p<0.0001 (****),
p<0.001 (***), p<0.01 (**), p<0.05 (*), p>0.05 (ns, no significativo).

6.1. Analisis estadisticos de los ensayos in vitro

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 de Welch para las muestras con distribucion normal pero con varianzas diferentes.
Se realizd la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para muestras que no se ajustaban

a una distribucién normal.

6.2. Analisis estadisticos de los ensayos in vivo

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 T no
pareada para las muestras que mostraban normalidad y la prueba no paramétrica U de

Mann-Whitney para muestras que no se ajustaban a una distribuciéon normal.
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7. Aspectos éticos

En este proyecto se siguen los estandares de calidad ética y cientifica requeridos para
el diseno, ejecucion y andlisis de estudios que involucren la participacion de seres humanos
y animales. Toda la experimentacion realizada en esta tesis estd regulada y aprobada por

los comités éticos correspondientes.

7.1. Comités éticos de pacientes

El proyecto de investigacion fue aprobado por el comité ético del hospital (ID de
aprobacion:2012PI/241 (Sevilla) y CEIm 20/090 (Madrid)). Todos los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito, previamente aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica de los Hospitales (HUVR y H120).

7.2. Comités éticos de animales

A continuacidn, se citan los comités éticos aprobados para el uso de animales en los

experimentos realizados en esta tesis doctoral.
- Para establecer la coleccién de PDX se aprobd el proyecto con ref: SSA/SI/MD/pdm
y el PROEX 084/15.

- Para el tratamiento de los modelos PDX inmunodeprimidos se aprobaron los
PROEX 173/18.

- Para el establecimiento y tratamiento de los modelos humanizados se aprobaron los
PROEX 067/19 y PROEX 173/20.
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Resultados

1. Generacion y caracterizacion de una amplia coleccion de modelos PDX de

CPNM como herramienta preclinica de evaluacion in vivo de nuevas

estrategias terapéuticas

Se recogieron 124 muestras tumorales en fresco de pacientes con CPNM resecados
entre 2013 y 2019, y se implantaron por via subcutdnea en ratones atimicos. Los tumores
que crecieron fueron extraidos, y los fragmentos re-implantados en nuevos ratones y asi
sucesivamente hasta llegar como minimo a pase 2 (P2), cuando se considerd que los
modelos estaban establecidos. En cada pase se recogieron muestras de los tumores para su
posterior caracterizacion. Ademads, se recogieron los datos clinicos mas relevantes de los

pacientes.

1.1. Caracteristicas clinicas de la coleccion de modelos PDX de CPNM

Partiendo de 124 muestras recogidas, conseguimos establecer con éxito 45 modelos
PDX de cancer de pulmén no microcitico, que incluyeron 15 modelos de adenocarcinomas
(33,3%), 27 de carcinomas epidermoides (60%) y 3 modelos de carcinoma de célula grande
(6,7%) (Tabla 7). La tasa de éxito, considerando conjuntamente las tres histologias, fue del
36,3% (45/124). Centrandonos en la coleccion de muestras de pacientes que di6 lugar a los
45 modelos PDX establecidos, cuyas caracteristicas clinicas se detallan en la tabla 8,
observamos que nuestros pacientes presentaban una mediana de 67 afios (rango: 44-81), y
los estadios eran tempranos mayoritariamente, repartidos en estadio I el 26,7% de los casos
(12/45), estadio II en el 40% (18/45), estadio III en el 28,9% (13/45), y estadio IV en el 4,4%
(2/45) de los casos. Analizando las tasas de éxito de establecimiento de los modelos por
histologia notamos que la tasa de éxito fue menor para el adenocarcinoma (24,6%; 15/61),
que para el carcinoma epidermoide (47,4%; 27/57) y el carcinoma de célula grande (50%;
3/6) (Tabla 7). También observamos que la probabilidad de éxito de injerto fue dependiente
del género y del habito tabaquico, siendo mayor en varones y en fumadores, no habiéndose

establecido ningtin modelo de pacientes no fumadores (Tabla 7).
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Tabla 7. Resumen de las caracteristicas clinicas generales de la cohorte de pacientes utilizada, y de la
coleccion de PDX establecida. El éxito de injerto indica el nimero de modelos establecidos entre el total
de muestras implantadas para cada una de las caracteristicas. Las comparaciones entre el éxito de injerto
y las caracteristicas de los pacientes se evaluaron mediante pruebas de x2. Un p valor < 0,05 se considero
estadisticamente significativo.

Cohorte de Coleccion Exito de injerto  p-valor
pacientes PDX (%)
Muestras 124 45 36,3%
(n)
Adenocarcinoma 61 (49,2%) 15 (33,3%) 24,6%
Carcinoma o o o
Histologia epidermoide 57 (46%) 27 (60%) 47,4% 0,028
Carcinoma de o o o
célula grande 6 (4,8%) 367%) 50%
I 45 (36,3%) 12 (26,7%) 26,7%
11 44 (35,5%) 18 (40%) 40,9%
Estadio
III 30 (242%) 13 (28,9%) 43,3% 0,349
v 5 (4%) 2 (4,4%) 40%
Hombre 98 (79%) 40 (88,9%) 40,8%
. 0,042
Género
Mujer 26 (21%) 5(11,1%) 19,2%
Edad 66 [33-84] 67 [44-81] -
No fumador 11 (8,9%) 0 (0%) 0%
Habito de Ex-fumador 14 (11,3%) 6 (13,3%) 42,9% 0,031
fumar
Fumador 99 (79,8%) 39 (86,7%) 39,4%




Resultados

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de los 45 pacientes de los que se han establecido los modelos PDX.

M;]g;lo Género Edad tailz;’::i(lo paqg/afio Subtipo  Estadio TNM
TP1 H 72 F 20 ESC ITA T2a N1MO
TP3 H 50 F 61 ESC IA T2a NOMO
TP6 H 79 F 80 CCL IIB T2b N1MO
TP13 H 80 F 95 ESC ITA T1b N1 MO
TP17 H 76 F 96 ESC ITA T1b N1 MO
TP21 H 71 F 60 ESC IITA T3 N1 MO
TP24 H 81 F 66 ESC IIB T2a N1 MO
TP26 H 71 F 78 ESC ITA T2a N1 Mx
TP34 H 75 F - ESC IITA T4a NO MO
TP37 H 56 F 40 ESC IB T2a NO MO
TP40 H 61 F 80 ADC IITA T2a N2 M0
TP42 H 72 F 65 ESC ITA T2 N1 MO
TP43 H 65 F 71 ADC IV -
TP44 M 56 F 54 ESC ITA T2a N1 MO
TP45 H 74 F 70 ESC ITA T2a N1 M0
TP52 H 65 F 43 ESC IIA T3 N1 M0
TP53 H 76 F 65 ESC IB T2a N0 MO
TP55 H 56 F 45 ESC ITA T2a N1 M0
TP57 H 70 F 40 ADC IB T2aNOMO
TP60 H 61 F 40 ADC IIA T3 N1 M0
TP63 H 79 F 80 ADC IIA T3 NO MO
TP64 H 68 F - ESC I1B T3 NO MO
TP65 H 65 F 50 ESC IIA T3 N1 MO
TP67 H 67 F 131 ESC IA T1b NO MO
TP70 M 62 F 36 ADC IB T2a NO MO
TP71 H 72 F 135 ESC IIA T2a N2 MO
TP79 H 80 F - ADC I1B T2b N1 MO
TP80 H 74 F 53 ADC v T3 NO MO
TP90 H 65 F - ESC IB T2a NO MO
TP91 H 65 F 50 ADC IITA T1b N2 V1
TP96 H 65 F 96 ESC IB T2a NO MO
TP99 M 44 F 17 CCL 11B T3 NO MO

TP100 H 65 F 55,5 CCL ITA T2a N1 MO
TP103 H 62 Exf 20 ADC ITA T2a N1 MO
TP106 H 68 Exf 90 ESC 11B T3 NO MO
TP107 H 73 F 50 ESC IB T2a NO MO
TP109 H 75 F 30 ESC IB T2a NO
TP111 H 56 F 58 ESC ITTA T3 N1 M0
TP114 H 71 F 80 ESC 11B T3 NO M0
TP118 M 66 F 4 ADC ITA T1bN1
TP126 M 67 F 55 ADC 1B T2aNO0
TP134 H 63 Exft 60 ADC IB -
TP143 H 53 Exf - ADC IIA T4ANIMO
TP148 H 51 Exft 20 ADC I11B T4N2MO
TP154 H 77 Exf 30 ESC IIA T4NOMO

Abreviaturas: H (hombre); M (mujer); F (fumador); Exf (extumador); ADC (adenocarcinoma); ESC (carcinoma

epidermoide); CCL (carcinoma de célula grande); paq (paquetes); - dato no disponible.
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1.2. Caracterizacion del crecimiento de los modelos PDX de CPNM

La evaluacion del crecimiento de los tumores en los modelos PDX de CPNM en pase 0
(P0), 2 (P2) y en pases intermedios y tardios (’>10) mostr6 que cada modelo requirié un
tiempo diferente para establecerse, y una tasa de crecimiento especifica independiente de
la mayoria de los parametros clinicos de las muestras de los pacientes donantes (Tabla 9).
El tiempo de crecimiento promedio desde el implante hasta alcanzar un volumen de 800-
1000mm? fue de 20,6 semanas en PO, y menor en los pases posteriores en todos los modelos.
El tiempo de crecimiento hasta alcanzar el mismo volumen disminuyd en 4-8 semanas en
todos los modelos PDX en los pases posteriores al P2 comparando con el PO (Figura 10). El
tiempo de crecimiento medio en PO fue de 22,5 semanas para los modelos de
adenocarcinoma y de 19,6 semanas para los modelos de carcinoma epidermoide, diferencia
que no fue estadisticamente significativas (p=0,326). Los tumores implantados en estadio I
mostraron un tiempo de crecimiento en PO mayor, 27,4 semanas, que los de estadios mas
avanzados (18,7 semanas para el estadio II, 16,8 semanas para el estadio III, 17 semanas para
el estadio IV), aunque tales diferencias no son significativas (p=0,056). Considerando que
los modelos estaban establecidos en P2, calculamos el tiempo de establecimiento de todos
los modelos, siendo el tiempo medio de 49,6 semanas. Por otra parte, no todos los modelos
establecidos crecieron de forma homogénea en todos los ratones implantados en pases
sucesivos. Después del P2, observamos que algunos modelos presentaban tasas de
crecimiento en el pase siguiente superiores al 80%, como por ejemplo TP57 o TP60, y otros
modelos con tasas inferiores al 60% (TP80 o TP118) (Tabla 9).

1.3. Caracterizacion morfologica de la coleccion de modelos PDX de CPNM

Para evaluar si los modelos PDX conservaban las caracteristicas morfologicas de los
tumores resecados de los que provenian, comparamos la histologia de la muestra del tumor
del paciente y del PDX correspondiente a lo largo de los diferentes pases (en P2, cuando el
PDX se considera establecido, y en pases posteriores). Todos los PDX establecidos
conservaban la misma morfologia y las principales caracteristicas histoldgicas de su
correspondiente tumor original (Figura 11-13). Los modelos de adenocarcinoma tenian una
morfologia acinar (Figura 11), mientras que los modelos de escamoso mantenian rasgos
especificos de este subtipo histolégico como son las perlas de queratina (Figura 12). Cabe
destacar que, en todas las histologias, los modelos mostraron tendencia a desdiferenciarse

y volverse mas solidos con el tiempo.
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Tabla 9. Evaluacién del crecimiento de cada modelo PDX de CPNM establecido. El tiempo de
establecimiento fue definido como el tiempo trascurrido entre el implante en el pase 0 y la extraccion del
tumor en el pase 2. El tiempo de crecimiento fue la media de las semanas que los tumores implantados
tardaron en alcanzar un tamafio de 800-1000mm? en todos los ratones de pase 0 (P0) y de pase 2 (P2). La
tasa de crecimiento muestra el porcentaje medio de ratones implantados que presentaron crecimiento
tumoral en cada uno de los pases. La barra (/) indica que los modelos no han alcanzado ese pase en el
momento del analisis de los datos.

| Tiempo de crecimiento (en semanas) |

Tiempo de Ultimo Pase Pase Tasa de
Modelo establecimiento pase PO P2 intermedio  tardio crecimiento
(en semanas)  analizado (10-30) (>30) (%)
TP1 70 14 22 21 28 / 67,6
TP3 81 14 44 17 22 / 70,7
TP6 32 4 11 11 / / 55,7
TP13 35 31 14 9 9 18 93,7
TP17 32 2 15 8 / / 75
TP21 44 2 19 9 / / 86,7
TP24 53 18 18 14 13 / 67,5
TP26 40 2 17 12 / / 96,9
TP34 57 26 21 18 12 / 81,7
TP37 40 7 14 11 / / 69
TP40 38 36 25 7 10 10 75,6
TP42 26 2 10 8 / / 97
TP43 64 31 20 24 9 / 79,4
TP44 37 4 27 37 / / 56,7
TP45 39 2 18 9 / / 83,3
TP52 79 5 29 34 / / 66,7
TP53 87 5 26 35 / / 69,4
TP55 19 2 6 7 / / 94,4
TP57 27 42 12 9 6 6 86,4
TP60 26 41 11 7 8 8 89,8
TP63 33 19 7 16 13 / 66,6
TP64 66 20 22 30 16 / 73
TP65 28 22 8 12 4 / 93,8
TP67 73 18 31 14 10 / 77,4
TP70 53 32 24 13 11 / 79,1
TP71 20 5 7 7 / / 91,7
TP79 46 34 30 8 10 7 73,3
TP80 42 24 14 12 12 / 55,5
TP90 26 25 8 10 12 / 64,9
TP91 35 28 13 10 13 / 80,6
TP96 23 32 8 7 4 10 86,2
TP99 11 4 5 3 / / 90
TP100 39 2 17 8 / / 92,6
TP103 41 36 13 9 10 6 71,5
TP106 67 7 29 18 / / 69,4
TP107 74 44 46 10 4 6 70,5
TP109 49 7 24 11 / / 79,6
TP111 74 15 27 23 5 / 85,7
TP114 67 22 29 12 12 / 76,4
TP118 130 10 43 43 / / 36,8
TP126 51 37 34 11 6 15 90,7
TP134 103 7 58 22 / / 81,6
TP143 39 13 19 8 11 / 72,5
TP148 71 6 15 27 / / 78,9
TP154 44 4 17 13 / / 74,2
Media 49,6 20,6 14,8 10,8 9,6
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Figura 10. Evolucion del creciemiento de los tumores PDX a lo largo de lo pases. Las graficas
muestras el promedio de semanas desde el implante hasta alcanzar un tamafo tumoral 800-1000mm?
de todos los ratones del mismo pase para todos los modelos establecidos. Se representa el pase 0
(PO), pase 2 (P2), Pase intermedio (pases de 10 a 30) y pase tardio (pases > de 30). Los valores de p se
obtuvieron con la prueba U de Mann-Whitney (****, p < 0.0001; **, p <0.01; ns, p>0.05, no
significativo).

Para completar la caracterizacion morfologica, analizamos la expresion mediante
tincion de IHQ de los biomarcadores estandar empleados en la clinica para el diagndstico
diferencial de los distintos subtipos de CPNM. Los resultados verificaron que todos los
tumores en los modelos PDX, coincidian con el diagnostico original tras la resecciéon del
tumor. Los tumores de carcinoma de células grandes, definidos como tumores de CPNM
que no expresan ninguno de los marcadores de adenocarcinoma y carcinoma epidermoide,
fueron negativos para ambos biomarcadores, TTF1 y p63 (Figura 13). En general, la
expresion de estos marcadores en las muestras originales implantadas se conservé a lo largo
de los pases en casi todos los tumores analizados de todos los modelos PDX. Las tinicas
excepciones fueron el modelo de adenocarcinoma TP103, que presentd clones p63-positivos
a lo largo de los pases que no se observaron en el tumor del paciente, y el modelo de
carcinoma epidermoide TP24, que perdi6 la expresion de p63 tras el establecimiento del

modelo.
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Figura 11. Caracterizacion histoldgica de los modelos PDX de adenocarcinoma establecidos.
Tinciones de hematoxilina-eosina (H&E), factor de transcripcién tiroideo 1 (TTF1) y P63 en
secciones tumorales del paciente de origen, y en los modelos PDX TP79 y TP91 en pase 2 (P2) y
en pase tardio (>10). Barra de escala 0,1mm.
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Figura 12. Caracterizacion histolégica de los modelos PDX epidermoides establecidos.
Tinciones de hematoxilina-eosina (H&E), factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y P63 en
secciones tumorales del paciente de origen, y en los modelos PDX TP34 y TP9% en pase 2 (P2) y
en pase tardio (>10). Barra de escala 0,1mm.
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Figura 13. Caracterizacion histologica de los modelos PDX de carcinoma de célula grande
establecidos. Tincion de hematoxilina-eosina (H&E), factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y
P63 en secciones tumorales del paciente de origen, y en el modelo PDX TP99 en pase 2 (P2) y en
pase tardio (pase 4). Barra de escala 0,1mm.

Determinamos el porcentaje del componente epitelial humano utilizando la tincién
positiva para los elementos conservados en primates denominados ALU (positivo para
ALUII) (Figura 14A). Ademads, determinamos el porcentaje del componente estromal
murino, mediante la tincién positiva para la actina muscular lisa (mSMA) que marca los
fibroblastos (Figura 14B). El porcentaje de componente humano de todos los modelos de la
coleccion presentd una mediana de 95% (rango [45-99]) en el pase 2, y del 93% (rango [50-
100]) en el pase tardio, lo que demuestra que se mantiene a lo largo de los pases. El
porcentaje de estroma en los modelos también se mantuvo a lo largo del tiempo siendo del
10% (rango [3,5-54]) en pase 2 y del 8% (rango [0-41,5]) en pase tardio. Estos porcentajes
fueron ligeramente inferiores a los de las muestras tumorales originales (32,5%; rango [12-
58]) (Figura 14B).
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Figura 14. Analisis del componente epitelial humano y del estroma murino de los modelos
PDX. A. Tinciones de ALUII en secciones tumorales de los pacientes de origen, y en sus modelos
PDX establecidos en pase 2 (P2) y en pase tardio (>10, excepto el TP99 que estd representado pase
4). B. Tinciones de actina del musculo liso (SMA) en secciones tumorales de los pacientes de
origen (SMA humano; huSMA), y en sus modelos PDX (SMA murino: mSMA) establecidos en
pase 2 y en pase tardio. C. Cuantificacion promedio de células ALUII positivas en los tumores de
los modelos PDX en pase 2 y en pase tardio. D. Cuantificacion promedio de células SMA positivas
en los tumores de paciente y en los tumores de los modelos PDX en pase 2 y pase tardio. Se
muestran modelos PDX representativos de adenocarcinoma (ADC, TP79 y TP91), epidermoides
(ESC, TP34 y TP96) y de carcinoma de célula grande (CCL, TP99). Barra de escala 0,lmm. Las
graficas muestran la mediana y rango. Los valores de p se obtuvieron con la prueba U de Mann-
Whitney (***, p < 0,0001; ns, p>0.05, no significativo).
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Ademas, se tino el tejido tumoral para ki67 con el fin de analizar la tasa de proliferacion
tumoral a lo largo de los pases (Figura 15A) y estudiar si existia una relacion entre el nivel
de expresion de ki67 y las tasas de crecimiento en cada modelo (Tabla 9). El porcentaje de
expresion de ki67 a lo largo de los pases en los modelos PDX no difiri6 de la muestra
original del paciente, observando una media en los adenocarcinomas de 68,8% (rango [50-
85]), 75,3% (rango [42,5-92,5]) y 72,5% (rango [42,5-95]) en el paciente, pase 2 y pase tardio,
respectivamente. En los escamosos, el porcentaje medio de expresion de ki67 fue de 63,6%
(rango [50-80]), 71,1% (rango [30-98]) y 68,5% (rango [42,5-90]) en el paciente, pase 2 y pase
tardio, respectivamente (Figura 15B). Asi pues, en general, la disminucion del tiempo de
crecimiento observado en los pases avanzados no correlacionaba con la expresion del

marcador de proliferacion ki67.

En el caso de los modelos de adenocarcinoma, que son los que utilizaremos para
evaluar nuevas estrategias terapéuticas, realizamos una caracterizacion mas profunda a
nivel histoloégico que mostramos a continuacion. Comprobamos la expresion de PD-L1,
marcador asociado a la respuesta a la inmunoterapia, mediante tincion de IHQ (Figura 16).
Observamos que todos los tumores originales de adenocarcinoma sin expresion de PD-L1
en el paciente siguieron siendo negativos para PD-L1 en el PDX. El porcentaje de expresion
de PD-L1 de los modelos positivos variaba ligeramente a lo largo de los pases, destacando
tres modelos con una mayor variabilidad. El modelo TP118 que presentaba una expresion
de PD-L1 inical del 3% pas6 al 60%, el modelo TP70 de una expresion inicial del 1% al 80%
y el modelo TP134 que disminuyo su expresion del 65% al 1%.

Globalmente, la caracterizacion morfolégica de marcadores inmunohistoquimicos
indic6 que los modelos PDX establecidos conservaban las caracteristicas histologicas
originales de la muestra del tumor del paciente tanto en los pases iniciales como en los

tardios.
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Figura 15. Analisis del indice de proliferacion de los tumores PDX. A. Tinciones de ki67 en
secciones tumorales de los pacientes de origen, y en sus modelos PDX establecidos en pase 2 (P2)
y en pase tardio (>10, excepto el TP99 que estd representado el pase 4). B. Cuantificacién de la
proliferacion celular de los tumores medida por el porcentaje de células ki67 positivas de los
modelos PDX en los distintos pases. Se muestran imagenes de la tincién de ki67 de modelos PDX
representativos de adenocarcinoma (ADC, TP79 y TP91), epidermoides (ESC, TP34 y TP96) y de
carcinoma de célula grande (CCL, TP99). Barra de escala 0,1mm. Los datos se muestran como
media + SEM. Los valores de p se obtuvieron con la prueba T no pareada (ns, p >0.05, ns no
significativo).
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Figura 16. Caracterizacion de la expresion de PD-L1 en los modelos PDX de adenocarcinoma.
Tinciones de ligando 1 de muerte programada (PD-L1) en secciones tumorales de los pacientes
de origen, y en sus PDX establecidos en pase 2 (P2) y en pase tardio (>10). Se muestran modelos
PDX representativos de adenocarcinoma con KRAS mutado (KRAS mut; TP57, TP60, TP79 y
TP91) y no KRAS mutado (no KRAS mut; TP70 y TP103). Barra de escala 0,Imm.

1.4. Caracterizacion genomica de la coleccion de modelos PDX de CPNM

Realizamos la secuenciacion del exoma completo de los 15 modelos PDX de
adenocarcinoma utilizando el ADN extraido de los tumores en pase 2. Con la informacion
obtenida nos centramos en las alteraciones gendmicas encontradas en un listado de 58 genes
que incluye los mas frecuentemente mutados en el CPNM y aquellos de mayor relevancia
por su posible aplicacion clinica (ver apartado 5.1. de la seccion materiales y métodos). En
la Figura 17 se muestra un oncoplot con las alteraciones gendmicas encontradas en 38 de
estos 58 genes (Figura 17). Asi, cabe destacar las alteraciones moleculares encontradas en
los genes: AKT1, ALK, BRAF, EGFR, ERBB2, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, NTRK1, PIK3CA,
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ROS1, TP53 y STK11. En nuestros modelos PDX de adenocarcinoma, los genes mutados
mas recurrentes fueron TP53 (80%), KRAS (53%), STK11 (20%), EGFR (20%), PIK3CA (20%),
ERBB2 (13%), ALK (13%) y BRAF (6%). Ademas, contamos con modelos PDX que presentan
algunas alteraciones genéticas relevantes concurrentes como mutaciones de KRAS y TP53
(33%), de KRAS y STK11 (13%), o de TP53 y STK11 (6%) (Figura 17).

Si estudiamos los tipos de mutaciones encontradas en nuestros modelos PDX,
observamos que la gran mayoria fueron mutaciones sin sentido (65%), pero también
encontramos mutaciones que afectan a sitios de corte alternativo (12%), dobles mutaciones
(6%), sinonimas (6%), inserciones o deleciones sin desplazamiento en el marco de lectura
(6%), inserciones o deleciones con desplazamiento en el marco de lectura (3%) y mutaciones
de ganancia de codon de parada (3%). En lo que respecta a las alteraciones del numero de
copias, encontramos amplificaciones comunes recurrentes en varios modelos como las de
del homologo del oncogene viral de mielociomatosis aviar V-Myc (MYC) (40%), NFE2L3
(20%) y EGFR (20%), y pérdida en el numero de copias en FGFR1 en dos modelos (13%)
(Figura 17).

Centrandonos en los modelos con mutaciones conductoras en KRAS y EGFR,
encontramos un modelo con la mutacion KRAS-G12A (12,5%, modelo TP57), un modelo
con la mutacion KRAS-G12D (12,5%, modelo TP143), un modelo con la mutaciéon poco
frecuente KRAS-G12_G13insAG (12,5%, modelo TP148) y 5 modelos con la mutacion KRAS-
G12C (62,5%, modelos TP60, TP79, TP80, TP91, TP126). Respecto a mutaciones en EGFR,
identificamos dos modelos con la mutacion EGFR-L858R (100%, modelo TP118 y modelo
TP103) y un modelo que presenta la mutacion EGFR-T790M (50%, modelo TP103) (Figura
17).

Como parte de nuestro estudio genémico, analizamos si la abundancia o frecuencia
alélica de las mutaciones conductoras encontradas en los modelos PDX KRAS y EGFR
mutados se mantenia a lo largo de los pases. Para ello, se analiz6 mediante ddPCR la
presencia de las mutaciones y se calcul6 su frecuencia alélica tanto en el tumor como en la
sangre. Se verificd que todos los modelos mantenian estable la frecuencia alélica en el tumor
a lo largo de los pases, a excepcion del modelo TP80 que con los pases mostraba un
enriquecimiento de la frecuencia alélica para su mutacion en KRAS-G12C (Figura 18A). Por
otro lado, confirmamos la posibilidad de detectar la mutacion conductora de los tumores
utilizando biopsias liquidas. En todos los modelos fuimos capaces de detectar la mutacion
conductora en la sangre, sin embargo, vimos que la frecuencia alélica calculada en el tumor
y en la sangre difiere en todos los modelos, siendo siempre menor cuando se utiliza el
ADNCcf aislado de la sangre (Figura 18B).
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Figura 18. Evolucion de las frecuencias alélicas de las mutaciones conductoras de los modelos
adenocarcinoma. A. Frecuencias alélicas (en %) de la mutacion conductora de los modelos KRAS
y EGFR mutados (KRAS G12A, G12C o G12D; EGFR T790M o L858R) en los modelos de
adenocarcinoma de la coleccién de PDX en pases tempranos (<10) (n=3) y pases tardios (>10) (n=6,
excepto para TP118 n=3). Los valores de p se obtuvieron con la prueba T no pareada (* p<0.05, ns,
p>0.05 no significativo) B. Frecuencias alélicas (en %) de la mutacién conductora de los modelos
KRAS y EGFR mutados (KRAS G12A, G12C o G12D; EGFR T790M o L858R) detectada en sangre
en los modelos de adenocarcinoma de la colecciéon de PDX en pases tardios (<10) (n=3) junto con
las frecuencias alélicas detectadas en los tumores de los mismos ratones. La frecuencia alélica se
calcula mediante ddPCR. Los datos se muestran como media * SEM. Los valores de p se
obtuvieron con la prueba T no pareada (***, p<0.001; **, p<0.01; *, p<0.05; ns, p>0.05 no
significativo).

1.5. Caracterizacion transcriptomica de los modelos PDX de CPNM

Para caracterizar los modelos PDX de adenocarcinoma a nivel de expresion génica, se
analizo el transcriptoma completo utilizando el ARN extraido de los tumores en pase 2.
Estos datos nos permitieron estudiar el nivel transcripcional de determinadas vias
relevantes y la expresion de genes concretos que en el futuro nos permitiran seleccionar los

modelos mas adecuados para cada proyecto o estrategias terapéuticas a evaluar.
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En el mapa de calor de la Figura 19, se muestra el andlisis de los tumores de
adenocarcinoma para diferentes vias como la hipoxia, las vias apoptoticas (Trail, p53), la
inflamacion (TNFa de NF«xB) y las vias oncogénicas (MAP quinasas, VEGF, PI3K, EGFR,
JAK-STAT, factor de crecimiento transformante beta (TGF), WNT). Los modelos PDX de
adenocarcinoma con distinto fondo genético dan lugar a perfiles transcriptémicos
diferentes, y aunque la variabilidad en la expresion de genes de las diferentes vias
seleccionadas es alta, se agruparon en dos grupos. El primer grupo (a la izquierda en la
figura 19) que agrupa a modelos sin mutacion en KRAS. Un segundo grupo (a la derecha
en la figura 19) estd enriquecido en mutaciones en KRAS. En este se reconocen dos
subgrupos diferentes: el primero, con mayor variabilidad genética y en el que aparecieron
activas las vias del Trail, TGF y WNT (modelos TP40, TP60 y TP118), y el segundo,
enriquecido en mutantes KRAS y con expresion de PD-L1 positiva, que presentan mayor
activacion en las vias JAK-STAT, PI3K, VEGF, EGFR y MAPK (modelos TP126, TP143,
TP63, TP57, TP79 y TPI1).

= ] IJT—‘|: )

| | | PDL1 Pi)silivo !
TMB Alto

|| || I ]
| ! | | I I S B P TP53 Mut [}
I | | STK11 Mut
| | || 1 [ | ] s KRAS Mut "
| || EGFR Mut
2
VEGF |

. EGFR
MAPK
E- - Hipoxia

i
p53
[ NFkB
TNFa
TGFp
. Trail
| WNT
‘ JAK-STAT
B - - | PI3K
B R B R R KRR B R R R E R B &=

Figura 19. Caracterizacion transcriptomica de vias de sefializacion con relevancia clinica de los
modelos PDX de adenocarcinoma. Mapa de calor de las puntuaciones agrupadas
jerdrquicamente de las vias oncogénicas inferidas con PROGENy utilizando el método de
correlacion de pheatmap. El panel superior muestra las anotaciones: TMB (Carga mutacional
tumoral), expresiéon de ligando 1 de muerte programada (PD-L1), mutaciones y ganancias de
numero de copias en algunos genes de relevancia clinica. El estudio se realizé con muestras de
los modelos PDX de adenocarcinoma en pase 2. La sobreexpresion se muestra en rojo y la
disminucion de la regulacion en azul.
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1.6. Estudio de la respuesta a quimioterapia y terapias dirigidas de los
modelos PDX de adenocarcinoma

La aplicacion mas prometedora de una coleccion de modelos PDX de este tipo es su
potencial como herramienta preclinica para evaluar la eficacia de diferentes estrategias
terapéuticas y predecir las respuestas que tendrian lugar en la clinica. Para confirmar el
papel predictivo de respuesta clinica de nuestra coleccion de PDX, elegimos los modelos
PDX de adenocarcinoma con mutacion en KRAS y en EGFR y comprobamos su respuesta

al tratamiento estandar aplicado a estos pacientes en la clinica.

Primero, caracterizamos la activacidn de las vias intracelulares relevantes aguas abajo
de las vias de KRAS y EGFR en los modelos PDX seleccionados (Figura 20). Se observo una
activacion de la via MAPK en los modelos con mutaciones en KRAS, aunque existia
variabilidad entre los mismos, dependiendo, al menos parcialmente, de las co-mutaciones
presentes. En el caso de los modelos EGFR mutados, también existian variaciones, siendo
el modelo TP103, con doble mutacién en EGFR (Figura 17), el que presentaba una mayor
activacion de la via de EGFR (Figura 20).
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Figura 20. Caracterizacion proteémica de los modelos PDX de adenocarcinoma. Estudio
mediante western blot de la activacion de las vias de sefializacion en todos los modelos PDX de
adenocarcinoma, mostrando especial interés los modelos con KRAS y EGFR mutados. La figura
muestra una imagen representativa de 3 tumores analizados por cada modelo PDX. Topolla
(Topoisomerasa II alpha); pRB (retinoblastoma fosforilado); pEGFR (Receptor de factor de
crecimiento epidérmico fosforilado); EGFR (Receptor de factor de crecimiento epidérmico);
PAKT (Quinasa de proteinas B fosforilada); AKT (Quinasa de proteinas B); pERK (Quinasa
regulada por sefiales extracelulares 1 y 2 fosforilada); ERK (Quinasa regulada por sefales
extracelulares 1y 2); PD-L1 (Ligando 1 de muerte programada); CDK4 (ciclina dependiente de
quinasa 4); CDKG6 (ciclina dependiente de quinasa 6); pHH3 (Histona H3 fosforilada).
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Posteriormente, se trataron los modelos PDX de adenocarcinoma con mutaciéon en
KRAS con quimioterapia y los modelos con mutacion en EGFR con inhibidores de EGFR de
primera y segunda generacion, erlotinib y osimertinib. Los modelos PDX tratados con
carboplatino mostraron una sensibilidad diferente entre si e independiente de la presencia
o ausencia de la mutacion en KRAS (Tabla 10A y Figura 21A).

El modelo TP103 que mantenia ambas mutaciones en EGFR, mutaciones L858R y T790M
(Figura 17), mostré una respuesta limitada a erlotinib, pero una potente sensibilidad a
osimertinib (Tabla 10B y Figura 21B). Es decir, en este caso nuestro estudio preclinico se
correlacioné con lo que se esperaba seguin los datos clinicos, o 1o que es lo mismo, el estudio

preclinico podria predecir lo que ocurriria en la clinica.

Tabla 10. Sensibilidad de los modelos PDX a los tratamientos estandar en clinica. A. Tratamiento con
quimioterapia (carboplatino) en modelos PDX de adenocarcinoma con mutaciéon en KRAS (TP57, TP60,
TP79, TP80, TP91) y modelos sin mutacién en KRAS (no mut; TP40 y TP70) B. Tratamiento con terapias
dirigidas (erlotinib, osimertinib) del modelo TP103 con mutacién en EGFR. El pase del tto indica el pase
del modelo PDX en el que se hizo el tratamiento. El TGI (inhibicién del crecimiento tumoral) se calcula
como: 1 — (crecimiento promedio relativo final del grupo tratado/ crecimiento promedio relativo final del
grupo control) x 100). Las columnas sombreadas describen los datos de los pacientes relacionados con el
tratamiento recibido previo o posterior a la cirugia y la supervivencia global en meses de los pacientes de
los que proviene cada modelo PDX desde la cirugia; se indica con >45 si el paciente no ha fallecido en el

momento de recogida de datos y tiene una supervivencia mayor de 45 meses.

A
Modelo Mutacion . Tratamiento Tratamiento Supervivencia
PDX KRAS Tratamiento  TGI TNM previo Posterior  global (meses)
. Cisplatino/
TP40 NoMut Carboplatino 25,2 T2aN2MO 54
Pemetrexed
TP57 G12A Carboplatino 50,5 T2aNOMO >45
TP60 GI2C  Carboplatino 45 T3NIMo Coipoplatino 6
/Pemetrexed
TP70 NoMut Carboplatino 40,7 T2aNOMO >45
. Cisplatino/
TP79 Gl12C Carboplatino 50,2 T2bN1MO . . >45
Vinorelbina
TP80 Gl12C Carboplatino 29,3 T3NOMO Erlotinib 11
TP91 Gl12C Carboplatino 56,3 T1bN2M1  Cisplatino 21
B
Modelo Mutacion Tratamiento TGI TNM Tratam1'ento Tratam1-ento Supervivencia
EGFR previo Posterior  global (meses)
Lg5sR/ ~ Erlotinib 589 Osimertinib/
TP103 T790M T2aN1IMO Rifampicina 13

Osimertinib 80,2

Abreviaturas: No mut (no mutacion); TG1 (inhibicion del crecimiento tumoral); TNM (Tumor, nédulo,
metastasis
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Figura 21. Ejemplos de tratamientos preclinicos en los modelos PDX con diferente sensibilidad
a la quimioterapia y a las terapias dirigidas. A. Efecto del carboplatino en el crecimiento tumoral
de dos modelos PDX de adenocarcinoma sin mutaciéon en KRAS (TP70; n control=9; n
carboplatino=7) y con KRAS mutado (TP79; n control=9; n carboplatino=8) durante el tratamiento
de 28 dias con 25 mg/kg de carboplatino administrado 2 veces por semana. B. Efecto de erlotinib
y osimertinib en el crecimiento tumoral del modelo PDX de adenocarcinoma TP103 (n control
Erlotinib=5; n Erlotinib=5; n contro Osimetinib=6; n Osimertinib=7) con doble mutacion de EGFR
durante el tratamiento de 28 dias con 50mg/kg de erlotinib y 20mg/kg de osimertinib
administrados oralmente 5 dias/semana o con vehiculo (rama control). Las graficas muestran la
media + SEM de las réplicas tras haber sido normalizadas a la condicién control, que toma el valor
de 1. Los valores de p para el ensayo in vivo se obtuvieron con la prueba T no pareada para los
modelos TP70 y TP103 (erlotinib) y prueba Welch para los modelos TP79 y TP103 (osimertinib)
(*, p<0.05; **, p< 0.01).

2. Generacion y caracterizacion de una amplia colecciéon de modelos PDXDO

de CPNM como herramienta preclinica de evaluacion in vitro de nuevas

estrategias terapéuticas

Hemos generado una coleccion de modelos PDXDO de 14 de los 15 modelos de
adenocarcinoma de nuestros PDX de adenocarcinoma de pulmoén siguiendo la metodologia
previamente descrita. Caracterizamos los 14 modelos PDXDO en diferentes momentos
evolutivos para comprobar si conservaban las caracteristicas histologicas y moleculares de
los tumores de los modelos PDX y, por tanto, de los tumores de los pacientes de origen.
Ademas, se evalud la utilidad de estos modelos 3D como modelo preclinico in vitro
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intermedio para el estudio de eficacia de nuevas estrategias terapéuticas, el estudio de su

mecanismo de accion y para la identificacion de biomarcadores predictivos de respuesta.

2.1. Caracterizacion morfoldgica de los PDXDO de adenocarcinoma de pulmoén

Confirmamos que los PDXDO mantenian la misma histologia del tejido tumoral del
PDX 'y, por tanto, del tejido tumoral original del paciente (Figura 22A). Los tumores de
adenocarcinoma en los pacientes produjeron patrones acinares, que se mantenian en los
PDXDO, aunque estos tendian a mostrar patrones mas sélidos, como habiamos reconocido
ya en los PDX. A modo de ejemplo cabe mencionar el modelo de PDX TP79 que mostraba
un patron solido con glandulas mal formadas, que se mantiene en los organoides, el modelo
de PDX TP91 que mostraba una morfologia glandular que también se mantiene en los
organoides, y el modelo PDX TP103 que mostrd nidos sélidos con células con citoplasmas

claros y eosindfilos in vivo e in vitro.

Al igual que realizamos para los modelos PDX, analizamos la expresion de diferentes
marcadores utilizados para el diagndstico del adenocarcinoma mediante tinciones de IHQ
en los cultivos PDXDO. Observamos que los 14 modelos de adenocarcinoma generados
retenian la expresion de TTF1 y las caracteristicas de diferenciacion epiteliar de los
adenocarcinomas de pulmon, coincidiendo con lo observado en los modelos PDX y en los
tumores originales de los pacientes (Figura 22B). Ademads, mantenian una capacidad de
proliferacién similar medida por la tincién de ki67 (Figura 22B). Los PDXDO también
mantenian, en general, la expresion de PD-L1 (Figura 22B). Ademas, no solo conservaban
la positividad de la expresion de los diferentes marcadores analizados, sino que también

conservan la heterogeneidad del modelo PDX.

Por tltimo, analizamos la naturaleza celular de los PDXDO mediante la tincion ALUII,
y observamos que el 100% de los casos eran de origen humano (Figura 23A). La tincién por
inmunofluorescencia de vimentina demostrd que las células murinas estromales fueron
escasas en el pocillo, y en ningin caso se encontraron formando parte del organoide; es
decir, nuestros PDXDO estaban formados exclusivamente por células tumorales humanas
(Figura 23B).



KRAS mut

TP79

TP91

TP70

no KRAS mut

TP103

Figura 22. Caracterizacién morfolégica de los PDXDO de adenocarcinoma de pulmon. A.
Tincién de hematoxilina-eosina (H&E) de los cultivos PDXDO en pase 2 y de secciones tumorales
representativas de los modelos PDX de los que provienen. B. Tinciones de Factor de transcripcion
tiroidea 1 (TTF1), ki67 y (Ligando 1 de muerte programada) PD-L1 de cultivos PDXDO en pase
2. Se representan 4 modelos con KRAS mutado (KRAS mut; TP57, TP60, TP79 y TP91) y dos
modelos no KRAS mutados (no KRAS mut; TP70 y TP103). Barra de escala, 0.2mm.
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Figura 23. Analisis del componente epitelial humano y del estroma murino de los modelos PDXDO.
A. Tinciones de hibridacién in situ ALUII y de inmunohistoquimica de actina de musculo liso
(SMA murino; mSMA) de cultivos PDXDO en pase 2. Se representan 4 modelos con KRAS
mutado (KRAS mut; TP57, TP60, TP79 y TP91) y dos modelos no KRAS mutados (no KRAS mut;
TP70 y TP103). Barra de escala, 0.2mm B. Inmunofluorescencia de cultivos PDXDO del modelo
TP91. DAPI (azul), EDU (verde), CK18 (citoqueratina 18, rojo) y vimentina (blanco). Aumento
original 20x.

2.2. Caracterizacion gendmica de los PDXDO de adenocarcinoma de pulmén

Para confirmar si los PDXDO conservaban las mismas alteraciones gendmicas que
presentaban los PDX de los que derivan, secuenciamos el exoma completo de los
organoides (Figura 24A) y lo comparamos con el de los PDX (Figura 24B). Comparando los
exomas de 7 modelos seleccionados, los 7 KRAS mutados, observamos que existia una
concordancia del 94,4% en la presencia de las alteraciones gendmicas, exceptuando tres
variaciones de las 53 encontradas, la pérdida de la mutacion en MGA en el modelo TP60 de
PDXDO vy la ganancia de la mutacion en MET y PI3K en los modelos TP60 y TP57 de



PDXDO, respectivamente. Los cultivos en organoides mantenian, por tanto, en un alto
porcentaje las caracteristicas genémicas de origen (Figura 24B). Al igual que se hizo con los
modelos PDX de adenocarcinoma, observamos que todos los PDXDO generados
conservaban también la frecuencia alélica de las mutaciones conductoras en KRAS y en
EGEFR de los modelos PDX, medida por ddPCR (Figura 25).
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Figura 24. Caracterizacién genémica de los modelos PDXDO de adenocarcinoma mediante secuenciacion de
exoma y ddPCR. A. Mediante la secuenciacién del exoma determinamos las alteraciones gendmicas
presentes en los PDXDO en los mismos 58 genes analizados en los PDX. El panel derecho muestra la
recurrencia de la mutacién para cada gen, y las mutaciones se muestran en el centro. B. Resumen
comparativo de las alteraciones gendmicas presentes en los modelos PDX y los modelos PDXDO. La
leyenda describe los tipos de mutacién resumidos en diferentes colores: mutaciones de ganancia de codén
de parada (rosa); mutaciones con desplazamiento en el marco de lectura (naranja); mutaciones de splicing
(azul claro); pérdida (azul oscuro); mutaciones sin sentido (verde oscuro); ganancia (rojo); mutaciones sin
desplazamiento en el marco de lectura (verde claro); mutaciones sinénimas (amarillo).
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Figura 25. Evolucion de las frecuencias alélicas de las mutaciones conductoras de los modelos
de adenocarcinoma. Frecuencias alélicas (en %) de la mutacion conductora de los modelos KRAS
y EGFR mutados (KRAS G12A, G12C o G12D; EGFR T790M o L858R) en los cultivos de PDXDO
y enlos modelos PDX de adenocarcinoma de la coleccion. La frecuencia alélica se evalué mediante
ddPCR. Los datos muestran la media de 6 ratones en los modelos PDX y la media de 2 cultivos
PDXDO en pases tardios. Los datos se muestran como media + SEM. Los valores de p se
obtuvieron con la prueba U de Mann-Whitney siendo p>0.05 (ns, no significativo) en todos los
modelos.

2.3. Estudio de la respuesta de los PDXDO de adenocarcinoma de pulmoén a

quimioterapia y terapias dirigidas

Para validar si los PDXDO son tutiles como herramienta preclinica de estudio de
sensibilidad de drogas in vitro, se generaron curvas dosis-respuesta para diferentes drogas
y se calcularon las ICso, para posteriormente comparar los resultados obtenidos in vitro con

los obtenidos in vivo y ver si se reproducen los mismos resultados.

Se evalu¢ la respuesta a quimioterapia en modelos con KRAS mutado y modelos sin
mutacion en KRAS, y al igual que en los modelos PDX presentaban una sensibilidad a los
distintos farmacos independiente de la presencia de mutacion en KRAS. Adicionalmente,
observamos una correlacidon entre la respuesta in vivo e in vitro, siendo el modelo TP40

resistente a carboplatino, tanto in vitro como in vivo (Tabla 11A).
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Tabla 11. Sensibilidad de los modelos PDXDO a quimioterapia y a terapias dirigidas. A. Efecto del
carboplatino, cisplatino, docetaxel y paclitaxel en los cultivos de PDXDO de modelos con mutacién en
KRAS (KRAS-G12C; TP79 y TP91) y en modelos sin mutaciéon en KRAS (no mut; TP43 y TP70). B. Efecto
de osimertinib y erlotinib en los cultivos PDXDO del modelo TP103 con mutacién en EGFR. Se realizaron
ensayos para calcular la concentracién inhibitoria del 50% del crecimiento (ICs0) con todos los farmacos
anteriormente citados. Los datos se muestran como media + SD. Se representa el TGI (inhibicion del
crecimiento tumoral) del tratamiento in vivo en el modelo PDX. El TGI se calcula como: 1 — (crecimiento
promedio relativo final del grupo tratado/ crecimiento promedio relativo final del grupo control) x 100)

A IC50 (uM) (PDXDO)
Mutacion TGl
Modelo Carboplatino  Carboplatino  Cisplatino Docetaxel Paclitaxel
KRAS
(PDX)
TP79 C1oC 50,2 261,7+50,3 58,6+9,9 102,1+21,3 20,5+0,6
TP91 56,3 287,3+47 193,3+48 169,6+12,9 42,1+6,2
TP40 25,2 319,9+72,5 146,2+33,9 135,1+33,4 31,6+29,1
no mut
TP70 40,7 57,9+2,4 91,5+6,5 24,5+21,9 2,3+0,6
B TGI (PDX) IC50 (uM) (PDXDO)
Modelo Mutacion Erlotinib Osimertinib Erlotinib Osimertinib
EGFR
TP103 L858R/T790M 58,9 80,2 123,4+42,9 0,6+0,1

Se evalud la respuesta a erlotinib y a osimertinib en el modelo TP103 que presenta la
doble mutacién de EGFR, presentando mayor sensibilidad frente a osimertinib (Tabla 11B),
coincidiendo con el resultado obtenido en el tratamiento in vivo del mismo modelo y con

los datos obtenidos en la clinica (Tabla 10B y Figura 21B).

Estos resultados sugerian que nuestros PDXDO podrian predecir in vitro las respuestas
farmacologicas obtenidas en los pacientes con el mismo fondo genético, lo que justificaria

su uso para realizar estudios de evaluacion de nuevas estrategias terapéuticas.

Ademas, utilizamos la coleccion de modelos PDXDO para realizar ensayos con dos
farmacos en combinacion. Asi, se utilizaron varios farmacos de quimioterapia en
combinacion (carboplatino, cisplatino, docetaxel, paclitaxel) y se calculd si presentaban o
no efecto sinérgico o aditivo. Comprobamos que, como ocurre en la clinica, las
combinaciones de platinos con taxanos presentaban un efecto sinérgico o aditivo en todos
los modelos testados. Lo que una vez mas validaba la utilizacién de nuestros modelos
PDXDO para el testaje de eficacia de nuevas estrategias terapéuticas, incluidas las terapias

en combiacion (Figura 26).
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Figura 26. Estudio del efecto sinérgico o aditivo de diferentes terapias en combinacion
utilizando nuestra coleccion de modelos PDXDO. Efecto del tratamiento de la combinacion de
farmacos de quimioterapia: carboplatino + docetaxel, carboplatino + paclitaxel, cisplatino +
docetaxel y cisplatino + paclitaxel. Se realizaron ensayos para calcular la concentracién inhibitoria
del 50% del crecimiento (ICs0) con cada uno de los farmacos en monoterapia y en combinacién. Con
estos datos de ICso se calculd el indice de combinacién (CI50) de la combinacion siendo este menor
de 1 con efecto sinérgico. Se trataron modelos PDXDO con mutacién en KRAS (KRAS-G12C; TP79
y TP91) y modelos de adenocarcinoma sin mutacién en KRAS (no KRAS mut; TP43 y TP70).

3. Generacion vy caracterizacion de modelos PDX humanizados de CPNM

como herramienta preclinica in vivo para la evaluacion de estrategias de

inmunoterapia

Una de las mayores limitaciones para los ensayos preclinicos con inmunoterapia es la
disponibilidad de modelos experimentales apropiados. Dado que nuestros modelos PDX
creciendo en ratones inmunodeprimidos nude carecen de gran parte del sistema inmune,
generamos modelos PDX humanizados en ratones inmunodeprimidos en los que
repoblamos su sistema inmune parcialmente con la inyeccion de PBMCs o mas

completamente con la inyeccion de células CD34+ aisladas de SCU.

3.1. Generacion y caracterizacion de modelos PDX humanizados con células
PBMCs

Para generar este modelo PDX humanizado inyectamos células PBMCs aisladas de
capas leucocitarias de muestras de sangre de donantes sanos en ratones NSGs a los que
previamente habiamos implantado el tumor de un modelo PDX. Tras 21 dias desde la
inyeccion, se determind el porcentaje de células huCD45+ por citometria de flujo en ratones
control a los que no se les habia inyectado PBMCs (control no humanizado; no-huNSG), y
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en ratones humanizados (huNSG), confirmando que s6lo en estos detectdbamos células
humanas CD45+ en sangre (Figura 27A y 27B). Ademas, analizamos otras poblaciones
inmunes mediante tinciones de IHQ en secciones de bazo de ratones no-huNSG y huNSG,
en las que observamos que no se injertaron células mieloides en este modelo (Figura 27C).
Estos resultados demostraban que en este modelo de humanizacion con PBMCs se producia
el injerto exclusivamente de células T humanas, por lo que si seria un modelo valido para
testar inmunoterapias que contengan anticuerpos dirigidos a PD-1, que se expresa por las
células T. También comprobamos la presencia de células inmunes en el interior de los
tumores PDX injertados (Figura 27D), mientras que estas células no se observaron en los
ratones no-huNSG. Ademas, analizamos el crecimiento de los tumores en ambos grupos de
ratones durante 21 dias, y comprobamos que el crecimiento de los tumores se veia reducido

en presencia de las células inmunes humanas de manera significativa (Figura 27E).

3.2. Generacion y caracterizacion de modelos PDX humanizados con células
CD34+

3.2.1. Aislamiento de las células CD34+ a partir de sangre de cordon umbilical y

analisis de su pureza

Utilizamos sangres de cordones umbilicales donados para aislar las células CD34+
utilizando bolas magnéticas y un separador AutoMAcs como se indica en el apartado 2.2.2
de los materiales y métodos. Posteriormente se analizaron por citometria de flujo las células
CD34+ aisladas para cuantificar la pureza conseguida, mediante tincién con un anticuerpo
anti-CD34-AF488. Asi calculamos que el porcentaje inicial de células CD34+ en SCU era de
entorno al 1% (con una desviacion estandar del 0,4) y con una media de 6:10° células
extraidas por SCU. Tras la separacion, el porcentaje promedio de pureza obtenido fue del
88,7%, con una desviacion de 5,8%. Se estimaron, entonces, un promedio de 7 muestras de
SCU necesarias para humanizar un grupo de 40 ratones (10° células CD34+/ratén) que

utilizariamos para cada estrategia terapéutica a testar.
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Figura 27. Caracterizacion de los modelos PDX humanizados con células PBMCs. A. Porcentaje de
células humanas CD45+ (huCD45) y células murinas CD45+ (mCD45) en sangre en un ratén no
humanizado (no-huNSG) y otro humanizado (huNSG) representativos tras 21 dias de la inyeccién
con PBMCs. B. Porcentaje promedio de células huCD45+ en sangre en los 25 ratones humanizados
con PBMCs. C. Analisis de la presencia de distintas poblaciones inmunes en bazos de ratones no-
huNSG y huNSG por tincién de IHQ tras 21 dias de la inyeccion de PBMCs: marcadores de
macréfagos (CD68), células NK (CD56), células B (CD20) y células T (CD4 y CD8). D. Analisis por
tincion de IHQ de la presencia de células huCD45+ infiltradas en el tumor PDX TP57 tras 21 dias de
la inyeccién de PBMCs. E. Efecto de la humanizacion por PBMCs en el crecimiento tumoral del PDX
tras los 21 dias de la inyeccién (n=5). Los datos se muestran como media + SEM. Los valores de p para
el ensayo in vivo se obtuvieron con la prueba U de Mann-Whitney (¥, p < 0.05).
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3.2.2. Humanizacion y analisis del porcentaje de humanizacién tras la inyeccion de
células CD34+ en ratones NSG

Una vez aisladas las suficientes células CD34+, se inyectaron por vena de cola en
grupos de 20 o 40 ratones NSG mielo-ablacionados como se indica en el apartado 2.2.2. de
materiales y métodos. Transcurridos 2-3 meses desde la inyeccion de las células CD34+,
evaluamos por citometria de flujo la presencia de células humanas CD45+ (huCD45) en la
sangre de los ratones y analizamos el efecto del donante en la humanizacion de los ratones.
Para ello, cuantificamos y representamos los porcentajes de humanizacion de cada raton
agrupandolos segun la sangre de cordon donante utilizada (Figura 28). El porcentaje de
humanizacion fue independiente de la muestra de la que provenian las células CD34+.
Solamente en uno de los 3 experimentos de humanizaciéon realizados, en el que
implantamos el modelo PDX TP79, los ratones humanizados con las células CD34+
provenientes del donante 3 presentan un porcentaje de injerto significativamente superior

al resto de donantes (Figura 28C).

En total realizamos tres experimentos de humanizacion con tres modelos PDX
distintos. En los tres casos, las tasas de éxito de injerto del tumor fueron similares a los que
veiamos en los ratones nude (Tabla 12). En el primer experimento (TP57) se inyectaron 20
ratones con un porcentaje de injerto a los 3 meses del 100%, y con un porcentaje medio de
células huCD45 de 50,4%. En el segundo experimento (TP143), el porcentaje de injerto fue
de 61,5%, con 37,5% de huCD45. Sin embargo, al analizar los cortes al finalizar el
tratamiento, algunos ratones habian perdido la humanizacion, hallazgo ausente en el caso
previo (TP57). Para evitar la deshumanizacién, en el caso del tercer experimento (TP79) se
adelantd alos 2 meses la evaluacion de la humanizacion y el implante del tumor del modelo
PDX. Asi, durante el tercer mes se completé la humanizaciéon mientras crecieron los
tumores, y en este caso, se considerd que los ratones estaban humanizados si presentaban
un porcentaje mayor del 15% de células huCD45+ a los 2 meses (en vez del 25% que se
considerd a los 3 meses). Considerando este porcentaje, 60% de los ratones estaban

humanizados con un porcentaje medio de huCD45+ en sangre de 28,6% (Tabla 12).

Confirmamos la presencia de células huCD45+ sélo en los ratones que previamente
habian sido inyectados con células CD34+ (Figura 29A). Ademas, realizamos una
caracterizacion mas profunda de la composicion de las poblaciones de células humanas en
médula 6sea y en bazo, observando la presencia de marcadores de macrofagos (CD68), NK
(CD56) células B (CD20) y células T (CD4 y CDS8) s6lo en los ratones huNSG, confirmando
la especificidad y el nivel de humanizacion logrado (Figura 29B). Se implantd entonces el
tumor proveniente del mismo modelo PDX (TP57, TP143 y TP79) en ratones huNSG y en
no-huNSG. Para determinar el grado de infiltracion de células inmunes en los tumores de
los PDX realizamos tinciones de IHQ con el marcador de leucocitos, huCD45. Los tumores
crecidos en ratones huNSG mostraron células huCD45+ que no se detectaron en los tumores

crecidos en ratones no-huNSG. En la figura 29C se muestra la infiltracion en el tumor del
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modelo TP57 tras 5 meses de la inyeccion de las células CD34+ (Figura 29C). Esto sugiere
que las células inmunes infiltradas derivan de las células CD34+y no de las células inmunes
humanas supervivientes de los tumores originales. Al analizar la velocidad de crecimiento
de los tumores en ratones huNSG, no observamos diferencias con los no-huNSG (p.e. TP79;
Figura 29D).
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Figura 28. Efecto del donante en la humanizacién de los ratones. Porcentaje promedio de células
humanas CD45 positivas (huCD45+) de los ratones inyectados con células CD34+ provenientes del
mismo donante en los 3 experimentos realizados. Cada punto representa un ratén inyectado con las
células extraidas del mismo donante. A. TP57 B. TP143 C. TP79. Los datos se muestran como media
£ SEM. El valor de p se obtuvo con la prueba ANOVA para el modelo TP57 y con el método Kruskal
Wallis para los modelos TP79 y TP143. (ns, p>0.05, no significativo)

Tabla 12. Analisis de la humanizacion en los diferentes experimentos y efecto en el éxito de injerto del
tumor de los modelos PDX TP57, TP143 y TP79. Las semanas de analisis CF muestra las semanas
transcurridas desde la inyeccion de las células CD34+ hasta que se analizé el porcentaje de células
humanas CD45+ (huCD45+) en sangre por citometria de flujo. El éxito de injerto muestra el porcentaje de
ratones que presentan crecimiento tumoral de los implantados. Los datos se muestran como media + SD

Semanas Células ir]f'nrtt(:) (ilie 1 Exito de
Ne de n ratones n ratones huCD45+ je € injerto del
Modelo re e s . . tumor
exp. anadlisis inyectados humanizados (% promedio) o tumor
CF *SD S (% en nude)
B huNSG) °
1 TP57 12 20 20 50,4 +9,44 90,00 86,40
2 TP143 12 39 24 37,5+8,99 79,20 72,50
3 TP79 8 40 24 28,6 + 14,76 100,00 73,30

Abreviaturas: CF (citometria de flujo); huNSG (ratones humanizados); SD (desviacién estandar)
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Figura 29. Caracterizaciéon de los modelos humanizados con células CD34+. A. Porcentaje de células
humanas CD45+ (huCD45) y células murinas CD45+ (mCD45) en la sangre de un ratén representativo no
humanizado (no hu-NSG) y otro humanizado (hu-NSG) tras 3 meses de la inyeccion de las células CD34+.
B. Analisis de la presencia de distintas poblaciones inmunes humanas mediante tinciones de IHQ en
secciones de médula dsea y bazo de ratones no-huNSG y huNSG de ratones control tras 3 meses de la
inyeccion de las células CD34+: marcadores de macréfagos (CD68), células NK (CD56), células B (CD20)
y células T (CD4 y CD8). C. Andlisis por tinciéon de IHQ de la presencia de células huCD45+ infiltradas
en el tumor del modelo PDX TP57 tras 5 meses de la inyeccidon de células CD34+. D. Efecto de la
humanizacién por inyeccion de células CD34+ en el crecimiento tumoral del modelo TP79. Los datos se
muestran como media + SEM. Los valores de p para el ensayo in vivo se obtuvieron con la prueba T no
pareada (ns, no significativo).

4. Evaluacion de nuevas estrategias terapéuticas en modelos PDXDO, PDX,
PDX humanizados y GEMMs de CPNM con KRAS mutado

Una vez genenerados y caracterizados los modelos preclinicos, el interés del proyecto
se centrd en evaluar nuevas estrategias terapéuticas que podrian ser de utilidad para el
tratamiento de los pacientes con adenocarcinoma de pulmon con KRAS mutado, basadas
en la combinacién con el inhibidor de CDK4/6 (CDK4/6i, abemaciclib). Las combinaciones
de interés elegidas fueron CDK4/6i en combinacidon con un inhibidor de ERK1/2 (ERK1/2i,
LY3214996), y una segunda combinacion de CDK4/6i con inmunoterapia, en concreto con
un inhibidor de PD-1 (pembrolizumab). La combinaciéon de CDK4/6i con efectores de la via
de RAF/MEK/ERK es razonable pues la mutacion en KRAS da lugar a la activacion de esta
via de sefializacion, y la activacion de la via MAPK podria ser un mecanismo de resistencia
a CDK4/6i (Tao et al., 2016). Ademas, varios estudios han descrito que los CDK4/6i pueden
potenciar la respuesta inmune (Deng et al., 2018; S. Goel et al., 2017; Schaer et al., 2018).

4.1. Evaluacion de la combinacion de CDK4/6i con ERK1/2i

Para estudiar la eficacia de la combinacion del CDK4/6i con ERK1/2i in vitro se
utilizaron 13 modelos PDXDO derivados de los modelos PDX de adenocarcinoma.
Posteriormente se analizo la respuesta in vivo en 4 modelos PDX seleccionados a partir de

los ensayos in vitro.

4.1.1. Evaluacion de la combinacion CDK4/6i con ERK1/2i in vitro

Primero establecimos las mejores condiciones para evaluar la eficacia de estos
compuestos en PDXDO, para ello testamos diferentes concentraciones y diversos ensayos
de citotoxicidad. Finalmente analizamos la sensibilidad a CDK4/6i, a ERK1/2i y a la
combinacion (CDK4/6i + ERK1/2i) cuantificando la proliferaciéon mediante la tincion de
inmunofluorescencia con EAU (Figura 30).
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Figura 30. Sensibilidad de los PDXDO al tratamiento con CDK4/6i, con ERK1/2i y con la
combinacion de ambos inhibidores. Tincion de inmunofluorescencia de los PDXDO tratados con
CDK4/6i 10uM, ERK1/2i 10uM o la combinaciéon de ambos farmacos a esa misma concentracion
durante 48 horas. Como controles utilizamos PDXDO tratados con el vehiculo y con carboplatino
(100uM). Todas las condiciones se cultivaron en presencia de EdU (10uM) durante 48h. Los
PDXDO se tifieron con EdU (verde), caspasa 3 (rojo) y citoqueratina 18 (CK18, blanco) y los nticleos
con DAPI (azul). Se muestran imagenes representativas de 4 modelos de adenocarcinoma con
mutacién en KRAS (KRAS mut; TP57, TP60, TP79 y TP91) y 2 modelos de adenocarcinoma sin
mutacién en KRAS (no KRAS mut; TP70 y TP103). Aumento original 20x.
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Los cultivos de PDXDO se trataron con 10uM de cada uno de los farmacos en presencia
de EdU (10uM) durante 48h, usando el carboplatino como control positivo de citotoxicidad.
El tratamiento con CDK4/6i produjo una disminucion en el nimero de células EdU
positivas, es decir, una disminucién de la proliferacion de casi todos los PDXDO respecto
al control (Figura 30). El tratamiento con ERK1/2i produjo una reduccién en el tamafio de
los organoides y un aumento de la caspasa-3 activa en casi todos los PDXDO, aunque no
todos los modelos presentaron la misma sensibilidad a los farmacos (Figura 31). Respecto
al CDK4/6i, 5 modelos se mostraron particularmente sensibles, tres modelos con KRAS
mutado, el TP79, TP91 y TP148, y dos con KRAS nativo, el TP43 y el TP103. Tres modelos
se mostraron resistentes: TP60, TP80 y TP134. En cuanto a ERK1/2i, todos los modelos
PDXDO con KRAS mutados fueron sensibles y dos de los modelos con KRAS nativo eran
resistentes (TP70 y TP134). Sin embargo, la combinacién de ambos inhibidores mostraba
eficacia remarcable en los 13 modelos tratados, independientemente de presentar o no

mutacion en KRAS y de presentar o no resistencia a los CDK4/6i.

A continuacién, analizamos la activacién de las vias de sefalizacion en las distintas
condiciones de tratamiento, y observamos una disminuciéon en la fosforilacion de
retinoblastoma (pRB), en la fosforilacién de la histona H3 (pHH3) y en la topoisomerasa Ila
(Topolla), indicadores de la inhibicion del ciclo celular producida por el CDK4/6i, en todos
los modelos PDXDO, excepto en los tres que presentaban resistencia (TP60, TP80 y TP134)
(Figura 32 y 33). El tratamiento con ERK1/2i produjo una disminucion de la activacion de
la via de ERK1/2 que disminuyd la fosforilacidon de la quinasa ribosomal S6 (pRSK), excepto
en los modelos resistentes TP126, TP70 y TP134 (Figura 32 y 33). Ademas, con el CDK4/6i,
observamos una disminucion de la fosforilacion de S6 (pS6) en todos los modelos, lo que
podia deberse a la inhibicion de la actividad de mTOR por CDK4/6i. El inhibidor de ERK1/2
indujo un aumento de p27. La combinaciéon de ambos farmacos resultd en un mayor

descenso en la fosforilacion de pRB, pRSK'y pS6 (Figura 32 y 33).
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Figura 31. Cuantificacion de la proliferacion de los PDXDO tratados con con CDK4/6i, con ERK1/2i
y con la combinaciéon de ambos inhibidores. Cuantificacion de las células proliferativas medidas por
el porcentaje de células EAU positivas tras el tratamiento de la Figura 30. Los PDXDO fueron tratados
con CDK4/6i 10uM, ERK1/2i 10uM o la combinacién de ambos farmacos a esa misma concentracion
durante 48 horas. Como controles utilizamos PDXDO tratados con el vehiculo y con carboplatino
(100uM). Todas las condiciones se cultivaron en presencia de EdU (10uM) durante 48h Los datos
muestran la media de 3 réplicas en pases tardios. Los datos se muestran como media + SEM, tras haber
sido normalizadas a la condicion control, que toma el valor de 1. Los valores de p para el ensayo se
obtuvieron con la prueba T (¥, p < 0.05; **, p<0.01; ns p>0.05, no significativo,).
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Figura 32. Efecto del tratamiento con CDK4/6i, con ERK1/2i y con la combinacion de ambos
inhibidores sobre las principales vias de sefalizacion en los PDXDO. Western blot de las principales
vias de sefnalizacion tras el tratamiento de los cultivos de PDXDO con vehiculo, CDK4/6i 10uM,,
ERK1/2i 10uM o la combinacién de ambos farmacos durante 48 horas en 4 modelos de
adenocarcinoma con mutacién en KRAS (KRAS mut; TP57, TP60, TP79, TP91) y 2 modelos de
adenocarcinoma sin mutacion en KRAS (no KRAS mut; TP70 y TP103). Topolla (Topoisomerasa II
alpha); pRB (Retinoblastoma fosforilado); RB (retinoblastoma); pRSK (quinasa ribosomal 90kDa S6
fosforilada); RSK (quinasa ribosomal 90kDa S6); pAKT (quinasa de proteinas B fosforilada); AKT
(quinasa de proteinas B); pERK (quinasa regulada por sefiales extracelulares 1 y 2 fosforilada); ERK
(quinasa regulada por sefales extracelulares 1 y 2); pS6 (proteina ribosomal S6 fosforilada); S6
(proteina ribosomal S6); pHH3 (Histona H3 fosforilada); HH3 (Histona H3).
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Figura 33. Cuantificacion de las variaciones de expresion de proteinas implicadas en el ciclo celular
y en vias oncogénicas en los PDXDO tras el tratamiento con CDK4/6i, ERK1/2i 0 con la combinacién
de ambos inhibidores. En el eje vertical se representa la expresion de las proteinas indicadas en cada
condicion para los modelos con mutacidn en KRAS (KRAS mut; TP57, TP60, TP79, TP80, TP91, TP126,
TP143, TP148) y sin mutacion en KRAS (no KRAS mut; TP40, TP43, TP70, TP103, TP134). Los datos han
sido normalizados a la condicién control de cada modelo, que toma el valor 1. A. pRB (Retinoblastoma
fosforilado) B. pRSK (quinasa ribosomal 90kDa S6 fosforilada) C. pS6 (proteina ribosomal S6

fosforilada) D. p27
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4.1.2. Evaluacion de la combinacion CDK4/6i con ERK1/2i in vivo

A continuacion, se comprobd la eficacia de la combinacion CDK4/6i con ERK1/2i en los
modelos PDX in vivo. Se eligieron 4 modelos PDX con KRAS mutado: tres modelos cuyo
PDXDO mostré sensibilidad a CDK4/6i (TP57, TP79 y TP91) y un modelo cuyo PDXDO
mostrd resistencia (TP60). En los 4 modelos PDX se observd mayor sensibilidad con la
combinacion con una mayor reduccion del crecimiento tumoral respecto a los grupos en
monoterapia (Figura 34), al igual que ocurria en los PDXDO. En el caso del TP60, y en
correlacidon con lo que ocurria in vitro, los tumores se mostraron resistentes al CDK4/6i, sin
embargo, la combinacion si fue eficaz en este modelo, aunque no significativamente mas

eficaz que con el ERK1/2i en monoterapia.

En relacion a las rutas de sefializacion oncogénicas relacionadas con los farmacos, se
observo que el CDK4/6i reducia la fosforilacion de RB y de HH3 en los modelos TP79 y
TP91 (Figura 35, 36C y 36D), pero no en el modelo TP60, resistente al tratamiento (Figura
35y 36B). En el caso del tratamiento del modelo TP57, a pesar de responder al tratamiento,
el analisis por western blot no muestra una disminucion en la fosforilacion de RB (Figura
36A). Tras la exposicion al ERK1/2i, se observaba una reduccion de la activacion de las rutas
de ERK con disminucion de la fosforilaciéon de pRSK en los modelos TP60, TP79 y TP91
(Figura 35 y Figura 36B, 36C, 36D), que no se aprecio en el modelo TP57 (Figura 36A). La

disminucion de pS6 no fue tan pronunciada como la que se observa en los PDXDO.

De los 4 tratamientos realizados in vivo, tres modelos presentan sensibilidad a CDK4/6i
(TP57, TP79 y TP91). En contraste, el modelo PDX TP60 no respondid, correlacionando con
los resultados previos in vitro. La combinacion en los 4 modelos fue mas eficaz que la

monoterapia tanto in vivo como in vitro.
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Figura 34. Efecto del tratamiento con CDK4/6i, con ERK1/2i y con la combinacién de ambos inhibidores
en modelos PDX con mutaciones en KRAS. Efecto de la administracion de CDK4/6i y ERK1/2i en
monoterapia y en combinacién en el crecimiento de los tumores de los modelos PDX de adenocarcinoma
de pulmén (modelos TP57, TP60, TP79, TP91). Los tratamientos tuvieron una duracion de 28 dias, a no
ser que el rapido crecimiento de los tumores exigiera detenerlo antes (p.e. TP57). Se utilizaron grupos de
5-6 ratones (n=5-9 tumores) por grupo de tratamiento, con administracién de vehiculo (rama control), y
con administracion de los farmacos en monoterapia o en combinacién. La dosis de CDK4/6i y ERK1/2i,
tanto en el grupo en monoterapia como en el grupo en combinacién, fue de 50 mg/kg/dia tratandose de
lunes a sabado en ambos casos, por via oral. La dosis de carboplatino fue de 25 mg/kg, administrado 2
veces por semana Los datos se muestran como media + SEM, tras haber sido normalizadas a la condicion
control, que toma el valor de 1. Los valores de p para el ensayo in vivo se obtuvieron con la prueba T no
pareada (¥, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001; ns, p>0.05 no significativo). La estadistica se
calcula para los tratamientos con CDK4/6i, con ERK1/2i y con la combinacién de ambos inhibidores
referidos al control tratado con el vehiculo y para la combinacién de ambos inhibidores referido al
tratamiento con CDK4/6i en monoterapia.
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Figura 35. Efecto del tratamiento con CDK4/6i, con ERK1/2i y con la combinacién de ambos
inhibidores sobre las principales vias de sefalizacion. Western blot de las principales vias de
sefializacion en muestras tumorales de 3 ratones por condicion tras el tratamiento de los modelos
PDX durante 28 dias (Figura 34). La dosis de CDK4/6i y ERK1/2i, tanto en el grupo en monoterapia
como en el grupo en combinacion, fue de 50 mg/kg/dia tratdndose de lunes a sdbado en ambos casos,
por via oral. Topollo. (Topoisomerasa II alpha); pRB (Retinoblastoma fosforilado); RB
(retinoblastoma); pRSK (quinasa ribosomal 90kDa S6 fosforilada); RSK (quinasa ribosomal 90kDa S6);
PAKT (quinasa de proteinas B fosforilada); AKT (quinasa de proteinas B); pERK (quinasa regulada
por sefales extracelulares 1y 2 fosforilada); ERK (quinasa regulada por sefiales extracelulares 1 y 2);
pS6 (proteina ribosomal S6 fosforilada); S6 (proteina ribosomal S6); pHH3 (Histona H3 fosforilada);
HH3 (Histona H3).

100



A TP57
-E 20+ . 6.0 4.0 . . 204
= s . 3.0- ‘ 154
E 4.04 ¢ .
104 e . . 2.0 ¢ 104 o
N .
B 204 ¢ . .
@ a.s-ﬁﬁ . ﬁ . 1.0 [o u.s-’%‘ﬁﬁ
o
5 00 00 00 00
pPRB pRSK pSé p27
B TP60
E 2.0 204 201 4.0+ .
I
= 15 15 15- 3.0
L]
S 104 e . 10 o 1.0+ . 2.0 ¢
\c %
i :
U 05 m 05- I ﬁn 05 104 |2 ﬁ .
E 0.0 00 dh 0.0 0.0 A
PRB pRSK pSé p27
C TP79
E 20+ 2 20 3.0 .
-] .
= 15+ 154 1.5+
2 . . . . 2.0+
:E 1.0 w1 1044 | Sl
7] ¢ 1.0
S E ﬂ ﬁ 05- . 05- . r| ’%‘
3 A
& 00 0.0 . 00 00
PRB pRSK pSé p27
D TP91
E 20+ 20+ 2.0 5.0 1
= 154 154 151 TE
g . 30
. . 0 .
S 0] . 1.0+ 104 [e .
S 0 201
%) . .
gé.. 054 Iill_l_‘ ﬂﬁ 054, |i| 05 ﬂ"%‘ wd el ﬂ
& 00 00 : 00 00
pRB pRSK pS6 p27

« Control « Carboplatino «CDK4/6i « ERK1/2i Combinacién

Figura 36. Cuantificacion de las variaciones de expresion de proteinas implicadas en el ciclo
celular y en vias oncogénicas en los tumores PDX tras el tratamiento con CDK4/6i, ERK1/2i o con
la combinacién de ambos inhibidores. En el eje vertical se representa la expresion relativa de pRB
(retinoblastoma fosforilado), pRSK (quinasa ribosomal 90kDa S6 fosforilada), pSé (proteina ribosoma
56 fosforilada) y p27 en cada condicion. Los datos se muestran como media * SEM, tras haber sido
normalizadas a una muestra de la condicién control. A. Muestras tumorales del tratamiento del
modelo PDX TP57. B. TP60 C. TP79 D. TP91.
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4.2. Evaluacion de la combinacion CDK4/6i con inmunoterapia

Para estudiar la eficacia de la combinacion de CDK4/6i con farmacos de inmunoterapia
in vitro se establecieron co-cultivos de PDXDO con linfocitos T. Para validar los tratamientos
in vivo se utilizaron los modelos PDX humanizados con PBMCs, modelos PDX
humanizados con células CD34+y ratones GEMMs. Los modelos PDX seleccionados fueron

de adenocarcinomas con mutacion en KRAS y expresion tumoral de PD-L1.

4.2.1. Evaluacion de la combinacion CDK4/6i con inmunoterapia in vitro

Se eligi6 el modelo TP143 con mutacion en KRAS y con alta expresion de PD-L1 (100%
PD-L1+) para establecer co-cultivos de organoides con células T aisladas de sangre de
donantes sanos. Tras 3 dias con el cocktail de activacidn, las células T presentaban mas del
60% de activacion de los linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ en comparaciéon con la
muestra control. Una vez los PDXDO estaban formados, se anadieron las células T
activadas al medio en presencia de CDK4/6i, un anticuerpo anti-PD-1 (pembrolizumab) o
ambos farmacos, manteniendo pocillos control sin células T y con células T sin farmacos.
Los tratamientos se analizaron con tinciones de IF, confirmando en primer lugar la

infiltracion de las células T en el matrigel y en los organoides (Flechas amarillas, Figura 37).

Observamos que el tratamiento con el CDK4/6i producia una disminuciéon en la
proliferacién de los PDXDO que se reflejé en una disminucién del namero de células
positivas para EAU y en un menor tamano de los organoides tanto en los co-cultivos con
células T como los cultivos sin células T. Sin embargo, con la presencia de células T
aumentaba el nimero de células apoptoticas, que medimos con la expresion de caspasa-3.
El tratamiento con anti-PD-1 no redujo significativamente la proliferacion respecto al
control ni se observé un aumento de caspasa-3. El tratamiento de los co-cultivos con
CDK4/6i y anti-PD-1 en combinacion no mostr6 una disminucion mayor en la proliferacion
de los PDXDO comparado con el CDK4/6i en monoterapia. Tampoco se observo un
aumento enla infiltracion de células T (Figura 37B). Teniendo en cuenta estos resultados y

la nula eficacia de la combinacion in vitro se paso a realizar los tratamientos in vivo.
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Figura 37. Evaluacion en un modelo de co-cultivo in vitro de la eficacia del tratamiento con
CDK4/6i, de un anticuerpo anti-PD-1 (pembrolizumab) y de la combinacién de ambos farmacos. A.
Inmunofluorescencia de los co-cultivos de PDXDO con linfocitos T. Los linfocitos previamente
activados son afiadidos al medio de cultivo junto con el vehiculo (rama control), con CDK4/6i 10uM,
anti-PD-1 (25mg/ml) o la combinacién de ambos inhibidores. Todas las condiciones se cultivaron en
presencia de EAU (10uM) durante 72h. Los PDXDO se tifieron con EdU (verde), caspasa 3 (rojo) y
CD45 (blanco) y los nucleos con DAPI (azul). Se muestran imagenes representativas del modelo de
adenocarcinoma con mutacion en KRAS TP143 con linfocitos Ty como control las mismas condiciones
sin linfocitos T en el medio de cultivo. Aumento original 20x B. Cuantificacion de las células
proliferativas medidas por el porcentaje de células EAU positivas (panel izquierdo) y de las células T
infiltradas en los organoides tras el tratamiento (panel derecho). Los datos muestran la media de 3
réplicas. Los datos se muestran como media + SEM, tras haber sido normalizadas a la condicién
control, que toma el valor de 1. Los valores de p para el ensayo se obtuvieron con la prueba T (ns,
p>0.05, no significativo).
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4.2.2. Evaluacion de la combinacién CDK4/6 i con inmunoterapia in vivo en modelos
PDX humanizados con PBMCs

Como se ha descrito en el apartado 3.1. de esta seccion, el modelo PDX humanizado
mediante la inyeccion intraperitoneal de PBMCs en ratones inmunodeprimidos con
tumores PDX seria un modelo adecuado para testar inmunoterapias. Elegimos el modelo
PDX TP57 con mutacion en KRAS y expresion de PD-L1 (96% PD-L1+) para tratar con la
combinacion anti-PD-1 y anti-CTLA-4 (pembrolizumab y ipilimumab), y la triple
combinacion CDK4/6i con anti-PD-1 y anti-CTLA-4 (Tabla 3). Observamos que en este
modelo PDX humanizado el tratamiento con inmunoterapia no tenia ningtin efecto en los
tumores, ni en el grupo de ratones tratados con inmunoterapia sola ni en el grupo de los
ratones tratados con inmunoterapia en combinacion con el CDK4/6i, siendo solo
significativa la reduccidn del crecimiento cuando los ratones son tratados con CDK4/6i, en
monoterapia o en la rama de la triple combinacién (Figura 38A). Cuando analizamos la
activacion de las las vias de sefializacion se observo una disminucion del ciclo celular con
el tratamiento de CDK4/6i (Figura 38B). Al finalizar el tratamiento, se analizé la infiltracion
de células CD45+ humanas en los tumores de las diferentes condiciones de tratamiento, no
observando un aumento de infiltracion de células huCD45+ en ninguna condicion

comparando con los tumores control (Figura 38C; Figura 38D).
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Figura 38. Efecto del tratamiento con CDK4/6i, un anticuerpo anti-PD-1, un anticuerpo anti-CTLA-
4y dela combinacion de los tratamientos en modelos PDX humanizados con PBMCs. A. Los ratones
PDX con tumores crecidos con un volumen de 200mm? fueron inyectados intraperitoneal con PBMCs
y tratados a las 24 horas con vehiculo (rama control), con CDK4/6i, anti-PD-1 (pembrolizumab), anti-
CTLA-4 (ipilimumab) o la triple combinacién de CDK4/6i con anti-PD-1 y anti-CTLA-4. El tratamiento
duro 21 dias. Se utilizaron grupos de 5 ratones por rama de tratamiento, excepto en la rama control
n=4. La dosis de CDK4i, tanto en el grupo en monoterapia como en el grupo en combinacioén, fue de
50 mg/kg/dia tratandose de lunes a sdbado en ambos casos, por via oral. El anti-PD-1 fue administrado
intraperitonealmente dos veces por semana con una dosis inicial de 10mg/kg, siendo el resto de dosis
a 5mg/kg. En el caso de anti-CTLA-4 se inyectd dos veces por semana intraperitoneal a 10mg/kg. Los
datos se muestran como media + SEM, tras haber sido normalizadas a la condicion control, que toma
el valor de 1. Los valores de p para el ensayo in vivo se obtuvieron con la prueba T no pareada (*,
p<0.05). B. Western blot de la activacién de las principales vias de sefializacién de 3 ratones por
condicion tras el tratamiento de los modelos PDX durante 21 dias. C. Tinciones de IHQ para huCD45+
de un tumor representativo de cada condicion. D. Cuantificacion de células huCD45+ infiltradas en
los tumores PDX de la condicién control y en los tumores tratados con CDK4/6i, anti-PD-1 + anti-
CTLA-4 y la combinacién de farmacos. Los datos se muestran como media + SEM. Los valores de p
para el ensayo se obtuvieron con la prueba T no pareada (ns, p>0.05, no significativa). Barra de escala
0.1Imm.
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4.2.3. Evaluacion de la combinacion de CDK4/6i con inmunoterapia in vivo en

modelos PDX humanizados con células CD34+

Tras observar que el tratamiento con la inmunoterapia no mostrd efecto en los PDX
humanizados con PBMCs, decidimos testar la combinacion de CDK4/6i con inmunoterapia
en el modelo humanizado més complejo generado tras la inyeccion de células CD34+. En
este caso se eligieron 3 modelos PDX con KRAS mutado y con alta expresion de PD-L1
(TP57, 96% PD-L1+; TP79, 90% PD-L1+ TP143, 100% PD-L1+). En todos los casos
observamos una cierta disminucion del crecimiento tumoral en los ratones humanizados
cuando son tratados con el anticuerpo anti-PD-1, aunque s6lo de manera significativa en el
modelo TP143 (Figura 39). El CDK4/6i, al igual que ocurria en los ratones atimicos sin
humanizar, produjo una reduccioén significativa del crecimiento tumoral en todos los
modelos PDX testados, sin embargo, en esta ocasion la combinacion no resulté en una

reduccién mayor del crecimiento (Figura 39).

Cuando analizamos la activacion de las vias de senalizacion por western blot
observamos una disminucién de las vias del ciclo celular bajo el tratamiento con el CDK4/6i
(Figura 40). El tratamiento con CDK4/6i no produjo un aumento da la infiltracion de células
inmunes en el tumor (Figura 41), lo que podria explicar que la combinaciéon no tuviera un

mayor efecto en la reduccidn del crecimiento tumoral en estos modelos PDX humanizados.
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Figura 39. Efecto del tratamiento de CDK4/6i, del anticuerpo anti-PD-1 y de la combinacién de
ambos farmacos en modelos PDX humanizados con células CD34+. Los ratones humanizados con
células CD34+, y con tumores PDX con un volumen de 200mm? se trataron con vehiculo (rama control),
con CDK4/6i, anti-PD-1 (pembrolizumab) o la combiancién de ambos farmacos. El tratamiento dur6 21
dias. Se utilizaron grupos de 5 ratones por rama de tratamiento. La dosis de CDK4/6i, tanto en el grupo
en monoterapia como en el grupo en combinacién, fue de 50 mg/kg/dia tratdndose de lunes a sdbado
en ambos casos, por via oral. Anti-PD-1 fue administrado por via intraperitoneal 2 veces por semana,
la primera dosis administrada a una concentracion de 10mg de pembrolizumab/kg/dia, siendo el resto
de dosis a 5mg de pembrolizumab/kg/dia. Los datos se muestran como media = SEM, tras haber sido
normalizadas a la condicién control, que toma el valor de 1. Los valores de p para el ensayo in vivo se
obtuvieron con la prueba U de Mann-Whitney (¥, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; ns, p>0.05, no
significativo).
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Figura 41. Efecto del tratamiento con CDK4/6i, del anticuerpo anti-PD-1 y de la combinacion de ambos
tratamientos sobre la activacion de vias de sefializacién en el modelo in vivo humanizado. Western blot
de las principales vias de sefializacion de 3 ratones por condicion tras el tratamiento de los modelos PDX
humanizados durante 21 dias. La concentraciéon del CDK4/6i, tanto en el grupo en monoterapia como en
el grupo en combinacién, fue de 50 mg/kg/dia tratindose de lunes a sdbado en ambos casos, por via oral.
El anticuerpo anti-PD-1, pembrolizumab, fue administrado por via intraperitoneal 2 veces por semana, la
primera dosis administrada a una concentracién de 10mg de pembrolizumab/kg/dia, siendo el resto de las
dosis a 5mg de pembrolizumab/kg/dia. Topolla. (Topoisomerasa II alpha); pRB (retinoblstoma fosforilado;
pHH3 (Histona H3 fosforilada).
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Figura 40. Infiltracion de células inmunes en los tumores de los modelos PDX humanizados tratados
con CDK4/6i, anticuerpo anti-PD-1 y de la combinacién de ambos farmacos. Tinciones de IHQ para
huCD45+ de un tumor representativo de cada condicion. El panel de la derecha se muestra la cuantificacion
de células huCD45+ infiltradas en los tumores PDX de la condicion control y en los tumores tratados con
CDK4/6i, anti-PD-1 y la combinacién de ambos farmacos. Los datos se muestran como media + SEM. Los
valores de p para el ensayo se obtuvieron con la prueba U de Mann-Whitney para los modelos TP57 y TP
79 y prueba T no pareada para el modelo TP143 (ns, p>0.05, no significativa). Barra de escala 0.1mm. A.
Secciones tumorales representativas del modelo TP57 B.TP143 C.TP79.



Resultados

4.2.4. Evaluacion de la combinacion de CDK4/6i con inmunoterapia in vivo en ratones
GEMMs

Finalmente testamos la combinacion del CDK4/6i con inmunoterapia en un modelo

animal completamente inmunocompetente, un modelo GEMM  inducible de

adenocarcinoma de pulmoén KRASLSLGI2Vgeo pssloxP gy gigefio experimental incluy¢ 4
grupos de tratamiento: (1) administracion de vehiculo; (2) administracién oral de CDK4/6i
(50mg/kg), 6 veces por semana; (3) administraciéon intraperitoneal de anti-PD-1
(200ug/raton), 2 veces por semana; y (4) combinacién de ambos farmacos. El tratamiento
durd 21 dias.

En los animales tratados con las monoterapias o la combinaciéon no se observd por
microCT una disminucion significativa en el tamafio de los tumores respecto al control. En
el caso de las monoterapias no se produjo un aumento en el niimero total de los tumores al
finalizar el procedimiento, que, si se indujo con la combinacidn, al igual que ocurria en los

controles (Figura 42A; Figura 42B).
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Figura 42. Efecto del tratamiento con CDK4/6i, un anticuerpo anti-PD-1 y ambos farmacos en
combinacion en un modelo animal genéticamente modificado de adenocarcinoma de pulmoén inducido
por la mutacion de KRAS y el silenciamiento de TP53. Se utilizaron grupos de 5 ratones
KRASISIG12Vgeor+: P53LoxPlox? previamente inducidos con adenoCre y confirmada la presencia de tumores por
microCT por rama de tratamiento. Las 4 ramas fueron: vehiculo (rama control), CDK4/6i, anti-PD-1 y la
combinacién de ambos. La dosis del CDK4/6i, tanto en el grupo en monoterapia como en el grupo en
combinacion, fue de 50 mg/kg/dia tratdndose de lunes a sAbado en ambos casos, por via oral. El anticuerpo
anti-PD-1, fue administrado por via intraperitoneal 2 veces por semana, la primera dosis administrada a
una concentracion de 10mg de pembrolizumab/kg/dia, siendo el resto de dosis a 5mg de
pembrolizumab/kg/dia. Los datos se muestran como media + SEM, tras haber sido normalizadas a la
condicion control, que toma el valor de 1. Los valores de p para el ensayo in vivo se obtuvieron con la
prueba U de Mann-Whitney (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001). A. El tamario de los tumores al final del
procedimiento se relativizd al tamarfio inicial y se represento el incremento relativo en el tamafo de los
mismos. B. Se representé el nimero de tumores al inicio y al final del tratamiento con CDK4/6i y anti-PD-
1 en monoterapia o en combinacién medidos por microCT
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La infiltracion de células CD45+ no se vio aumentada con el tratamiento con CDK4/6i.

Tampoco se documento un incremento en la expresion de PD-L1 (Figura 43).
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Figura 43. Analisis mediante tincion de H&E e ITHQ de tumores desarrollados tras la induccion
con AdenoCre en los pulmones de ratones Kras!SLG12Vgeoir:p53LoxPiLoxP y tratados con CDK4/6i, un
anticuerpo anti-PD-1 y ambos farmacos en combinacion. Tinciéon de H&E, CD45 y PD-L1 de los
tumores de animales, con administracién de vehiculo, y con administraciéon de los farmacos en
monoterapia o en combinacioén. El panel de laizquierda muestra la cuantificacion de la infiltracién
en los tumores pulmonares de 3 ratones por condicién. Los datos se muestran como media + SEM.
Los valores de p para el ensayo se obtuvieron con la prueba T no pareada (ns, no significativo).
Barra de escala 0.1mm.

5. Estudio farmacodinamico e identificacion de biomarcadores predictivos de

respuesta para las nuevas estrategias terapéuticas testadas

De las dos estrategias terapéuticas testadas, la combinacion del inhibidor de CDK4/6
con el inhibidor de ERK1/2 demostrd ser mas eficaz que los farmacos en monoterapia.
Decidimos por tanto centrarnos en esta combinacion, y, por un lado, tratar de identificar
biomarcadores predictivos de respuesta a nivel gendmico y transcriptomico y por otro,
tratar de diseccionar sus efectos farmacodinamicos. Para esto tltimo, se analizo el perfil
transcriptomico de los PDXDO tratados con el inhibidor de CDK4/6, el inhibidor de ERK1/2

y la combinacion de ambos farmacos.
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5.1. Estudio de la resistencia intrinseca e identificacion de biomarcadores

predictivos de respuesta al inhibidor de CDK4/6

Como se mostro en el apartado 4.1. de esta seccion, el tratamiento con la combinacidon
(CDK4/6i con ERK1/2i), redujo la proliferacion y viabilidad en los cultivos de los 13 modelos
PDXDO tratados, aunque con distinta sensibilidad. Sin embargo, cuando analizamos la
respuesta de los farmacos en monoterapia, encontramos que 3 de esos 13 modelos no
respondian al inhibidor de CDK4/6 en monoterapia (TP60, TP80, TP134) (Figura 30).

Al analizar el fondo genomico de los modelos que no respondian al inhibidor de
CDK4/6 en monoterapia, encontramos ciertas alteraciones moleculares que podrian
comportarse como biomarcadores predictivos de respuesta al tratamiento con CDK4/6i.
Analizando los datos del exoma de los tres modelos resistentes al tratamiento con CDK4/6i,
observamos que, uno de ellos, el modelo TP60 presentaba una mutacion en RB1 y otro, el
TP134 presentaba la mutacién E545K en el gen PI3KCA (Figura 17). Ambas mutaciones ya
han sido descritas en la literatura como mecanismos de resistencia a los inhibidores de
CDK4/6, 1o que valida nuestro estudio. Por otro lado, el tercer modelo resistente el TP80, no
presentaba ninguna mutacion conocida que confiera resistencia a estos inhibidores, pero
presentaba una mutacién en AKT3 con la consiguiente activacion de la via PI3K, y una
mutacion en MGA (Figura 17), que es un gen supresor tumoral que inhibe el programa
transcripcional MYC y los genes diana del factor de transcripcion E2F. Ambas mutaciones

podrian estar relacionadas con la resistencia intrinseca de este modelo.

Por otro lado, quisimos buscar a nivel transcriptomico algin biomarcador o una firma
transcrpcional que ayudaran a predecir la respuesta al tratamiento con el CDK4/6i. Para
ello comparamos el perfil transcripcional de las muestras control sin tratar de los PDXDO
resistentes y sensibles al inhibidor de CDK4/6, realizando un anadlisis de enriquecimiento
de conjuntos de genes de una sola muestra (ssGSEA). Los andlisis bioinformaticos revelaron
que las vias relacionadas con MYC (MYC TARGETS) y las dianas de E2F (E2F TARGETS)
estaban sobre-expresadas significativamente en los modelos resistentes a CDK4/6i al
compararlos con los sensibles. Mientras que las vias relacionadas con la respuesta inmune
e inflamacion (T CELL ACTIVATION; CYTOKINES AND INFLAMMATORY RESPONSE;
T CELL RECEPTOR SIGNALING PATHWAY; TNFA SIGNALING PATHWAY), la
apoptosis (APOPTOSIS) y la via de WNT (WNT_UP.V1_UP) estaban infra-expresadas en
los modelos resistentes a CDK4/6i (Figura 44). Esta firma trascripcional que define a los
modelos resistentes podria ayudar a predecir la resistencia al tratamiento con el inhibidor
de CDK4/6.
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Figura 44. Analisis de los biomarcadores predictivos de respuesta a CDK4/6i a nivel
transcriptémico. El grafico muestra los analisis de FGSEA para los conjuntos de genes
seleccionados comparando las muestras control de los modelos PDXDO resistentes a CDK4/6i
(TP60, TP80 y TP134) frente a las muestras control de los modelos sensibles a CDK4/6i (TP40, TP43,
TP57, TP70, TP79, TP91, TP103, TP126, TP143 y TP148). Se muestran en azul los conjuntos de genes
en los que las muestras control de los resistentes estan significativamente enriquecidas o tienen su
expresion disminuida.

5.2. Estudio de los efectos bioldgicos del inhibidor de CDK4/6 en monoterapia
y en combinacion con el inhibidor ERK1/2

Analizamos el transcriptoma completo mediante RNASeq de los cultivos de PDXDO
tratados con el inhibidor de CDK4/6, el inhibidor de ERK1/2 y ambos farmacos en
combinacion, y los comparamos con el transcriptoma de los mismos modelos sin tratar.
Primero, utilizando un analisis de ssGSEA comparamos las muestras tratadas con CDK4/6i
y sus controles. En el andlisis no supervisado las muestras agruparon en dos grupos, un
grupo en el que mayoritariamente estaban las muestras tratadas, y otro, en el que
mayoritariamente estaban las muestras de los controles sin tratar y cinco muestras tratadas,
que incluian las de los tres PDXDO que no responden al tratamiento con el CDK4/6i.
Fijdndonos en las muestras de los modelos PDXDO tratados con CDK4/6i que si responden
al tratamiento, observamos una reduccion de la expresion en aquellos transcritos de genes
involucrados en el ciclo celular (RB PATHWAY; E2F TARGETS; CELL CYCLE DNA



REPLICATION), consistente con la parada de ciclo que vimos en los experimentos
funcionales (Figura 30-33), y un enriquecimiento de transcritos de respuesta inmune (T
CELL ACTIVATION; CYTOKINES AND INFLAMMATORY RESPONSE; T CELL
RECEPTOR SIGNALING PATHWAY) (Figura 45). A pesar de la parada de ciclo que
observamos en los cultivos, vimos que habia algunas vias de sefializacion relacionadas con
proliferacion y progresion celular que se mantenian activas como eran las vias de PI3K,
ERK y WNT. Por otro lado, observamos que las muestras tratadas con el inhibidor de
CDK4/6i de los tres modelos resistentes (TP60, TP80 y TP134), no presentaban reduccion en
la expresion de los genes involucrados en la proliferacion y progresion del ciclo celular (E2F
TARGETS; CELL CYCLE DNA REPLICATION), hecho consistente con el efecto bioldgico
observado (Figura 30-33) y presentaban una activacion de la via de MYC que podria estar

implicada con la resistencia al tratamiento (Figura 45).
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Figura 45. Analisis transcriptomico de los PDXDO tratados con CDK4/6i. Heatmap no supervisado de
las puntuaciones de enriquecimiento normalizadas (NES) de los analisis de enriquecimiento de conjuntos
de genes de una sola muestra (ssGSEA) para cada grupo de genes (gene sets). Cada columna representa
muestras individuales de cada modelo PDXDO analizado. Su muestra control (sin tratar) y su muestra
CDK4/6i (tras 48 horas de tratamiento). La sobreexpresiéon se muestra en rojo y la disminucién de la
regulacion en azul. En el panel superior se indica el tratamiento y la sensibilidad de cada muestra. El
tratamiendo con CDK4/6i se indica en verde y el control en salmoén. Indicando las muestras sensibles a
CDK4/6i en azul y las resistentes en morado.
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También realizamos un analisis con ssGSEA para comparar las muestras tratadas con
la combinacién con sus controles sin tratar utilizando el mismo grupo de “gene sets” con el
que estudiamos el tratamiento con CDK4/6i en monoterapia. En el heatmap no supervisado
vimos dos grupos claramente diferenciados, uno que agrupaba las muestras sin tratar y
otro que agrupaba las muestras tratadas con la combinacion. Al igual que ocurria con el
tratamiento de CDK4/6i en monoterapia, en las muestras tratadas con la combinacion
diferenciamos un grupo de transcritos que mostraban disminuida la expresion y que
estaban relacionados con la inhibicion del ciclo celular (RB PATHWAY; E2F TARGETS;
CELL CYCLE DNA REPLICATION). En este caso, esto ocurria en todas las muestras,
incluso en aquellos tres modelos que eran resistentes al tratamiento en monoterapia. Por
otro lado, observamos que el tratamiento con la combinacion revertia la activacion de las
vias de PI3K y WNT y la disminucion de la inflamacion inducida tras el tratamiento con el
inhibidor de CDK4/6 en monoterapia, que podria explicar el efecto sinérgico observado
(Figura 46).
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Figura 46. Analisis transcriptémico de los PDXDO con el tratamiento de la combinacion de CDK4/6i
con ERK1/2i. Heatmap de las puntuaciones de enriquecimiento normalizadas (NES) de los andlisis de
enriquecimiento de conjuntos de genes de una sola muestra (ssGSEA) para cada grupo de genes (gene
sets). Cada columna representa muestras individuales de cada modelo PDXDO analizado. Su muestra
control (sin tratar) y su muestra Combo (tras 48 horas de tratamiento con la combinacién). La
sobreexpresion se muestra en rojo y la disminucion de la regulacion en azul. En el panel superior se indica
el tratamiento y la sensibilidad de cada muestra. El tratamiendo con la combinacion se indica en verde y
el control en salmén. Indicando las muestras sensibles a CDK4/6 en azul y las resistentes en morado.



Para profundizar en los hechos que subyacen a la sinergia de la combinacion,
estudiamos aquellos transcritos que estaban diferencialmente expresados tras el
tratamiento con la combinacién comparando con los tratados con el CDK4/6i en
monoterapia en los 13 modelos de PDXDO. Estos andlisis confirmaron que la mayoria de
los genes involucrados en la progresion del ciclo celular que estaban inhibidos tras el
tratamiento en monoterapia lo estaban en mayor medida tras el tratamiento con la
combinacion en la mayoria de los PDXDO tratados. Sin embargo, habia un grupo de 5
PDXDOs tratados con el CDK4/6i, que incluia a los 3 modelos resistentes, que no mostraban
este perfil, sino que mantenian una activacion del ciclo celular tras el tratamiento en
monoterapia. Ademds, confirmamos que en las muestras tratadas con el CDK4/6i en
monoterapia se activaban las vias de sefializacion de PI3K, ERKy WNT y que el tratamiento
con la combinacion contrarrestaba dicha activacion, produciendo la inhibiendo estas vias,
tanto en los modelos resistentes al CDK4/6i como en los sensibles. La inhibicion de estas
vias producida por la combinacion, incluso en los modelos intrinsecamente resistentes al

CDK4/6i, podria explicar el efecto sinérgico observado (Figura 47).
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Figura 47. Analisis transcriptomico de los PDXDO tratados con el CDK4/6i en monoterapia y en
combinaciéon con el ERK1/2i. Heatmap no supervisado de las puntuaciones de enriquecimiento
normalizadas (NES) de los analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes de una sola muestra
(ssGSEA) para cada grupo de genes (gene sets). Cada columna representa muestras individuales de cada
modelo PDXDO analizado. Muestra CDK4/6i (tras 48 horas de tratamiento con CDK4/6i) y muestra
Combo (tras 48 horas de tratamiento con la combinacion). La sobreexpresion se muestra en rojo y la
disminucion de la regulacién en azul. En el panel superior se indica el tratamiento y la sensibilidad de
cada muestra. El tratamiendo con CDK4/6i se indica en verde y el tratamiento con la combinacién en
salmon. Indicando las muestras sensibles a CDK4/6 en azul y las resistentes en morado.
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A lo largo de este trabajo generamos y caracterizamos nuevos modelos preclinicos de
CPNM predictivos de respuesta in vitro (PDXDO) e in vivo (PDX y PDX humanizados), y
utilizamos estos modelos para testar la eficacia de nuevas estrategias terapéuticas que
podrian ser de utilidad para los pacientes con adenocarcinoma de pulmon con KRAS
mutado. De las dos estrategias testadas, una de ellas demostrd eficacia, y estudiamos en
mayor profundidad sus efectos biologicos y qué biomarcadores podrian predecir la

respuesta.

1. Modelos preclinicos que recapitulan la heterogeneidad del CPNM en

clinica

En la primera parte de este proyecto de tesis generamos y caracterizamos nuevos
modelos experimentales de cancer de pulmon que mimetizan mejor la heterogeneidad y las
principales caracteristicas del CPNM, para su uso como herramienta preclinica con la que
testar nuevas estrategias terapéuticas e identificar biomarcadores de respuesta. Generamos
tres tipos de modelos, que incluye una extensa cohorte de modelos PDX de la que se nutren
dos colecciones, una in vitro de modelos PDXDO y otra in vivo de modelos PDX

humanizados.
PDX

En este estudio describimos una coleccion de 45 modelos PDX de CPNM establecidos
con éxito a partir de la implantacion de 124 muestras humanas de tejido tumoral primario
en ratones atimicos. La tasa de éxito del injerto fue del 36,3% (Tabla 7). Esta tasa fue similar
a la de otras colecciones descritas en la literatura, en las que el establecimiento de PDX
derivados de tumores frescos de pacientes de CPNM tuvo tasas de éxito que oscilaban entre
el 20 y el 40% (Fichtner et al., 2008; John et al., 2011; D. Wang et al., 2017; X. chao Zhang et
al.,, 2013). A destacar que estas colecciones utilizaron ratones NSG, con mayor grado de
inmunodepresion que los ratones nude utilizados en nuestra cohorte. La cepa de ratones
nude presenta ventajas en términos de coste y facilidad de mantenimiento en un animalario
(Tabla 13). Ademas, estos ratones requieren condiciones de esterilidad menos estrictas que
los ratones NSG, lo que los hace mas tolerantes a los agentes farmacolodgicos y a la
manipulacion. Si bien la implantacién subcutdnea es el método mas utilizado para el
establecimiento de modelos PDX, se ha reportado que el trasplante ortotopico mimetiza
mejor el microambiente natural para el crecimiento del tumor (Cuenca et al., 1996; Hoffman,
2015; W. Zhang et al., 2019), para el desarrollo de metastasis (Jarry et al., 2021), y que la
implantacion ortotopica aumenta las tasas de injerto del tumor (Hidalgo et al.,, 2014; X.
Wang et al, 1992). No obstante, la implantacion directa en el pulmén no es muy
frecuentemente utilizada en modelos de CPNM debido a la dificultad técnica que conlleva,
y a la posterior necesidad de medicién del volumen del tumor por técnicas de imagen de
las que no se dispone en todos los animalarios. Cabe destacar que se ha descrito una tasa
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de injerto en el rango del 90% con otro procedimiento basado en el implante de los tumores
en la capsula renal con muestras de cancer de pulmoén y otros tipos tumorales (Dong et al.,
2010).

Tabla 13. Caracteristicas de colecciones de PDX de CPNM

i o Caracteristicas
PDX de n e , Procedencia  Técnica de clinicopatoldgicas
CPNM modelos modelos  éxito - Cepa ratén muestra implante  con mas éxito de
ADC total . .
injerto
Carcinoma
Yagiie et epidermoide,
al, 2021 45 15 36,3 Nude Cirugia Subcutanea varones, fumador,
mutaciones en
KRAS
Fichtner
etal., 25 6 245 NOD/SCID Cirugia Subcutanea -
2008
Carcinoma
epidermoide,
John et 63 30 40 NOD/SCID  Cirugia  Subcutinea o oo Mayor
al., 2011 tamano tumoral,
mutaciones en
KRAS
D. Wang
35?17 127 52 29 NOD/SCID  Cirugla  Subcutdnea ;
X. chao Carcinoma
Zhanget 1 322 NOD/SCID  Cirugla  Subcuténea  CPidermoide
al., 2013 varones®,
fumador*
Chen et Carcinoma
al, 2019 105 - 34 NOD/SCID Cirugia/Biopsia Subcutdnea  epidermoide,
estadio IT y III
X. Dong Cépsula
etal, 29 16 90 NOD/SCID Cirugia -
2010 renal

*Son significativas en el analisis univariante, no son significativas en el analisis multivariante.
Abreviaturas: PDX (xenoinjerto derivado de paciente); CPNM (cancer de pulmdn no microcitico); ADC
(adenocarcinoma); - dato no analizado.

Los factores que influyen en el crecimiento de los PDX no estan del todo claros, sin
embargo, nuestros resultados sugieren que caracteristicas clinicas como el habito tabaquico,
el subtipo histologico del tumor o el género del paciente pueden influir en el éxito del
injerto. En nuestra coleccion, todos los modelos establecidos provienen de tumores de
pacientes fumadores, y ninguno de los tumores de pacientes no fumadores dio lugar a un
modelo PDX. En cuanto al género, los andlisis estadisticos muestran un mayor éxito de
injerto con muestras de varones que de mujeres, aunque existe franca relacion entre el sexo
y el habito tabaquico. En otras plataformas de PDX de CPNM, el habito de fumar y el género
también tienen un impacto significativo en la probabilidad de éxito del injerto de los
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modelos (John et al.,, 2011; X. chao Zhang et al., 2013) (Tabla 13). Ademas, obtuvimos
mayores tasas de éxito al establecer modelos PDX de carcinoma epidermoide en
comparacion con los de adenocarcinoma, algo que ya describian en otras colecciones (Chen
et al., 2019; John et al., 2011; X. chao Zhang et al., 2013).

La cirugia con o sin quimioterapia adyuvante es el tratamiento estandar para el CPNM
en estadios tempranos y localizados. Sin embargo, para el CPNM en estadio avanzado, el
tratamiento estdndar consiste en tratamientos dirigidos a dianas moleculares,
quimioterapia y/o inmunoterapia, y solo rara vez cirugia, lo que dificulta el acceso a
material clinico en cantidad suficiente para la generacion de modelos PDX derivados de
tumores en esos estadios (American Cancer Society, 2021). Aun asi, nuestra coleccion
incluye algunos modelos PDX derivados de tumores en estadios III/IV. La mayoria de los
estudios publicados se han basado en la utilizacion de muestras quirtrgicas que
proporcionan mayor cantidad de tejido (Tabla 13), sin embargo, la utilizacién de biopsias
tumorales o aspirados de liquido pleural permitirian generar modelos de estadios mas
avanzados que no suelen resecarse (Herndndez et al., 2019). Aun sabiendo que el éxito de
injerto puede reducirse al ser mas pequena la muestra y disminuir las probabilidades de
éxito al ser implantando en un menor ntimero de ratones en pase 0, algunos estudios han
conseguido aumentar el éxito en la implantacion de muestras de liquido pleural y biopsia
usando ratones NSG (Chen et al., 2019).

Aungque el establecimiento de PDX es muy exigente en términos de tiempo y recursos,
estos modelos proporcionan ventajas potenciales sobre otros modelos preclinicos como los
xenoinjertos de lineas celulares, ya que mantienen intactas las caracteristicas de
heterogeneidad intra e intertumoral (Hidalgo et al., 2014). Nuestros modelos recapitulaban
la diversidad del cancer de pulmdn, y la evaluacion de la histologia y las caracteristicas
moleculares a lo largo de los pases confirmé que se conservaban en todos los modelos PDX
como ocurria en otras colecciones de PDX de CPNM o de otros tipos tumorales (George et
al.,, 2017; John et al., 2011; Kang et al., 2018; Peng et al., 2013). Cabe sefialar, sin embargo,
que los tumores injertados en nuestra coleccion solian mostrar una des-diferenciacion
histoldgica y un patrén morfoldgico mas sélido en pases tardios como también ocurria en
otras series (Figura 11-13) (Chen et al., 2019). La expresion diferencial de los marcadores
caracteristicos de los diferentes subtipos histologicos, TTF1 o p63, asi como la ratio de
proliferacion medido con el marcador ki67 se conservaban, como también habian
demostrado otros estudios (Figura 11-13) (Kang et al., 2018). Ademas, nuestro anadlisis de la
composicion del tumor y su estroma usando hibridacion in situ con lasonda ALUII y tincion
de IHQ de SMA, respectivamente, demostrd, como otros autores han sugerido, que el
estroma humano desaparece en pases tempranos (P2) y es sustituido por estroma murino
(Julien et al., 2012). La proporcion de estroma también disminuia en los tumores PDX con
respecto alos tumores de los pacientes, aunque una vez establecido el modelo la proporcion

de estroma en el tumor se mantenia constante con los pases (Figura 14). Estas observaciones
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también habian sido apreciadas en otras colecciones de PDX de otros tumores (Julien et al.,
2012).

En cuanto a la caracterizacion molecular, hemos confirmado que nuestra coleccion de
PDX cuenta con modelos que presentan las principales alteraciones moleculares
subyacentes a los CPNMs y, en general, en un porcentaje similar al encontrado en los
pacientes (Figura 17). A destacar, observamos un notable enriquecimiento en los modelos
con mutaciones TP53 (80%) y KRAS (53%) en la coleccion de PDX de adenocarcinoma, en
comparacion con la incidencia de estas mutaciones en la poblacion general segun los datos
del TCGA (el 50% y el 30%, respectivamente, en los paises occidentales), y respecto a
nuestras cohortes clinicas del hospital Universitario 12 de Octubre (TP53 (55,6%), KRAS
(29,6%)). Por el contrario, habia un pequefio porcentaje de alteraciones moleculares
frecuentes en los pacientes, como las mutaciones en KEAP1 (18% segun el TCGA) o las
fusiones en ALK (6% segun el TCGA), que no estaban representadas en nuestra coleccion.
Estos datos sugieren que hay alteraciones moleculares como las mutaciones en TP53 y
KRAS que hacen a los tumores mas susceptibles a tener éxito en el establecimiento de los
modelos PDX, y otras mas resistentes a la implantacion. Este efecto no se observé en otras
cohortes de PDX de CPNM como la establecida por Fichtner y cols. en la que consiguieron
un 24% de modelos con mutacion en KRAS y 52% con mutacion en TP53 (Fichtner et al.,
2008). Por el contrario, otras colecciones si mostraron mayor probabilidad de éxito en el
injerto cuando existian mutaciones activadoras de KRAS (John et al., 2011) (Tabla 13) y
menor probabilidad de injerto en tumores con mutaciones de EGFR (John et al., 2011; Kang
et al., 2018). En definitiva, los tumores asociados a caracteristicas epidemioldgicas
(tabaquismo, género masculino) o de enfermedad (estadio mas avanzado, histologia
escamosa, aberraciones gendmicas de mal prondstico como las mutaciones en KRAS)
predictivas de agresividad bioldgica tienden a ser mas facilmente explantables (Dogan et
al., 2012; Pham et al., 2006).

Confirmar que los PDX son modelos estables, cuyas caracteristicas histoldgicas y
moleculares coinciden con las del paciente del que provienen y se mantienen durante los
pases, resultaba necesario para validar la coleccion como herramienta preclinica. El estudio
de estas caracteristicas en pases tempranos y tardios indicéd que no solo se mantenian las
caracteristicas histoldgicas, sino también las moleculares. Asi, no solo se conservaba la
presencia de las aberraciones gendmicas sino también su abundancia (medida por ddPCR
en el tumor y en biopsia liquida como frecuencia alélica); es decir, se mantenia la
heterogeneidad intra-tumoral con los pases (Figura 18). La tinica excepcion la encontramos
en el modelo TP80, en el que observabamos un enriquecimiento de su mutacién en KRAS,
que presentaba una frecuencia inicial del 11,8% y en pases tardios del 43%. En general, en
la mayoria de las colecciones de PDX, de cancer de pulmoén u otros tipos tumorales, se
conservaban las alteraciones gendmicas y las frecuencias alélicas de los tumores originales
(Fichtner et al., 2008; Julien et al., 2012). No obstante, algunos estudios han informado del

enriquecimiento de mutaciones en algunos PDX, que podria deberse a la amplificacion de
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clones en el PDX previamente infra-representados en el paciente, o consecuencia de la
evolucion de los tumores, como sugieren otros estudios (Ding et al., 2010; Kresse et al.,
2012).

La disponibilidad de la secuenciaciéon completa del transcriptoma de todos los PDX
nos permitié elegir los modelos que estimamos idoneos para la evaluacion de las nuevas
estrategias terapéuticas testadas en este trabajo, y permitird seleccionar los modelos mas
adecuados para cada uno de los proyectos en los que vayamos a usarlos en el futuro, en
funcién de las vias que se pretendan interferir. El andlisis del transcriptoma de los modelos
PDX de adenocarcinoma con la misma mutacion conductora mostrd cierta variabilidad
entre si, probablemente por la presencia de otras co-mutaciones. En relacion a estos estudios
transcriptomicos de los modelos PDX es importante mencionar que el software de
inferencia de la actividad de las vias utilizado en este trabajo, PROGENYy, proporciona
informacién sobre las vias inflamatorias (TNFo, NF«xB y TGFB) que debe considerarse
cuidadosamente, ya que nuestros modelos estan inmunocomprometidos (Figura 19). En
cuanto al estudio de la expresion y la activacion de algunas vias de sefializacion oncogénica,
y al contrario de lo descrito en otras colecciones de PDX (Julien et al., 2012), nosotros
encontramos ligeras diferencias en la expresion y activacion de algunas proteinas con los
pases, aunque siempre se mantenia una correlacion entre la presencia de las mutaciones
conductoras y la activacion de sus vias de sefializacion (Figura 20). No obstante, en vista de
las ligeras diferencias observadas con los pases, establecimos como norma en nuestro
laboratorio el analizar mediante western blot el estado de activacion del tumor en el mismo
pase en el que se inicia cada uno de los tratamientos a testar. Por esta razon siempre se
conservan fragmentos de tumor para extraccion de proteinas, ADN y ARN en cada pase,

por si fuera necesario un andlisis mas profundo de las caracteristicas de los tumores.

En cuanto a la utilizacion de nuestros modelos como herramienta preclinica predictiva
de respuesta, hicimos un estudio de eficacia de diferentes fdrmacos quimioterapicos y de
terapias dirigidas para ver si mostraban las respuestas esperadas segtin la clinica. Nuestros
resultados mostraron que la respuesta de los modelos PDX a los farmacos probados fue
coherente con los resultados clinicos y con otros datos publicados, donde modelos PDX con
mutaciones en EGFR (L858R o delecidon del exon 19) eran sensibles a los TKIs de EGFR como
gefitinib y osimertib (Ercan et al., 2015; Kita et al., 2019). Nuestro modelo TP103 que
presentaba las mutaciones L858R y T790M en el gen EGFR, mostraba resistencia a los
inhibidores de tirosina-quinasa de primera generacion (erlotinib) y era sensible a los de

tercera generacion (osimertinib) (Figura 17; Figura 21; Tabla 10).

El uso de los modelos PDX tiene limitaciones a la hora de hacer cribados masivos de
multiples farmacos (highthrouput screenings) por su elevado coste en términos de animales,
espacio, tiempo y dinero. Por ello, el desarrollo de una colecciéon de organoides derivados
de esos PDX, como se ha reportado en otros tipos tumorales (L. Huang et al., 2020),

proporciona una alternativa de analisis in vitro previo al modelo in vivo, en el que probar
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masivamente estrategias terapéuticas para seleccionar las que ameritan la validacion

posterior.

Otras de las limitaciones de los modelos PDX son la sustitucion del estroma humano
por el murino, limitando el estudio de las interacciones con el microambiente y las terapias
dirigidas a este, y la ausencia de respuestas inmunes por asentar en animales
inmunocomprometidos, lo que los hace inapropiados para realizar estudios con
inmunoterapia. Para solventar esta limitacion, desarrollamos modelos humanizados que

recapitulan en mayor medida el sistema inmunitario humano en los mismos modelos PDX.
Organoides

Los organoides derivados de PDX se convierten en una valiosa opcidon cuando las
muestras de tumores de pacientes son escasas o cuando existe gran dificultad de generar
lineas celulares, como ocurre con los CPNM (Liu & Tsao, 1993). En este trabajo hemos
puesto a punto un método para generar organoides derivados de PDX y su uso como
herramienta preclinica para testar in vitro multiples farmacos en monoterapia o en
combinacion en modelos con diferente fondo genético, en funciéon de las necesidades
experimentales o de la naturaleza de la estrategia terapéutica a analizar. En concreto, hemos

usado esta coleccidn para testar estrategias terapéuticas en CPNM con mutacién en KRAS.

Utilizando nuestra coleccion de modelos PDX de adenocarcinoma de pulmén hemos
generado 14 PDXDO con un 100% de éxito (Figura 10). Posteriormente hemos confirmado
que estos modelos conservaban las caracteristicas histologicas y moleculares de los PDX de
los que derivan y, por tanto, también de los tumores originales de los pacientes. Este hecho
habia sido apreciado en otros estudios con organoides generados directamente de muestra
de pacientes de cancer de pulmén (Kim et al.,, 2019) y otros tipos tumorales (Sachs et al.,
2018; van de Wetering et al., 2015), o de PDX (L. Huang et al., 2020). Verificamos que
nuestros PDXDO seguian expresando el marcador diferencial de adenocarcinoma TTF1
(Figura 22). Otros autores (Kim et al., 2019; Shi et al., 2020) observaron que sus organoides
de adenocarcinoma y cancer escamoso de pulmon conservaban los marcadores
inmunohistoquimicos patognomonicos, TTF1 y p63, respectivamente, e incluso otros como
la expresién PD-L1 (Kim et al., 2019). Ademas, en nuestro caso analizamos el origen de las
células que forman el organoide y confirmamos que estaban originados por células
epiteliales humanas. El estroma del raton no es parte constitutiva del organoide (Figura
23A), aunque en los primeros pases se observaron células aisladas en los cultivos (Figura
23B) (Neal et al., 2018).

Ademads de las caracteristicas histoldgicas, confirmamos mediante ddPCR que los
PDXDO conservaban las mutaciones conductoras y en la misma frecuencia alélica del PDX
de origen (Figura 25). En contraste, Van de Wetering y cols. mostraron un enriquecimiento
en algunos clones en el cultivo de organoides respecto a las muestras humanas de partida,

que podria ser el resultado del muestreo en la biopsia o indicar una pérdida clonal selectiva
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en el cultivo (van de Wetering et al., 2015). Nuestros cultivos al ser generados a partir de
muestras de tumores de mayor tamano (esto esta limitado en los organoides originados del
tumor humano original) facilita una mejor representacion del tumor y puede impedir que
ocurra este fendmeno. El disponer de muestra fresca creciendo en ratones ilimitadamente
evita el mantener en cultivo continuo los organoides, y por tanto evita la pérdida clonal
selectiva en cultivo. Mediante secuenciacion de exoma confirmamos que se mantenian las
alteraciones en genes conductores y la mayoria de las alteraciones encontradas en los PDX,
con solo un 5,6% de discordancia (Figura 24). Un ejemplo fue el modelo TP60, con pérdida
de la mutacion en MGA y la adquisicion de una mutacion en MET. En otros estudios
también han demostrado una alta correlacion entre los perfiles genomicos de los organoides
y los tumores de origen. Los organoides de cancer de mama recapitulaban las alteraciones
en el nimero de copias de genes que se encuentran alterados en el cancer de mama, asi
como mutaciones en los genes mas caracteristicos de esta patologia como CDKN2A o ERBB2
(Sachs et al., 2018). Van de Wetering y cols., revelaron que las mutaciones conductoras
comunes del cancer colorrectal se mantuvieron en el cultivo, con sélo el 4% de mutaciones
discordantes respecto al tumor primario (van de Wetering et al., 2015). Las lineas de
organoides derivados de muestras tumorales de cancer de prostata albergaban alteraciones
en el numero de copias de genes altamente representativas de este tipo de cancer (Gao et
al., 2014). En el caso de otros estudios de organoides generados de muestras de cancer de
pulmon, también se verificé que conservaban las principales alteraciones somaticas de los
tumores parentales (Shi et al., 2020).

Por ultimo, confirmamos el papel de la coleccion de PDXDO como herramienta
experimental para testar la eficacia de diferentes farmacos con capacidad predictiva de la
respuesta en la clinica. En la tabla 11 se muestra una correlacién en la respuesta al
tratamiento in vitro entre los PDXDO y la respuesta de los pacientes (Tabla 11). En el caso
concreto del modelo TP103, que presentaba las mutaciones L858R y T790M en EGFR,
mostraba una sensibilidad a osimertinib similar a la presentada por el PDX del que deriva
y alos pacientes con esas mutaciones. En nuestros estudios de eficacia in vitro, calculamos
la ICs0 de los farmacos testados y en general, observamos que las concentraciones en estos
ensayos eran ligeramente superiores a las calculadas en cultivos 2D de lineas celulares,
como ya habian observado otros estudios (Godugu et al., 2013). Probablemente el matrigel
del cultivo de los organoides dificulte la difusion del farmaco y la entrada en el propio
organoide tumoral e induzca a infravalorar la sensibilidad, aunque este no ha sido nuestro
caso. En otros estudios de cultivos de organoides de cancer de pulmén también
relacionaron la sensibilidad a los farmacos con las alteraciones genéticas. A modo de
ejemplo, los organoides con mutaciones en KRAS no respondieron a Afatinib, en
comparacion con la linea celular HCC827 que presenta la mutacion en EGFR (Shi et al.,
2020). En otros tipos tumorales, como el cancer colorrectal, se ha demostrado la factibilidad

de hacer ensayos de cribado de farmacos en organoides derivados de pacientes,
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proporcionando una correlacion entre la sensibilidad y el contexto genético de una amplia

serie de farmacos (van de Wetering et al., 2015).

En resumen, los PDXDO pueden ser generados facilmente de manera sistematica y
practicamente ilimitada a partir de PDX, y retienen las principales caracteristicas
histologicas y moleculares de estos, ademas de conservar la heterogeneidad intratumoral.
Asi, hemos conseguido generar una coleccion de modelos 3D in vitro potencialmente util
para el cribado de farmacos, como paso previo a la validacion in vivo, y para estudiar sus

efectos bioldgicos y marcadores de sensibilidad y resistencia.
PDX Humanizados

Los modelos PDX humanizados amplian potencialmente la utilidad de los PDX al
permitir testar estrategias de inmunoterapia, un campo en creciente auge y necesitado de
modelos preclinicos adecuados. Para conseguir la humanizacién pusimos a punto dos
métodos diferentes, uno basado en la inyeccién de PBMCs y otro en la inyeccion de células
CD34+.

El primero de los métodos consiguid, con una sola inyeccion intravenosa de PBMCs en
ratones NSG, un porcentaje de éxito del 33,3%, definido como la tasa de animales con mas
del 25% de células humanas CD45+ en sangre. De hecho, el rango de huCD45+ en sangre
observado se situd entre el 25% y el 81,8% (Figura 27), comparable al de otros estudios (20-
60% ; Verma & Wesa, 2020). De las células huCD45+ en circulacion, alrededor del 95% eran
células T CD3+ a los 21 dias. Un problema relevante de este modelo es que la variabilidad
en el porcentaje de células huCD45+ es muy elevado. Las PBMCs humanas inyectadas en
los ratones receptores se expanden con rapidez, lo que hace que los ratones presenten un
numero importante de células inmunes en las tres semanas posteriores a la inyeccion de las
PBMCs humanas (Yaguchi et al., 2018), desarrollando un modelo humanizado en un corto
periodo de tiempo, con un porcentaje promedio de infiltracion de linfocitos T humanos en
el tumor alto, de un 28% (Figura 38). El final del tratamiento en nuestros experimentos se
establecid a los 21 dias, sin observar ningtn signo de enfermedad de injerto contra huésped
(como pérdida de peso, deshidratacion o mal aspecto). Sin embargo, esta es una limitacion
de estos modelos humanizados en los que la enfermedad de injerto contra huésped ocurre
tipicamente a las pocas semanas de la inyeccion de las PBMCs. Con la técnica de
humanizacion basada en PBMCs se consigue un modelo basado en el injerto de células T
(T CD4+ y CD8+), segin muestran nuestros resultados de citometria y de IHQ (Figura 27).
Aunque las PBMCs comprenden células mieloides, células T, células B y células NK, sélo
las células T se injertan en este modelo. Una de las ventajas, es la gran cantidad de PBMCs
que podemos obtener del mismo paciente con pocos mililitros de sangre. Sin embargo,
existe relevante variabilidad segtn el donante, algo que también ocurre en la clinica donde
existe variabilidad en la respuesta de los diferentes pacientes a una misma terapia inmune.

Por ello, seria recomendable la realizacion de los experimentos con donantes diferentes
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simultdneamente (Verma & Wesa, 2020), para asegurar que el efecto observado es especifico
de la terapia testada y no del donante. Cabe destacar que en este modelo observamos una
diferencia en el crecimiento de los tumores en ratones humanizados comparando con el
grupo control en el que no se inyectaron PBMC:s. El alto porcentaje de células T que infiltran
estos tumores puede estar induciendo una reaccion alogénica. Para evitar este problema,
existe la posibilidad de usar PBMCs del mismo paciente del que proviene el tumor del PDX.
Las células T maduras no se seleccionan timicamente en el raton, lo que permite el
reconocimiento del MHC de clase I humano. Se podrian extraer muestras de sangre de los
pacientes en el momento de la génesis del PDX inicial (P0), y congelar las PBMCs para su
eventual uso en experimentos futuros una vez establecidos los modelos PDX, en caso de
que en ese momento el paciente no estuviera disponible para la extraccion de PBMCs

frescas.

En nuestro caso y con los PDX establecidos ya de pacientes de los que no contdbamos
con sangre congelada, se decidié desarrollar otro método de humanizacién que diera lugar
a ratones con una humanizacion mds completa, con una ventana mds amplia de
enfermedad de injerto contra huésped y que nos proporcionard una mejor herramienta para
el estudio de las inmunoterapias. Para ello utilizamos células CD34+ aisladas de SCU que
muestran alta capacidad pluripotencial y de reconstitucion del sistema inmune con
distintas poblaciones celulares. En este modelo utilizamos también ratones NSG, y
conseguimos un 60-100% de animales con un porcentaje de humanizacion superior a 25%,
y un porcentaje promedio de células huCD45+ del 39%, similar al obtenido con injerto con
PBMCs pero con una variabilidad menor (Figura 29, Tabla 12). Cuando analizamos las
muestras de médula 0sea y de bazo, observamos que este modelo aparte de células T, CD4
y CD8, como en la humanizacion basada en PBMCs, se observaban también macréfagos
(CD68) y células B (CD20) (Lux et al., 2014). No observamos, sin embargo, células NK
(CD56) que suelen describirse en modelos humanizados con células CD34+ con
abundancias bajas en médula dsea (menor del 2%) (Rosato et al., 2018). En los tres modelos
PDX humanizados con células CD34+, demostramos la infiltracién de células inmunes
humanas en los tumores a los 5 meses desde la inyeccién, en un porcentaje menor
(alrededor del 5%) al conseguido con la humanizaciéon con PBMCs, pero préximo al
porcentaje obtenido en otros estudios (Verma & Wesa, 2020). Los tumores crecidos en
ratones humanizados con células CD34+ mostraron un crecimiento similar al que se
observaba en los ratones NSG no humanizados (Figura 29). Resultados similares fueron
obtenidos en otros estudios, donde el crecimiento de tumores PDX de cadncer de pulmoén no
fue significativamente mas lento en tumores humanizados en comparacién con ratones no
humanizados (Meraz et al., 2019). Por otro lado, al igual que ocurre con los modelos
humanizados con PBMCs, se observaron diferencias en el porcentaje de humanizacion
dependiendo del donante (Verma & Wesa, 2020). En nuestro caso estas diferencias no eran
significativas (Figura 28). Para los modelos humanizados con células CD34+, y del mismo
modo que para los modelos humanizados con PBMCs, la situacion ideal seria aislar CMH
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del mismo paciente con cancer cuyo PDX se esta utilizando, pero considerando el
porcentaje tan bajo de células CD34+ que puedan aislarse en sangre periférica se dificultaria
realizar estudios preclinicos a gran escala. Este hecho sumado al potencial precario estado
de salud de los pacientes y el tiempo que tarda en establecerse el PDX, harian esta opcion

frecuentemente inviable.

Estos dos modelos de humanizacidn se han utilizado para testar diferentes estrategias
de inmunoterapia en distintos estudios. Lin y cols. llevaron a cabo tratamientos in vivo en
ratones humanizados con PBMCs con pembrolizumab o atezolizumab y describié que los
tumores CDX de lineas de cancer de pulmén (H460 o A549) reducian significativamente su
volumen. Sin embargo, los resultados en ratones humanizados con CD34+ no se
reprodujeron (Lin et al., 2018). Sanmamed y cols. también demostraron un efecto de los
anticuerpos urelumab y nivolumab en ratones humanizados con PBMCs de donantes
distintos al tumor, reduciendo significativamente el crecimiento tumoral de xenoinjertos
con células de carcinoma colorrectal humano (HT-29) y PDX de carcinoma gastrico.
Ademas, la reduccion del volumen tumoral se acompafié de un aumento de células T
humanas secretoras de IFNy y una disminucién del namero de células T reguladoras en el
tumor (Sanmamed et al., 2015). En cuanto a los tratamientos en modelos humanizados con
células CD34+, Meraz y cols. describieron una disminucion significativa en el volumen
tumoral de los PDX de cancer de pulmén en ratones humanizados tratados con
pembrolizumab comparado con los ratones no humanizados, en los que no se observo
ningun efecto en el crecimiento del tumor (Meraz et al., 2019). Los mismos resultados se
obtuvieron en cancer de mama, demostrando que el tratamiento con anti-PD1 redujo
significativamente el crecimiento del tumor en los modelos PDX humanizados y aumento

la supervivencia comparando con modelos no humanizados (Rosato et al., 2018).

En este estudio testamos la respuesta a anti-PD-1 (pembrolizumab) en nuestros
modelos PDX humanizados con células CD34+. Con el objeto de evitar variabilidad debida
al donante, repartimos los ratones humanizados de cada donante que presentaban
crecimiento tumoral aleatoriamente en las diferentes ramas de tratamiento. Los tres PDX
elegidos tenian una alta expresion de PD-L1. En los tres experimentos el volumen de los
tumores de la rama de inmunoterapia se redujo, aunque solo significativamente en uno de
ellos (TP143) (Figura 40). Previamente se ha demostrado la variabilidad en la respuesta de
los ratones humanizados a nivolumab con dos donantes diferentes, siendo solo en uno de
ellos la reduccion del volumen de los tumores significativa (Verma & Wesa, 2020). Wang y
cols. también observaron variabilidad de respuesta con los diferentes donantes de células
CD34+, lo que esta en consonancia con las diferentes tasas de respuesta de los pacientes a
la terapia anti-PD-1 en la clinica (M. Wang et al., 2018). Los mecanismos subyacentes a la
variacion de los donantes en la respuesta al tratamiento con pembrolizumab no estan claros,
y podrian derivar de la gran variedad del repertorio de células T en la poblacion humana,

que da lugar a respuestas antitumorales en algunos pacientes, pero no en todos.
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2. Identificacion de nuevas estrategias terapéuticas para pacientes con

adenocarcinoma de pulmon con KRAS mutado mediante el uso de modelos

preclinicos mas representativos

En relacion con las interacciones letales entre KRAS mutado y otras proteinas, se ha
notado la relevancia de la interaccién con CDK4 (Puyol et al., 2010). La inactivacion genética
o la inhibicién farmacologica de CDK4 mostrd una letalidad sintética especifica en modelos
tumorales de cancer de pulmén de ratén modificados genéticamente que poseian la
mutacion en KRAS. En los tltimos afos, las agencias reguladoras han aprobado el uso de
los inhibidores de CDK4/6 (ribociclib, palbociclib y abemaciclib) para el tratamiento del
cancer de mama avanzado y precoz tras los resultados de los ensayos clinicos (p.e.
MONALEESA-2, PALOMA-1 y MONARCH-2) donde se mostraban mejoras significativas
en la supervivencia libre de progresion y global (Finn et al., 2016; Hortobagyi et al., 2018;
Sledge et al., 2017). Patnaik y cols., en un estudio de fase 1b, mostraron que abemaciclib
presentaba mayor actividad clinica en pacientes con cancer de pulmén no microcitico
avanzado con mutacion en KRAS que en aquellos sin esta mutacién (Patnaik et al., 2016).
En el ensayo clinico aleatorizado de fase III JUNIPER, liderado por nuestro grupo (Goldman
et al., 2020), se comparo el tratamiento con abemaciclib frente a erlotinib en pacientes con
CPNM avanzado con mutacién en KRAS tras progresion a quimioterapia. El tratamiento
con abemaciclib incrementd la supervivencia libre de progresion (HR = 0.583; p <.000001) y
la tasa de respuesta objetiva (8.9% and 2.7%; p = .010) comparado con el tratamiento con
erlotinib, aunque no mostr6 impacto en la supervivencia de los pacientes, objetivo primario
del ensayo. Nuestra hipdtesis subsiguiente considerd que tnicamente un subgrupo de
tumores con mutaciones de KRAS presenta respuesta clinicamente relevante con los
inhibidores de CDK4/6, y que seria oportuno el estudiar que factores (co-mutaciones, perfil
de expresion, etc) podrian condicionar la sensibilidad en este contexto. En los tratamientos
de nuestros cultivos de PDXDO con abemaciclib observamos que la sensibilidad era

independiente de la presencia de la mutacion en KRAS (Figura 30).

En el ensayo PALOMA-2 se informo de que mas del 30% de los pacientes con cancer
de mama avanzado experimentaron una recidiva del cancer en los dos afios siguientes al
tratamiento con inhibidores de CDK4/6 (Finn et al., 2016), y la recidiva temprana fue la
norma en el estudio JUNIPER (Goldman et al., 2020). Se han descrito diferentes mecanismos
de resistencia intrinseca y adquirida a los inhibidores de CDK4/6. Por ejemplo, las
aberraciones en genes de vias de sefalizacion celular como la pérdida de RB o la
sobreexpresion de ciclina E (Herrera-Abreu et al., 2016). Entre nuestros 13 modelos de
PDXDO de adenocarcinoma de pulmon testados encontramos tres modelos que no
respondian al tratamiento con el CDK4/6i. De estos tres, el modelo TP60 presentaba una
mutacion en RB1 (Figura 17), conocida como patogénica y ya estaba descrita como
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mecanismo de resistencia. La activacion de la ciclina D1 por sefiales mitogenas forma
complejos con CDK4/6 que van a fosforilar RB y promover la disociacion del complejo RB-
E2F. Por lo tanto, RB es la primera diana de los inhibidores de CDK4, y su pérdida
representa un mecanismo de resistencia, como ya han descrito varios ensayos preclinicos.
En lineas celulares de cadncer de ovario resistentes a otro CDK4/6i, palbociclib, se observo
pérdida de expresion de RB1 como responsable de resistencia (Taylor-Harding et al., 2015),
aligual que en explantes de xenograft de gliobastoma (Cen et al., 2012). En ensayos clinicos,
se ha observado la adquisicion de mutaciones en RBI tras la exposicion a diferentes
inhibidores de CDK4/6 (Condorelli et al., 2018). Por otro lado, también se ha descrito que el
nivel de expresion de p16 afectaba a la eficacia de la inhibicion de CDK4/6. Asi Witkiewicz
y cols. mostraron que la sobreexpresion de p16 mediaba la resistencia a los inhibidores de
CDK4/6 en ausencia de RB (Witkiewicz et al., 2011). Sin embargo, otros dos modelos de
nuestra coleccion de PDX que también presentan mutacion en RB1, TP79 y TP143, no se
mostraron resistentes al CDK4/6i. En concreto, el modelo TP79 presentaba una mutacion
no patogénica. En el caso del modelo TP143, presentaba sensibilidad reducida en los
ensayos funcionales y por western blot no observamos que disminuyeran los niveles de
PRB, a pesar de que la mutacion se encontraba en una frecuencia alélica del 100% (Figura
30 y 33). Este resultado estaria en consonancia con otros estudios en otros tipos de tumor
que sugieren que RB funcional no es un requisito absoluto para que los inhibidores de
CDK4/6 muestren efecto. Long y cols. demostraron que para el cancer de vejiga tanto los
tumores RB-positivos como los RB-negativos podian responder al tratamiento (Long et al.,
2020) (Castellano et al. 2016). En el ensayo JUNIPER, la eficacia terapéutica no se asoci6 con
el estado de expresién de RB, que no se demostr6 en el 46% de los adenocarcinomas
analizados (Goldman et al., 2020).

El segundo modelo resistente, el TP134, presentaba la mutacion en PI3K E545K (Figura
17), la cual se habia descrito en diversos tipos tumorales, como el carcinoma colorrectal, el
gastrico, el de mama, el de pulmon o el glioblastoma (Samuels et al., 2004). En cuanto a su
papel como mediador de resistencia, en el melanoma con mutacion en NRAS, la estrategia
de combinar inhibidores de MEK y CDK4/6 (MEKi + CDK4i) demostré inicialmente
eficacia, el emerger de resistencia via mutacion de PIK3CA E545K fue observado
tempranamente. Por otro lado, S6K1, una proteina critica de la via MAPK, se encontro
activada desempefiando un papel en la resistencia secundaria a PIK3CA E545K (Romano et
al., 2018). A nivel transcripcional, nuestro modelo TP134 mantenia activo el ciclo celular y
la activacion de PI3KCA (Figura 45).

El tercer y ultimo modelo que presentaba resistencia al inhibidor de CDK4/6 fue el
modelo TP80. La resistencia no se explicaba, en principio, por ninguno de los mecanismos
descritos en la literatura. E1 modelo TP80 presentaba mutaciones en los genes de AKT y
MGA (Figura 17). La mutacion en AKT activaria la via de PI3K, al igual que las mutaciones
en otros efectores de esta misma via, como hemos visto en el analisis del transcriptoma del
TP80 (Figura 45). Los inhibidores CDK4/6 activan la via de PI3K mediante la fosforilacion
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en AKT en células de cancer de mama resistentes a ribociclib (Jansen et al., 2017). En el caso
del gen MGA, supresor tumoral, su mutacion se encuentra en varios tipos de cancer
incluido el adenocarcinoma de pulmén (8% de los casos) (Collisson et al., 2014). La
introduccion de MGA en células de adenocarcinoma de pulmodn retrasa significativamente
su crecimiento (Llabata et al., 2020), y la inactivacion de MGA acelera la progresion del
tumor en modelos murinos de adenocarcinoma de pulmén (Mathsyaraja et al., 2021). MGA
funciona como un factor de transcripcion que suprime el programa transcripcional de MYC
e inhibe los genes diana de E2F (Hurlin et al., 1999; Ogawa et al., 2002). Estas mutaciones
en nuestro modelo podrian estar activando el ciclo celular, activacion que no podria revertir

el inhibidor de CDK4/6 (Figura 45), aunque seria necesario validar esta hipotesis.

A nivel transcriptomico observamos que los tres modelos resistentes a CDK4/6i
presentaban activacion de las dianas de MYC, en comparacién con los 10 modelos sensibles
(Figura 44). La activacion del ciclo celular por activacion de MYC puede implicar varios
mecanismos, ya que induce ala mayoria de los genes que codifican reguladores que activan
el ciclo celular, entre los que se encuentran ciclinas, CDKs y E2F. Ademas, MYC influye en
la transicion de la fase G, induciendo la degradacion de p27, que regula la actividad del
complejo ciclina D1-CDK4/6 (Bretones et al., 2015; Obaya et al., 2002).

Los modelos respondedores a CDK4/6i presentaban a nivel transcripcional una
reduccién de las vias implicadas en la progresion del ciclo celular. A destacar, que, aun
tratdndose de un modelo preclinico inmunocomprometido, se observaba una activacion de
genes relacionados con la respuesta inmune. Adicionalmente se observaba un aumento de
activacion de la via de WNT al tiempo que otras otras vias como PI3K se mantenian activas.
Estos hechos podrian representar un mecanismo de compensacion para mantener la
proliferacion activa (Figura 45). En el caso de WNT, su inhibicién reduce la proliferacion.
Las mutaciones en la via de WNT en el CPNM son poco frecuentes. En los tumores de
pacientes con CPNM, entre el 37% y el 63% se tifieron positivamente para Wnt-1 mediante
IHQ que estaba asociado con mal prondstico y una mayor expresion de MYC, ciclina D1 o
ki67 (C. L. Huang et al., 2008; Mazieres et al., 2005; Stewart, 2014; Teng et al., 2010). Dos de
nuestros modelos de adenocarcinoma con mutaciéon en B-catenina, TP126 y TP70,
presentaban escasa o nula sensibilidad al inhibidor de ERK. Cuando se suprime la
expresion de [3-catenina en las células de cancer de pulmon, se produce una regulacion ala
baja de las dianas transcripcionales de -catenina (MYC, ciclina D1y CDK4) e inhibicion de
la proliferacion (Han et al., 2008). La activacion de esta via se ha sugerido como mecanismo
de resistencia para algunos farmacos (J. Zhao et al., 2013). El oncogén MYC se ha
identificado como un gen diana en esta via de sefalizacion. Se ha demostrado que la
expresion de MYC es reprimida por APC y activada por 3 -catenina, activando asi el ciclo
celular de las células de CPNM. Como se ha comentado previamente, la activacion de MYC

puede provenir de distintas vias, y todas contribuir a mantener activo el ciclo celular.

Al objeto de prevenir el desarrollo de resistencias y aumentar la eficacia de los
inhibidores de CDK4/6, la combinacion con inhibidores frente a efectores de la via de KRAS
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podria justificarse biologicamente. La mutacion en KRAS da lugar a la activacion de las vias
de RAF/MEK/ERK y PIBK/AKT/mTOR, por tanto, la combinacién de los inhibidores de
CDK4/6 con efectores de estas vias de sefalizacion podrian ser estrategias oportunas.
Ademas, se ha identificado la activacion de la via MAPK como un mecanismo de resistencia
a los inhibidores CDK4/6 (Tao et al., 2016), asi como la activacion de la via PIK3/AKT/mTOR
(Herrera-Abreu et al., 2016) descrita en el presente estudio (Figura 45).

La falta de disponibilidad de los inhibidores covalentes G12C cuando se inicid este
proyecto, nos llevé a focalizar las combinaciones de CDK4/6i con ERK1/2i en los modelos
de adenocarcinoma de nuestra plataforma de PDX. Los inhibidores covalentes de KRAS-
G12C, como sotorasib o adagrasib, han mostrado eficacia en ensayos clinicos en pacientes
con CPNM portadores de dicha mutacion. Sotorasib ha sido aprobado por las agencias
reguladoras para su uso en clinica (Skoulidis et al., 2021). El principal obstaculo de estos
inhibidores es la aparicion de mecanismos de resistencia adquirida. Zhao y cols. han
publicado recientemente la adquisiciéon de mutaciones en KRAS, NRAS o BRAF en
pacientes tratados con el inhibidor G12C, y la resistencia podia retrasarse con la
combinacion con farmacos dirigidos a la via de ERK como SHOC2, proteina que desempefia
un papel clave en la activacion de la ERK1, o frente al propio ERK (Y. Zhao et al., 2021).
Entre estos mecanismos de resistencias también se ha descrito la activacion de RAS por
receptores tirosin-quinasas y la fosfatasa SHP2 (Xue et al., 2020). Un cribado de moléculas
pequenas descubrio que los inhibidores de HER, SHP2, mTOR y CDK4/6 aumentaban la
tasa de respuesta a MRTX849 en xenoinjertos mutantes de KRAS-G12C (Hallin et al., 2020).
La combinacién de palbocilcib con el inhibidor MRTX849 demostr6 una inhibicioén casi
completa de pRB en varias lineas celulares, ademas de inducir la expresion de p27 (Hallin
et al.,, 2020). Adicionalmente, Canon y cols. demostraron que sotorasib producia un
microambiente tumoral pro-inflamatorio y actuaba de forma sinérgica con los inhibidores
dirigidos a los puntos de control del sistema inmune (Canon et al., 2019). Actualmente
existen ensayos clinicos en curso combinando sotorasib/adagrasib con anti-PD1/L1
(NCT03600883, NCT03785249). Comprender los mecanismos de resistencia intrinseca y
adquirida a los inhibidores de KRASGI12C es crucial para aumentar su eficacia en los
pacientes y nuestros modelos preclinicos pueden ayudar a profundizar en estos

mecanismos.
2.1. CDK4/6i y ERK1/2i: una estrategia terapéutica eficaz

La via de ERK esta implicada en procesos de progresion, proliferacion y migracion,
entre otros. La via de ERK se activa en aproximadamente el 30% de los canceres humanos
a través de mutaciones activadoras en genes como RAS o BRAF (Roberts & Der, 2007), y
por tanto su inhibicion tiene interés como estrategia terapéutica. El inhibidor de ERK1/2,
LY3214996, ha demostrado actividad tumoral en modelos tumorales con alteraciones en la
via de ERK, incluso en aquellos con resistencia a los inhibidores MEK y BRAF (Bhagwat et
al., 2020).
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Para determinar la inhibicién de ERK1/2 en los modelos PDXDO se analizé la
inhibicion de los efectores de ERK, observando la inhibicion de la fosforilacion de RSK y la
disminucion de la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 en los modelos sensibles a
ERK1/2 tanto in vitro como in vivo (Figura 32 y 35) (Kohler et al., 2021). Bhagwat et al.
demostraron una potente inhibicion de pRSK1 con el tratamiento con LY3214996 en lineas
celulares de distintos tipos tumorales con mutaciéon en KRAS o BRAF, entre ellas Calu6,
linea celular de CPNM con mutacion en KRAS (Bhagwat et al., 2020). Por otro lado, el
tratamiento con LY3214996 activo la via PI3K (pAKTSer473) como mecanismo
compensatorio (Kohler et al., 2021). En nuestros estudios, se ve un aumento de pERK, tanto
in vitro como in vivo, probablemente causado por la pérdida de retroalimentacion negativa
a través de la inhibicion de la fosforilacion de CRAF mediada por ERK (Dougherty et al.,
2005). A pesar de este aumento de pERK, el tratamiento con ERK1/2i mantuvo el bloqueo
de la sefializacion entre ERK y RSK.

Con otros inhibidores de ERK, se observé que las lineas con mutacion en BRAF eran
mas sensibles que aquellas que presentaban mutacion en KRAS (Morris et al., 2013). En
nuestros experimentos in vitro, observamos que la respuesta al inhibidor de ERK1/2 era
limitada, con una inhibicién de la proliferacién menor que con el inhibidor de CDK4/6 en
muchos modelos y tres de ellos presentaron resistencia (Figura 30). En el estudio clinico en
Fase 1 con el inhibidor de ERK1/2 ulixertinib, se observé una respuesta tumoral en pacientes
con tumores sdlidos con mutacién NRAS y BRAF, pero no en los tumores con mutacion
KRAS (Sullivan et al., 2018).

La eficacia clinica del ERK1/2i LY3214996 estd siendo evaluada. Los modelos
preclinicos que hemos establecido pueden proporcionarnos una herramienta adecuada
para entender los mecanismos de resistencia a esta terapia antes de que surja en la clinica,
y permita desarrollar entonces estrategias eficaces para la reversion o prevencion clinica de
la resistencia intrinseca o adquirida. La combinacion de ERK1/2i con otros farmacos
dirigidos podria aumentar el beneficio de este inhibidor en los pacientes con cancer con
mutacion en KRAS. Actualmente se estd llevando a cabo un estudio en Fase 1 de L'Y3214996
administrado solo o en combinacion con otros agentes en pacientes con cancer
avanzado/metastasico (NCT02857270), entre los que se encuentra el inhibidor de CDK4/6i,

abemaciclib.

Kohler y cols. observaron que la combinacion de ambos fdrmacos mostré una
supresion mas profunda de la fosforilacion de RB, ERK1/2 y S6, asi como de los niveles de
proteina MYC, que con cualquiera de los dos farmacos por separado (Kohler et al., 2021).
En nuestros cultivos de PDXDO comprobamos los mismos efectos, observando una
reduccion completa de la fosforilacion de RB (pRB807-811) por western blot en algunos
modelos (Figura 32). El tratamiento con CDK4/6i suprimio la fosforilacion de S6, mediante
inhibicion de la actividad de mTOR por CDK4. Kohler y cols describieron un mayor

sinergismo en presencia de co-mutaciones en p53 y LKB1 (Kohler et al., 2021). En nuestros
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modelos con co-mutacion LKB1 y TP53, TP43 y TP70, la combinacion fue efectiva, al igual
que los modelos LKB1 y KRAS, como el TP80 o TP148 (Figura 30).

Con ambos farmacos en combinacion observamos una mayor inactivacion del ciclo
celular y por tanto de la progresion celular (Figura 46 y 47). Mediante Western Blot
observamos un incremento de p27 tras la exposicion al tratamiento combinado, cuando la
pérdida de p27 esta descrita como un mecanismo de resistencia a los inhibidores de CDK4/6
(Figura 32-33; Figura 35-36). Ademas, el aumento de la activacidon de la via de PI3K fue
revertido con la combinacion, asi como el aumento de la activacion de la via de WNT. Estos
datos refrendan el efecto de la combinacion sobre la proliferacion y la supervivencia celular
(Figura 47).

2.2. Combinaciones de CDK4/6i e inmunoterapia

Como ya se comenté en la introduccion, varios estudios han descrito que los
inhibidores de CDK4/6 producian un aumento de la infiltracién de células inmunes en el
tumor y un aumento de la expresién de PD-L1, proponiendo la combinacion de inhibidores
de CDK4/6 con inmunoterapia como una estrategia para tratar a los pacientes oncoldgicos
(Deng et al., 2018; Goel et al., 2017; Schaer et al., 2018). Los andlisis transcripcionales del
ARN extraido de los cultivos de PDXDO tratados con abemaciclib demostraron el aumento

de inflamacién de estas muestras (Figura 45).

La primera de las estrategias propuestas fue comprobar in vitro si la combinacién tenia
algun efecto en tumores con KRAS mutado con alta expresion de PD-L1. A pesar de obtener
una buena infiltracién de células T en el matrigel interaccionando con las células tumorales,
no se observo un aumento de caspasa 3 en los co-cultivos frente al mismo tratamiento sin
la presencia de linfocitos T (Figura 37). En cuanto al tratamiento realizado en los ratones
humanizados con las PBMCs y en los que se implanto el modelo PDX TP57, no se obtuvo
respuesta en la rama de tratamiento con inmunoterapia respecto al control. Varias causas
pudieran subyacer a estos resultados, siendo la variabilidad del donante de las PBMCs la
principal causa, como se ha discutido previamente. Un experimento en paralelo con varios
donantes diferentes pudiera haber sido oportuno, ya que la humanizaciéon podria estar
causando un efecto sobre el crecimiento de los tumores que podria enmascarar el efecto
especifico del farmaco (Figura 27). Cuando se analizo el efecto de la combinacion frente a
los farmacos de inmunoterapia, en los modelos humanizados con células CD34+, se observo
una reduccién de los tumores en los modelos humanizados, no aumentando el beneficio
frente a la monoterapia. En importante resaltar que no observamos un aumento de la
infiltracién de células inmunes en los tumores tratados con el inhibidor CDK4/6, como esta
descrito en la literatura (Figura 39 y 41).

No obstante, otros estudios han testado la combinacion de CDK4/6 con inmunoterapia

con resultados positivos en otros tipos tumorales. Los estudios realizados en CDX, PDX y
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modelos animales singénicos de cancer de vejiga sugirieron que la inhibicion de la via
CDK4/6, sola o en combinacion con la inmunoterapia anti-PD-1, pudiera servir como
terapia adecuada para estos pacientes (Long et al., 2020). Resultados similares se han
obtenido en modelos murinos singénicos de cancer de ovario (Q. F. Zhang et al., 2020) o
cancer de mama (Schaer et al, 2018), consiguiendo resultados optimizados con la
combinacion de abemaciclib y anti-PD1, aumentando la infiltracion de células CD4 y CDS,

comparado con el tratamiento en monoterapia.

El tratamiento de los ratones genéticamente modificados con mutacion en Kras
(modelo inmunocompetente) con la combinacién de CD4/6i y anti-PD-1, tampoco mejord
la eficacia frente al tratamiento en monoterapia. En este sentido debemos de senalar que
los niveles de expresién PD-L1 en los tumores originados en los GEMMs son bajos (Figura
43), lo que podia explicar la ausencia de eficacia de la inmunoterapia en este modelo

murino (Rosato et al., 2018)

Hay varios ensayos clinicos iniciados para estudiar la combinacion, con inhibidor de
CDK4/6 (abemaciclib o palbociclib) e inhibidores de PD-1 o PD-L1 (NCT03147287,
NCT03573648, NCT02779751, NCT02778685) la mayoria sin resultados publicados todavia.
En concreto, Pujol et al. mostraron los resultados con abemaciclib en combinacién con anti-
PD-L1 en cancer de pulmon y no reflejaban mejores resultados que con la monoterapia en

concordancia con nuestros resultados (Pujol et al., 2020).
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Conclusiones

Es factible el establecimiento de una colonia de PDX estable de CPNM. Hemos
establecido una coleccion de 45 modelos PDX (tasa de éxito: 36,6%), que representa
los diferentes subtipos histoldgicos y moleculares de los pacientes con CPNM.
Tales caracteristicas histoldgicas y moleculares se mantienen a lo largo de los
pases, lo que permitira la utilizacion de esta herramienta experimental para testar

nuevas estrategias terapéuticas en fase preclinica.

Es viable la generacion de cultivos de PDXDO y PDXDO en co-cultivo con células
T a partir de PDX. En nuestra coleccion la tasa de éxito fue del 100%. Los PDXDO
conservan las caracteristicas histoldgicas y moleculares de los modelos PDX de los
que derivan, y, por tanto, de los tumores de los pacientes donantes. Esta coleccion
de modelos celulares en 3D constituye una herramienta ttil para el cribado de

farmacos y otras estrategias terapéuticas in vitro.

La génesis de modelos de PDX humanizados utilizando PBMCs o progenitores
hematopoyéticos (CD34+) permiten la evaluacion de estrategias de inmunoterapia.
En ambos tipos de modelos constatamos la infiltracion tumoral de células inmunes
humanas en el tumor, que en el caso del modelo de células CD34+ contiene una

representacion mas fisiologica de subtipos celulares inmunes.

La combinacién del inhibidor de CDK4/6 (abemaciclib) con el inhibidor de ERK
1/2 (LY3214996) demostr6, en nuestros modelos PDXDO y PDX con
adenocarcinoma de pulmén con KRAS mutado, ser mas eficaz que los mismos
farmacos en monoterapia. Por el contrario, la combinacién del inhibidor de
CDK4/6 (abemaciclib) con inmunoterapia (pembolizumab) no mostré un beneficio

mayor que el inhibidor en monoterapia en nuestros modelos.

Es viable y de utilidad la utilizaciéon estudios gendmicos y trascriptdmicos en
modelos PDXO y PDX para diseccionar los efectos farmacodinamicos de las
terapias evaluadas, e identificar biomarcadores predictivos de respuesta. Asi
comprobamos que la combinacion del inhibidor de CDK4/6 (abemaciclib) con el
inhibidor de ERK 1/2 (LY3214996) inhibe el ciclo celular en mayor medida que el
tratamiento en monoterapia, y revierte la activacion de las vias de PI3K y de WNT

observada con el tratamiento en monoterapia con el inhibidor de CDK4/6.
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