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INTRODUCCION

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuentemente diagnosticada en mujeres en los
paises occidentales. Los mayores avances el en tratamiento del cancer de mama estan
relacionados con el desarrollo de terapias dirigidas como tamoxifeno frente al receptor

estrogénico (RE) y trastuzumab para el cancer de mama HER2 positivo.

La utilizacion de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) en proyectos
cooperativos internacionales como el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) y el
Consorcio Internacional para el estudio del Genoma del Céancer (ICGC) ha aportado
informacion esencial sobre el perfil de mutaciones del cancer de mama. Este
conocimiento ha llevado a la identificacion de potenciales dianas terapéuticas para las

cuales existen tratamientos disponibles que deben ser testados en ensayos clinicos.

Sin embargo, la heterogeneidad espacial y temporal intratumoral del cancer de mama
puede tener implicaciones relevantes tanto en el desarrollo de programas de analisis de
biomarcadores como en el desarrollo de terapias dirigidas. Dada la heterogeneidad
documentada entre el tumor primario y sus metastasis, las biopsias del tumor primario
pueden no constituir la fuente idonea para la caracterizacion de la enfermedad. Por otra
parte, la biopsia de las diferentes localizaciones metastasicas no es posible en la
mayoria de las ocasiones, la repeticion de las biopsias en cada nueva progresion es

dificil de realizar y a menudo no cuenta con la aprobacion de las pacientes.

Es preciso, por tanto el desarrollo de abordajes que permitan el andlisis de las
alteraciones genéticas del cancer por métodos no invasivos, que permitan la repeticion
de los estudios cuantas veces sea necesaria e independientemente de su localizacion
anatomica con el objetivo de identificar dianas terapéuticas y potenciales mecanismos

de resistencia.

El analisis del DNA tumoral circulante (ctDNA) estd siendo estudiado como una

alternativa a la realizacion de biopsias tisulares. Dado que el ctDNA es liberado a la
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circulacion tanto por células del tumor primario como de sus metéstasis podria
constituir una herramienta minimamente invasiva para obtener informacion de todas las

localizaciones metastasicas en tiempo real.

OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio es evaluar la concordancia de las mutaciones
identificadas en tejido parafinado del tumor primario y metastasico en pacientes con
cancer de mama metastasico. Los objetivos secundarios fueron la determinacion de los
perfiles gendmicos de ctDNA procedente de sangre periférica y la comparacion de estos
perfiles con los identificados en el tumor primario y metastdsico para evaluar las

mutaciones de los genes mas relevantes en diferentes tejidos.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron pacientes con cdncer de mama metastasico, > 18 afios, con muestra
parafinada archivada del tumor primario e indicacidon clinica para la realizacion de
biopsia de la recidiva. Se excluyeron pacientes con metastasis dseas como Unica
localizacion metastésica, trastornos de la coagulacion o situacion funcional segin escala

del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) de 3 o 4.

Las muestras parafinadas del tumor primario y metastasico fueron evaluadas por un
patologo para seleccionar areas del tumor con celularidad >70%. Se extrajo muestra de
DNA utilizando mediante el kit QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen). La

extraccion de cfDNA se realizo mediante QIAamp® Circulating Nucleic Acid (Qiagen).

La secuenciacion masiva ha sido realizada utilizando la tecnologia lon Torrent por
GENOMICA SAU a partir de 80 muestras de tejido parafinado y 40 muestras de plasma
utilizando el panel HGM disefiado para cubrir los 54 oncogenes y genes supresores mas
frecuentes en cdncer de mama. Posteriormente se ha realizado una validacion de
variantes identificadas por Ion Torrent utilizando una tecnologia de NGS alternativa

(Illumina).

16
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RESULTADOS

Entre noviembre de 2013 y marzo de 2017, un total de 80 pacientes cumplieron los
criterios de inclusion y exclusion y firmaron el consentimiento informado. Tras aplicar
unos criterios estrictos de calidad para el analisis de las muestras finalmente se dispone
de datos completos (muestras validas de tumor primario, metéastasis y plasma) en 40 de

estos pacientes.

Se han identificado 110 variantes en 34 genes categorizadas como patogénicas,
probablemente patogénicas o de significado incierto comunes entre el tumor primario y
sus metastasis. Cuando estas 110 variantes han sido analizadas en muestras de plasma
se han detectado en ctDNA un total de 107 (sensibilidad = 0.972). Las variantes mas
frecuentes (>5%) se encontraron en TP53 (17;16%), KMT2C (15;14%), PIK3CA
(10;11%), PTPN14 (6; 5%) y BRCA2 (5; 5%)

De las variantes comunes a las 3 muestras, 22 fueron consideradas patogénicas (21%),
10 probablemente patogénicas (9%) y 75 de significado incierto (70%). La mayoria de
las variantes patogénicas y probablemente patogénicas fueron identificadas en los genes

TP53 y PIK3CA.

Por otra parte, hemos identificado 13 variantes en tumor metastasico y ctDNA no
presentes en el tumor primario. 6 de estas 13 variantes fueron consideradas patogénicas
o probablemente patogénicas. La mas frecuente fue la mutacion en ESR1 identificada

en 4 pacientes.
De las 110 variantes comunes entre tumor primario y metastasis identificadas por Ion

Torrent se confirmaron por Illumina un total de 94 (85%). Al analizar la presencia de

estas 94 variantes en ctDNA se identificaron 54 variantes (sensibilidad = 0.63).

17
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CONCLUSIONES

Aunque la mayoria de las variantes identificadas son compartidas por el tumor primario
y sus metastasis, el analisis por NGS del tumor metastasico ha permitido identificar
variantes no presentes en el tumor primario. Estos hallazgos sugieren que el tejido
tumoral procedente de las metéstasis deberia ser la fuente de material gendmico

utilizada para identificar biomarcadores pronosticos y de respuesta al tratamiento..

El analisis de ctDNA en plasma mediante la tecnologia Ion Torrent ha mostrado una
elevada sensibilidad en la deteccion de variantes identificadas en tejido de tumor
primario y metastasico. De este modo, el andlisis de ctDNA podria ser una fuente
alternativa para la detecciéon de alteraciones gendmicas en pacientes con cancer de

mama avanzado.
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ABSTRACT

BACKGROUND

Breast cancer is the most frequent cancer diagnosed in occidental countries. Major
advances in breast cancer treatment involve targeted therapies such as tamoxifen for
estrogen receptor (ER)- positive BC and trastuzumab for human epidermal growth

factor (HER2)-positive breast cancer.

International collaborative efforts such as The Cancer Genome Atlas (TCGA) and the
International Cancer Genome Consortium (ICGC) have provided important insight into
the mutational landscape of breast cancer using next-generation sequencing (NGS)
technologies. These efforts have led to a catalog of new potential targets for which

available treatments may be tested in rationally designed clinical trials.

However, the spatial and temporal intra-tumor genetic heterogeneity documented in
breast cancer may have important implications for biomarker discovery programs and
targeted cancer therapeutics. Given the heterogeneity documented between primary
cancers and metastatic lesions, primary biopsies may not constitute an ideal source for
the genetic characterization of metastatic disease and extensive sampling of metastatic
deposits is often unfeasible. Hence, approaches that provide a global assessment of
somatic genetic alterations in cancer irrespective of its anatomical location would be
required for the identification of potential therapeutic targets and mechanisms of

resistance.

Plasma derived cell-free tumor DNA (ctDNA) has been tested as a potential non-
invasive surrogate for tumor tissue biopsies. Given that ctDNA is believed to be shed
into the circulation by cancer cells from both the primary tumor and/or its metastases, it
may constitute a source of tumor material from all disease sites, offering a real time,
easily obtainable and minimally invasive tool for the development of molecular

biomarkers
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OBJECTIVES

The primary objective of this study is to assess the concordance of mutations between
paraffin embedded primary and metastatic tumor tissue in patients with metastatic

breast cancer (MBC).

Secondary objectives include determining the genomic profiles of circulating tumor
DNA (ctDNA) from peripheral blood and comparing these genomic profiles with those
from the primary tumor and metastatic tissue in order to assess mutations in most

relevant genes in different tissues.

MATERIAL AND METHODS

MIRROR study is a multicenter, transversal, observational study performed by the
Medical Oncology departments of three hospitals in Madrid, Spain: University Hospital
Gregorio Marafion, University Hospital Clinico San Carlos, and University Hospital

Infanta Cristina.

Inclusion criteria were patients with metastatic breast cancer, > 18 years old, formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue sample isolated from the primary tumor
available and a clinical indication for biopsy of the metastatic relapse. Patients will be
excluded if have metastatic bone disease only, have coagulation disorders, or have an

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status of 3 or 4.

For primary tumor and metastatic tissues, a hematoxylin and eosin section of FFPE
sample was assessed by the pathologist to select areas of tumor with >70% cellularity.
Two unstained sections were macrodissected and processed for DNA extraction using
the QIAamp”™ DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen). ¢fDNA was extracted using QIAamp®
Circulating Nucleic Acid (Qiagen).

Massive parallel sequencing has been done with the Ion Torrent technology by
Genomica SAU from 80 samples of paraffin embedded tissue and 40 samples of plasma

using HGM panel designed to cover the 54 most commonly reported oncogenes and
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tumor suppressor genes. Identified variants with Ion Torrent have been subsequently

validated using an alternative NGS technology (Illumina).

RESULTS

Between November 2013 and March 2017, 80 patients who met inclusion criteria and
signed informed consent were enrolled. After implementing stringent quality criteria for
sample analysis, finally we achieved 40 patients with valid samples from the three

sources (primary and metastatic tumor and plasma).

A total of 110 common variants distributed in 34 genes and categorized as pathogenic,
likely pathogenic or of uncertain significance were identified in primary and metastatic
tumor. When these variants were further analyzed in plasma, 107 of 110 of them were
also detected (sensibility = 0.972). The most frequently common variants identified in
primary and metastatic tumor and ctDNA were TP53 (17, 15%), KMT2C (15, 14%),
PIK3CA (12, 11%), PTPN14 (6, 5%), NFI (5, 4%) and BRCA2 (5, 4%).

Twenty two of the variants were considered pathogenic (21%), 10 likely pathogenic
(9%) and 75 of uncertain significance (70%). The majority of pathogenic and likely
pathogenic variants were identified in 7P53 and PIK3CA genes.

On the other hand, we identified 13 variants present in metastatic tumor and ctDNA that
were not detected in primary tumor. Six out 13 variants were considered pathogenic or
likely pathogenic. The most frequent were ESRI mutations identified in 4 patients.

The Illumina technology confirmed the Ion Torrent results in 94 of the 110 (85%)
primary and metastatic common variants. When we analyzed the presence of these

variants in ctDNA, we detected 59/94 variants (sensibility = 0.63)

CONCLUSIONS

Although most variants present in the primary tumor were also present in metastatic

tissue, new variants not present in the primary tumor can be found in metastases.
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Therefore, metastatic tissue rather than primary tumor seems to be the most appropriate

source of genomic material to identify biomarkers of efficacy in clinical trials.

The analysis of ctDNA with Ion Torrent technology has shown a high sensibility in the
detection of variants identified in primary and metastatic tumor. Therefore, ctDNA
could be an alternative source of detection of genomic alterations in patients with

metastatic breast cancer.
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama es el tumor mas frecuente y la segunda causa de muerte por cancer
entre las mujeres de Europa Occidental y Norteamérica, con 268.600 nuevos casos y
41.760 muertes esperadas en Estados Unidos en el 2019 (1). En Espaiia se diagnostican
anualmente unos 26.000 nuevos casos de céancer de mama alcanzdndose una
supervivencia a los 5 afios del 83%, similar a los paises europeos de nuestro entorno
(2,3). La mejoria experimentada en supervivencia en pacientes con cancer de mama
durante las Ultimas décadas estd relacionada no sélo con los programas de diagnostico
precoz sino también con los avances en el diagnostico y tratamiento. En este sentido, el
mejor conocimiento y la mejor caracterizacion de la enfermedad ha permitido la

administracion de tratamientos dirigidos mas eficaces y menos toxicos.

Actualmente disponemos de farmacos dirigidos a pacientes con un tipo de expresion
génica concreta como es el caso de la expresion de receptores de estrogeno (RE) y
progesterona (RP) asi como sobreexpresion de HER2. Otros farmacos, atin en fase de
desarrollo, se han disenado tratando simultaneamente de identificar alteraciones
genomicas que puedan predecir la respuesta al farmaco y que permitan seleccionar
grupos de pacientes potencialmente susceptibles de responder mejor a estos tratamiento
(4,5). Sin embargo, el uso de terapia dirigida se asocia con el desarrollo de resistencias y
la aparicion de clones tumorales con mutaciones que adquieren la habilidad de evadir el
bloqueo funcional que produce la terapia de diana. El desarrollo de clones resistentes
produce una disminucion de la eficacia de los tratamientos que se traduce en respuestas
antitumorales de cada vez més corta duracion. La identificacion de las alteraciones
genomicas de estos clones y la asignacion de farmacos dirigidos contra ellas podria
permitir aumentar la eficacia de los tratamientos mediante, por ejemplo, el uso de
terapias de diana secuenciales o concurrentes y podria repercutir favorablemente en la

duracion de la respuesta al tratamiento y finalmente en la supervivencia de las pacientes

(6).
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1.1 Heterogeneidad en cancer de mama

1.1.1 Heterogeneidad intertumoral

Desde hace décadas es conocida la variacion histoldgica que puede presentar el cancer
de mama, reflejada en la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
que clasifica la enfermedad en 17 categorias en funcion de sus rasgos morfologicos
microscopicos (7). Asi, determinados subtipos histoldgicos como los carcinomas
medulares o los metaplasicos estan asociados a alteraciones moleculares especificas a
un prondstico diferenciado (8,9). Sin embargo, la relevancia clinica de la esta
clasificacion es limitada dado que la mayoria de los casos (>70%) son clasificados
como carcinomas infiltrantes no especificos que muestran entre si diferencias
sustanciales tanto en el comportamiento clinico como en la sensibilidad al tratamiento

(8,10).

La tecnologia de microarrays ha permitido el analisis de la expresion de miles de genes
simultineamente lo que ha contribuido a un conocimiento mas profundo de la
heterogeneidad del cancer de mama y a la clasificacion del cancer de mama en los
llamados subtipos intrinsecos: luminal A, luminal B, HER2-enriched y basal-like (11—
14). El subtipo luminal A se caracteriza por presentar expresion del receptor de
estrogenos y/o progesterona, bajo grado histoldgico e indice proliferativo; los tumores
luminales B presentan igualmente expresion de receptores hormonales pero se asocian
a un mayor grado histologico y mayor indice proliferativo, menor sensibilidad al
tratamiento hormonal y peor evolucién clinica que los tumores luminales A. El cancer
de mama HER2-enriched se caracteriza por presentar amplificacion de HER2 y alto
grado histolégico. Finalmente, los tumores basal-like expresan marcadores propios de
células basales como las citokeratinas basales, no expresan RE, RP, ni HER2 y tienen
un comportamiento mas agresivo y peor prondstico. No obstante, esta clasificacion se
realizd evaluando un bajo numero de tumores primarios de mama y so6lo midieron los
niveles de expresion de un nimero limitado de genes. Estudios posteriores focalizados
en el grupo heterogéneo de cancer de mama triple negativo ha revelado subtipos
adicionales tales como el claudin-low que han mostrado un perfil de expresion génica
similar al de las células madre de la glandula mamaria (mammary stem cells), aumento

de activacion de los genes de respuesta inmunes, rasgos mesenquimales y positividad
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para marcadores de transicion epitelio-mesénquima (15). En otro estudio, el analisis
del perfil de expresion génica de 587 tumores triple negativo identifico 6 subtipos
tumorales incluyendo dos  subtipos basal-like, un subtipo inmunomodulador,
mesenquimal, mesenquimal stem-like y luminal receptor androgénico (16). Estas
diferencias de expresion génica pueden traducirse en una diferente sensibilidad a los

tratamiento que no obstante, debe ser validada en la clinica (17).

El estudio METABRIC (Molecular Taxonomy of Breast Cancer International
Consortium) ha ofrecido un mayor refinamiento de la taxonomia molecular del cancer
de mama integrando el analisis del numero de copias con el perfil de expresion génica
de aproximadamente 2000 pacientes con cancer de mama. Este analisis permitio

identificar 10 subtipos moleculares con diferente evolucion clinica (18).

El desarrollo y la implementacion de la secuenciacion de prdxima generacion (next-
generation sequencing) ha permitido descubrir alteraciones moleculares multiples
(mutaciones puntuales, inserciones y deleciones, amplificaciones, duplicaciones de
segmentos, translocaciones e inversiones) en cancer mama (19). Uno de los hallazgos
mas relevantes de estos estudios es que salvo las mutaciones somaticas en GATA3,
TP53 y PIK3CA que aparecen en > 10% de los diferentes subtipos de cancer de mama,
la incidencia de otras mutaciones es muy baja (20-24). En el 2012, el Atlas del
Genoma del Cancer (TCGA) mostrd los resultados del perfil génico de cientos de
muestras de cancer de mama procedentes de diferentes plataformas mediante el analisis
del ntimero de copias de DNA genomico, metilacion de DNA, secuenciacion de
exoma, arrays de mRNA, secuenciacion de microRNA y arrays de proteina de fase
reversa (25). Este andlisis integrado mostro la existencia de 4 tipos fundamentales de
cancer de mama. Ademds de mostrar una significativa heterogeneidad genética, el
estudio mostrd patrones de expresion proteica y vias de sefializacion propias de cada

subtipo lo cual podria servir de base para explorar nuevas dianas terapéuticas.

1.1.2 Heterogeneidad intratumoral

La heterogeneidad intratumoral ha sido reconocida como una de las causas del

fracaso de los tratamientos antitumorales dirigidos a dianas terapeuticas y ha sido
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ampliamente estudiada desde que fue propuesta en 1976 (26).

Las técnicas de hibridacion gendémica y de secuenciacion masiva han evidenciado que
este fendbmeno podria ser mas frecuente de lo que se pensaba. Algunas hipotesis indican
que la heterogeneidad celular tiene su origen en alteraciones en su proceso de
diferenciacion. De hecho, la iniciacion y el desarrollo del cancer dependen de factores
genéticos, particularmente por la adquisicion de multiples mutaciones con efecto
funcional en la patogénesis del cancer (mutaciones conductoras o “driver mutations™)
asociadas a otras que por si solas no conferirian ninguna ventaja selectiva (mutaciones
pasajeras o “passenger mutations”). No obstante, la falta de relevancia clinica de las
"passenger mutations" se ha puesto recientemente en entredicho, ya que podrian
modular la actividad de las "driver mutations" y ser por tanto una de las razones de la

resistencia a terapias de diana contra las mismas (27).

1.1.2.1 Heterogeneidad espacial

La heterogeneidad espacial se refiere a la heterogeneidad observada entre diferentes
regiones del tumor primario, entre el tumor primario y las metastasis o entre las
distintas lesiones metastdsicas siendo evidente en ocasiones desde el punto de vista

histopatologico.

En un estudio de prueba de concepto se analizaron mediante hibridaciéon gendmica
comparativa (CGH) basada en microarrays de alta resolucion, secuenciacion de TP53 e
hibridacion con fluorescencia in situ (FISH) diferentes areas morfoldgicas de 6 casos
de cancer de mama primario metapldsico con el objetivo de conocer si la diversidad
morfologica estaba sustentada por heterogeneidad genética. Aunque en la mayoria de
los casos, los componentes morfologicamente distintos eran clonales, en dos casos se
observaron alteraciones genéticas especificas en regiones morfologicamente diferentes

(28).

Otro estudio similar aport6 evidencia adicional de la heterogeneidad genética en cancer
de mama mostrando que regiones morfologicamente distintas de un tumor pueden
asociarse con alteraciones moleculares diferenciadas (Figura 1). Asi, analizando

tumores triple negativo con areas de diferenciacion apocrina se observo que estas zonas
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presentaban ganancia y pérdida de los brazos 9p y 9q respectivamente mientras que

estas alteraciones no estaban presentes en el resto del tumor (29).

Un tercer estudio evalud la heterogeneidad espacial en 20 casos de cancer ductal
infiltrante de mama primario mediante un método llamado Sector-Ploidy-Profiling
(SPP) que realiza una macrodisseccion tumoral, clasificacion de las poblaciones segun
el contenido en DNA e hibridacion genomica comparativa (CGH). Este estudio
clasificé los tumores primarios en dos grupos en funciéon del nivel de heterogeneidad
genética encontrada: tumores monogendmicos, siendo aquellos que muestran perfiles
muy similares en diferentes areas geograficas del tumor y tumores poligendmicos,

aquellos con diferentes poblaciones subclonales en distintas areas del tumor (30).

Heterogeneidad
inter-tumoral

Heterogeneidad
intra-tumoral

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Dominancia de clon 1 Dominancia de clon 2 Dominancia Mixta

Figura 1. Heterogeneidad tumoral en el diagnostico. Al igual que la heterogeneidad inter-
tumoral, la heterogeneidad intra-tumoral de los fenotipos celulares puede dificultar el diagndstico y la toma
de decisiones. En primer lugar, la biopsia de una localizacion metastasica puede no reflejar la composicion
fenotipica del tumor. En segundo lugar, la toma de decisiones basadas en el fenotipo dominante de una
muestra puede ser erronea si no se tienen en cuenta subpoblaciones menores con caracteristicas clinicas y
biologicas diferentes. Modificado de Marusyk A et al (31).

A diferencia del andlisis con microarrays o CGH, las técnicas de NGS permiten
evaluar la heterogeneidad espacial intratumoral sin necesidad de realizar

microdiseccion del tumor y el andlisis de poblaciones celulares geograficamente
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diferentes facilitando una estimacion de las frecuencias alélicas de eventos
mutacionales detectados en el seno del tumor. Asi, mediante secuenciacion del genoma
completo (WGS) de 21 muestras de tumores primarios de diferentes subtipos, Nik-
Zainal et al mostraron la presencia de diferentes subclones en cada muestra tumoral
caracterizados por diferentes mutaciones somaticas, reordenamiento de cromosomas y

alteraciones en el nimero de copias (32,33).

1.1.2.2 Heterogeneidad temporal

Mas alla de la heterogeneidad espacial en las muestras tumorales existe evidencia de la
evolucion de las células tumorales durante la historia natural de la enfermedad
apoyando la hipotesis que el cancer se comporta como un ecosistema en evolucion bajo
la presion selectiva del sistema inmune del huésped y de los tratamientos
administrados. Balko et al analizando el genoma de 74 pacientes con cancer de mama
triple negativo y enfermedad residual tras neoadyuvancia observaron diferente perfil
genomico entre el tumor primario y las muestras pareadas de tumor residual tras
tratamiento con un incremento de la amplificacion MCL1, deleciones y o mutaciones
de PTEN, amplificaciones de JAK2 y amplificacion de CDK6/CCNDI1-3 tras

exposicion a quimioterapia neoadyuvante (34).

El cambio en las alteraciones genéticas que ocurre a lo largo de la evolucion de la
enfermedad es denominada heterogeneidad temporal y se ha observado en tres
diferentes escenarios: la transicion desde carcinoma in sifu a carcinoma invasivo, la
evolucion del tumor primario a lo largo del tiempo y la progresion desde tumor

primario a enfermedad metastésica.

El carcinoma ductal in situ (CDIS) se considera un precursor del carcinoma ductal
infiltrante (CDI) evidenciado mediante estudios patoldgicos, epidemioldgicos y
moleculares. Estudios recientes han mostrado una elevada concordancia en términos de
status mutacional de PIK3CA en muestras pareadas de CDIS e CDI (35) . Para intentar
corroborar las alteraciones gendmicas en la transicion de tumor in situ a infiltrante, se
analizaron 13 muestras de CDIS e CDI sincronicos. Mediante técnica de FISH se
analizaron 5 oncogenes y 3 genes supresores observandose que el CDIS tenia menor

inestabilidad cromosomica que el CDI (36).
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No obstante, la forma mas estudiada de heterogeneidad temporal intratumoral en
cancer de mama se refiere a las diferencias entre el tumor primario y sus metastasis. En
uno de los primeros estudios que evalud este aspecto, se utilizaron CGH y FISH para
analizar 29 tumores primarios y sus metastasis asincronicas pareadas. En el 31% de los
casos la composicion genética de los tumores pareados diferian casi completamente,
apoyando la idea que las propiedades biologicas del tumor primario reflejan
pobremente las de sus metastasis (37). Estudios posteriores realizados con NGS han
confirmado la heterogeneidad subyacente a la progresion tumoral. Analizando
mediante WGS un carcinoma lobulillar primario y sus correspondientes metéstasis
(desarrolladas 9 afos después del diagnéstico del primario) se observo que de las 32
mutaciones somaticas detectadas en las metastasis s6lo 5 estaban presentes en el DNA
del tumor primario, mientras que otras 6 estaban presentes con menor frecuencia, dos
fueron indeterminadas y 19 no fueron detectadas (38). En otro caso de carcinoma
inflamatorio basal-like y sus metastasis cerebrales aparecidas 8 meses después de
completar la quimioterapia neoadyuvante, se observaron dos mutaciones de novo asi
como una delecion no presente en el tumor primario estando 20 mutaciones
compartidas sustancialmente enriquecidas en las metastasis (39). Estos estudios
sugieren que la heterogeneidad intratumoral temporal podria ser proporcional al
intervalo de tiempo entre el diagnostico de tumor primario y la aparicién de la recaida
metastasica. Asi en un estudio con autopsias de 10 pacientes con céncer de mama
metastdsico en el que se realizd secuenciacion completa del exoma (WES) y analisis
del numero de copias para reconstruir la trayectoria de la progresion del cancer de
mama se observo que el grado de heterogeneidad genética entre el tumor primario y las
metastasis evaluados tanto a nivel de mutaciones como de ntimero de copias fue

proporcional al tiempo pasado entre los dos eventos (40).

1.1.2.3 Heterogeneidad a nivel celular

La informacion sobre la heterogeneidad espacial y temporal proviene de estudios que
analizan la masa tumoral a nivel global, sin considerar la diversidad de las alteraciones
moleculares entre las distintas células del mismo tumor. La modalidad de NGS
conocida como secuenciacion de nucleos individuales (single-nucleus sequencing,
SNS) ha sido utilizada para conocer el perfil genémico de una célula individual

revelando un modelo de evolucion cromosomica en el cual se producen cientos de
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reordenamientos en rafagas seguidas de expansiones clonales estables que conducen a
la formacion de la masa tumoral (41). Estos datos han supuesto un desafio al modelo
de evolucion gradual que sostiene que los cambios en el nimero de copias se acumulan
gradualmente y secuencialmente a lo largo del tiempo. Con este método de SNS se
consigue cubrir el 10% del genoma de la célula individual siendo suficiente para medir
alteraciones en el numero de copias pero inadecuado para detectar mutaciones a nivel
de resolucion de pares de bases. Para mejorar la cobertura se ha desarrollado el método
conocido como nuc-seq que utiliza la enzima Phi29 para realizar amplificacion por
desplazamimento multiple. Esta técnica permite cubrir > 90% del genoma de una
célula aislada, permitiendo detectar mutaciones a nivel de pares de bases. Asi,
secuenciando genomas de células tumorales aisladas, Navin et al mostraron que las
células de cancer de mama triple negativo tenian 13 veces mas mutaciones que las
células normales, a diferencia de las células de tumores con expresion de receptores
hormonales (42). Ademés se observd que no existian dos células tumorales

genéticamente idéntica (Figura 2) (43)
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Figura 2. Heterogeneidad a nivel celular.

El anélisis del genoma completo de 4 células de un cancer de mama RE positivo mostrd que no existen
dos células genéticamente idénticas. Las mutaciones clonales se observan en negro, subclonales en

regiones intergénicas en rojo y subclonales en regiones exonicas en verde. Adaptado de Navin et al (43)
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1.2 Modelos de progresion metastasica

En el modelo de progresion lineal las células del tumor primario experimentan
sucesivas rondas de mutaciones hasta adquirir capacidad de proliferar autbnomamente,

abandonar su localizacion primaria y realizar una siembra metastésica (44).

Esta expansion clonal estd relacionada con el tamafio tumoral. De este modo, las
mutaciones en el gen supresor p53 son raras en tumores de mama de menos de 2 cm y
aumentan de manera significativa en tumores de mas de 5 cm (45). Estos hallazgos, asi
como la asociacion entre el tamafio tumoral y la mayor frecuencia de metéstasis (que ha
fundamentado la clasificacion TNM) han servido para proponer el concepto de que sélo
tras adquirir cierto tamafio el tumor primario tiene capacidad de generar metastasis
macroscopicas. De este modo, la extirpacion quirtrgica de un tumor antes de alcanzar
los 2 cm ocasionaria una parada de la progresion clonal y evitaria la diseminacion de
células con potencial metastasico. Un concepto relacionado con este modelo es el de la
cascada metastasica. En este modelo se sugiere que una vez que las células tumorales
diseminadas se han adaptado a la localizacion a distancia y han formado metéstasis
macroscopicas pueden entonces formar metastasis secundarias y asi sucesivamente

hasta ocasionar una siembra metastasica (Figura 3) (46).
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Figura 3. Diseminacién y modelo metastasico en cascada. Modificado de Klein CA (47).

Sin embargo, la presencia de metéstasis al diagnostico en pacientes con cancer de mama
precoz (estadios T1-T2) asi como la existencia de carcinomas metastasicos de origen

desconocido hacen poner en duda la aplicabilidad de este modelo.
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El modelo de progresion paralela no cuestiona los mecanismos de crecimiento tumoral
como la seleccion clonal o la acumulacion de alteraciones gendomicas. Sin embargo, no
situa la diseminacion metastasica proxima al final del desarrollo del tumor primario. A
priori, el modelo de progresion paralela predice mayor disparidad entre el tumor
primario y la célula metastésica original que el modelo lineal y subraya la importancia
de las alteraciones genéticas y epigenéticas en la seleccion de las localizaciones

metastasicas (Figura 4).
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Figura 4. Modelos de progresion lineal y paralela

En el modelo de diseminacion lineal la siembra metastasica se produce en etapas tardias de la progresion
tumoral mientras que en el modelo de progresion paralela la diseminacidon metastasica ocurre en etapas
precoces de la progresion tumoral conduciendo a diferencias sustanciales entre las lesiones metastasicas.
En el caso del modelo de progresion paralela estas diferencias hacen que el tumor primario no sea fiable
para el diagnostico y el disefio de terapias dirigidas efectivas. Incluso en el modelo de progresion lineal,
la diversidad clonal intratumoral puede ocasionar metastasis procedentes de un clon minoritario que haga

que no sea fiable la toma de decisiones en base al tumor primario. Modificado de Marusyk A et al (31)

De este modo, el modelo de progresion paralela se basa en tres premisas: en primer
lugar la acumulacién paralela e independiente de alteraciones genéticas y epigenéticas
en el tumor primario comparado con las metastasis. En segundo lugar, la siembra de
células tumorales a diferentes localizaciones metastasicas mediante una adaptacion al

nicho independiente y paralela durante el proceso de desarrollo de metéstasis. La tercera
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es la ontogénesis de las células metastasicas desde el tumor primario en diferentes

momentos (Figura 5).
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Figura 5. Modelo de progresion paralela.

Células tumorales diseminadas (DTCs) pueden diseminarse antes del diagnostico y progresar en paralelo
en distintos 6rganos con diferentes ritmos de crecimiento. Los factores secretados por el tumor primario
pueden estimular la colonizacion e influir en el tamafio tumoral y en la capaz de diseminacion de las

metastasis. Modificado de Klein CA (47).

1.3 Genes implicados en cancer de mama

Durante las ultimas décadas diferentes tecnologias han permitido caracterizar las
mutaciones en el genoma de las células tumorales. El andlisis de los cariotipos revelo
reordenamiento de cromosomas y alteraciones en el numero de copias. Después, el
analisis de la pérdida de heterocigosidad, la hibridaciéon de DNA tumoral a mirroarrays
ofreci6 mayor resolucion en el andlisis del nimero de copias. Mdas recientemente, la
secuenciacion de DNA ha permitido la caracterizacion sistematica de todo el repertorio
completo de mutaciones incluyendo sustituciones de bases, pequefnas
inserciones/deleciones, reordenamientos y cambio en el numero de copias conduciendo
a una mejoria sustancial en el conocimiento de los genes implicados y del proceso

mutacional del cancer.

35



INTRODUCCION

Los genes que acumulan mutaciones somaticas en un porcentaje mayor del justificable
por el azar se denominan genes significativamente mutados (SMGs) y son considerados
los probables “drivers” o responsables de la progresion maligna. En el Atlas del
Genoma del Cancer de mama (TCGA) se observaron al menos 20 SMGs en el tipo
luminal A, 8 en el luminal B pero s6lamente 3 en el subtipo basal-like (Tabla 1) (48).
La razon no es que el genoma del cancer de mama luminal A sea méas complejo (de
hecho, es al contrario) sino que el genoma del cancer de mama basal-like es tan
complejo que es dificil de identificar los eventos causales usando estadisticas de
mutaciones recurrentes. Eventos como reordenamiento cromosomico (grandes
deleciones, amplificaciones, inversiones, translocaciones) posiblemente desempefien un

papel relevante en el cancer de mama siendo preciso una secuenciacion completa del

genoma para capturar la complejidad del cancer de mama basal-like (49).

TP53 28 39 74
PIK3CA 105 40 8

GATA3 32 19 NA
MAP3KI 30 6 NA
MLL3 19 NA NA
CDH1 23 6 NA
MAP2K4 16 NA NA
RUNX1 13 NA NA
PTEN 9 6 NA
TBX3 6 6 NA
AKTI 8 NA NA
CBFB 5 NA NA
TBLIXRI 5 NA NA
NCOR 12 NA NA
CTCF 9 NA NA
ZPF36L1 NA 4 NA
GPS2 4 NA NA
SF3B1 7 NA NA
CDKNI1B 3 NA NA
RBI NA NA 4

GPR32 3 NA NA
CCND3 2 NA NA

Tabla 1. Genes significativamente mutados en cancer de mama del TCGA
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Utilizando técnicas de secuenciacion masiva paralela Shah et al analizaron el perfil
mutacional de 104 canceres de mama triple negativo. Las alteraciones en PTEN,
PIK3CA y TP53 fueron las mas frecuentemente encontradas (50). Ellis et al utilizando
una cohorte de pacientes con tumores RE + sometidas a tratamiento neoadyuvante con
inhibidores de aromatasa observaron mutaciones en genes no implicados previamente
en cancer de mama como TBX3 , RUNX1 , LDLRAP1, MYH9 , AGTR2 , STMN2 ,
SF3B1 y CBFB (51). En otra serie de 103 tumores primarios los 6 genes mas
frecuentemente mutados fueron CBFB , TP53 , PIK3CA , AKT1 , GATA3 y MAP3KI1
(52). Stephens et al secuenciaron el exoma de 100 tumores primarios observando
mutaciones inactivadoras y deleciones en los genes MAP3K1 y MAP2K4. Ademas
observaron patrones mutacionales en ARIDIB, CASPS, MAP2K13, NCORI,
SMARCDI1 y CDKNI1B que sugieren comportarse como genes supresores (53). Curtis
et al observaron variantes heredadas (variantes en naumero de copias, polimorfismos de
nucledtido simple) y aberraciones en el numero de copias somadticas adquiridas

asociadas con la expresion en ~40% de los genes (54).

En base a estos estudios Balko et al han propuesto un listado con los 25 genes mas

frecuentemente mutados en cancer de mama (Tabla 2).

Al igual que con el resto de los tumores, la mayoria de la informacion disponible de las
secuencias del genoma del cancer de mama proviene de exones codificantes de
proteinas, por lo que es desconocida la relevancia de regiones no transcritas, intrones y
regiones intergénicas en la patogénesis del cancer de mama. El abordaje de esta
cuestion ha estado limitado debido a que las secuencias de exomas no informan sobre
reordenamientos genodmicos y capturan relativamente pocas mutaciones limitando el

poder estadistico para establecer firmas mutacionales en el genoma por estos procesos.
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Ellis et al
Shah et al
Curtis et al
Banerji et al
Stephens et a
TCGA

ERBB2
PIK3CA
TP53
AKT1
GATA3
PTEN
RB1
MAP3K1
CDKN1B
CDH1
MLL3
MAP2K4
SF3B1
CBFB
RUNX1
TBX3
BRCA1
BRCA2
MyYC
CCND1
EGFR
NF1
NCOR1
CDKN2B
AKT2

Tabla 2. Genes frecuentemente alterados identificados en cancer de mama

Las deleciones (D) estan representadas en azul, mutaciones (M) en verde y amplificaciones (A) en rojo.

Ellis et al(51) . Shah et al (50), Curtis et al (54), Banerji et al (52), Stephens et al (53), TCGA (48).

Recientemente se han publicado las secuencias genomicas completas (WGS) de 560
casos de cancer de mama y de tejido no tumoral procedente de cada individuo (556
mujeres y 4 hombres). Se detectaron 3.479.652 sustituciones de pares de bases, 371.993
pequefias inserciones y deleciones (indels) y 77.695 reordenamientos con significativa
variacion en el numero entre cada individuo. Incorporando los cambios en el nimero de
copias, deleciones homocigotas y amplificaciones se observaron un total de 1628
mutaciones “driver” probables en 93 genes. Se identifico al menos una mutacién
“driver” en el 95% de los canceres. Los 10 genes mas frecuentemente mutados fueron
TP53, PIK-CA, MYC, CCNDI1, PTEN, ERBB2, ZNF703/FGFR1, GATA3, RB1 y
MAP3K1 representando el 62% de los “drivers” (Figura 6) (55).
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Figura 6. Lista de genes en orden de frecuencia en cancer de mama.

Modificado de Nik-Zainal S et al (55).

1.4 DNA libre circulante (cfDNA) y cancer de mama

Desde su primera descripcion por Mandel y Metais en 1948 (56), la utilidad clinica del
DNA libre circulante (cfDNA) en suero y plasma ha sido un area de investigacion en
multiples disciplinas médicas. La evaluacion del DNA fetal en la circulacion sanguinea
de la madre ha permitido identificar mutaciones puntuales, aneuploidia y es hoy en dia
una técnica standard en el asesoramiento genético en mujeres gestantes de alto riesgo

(57).

En Oncologia la deteccion de cfDNA tumoral, también conocido como ctDNA ha
supuesto un desafio por tres motivos principales: discriminacién de ctDNA del cfDNA
normal; la presencia de niveles en ocasiones muy bajos de ctDNA y la dificultad para

cuantificar de modo fiable el nimero de fragmentos mutados en una muestra.
La diferenciacion de ctDNA de cfDNA es posible debido a la presencia de mutaciones

en el DNA tumoral. Estas mutaciones somadticas estan presentes exclusivamente en el

genoma de las células malignas o premalignas del mismo individuo por lo que confiere
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al andlisis del ctDNA una extraordinaria especificidad como biomarcador. Sin
embargo, su identificacion es compleja debido a que el ctDNA representa a menudo una
pequefia porcidon (<1%) del cfDNA (58) . De este modo, técnicas de secuenciacion
standard como Sanger y pirosecuenciacion pueden solo detectar mutaciones en
pacientes con alta carga tumoral y elevados niveles de ctDNA (59). De hecho, previo a
la introduccion de técnicas digitales como PCR digital (60), BEAMing (61) o
polimerizacion activada por pirofosforolisis (PAP) (Figura 7) (62), la deteccion de
cfDNA procedente de tumores era detectada de modo inconsistentes llevando a
considerar el andlisis de ctDNA inferior a otros biomarcadores como las células

tumorales circulantes (CTCs) (62).

Técnica Sensibilidad Aplicacién Optima
Secuenciacion Sanger >10% Tejido tumoral
Pirosecuenciacion 10% Tejido tumoral
Secuenciacion de nueva 2% Tejido tumoral

generacién (NGS)

PCR Cuantitativa 1% Tejido tumoral
ARMS 0.1% Tejido tumoral

BEAMing, PAP, PCR Digital, 0.01% o menor ctDNA, variantes raras en
TAM-Seq Tejido tumoral

Figura 7. Métodos para la deteccion de ctDNA, sensibilidad de la técnica y medio
optimo de aplicacion

1.4.1 Mecanismos de liberacion de DNA

En general, los pacientes con cancer tienen niveles mas altos de cfDNA que los
pacientes sanos (63—66). Al aumentar el volumen tumoral, se eleva también de manera
paralela el recambio celular y en consecuencia el numero de células apoptoticas y
necroéticas (Figura 8) (67). En condiciones fisioldgicas, los productos de la apoptosis y
necrosis son eliminados por los fagocitos. Sin embargo, este mecanismo de eliminacién
es ineficaz en la masa tumoral conduciendo a la acumulacion de detritus celulares y a su

consiguiente liberacion en la circulacion.
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El proceso de apoptosis conduce a la liberacion de fragmentos de DNA de 180 pares de
bases (pb) mientras que las células necroticas liberan fragmentos de DNA de mayor
peso molecular por encima de 10000 pb (68). La mayoria de los fragmentos de cfDNA
miden entre 180 y 200 bp, lo que sugiere que la apoptosis es la responsable de la mayor
parte del cfDNA de la circulacion (69). La liberacion pasiva de cfDNA en la
circulacion sistémica procedente de las céulas apoptdticas o necroticas depende de la
localizacion, tamafno, vascularizacion del tumor siendo por tanto responsable de la

variabilidad en los niveles de cfDNA observada.

(
/’
Alteracion de
microsatélite
1 -
X/ AN/ XA/
osoma I 1 B

Figura 8. Acidos nucleicos libres en la sangre.

La liberaciéon de DNA se produce a través de diferentes eventos fisiolégicos como apoptosis, necrosis y

secrecion.

1.4.2. Aplicaciones clinicas y traslacionales de ctDNA en cancer de mama

Las aplicaciones potenciales del andlisis de ctDNA son:

¢ Estratificacion en base a alteraciones genémicas accionables
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* Monitorizacion longitudinal de la carga tumoral e identificacion de
mecanismos de resistencia
* Evaluar la enfermedad minima residual y la deteccion precoz de recaidas

* Descifrar heterogeneidad genética

1.4.2.1 Estratificacion de pacientes en base a alteraciones gendmicas accionables

Los actuales modelos de “medicina de precision” permiten adaptar el tratamiento
médico a la complejidad genomica de cada tumor (70). El analisis de las alteraciones en
las biopsias tisulares tiene como objetivo seleccionar el tratamiento dirigido mas
adecuado. En esta linea, el andlisis del plasma estd siendo utilizado de manera
prospectiva como alternativa a la biopsia tisular en programas de screening molecular
(71). Esto podria permitir que pacientes con cancer de mama avanzado sin lesiones
metastasicas accesibles para biopsia puedan ser incluidos en ensayos clinicos y tener
acceso a un tratamiento personalizado.

Las alteraciones gendmicas identificadas en ctDNA (mutaciones de PIK3CA, por
ejemplo) han permitido estratificar a pacientes con tumores solidos y monitorizar la
respuesta a terapias dirigidas. Existen diversos programas que pretenden personalizar de
manera prospectiva el tratamiento de las pacientes con cancer de mama segin sus
alteraciones gendémicas (72-75). Asi, en la era previa a la secuenciacion masiva, el
estudio SAFIR-01 identifico alteraciones gendmicas (PIK3CA, CCND1, FGFRI...) en
el 46% de las muestras de tejido analizadas permitiendo el tratamiento con terapias
dirigidas de un 13% de las paciente (72). En esta linea el estudio SAFIR-02 se
aprovecha de la secuenciacién gendmica masiva como herramienta para la toma de
decisiones. Se trata de un estudio randomizado que incluye paciente con cancer de
mama HER?2 negativo metastasico y/o recurrente en el que se realiza una biopsia de la
localizacion metastdsica y posterior secuenciacion orientada a alteraciones gendmicas
tratables con terapia dirigida. Las pacientes son randomizadas a quimioterapia vs
tratamiento dirigido a la alteracion genomica detectada. No obstante, a pesar del
racional del tratamiento dirigido hay que ser cautelosos al asumir que el tratamiento de
una alteracion gendmica determinada va a conducir a un beneficio en un paciente en
concreto. De hecho, estudios previos que evaluan la eficacia de tratamientos dirigidos
en pacientes metastasicos en funcion de su perfil molecular no han mostrado beneficio

clinico comparados con el tratamiento a eleccion del investigador (76,77).
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1.4.2.2 Monitorizacion de la carga tumoral e identificacion de mecanismos de
resistencia.

En analisis de ctDNA en plasma tiene el potencial de identificar y caracterizar las
mutaciones de cada paciente y monitorizarlas tras la administracién de tratamiento. De
este modo, permite mostrar respuestas al tratamiento asi como identificar mutaciones de

resistencia al mismo (78,79).

En cancer de mama metastasico, la deteccion de ctDNA utilizando variaciones
estructurales y mutaciones en TP53 y PIK3CA identificadas en el tumor primario ha
demostrado ser mas sensible y especifica que otros biomarcadores en sangre periférica
(enumeracion de CTCs por método de CellSearch, niveles de CA15.3) asi como pruebas
de imagen radioldgica (80). Ademas la fluctuacion en el numero de copias de ctDNA se
asocio con la respuesta al tratamiento y existid una relacion significativa entre el

numero de copias de ctDNA y el pronostico de la paciente (80).

Un desafio comin en pacientes con cancer de mama metastasico es la aparicion de
resistencias al tratamiento. El andlisis de ctDNA en diferentes momentos a lo largo del
tratamiento permite la identificacion de mutaciones asociadas con la adquisicion de
resistencia a fArmacos en cancer de mama avanzado (81). Un incremento en la cantidad
de fracciones alélicas en plasma de ctDNA a lo largo del tiempo podria ser un indicador
de presion selectiva debido al tratamiento y de aparicion de resistencia al mismo. Por
ejemplo, una paciente con cancer de mama RE positivo y HER2 positivo tratada con
tamoxifeno y trastuzumab mostrd un incremento en los niveles de mutacion del gen
MEDI, coactivador del RE e implicado en la aparicién de resistencia a tamoxifeno
(82,83). Tras tratamiento con lapatinib (inhibidor de tirosin kinasa de HER2) y
capecitabina, se identificé la mutacion de GASG6, ligada a la activacion del receptor de
tirosin kinasa AXL, implicado en la resistencia a lapatinib (84). Recientemente han
despertado gran interés las mutaciones en el gen del receptor estrogénico (ESR1) que
aparecen en un 20-40% de las pacientes tratadas con terapias endocrinas y constituyen
uno de los mecanismos de resistencia a inhibidores de aromatasa (85,86). La
identificacion precoz de esta mutacion previa a la progresion radioldgica podria suponer
un beneficio potencial para las pacientes al permitir una modificacion temprana en el

tratamiento (87,88).
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1.4.2.3 Evaluacion de enfermedad minima residual y deteccion precoz de recidiva.

En pacientes con cadncer de mama precoz, el analisis de ctDNA permitiria detectar
marcadores genomicos de enfermedad minima residual tras cirugia curativa
anticipandose al desarrollo de una recaida clinica o radiologica. Ademas permitiria
categorizar a las pacientes en alto y bajo riesgo de recurrencia evitando de este modo la

administracion de tratamientos sistémicos tOXicos € innecesarios.

El porcentaje de deteccion de ctDNA en cancer de mama precoz es variable
probablemente debido al uso de diferentes técnicas de analisis (89-91). Recientemente,
se ha detectado ctDNA en hasta un 50% de pacientes con cancer de mama precoz (92).
En concreto, el andlisis de mutaciones de PIK3CA en plasma mediante PCR digital ha
mostrado una sensibilidad y especificidad del 90% y 100% en una serie de 29 pacientes

con cancer de mama precoz (89).

La identificacion de alteraciones gendmicas en el plasma de pacientes con tumores en
estadios iniciales permiten anticipar el diagnéstico de recaidas metastasicas clinicas
entre 8 y 11 meses (90,91). Dada la mayor sensibilidad de la identificacion de
alteraciones gendmicas que los métodos de imagen, su determinacién permitiria
identificar pacientes con mayor riesgo de recaida y el desarrollo de estrategias de
tratamiento previas al desarrollo de metéstasis clinicas. Asi la identificaciéon de
alteraciones genomicas asociadas con el desarrollo de resistencias primarias o
secundarias al tratamiento tanto durante la fase adyuvante como durante el seguimiento

permitiria modular el tratamiento complementario a largo plazo de las pacientes (93).

1.4.2.4 Descifrar la heterogeneidad tumoral

Las alteraciones gendmicas encontradas en un cdncer de mama pueden variar segln la
region analizada, entre el tumor primario y sus metastasis y entre las distintas
localizaciones metastasicas (93,94). Actualmente la toma de decisiones clinicas esta
basada en biopsias que pueden no ser representativas de la carga tumoral global y no
evaluar en tiempo real el comportamiento del tumor. Los objetivos clinicos del analisis
de la heterogeneidad tumoral consistirian en: caracterizar el tumor y servir de guia en la

toma de decisiones de tratamiento y en la monitorizacion de la aparicidon de resistencia a
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farmacos y en la seleccion de terapias dirigidas. Sin embargo, estos objetivos no pueden

ser alcanzados mediante los actuales métodos de diagndstico de biopsias de tejido.

Dada la imposibilidad de hacer un muestreo de multiples metéstasis, el analisis de
ctDNA podria constituir una muestra representativa de todas las alteraciones gendmicas
y mostrar la jerarquia tumoral del cancer de mama. Para demostrarlo, Murtaza et al
realizaron un analisis de biopsias secuenciales sobre tejido y extraccion de ctDNA en
una paciente con un cancer de mama metastasico RE+/HER2 + incluyendo multiples
localizaciones metastasicas procedentes de autopsia. Las mutaciones obtenidas en el
tumor y en plasma identificadas mediante secuenciacion masiva paralela fueron
agrupadas usando un método bioinformatico Bayesiano llamado Pyclone. Las
mutaciones ubicuas (presentes en todas las muestras tumorales) tenian los niveles mas
altos de ctDNA seguidas de las mutaciones presentes exclusivamente en las metastasis y
finalmente las mutaciones privativas (presentes s6lo en una de las localizaciones
metastasicas) (Figura 9). De este modo, permite identificar la variedad dinamica de la

heterogeneidad clonal y subclonal (81).

El ctDNA puede analizarse de otros fluidos como el liquido cefaloraquideo (LCR)
permitiendo la caracterizacion tanto de tumores primarios cerebrales como de
metastasis de un modo mas preciso que so6lo mediante ctDNA plasmatico (95). Asi, al
analizar series de autopsias de pacientes con cancer de mama, aquellas con enfermedad
limitada al sistema nervioso (enfermedad extracraneal minima o ausente), las
mutaciones presentes en las metastasis cerebrales fueron detectadas en cfDNA
procedente de LCR pero no en las procedentes de plasma. Por el contrario en las
pacientes con enfermedad visceral extensa, las mutaciones en ctDNA obtenido del

plasma y del LCR fueron comparables.
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M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 PlasmactDNA

O Mutaciones privativas
Mutaciones exclusivas de metastasis - Plasma ctDNA

Mutaciones Ubicuas

Figura 9. Jerarquia clonal de mutaciones en ctDNA

A. Representacion esquematica de paciente con cancer de mama sometida a muestreo de multiples
localizaciones metastasicas en autopsia. B. Mutaciones en las distintas localizaciones metastasicas y en
ctDNA plasmatico. C. Diagrama mostrando mayor frecuencia de metéstasis ubicuas y especificas de

metastasis que las privativas.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. JUSTIFICACION HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

La identificacion de alteraciones gendmicas en el tejido tumoral permite el desarrollo de
terapias dirigidas a las mismas que podrian mejorar los resultados del tratamiento.
Como consecuencia de la evolucion del tumor y la seleccion del tratamiento, el perfil
mutacional del cancer de mama avanzado puede evolucionar con el paso del tiempo por
lo que las alteraciones gendmicas encontradas en el tumor primario pueden ser distintas
a las del tumor metastasico. Debido a la dificultad para obtener biopsias de las
diferentes localizaciones metastasicas es necesario disponer de fuentes alternativas para
la obtencion de DNA tumoral mas accesibles, menos invasivas y subsidiarias de

repeticion.

2.2 Hipotesis

* Las alteraciones gendmicas del tumor primario en pacientes de cancer de mama

son diferentes a las alteraciones gendmicas del tumor metastasico.

* El perfil genomico de las metastasis se refleja en el ctDNA permitiendo su

analisis mediante una técnica no invasiva.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo principal

e Comparar las alteraciones gendmicas tumorales encontradas en el tumor primario
con las alteraciones gendémicas en el tejido tumoral metastasico de pacientes con

cancer de mama metastasico.
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2.3.2 Objetivos Secundarios

Identificar las alteraciones genomicas en muestras de ctDNA obtenidas en sangre

periférica.

e Comparar las alteraciones gendmicas de las metastasis y del tumor primario con las
obtenidas ctDNA.

* Comparar las alteraciones genomicas de las metastasis y ctDNA con las del tumor
primario.

* Analizar las variantes genéticas encontradas para identificar marcadores de respuesta

al tratamiento asi como mecanismos de resistencia al mismo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Diseiio del estudio

Para testar la hipotesis planteada y responder a los objetivos descritos se disefia un
estudio clinico observacional, descriptivo, transversal, de serie de casos incidentes, con
componente retrospectivo en pacientes de cancer de mama metastasico (Estudio

MIRROR, NCT02626039).

El estudio ha sido clasificado como Estudio Observacional No Postautorizaciéon (No-
EPA) por la Agencia Espainola de Medicamentos y Productos Sanitarios el 22 de enero
de 2014 y cuenta con el dictamen favorable de los Comités Eticos de Investigacion
Clinica del HGU Gregorio Maraion (Centro Coordinador), asi como el
correspondiente de los centros colaboradores (Hospital Clinico San Carlos y Hospital

Infanta Elena de Parla) (Anexos 1, 2 y 3).

Para su realizacion se han analizado las muestras de tejido tumoral metastasico y sangre
periférica obtenidas en el momento de inclusion en el estudio y sobre tejido del tumor

primario obtenido de muestra archivadas. (Tabla 3).

Especimen Muestra Estudio
. . Tejido RE, RP, HER2
Tumor primario

DNA NGS

Tejido RE, RP, HER2
Tumor metastasico
DNA NGS
Plasma DNA NGS

Tabla 3. Determinaciones analiticas en estudio MIRROR

Las variantes de DNA presentes en el tumor primario, metastasis y plasma fueron
evaluadas en primer lugar utilizando la tecnologia Ion Torrent (Ion Torrent, Life
Technologies) a partir de un panel de 54 genes disefiado para secuenciar las regiones
exonicas de los oncogenes y genes supresores mas frecuentemente implicados en cancer

de mama (Tabla 4).

51




MATERIAL Y METODOS

Posteriormente se realizd una validacién de las variantes encontradas utilizando una
tecnologia de secuenciacion masiva alternativa (Illumina) en la Unidad de Gendmica

del Hospital Universitario Gregorio Marainon (Figura 10).

NGS

9 | 1
@ Tumor metastasico

Panel de 54 genes

@ Tumor primario !
(Tecnologia Ion Torrent )

Plasma (ctDNA)

Validacién de las variantes
(Tecnologia Illumina)

-Variantes comunes tumor primario y metastasis
-Variantes comunes tumor primario, metastasis y
ctDNA

-Variantes comunes metastasis y ctDNA no
identificadas en tumor primario

Figura 10. Disefio del estudio MIRROR

3.2 Poblacion del estudio y tamafio muestral

La poblacion incluida en el estudio son pacientes con cancer de mama mestastasico que
han progresado al tratamiento previo bien sea en fase adyuvante o metastasica. La
muestra poblacional seleccionada corresponde a las pacientes atendidas en consultas
de los Servicios de Oncologia Médica de los Hospitales Gregorio Marafion , Hospital

Clinico San Carlos de Madrid y Hospital Infanta Elena de Parla.

Todas las pacientes incluidas en el estudio firmaron un consentimiento informado por
escrito (Anexo 4). Con el objetivo de garantizar la confidencialidad se procedi6 a la
codificacion de los datos de las pacientes mediante la asignacion de un codigo tnico. El
tratamiento de los datos de caracter personal se ajusto a lo dispuesto en la ley orgénica
15/1999 del 13 de Diciembre de Proteccion de datos de cardcter personal y su

reglamentacion posterior.
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El tratamiento administrado a las pacientes incluidas ha sido acorde a criterio médico y

practica habitual e independiente de la participacion de la paciente en el estudio.

3.3 Criterios de inclusion y exclusion

Se han incluido los casos incidentes consecutivos que reunian los siguientes criterios de

inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:

- Céncer de mama metastasico.

- Progresion a tratamiento previo tanto en fase adyuvante como metastasica.
- Mayor de edad (> 18 afios).

- Firma de consentimiento informado.

- Disponibilidad de muestras de tumor primario archivado parafinado.

- Indicacion clinica para realizar la biopsia de la metastasis.

- Lesiones metastasicas accesibles para biopsia.
Criterios de exclusion
- ECOG3-4

- Alteraciones en la coagulacion

- Metastasis 0seas como unica localizacidn metastasica.

3.4 Obtencion del material biolégico

Procedimiento de extraccion de muestras de sangre

La extraccion de sangre se ha realizado durante los 15 dias previos o posteriores a la
fecha de la biopsia de la metastasis con el objetivo de homogeneizar la muestra de
pacientes.

La muestra de sangre se ha obtenido mediante venopuncion realizada para

determinaciones analiticas de rutina tras la firma del consentimiento informado.
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La extraccion y procesamiento de las muestras previo su analisis se ha realizado segun

el siguiente procedimiento:

1.

Extraccion entre 10 ml de sangre del paciente en tubos que contengan EDTA

como anticoagulante.

Inmediatamente a la extraccion de sangre del paciente, se invierten los tubos

suavemente 10 veces.

Se recoge la informacion del paciente y se rotulan los tubos con su codigo
identificativo apuntandose el dia y hora en la que se ha realizado la extraccion

de sangre.

Para llevar a cabo la separacion del plasma de la sangre, se han realizado dos
centrifugaciones consecutivas a 1900g (3000 rpm) durante 10 min a 4°C de

temperatura sin pausas entre ellas.

Se aspira el sobrenadante sin perturbar la capa leucocitaria, dejando alrededor de
5 mm de plasma por encima de esta capa, evitando de este modo la
contaminacion con cé€lulas. A continuacion se transfiere el sobrenadante a tubos
de centrifuga de 15 ml de base coénica, etiquetados con los cddigos de los

pacientes.

Se centrifuga el plasma durante 10 minutos a 16000g (en rotor de angulo fijo) y

a 4°C de temperatura.

Se aspira el sobrenadante, dejando alrededor de 7 mm de plasma, para evitar
perturbar el sedimento. Posteriormente se transfiere el plasma a viales de
congelacion de 2 ml, debidamente etiquetados. Por cada 10 ml de sangre se

obtienen aproximadamente 2 viales de 2 ml de plasma.

Se congela el plasma a -80°C de hasta su analisis.
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9. En el protocolo original no se especifico un intervalo de tiempo entre la
extraccion de sangre y el procesamiento de la misma. Tras la inclusion de las
primeras 60 pacientes se realizo una modificacion del protocolo previo a
cualquier andlisis de DNA en el que se requeria un intervalo entre la extraccion
y el procesamiento menor de 4 horas con el objetivo de asegurar la calidad del

DNA vy la fiabilidad de os resultados obtenidos (96).

Procedimiento de obtencion de muestras de tejido parafinado

Las muestras de tejido parafinado han sido obtenidas del Servicio de Anatomia
patologica de cada centro participante procedentes de las biopsias del tumor primario y
de la localizacién metastasica realizadas para el diagnostico de la paciente en la
practica clinica habitual. No ha sido preciso obtener material adicional. Los resultados
de expresion de RE y RP asi como de la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 han
sido obtenidos a partir de los informes de anatomia patoldgica de los centros
participantes no siendo precisa su confirmacion centralizada. Se ha considerado positiva
la expresion > 1% mediante IHC para el RE y RP. Igualmente, se ha considerado
positivo el resultado para HER2 en caso de tincion intensa y uniforme en > 10% de las
c€lulas tumorales (3+) asi como ratio HER2/CEP17 > 2.0 o nimero de copias de HER2

> 6 mediante hibridacion con fluorescencia in situ (FISH) (97).

Con el tejido excedente del bloque de parafina utilizado para el diagndstico segun
practica asistencial, se han realizado diferentes secciones, una para su estudio por
Hematoxilina y Eosina (H&E) para la identificacion del area tumoral y el resto de
secciones de aproximadamente 10 pum, en nuimero variable de 2 a 10, han sido

utilizadas para la secuenciacion de DNA.

3.5 Almacenamiento de las muestras

Todas las alicuotas generadas de Plasma han sido almacenadas a -80°C hasta su
procesamiento, en la Unidad de Investigacion Clinica en el Servicio de Oncologia

Médica del HGUGM.
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3.6 Metodologia de secuenciacion genémica
3.6.1 Eleccion de genes y generacion del panel HGM.
Se han seleccionado 54 genes atendiendo a criterios de frecuencia de mutacion,

relevancia clinica de la mutacion y posibilidad de tratamiento con terapia dirigida

(48,55,98) (Tabla 4)

MIRROR - Panel de Genes seleccionados

AFF2 CDH5 FOXA1 MLL3 PTPRD
AKT1 CDKN2A FOXP1 MED23 RB1
AKT2 CDKN1B GATA3 NCOR1 RADS1
ARAF CDKN2B GINS2 NF1 RUNX1
BRAF CTCF HERC1 PEMT SF3B1
BRCA1 CTNNA1 HRAS PGCP TBX3
BRCA2 EGFR KRAS PIK3CA TBX4
CBFB ERBB2 LRP1B PIK3R1 TBX5
CCND1 ESR1 MAP2K4 PTEN TP53
CCND3 FBXW7 MAP3K1 PTPN14 WTH1
CDH1 FGFR1 MED23 PTPN22

Tabla 4. Panel de genes seleccionados

3.6.2 Procedimiento de adjudicacion

Se convocd concurso publico para la contratacion del suministro de la tecnologia
necesaria para el proyecto de investigacion denominado “Caracterizaciéon vy
comparacion de mutaciones en tumores primarios, tejido metastasico, células tumorales
y DNA circulante en pacientes de cancer de mama metastdsico”, con cdodigo
GOMHGUGMO092013, cuyo investigador principal es el Dr. Miguel Martin Jiménez,
del Servicio de Oncologia Médica del Hospital General Universitario Gregorio

Marafion (HGUGM) (EXPTE. FIBHGM PA 02/2014), resultando adjudicataria del
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contrato de servicio de realizacion de analiticas de secuenciacion masiva para el

proyecto de investigacion MIRROR la entidad GENOMICA SAU.

Se formaliz6 contratacion de Gendémica SAU para la realizacion de la secuenciacion
masiva de un panel de genes solicitado por el Servicio de Oncologia del Hospital

General Universitario Greogorio Marafion en los siguientes tipos de muestras

* 80 muestras de biopsia solida: Gendmica realizara la extraccion de DNA

genomico a partir de muestras parafinadas en formato IHC o PEN slides.

* 40 muestras de biopsia liquida (DNA tumoral circulante, ctDNA): de acuerdo a
pliego técnico de contratacion se especificaba extraccion de DNA libre

circulante a partir de 2 ml de plasma.

Debido a las variaciones entre los protocolos relativos a la extraccion y procesamiento
de las muestras entre el Laboratorio de Oncologia (LAOT) del Servicio de Oncologia
Médica del Hospital General Universitario Gregorio Marafion y GENOMICA, se realiza
una adecuacion de las condiciones para poder proceder a optimizar los analisis de las

muestras.

3.6.3 Secuenciacion masiva de muestras de biopsia solida.

Analisis de secuenciacion masiva realizado por Genémica SAU previa extraccion del

DNA gendémico (gDNA) a partir de las muestras parafinadas (FFPE).

Secuenciacion de 80 muestras de biopsia solida pertenecientes al proyecto MIRROR

con el Panel HGM, compuesto de 2 pools de 1238 y 1224 pares de primers.

Analisis de las variantes identificadas en S5 Torrent Server VM con el software lon

reporter v5.2 ' y workflow Annotate variants single sample v5.2.
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e Desarrollo.

Para cada muestra, se extrae el gDNA de las muestras parafinadas (en formato IHC) con
el kit Qidamp DNA FFPE tissue y se clasifican en base a su calidad/cantidad para
aplicar el programa de amplificacion 6ptimo con el que se obtiene una secuenciacion de
calidad (segun recomendaciones de Life Technologies para los parametros Reads on

Target, Base coverage depth & Uniformity).

-Calidad/cantidad DNAg de cada muestra: Gendmica determina la calidad/cantidad de
cada muestra en base a la concentracion obtenida con Qubit. Se requieren 10 ng totales

de DNAg para amplificar cada pool del Panel HGM a una concentracién minima de 1.7

ng/ul.

-Secuenciacion y Control de calidad de la secuenciacion: Se genera una libreria para
cada muestra a partir de la amplificacién con cada uno de los pools de primers que
componen el Panel HGM. Posteriormente, se cuantifica la concentracion de cada pool y
se genera una libreria a partir de una mezcla equimolar de los dos pools. Finalmente, se
generan esferas cargadas con los amplicones de cada libreria y se secuencian usando un

Chip lon 540™ por cada cinco muestras.

* Protocolos de GENOMICA para la realizacion de cada uno de los pasos del

ensayo
El ensayo y las condiciones de andlisis se han llevado a cabo con los protocolos
incluidos en el sistema de calidad de GENOMICA bajo las normas ISO 9001 y 13485
que estan acordes con las directrices recomendadas por Life TechnologiesTM.

* Resultados de control de calidad/cantidad

Todas las muestras analizadas cumplieron con los criterios de control de

calidad/cantidad de cada muestra necesarias para la secuenciacion, segun

recomendaciones especificas de Life Technologies TM.
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¢ Resultados de la secuenciacion.

Los datos de secuenciacion reportados indican las variantes detectadas que afectan a
exones, que se han secuenciado un minimo de 20 veces con respecto a un numero total
de al menos 100 veces y con una p <0.01 (Protocolo establecido por GENOMICA para
asegurar la fiabilidad del resultado). En el caso de estar localizada la variante dentro de

un exon se muestran Unicamente las que suponen cambio de aminodacido.

Se ha realizado un anélisis bioinformatico de las variables encontradas para obtener la
relacion de mutaciones obtenidas con un valor que permita ordenarlas de mayor a
menor impacto basado en el efecto de la mutacion, localizacion, funcion, y frecuencia

alélica.

3.6.4 Secuenciacion masiva de muestras de biopsia liquida

Los analisis de secuenciacion masiva han sido realizados por Gendémica SAU previa

extraccion del DNA tumoral circulante (ctDNA) a partir de muestras de sangre.

Secuenciacion de 40 muestras de biopsia liquida pertenecientes al proyecto MIRROR

con el Panel HGM, compuesto de 2 pools de 1238 y 1224 pares de primers.

Analisis de las variantes identificadas en S5 Torrent Server VM con el software lon

reporter v3.2' y workflow Annotate variants single sample v5.2.

e Desarrollo.

Para cada muestra de plasma, se extrac el DNA circulante con el kit QI4amp®
Circulating Nucleic Acid (Qiagen) y se clasifican en base a su calidad/cantidad para
aplicar el programa de amplificacion 6ptimo con el que se obtiene una secuenciacion de
calidad (segin recomendaciones de Life Technologies para los parametros Reads on

Target, Base coverage depth & Uniformity).

-Calidad/cantidad DNAg de cada muestra: Gendmica determina la calidad/cantidad de

cada muestra en base a la concentracion obtenida con Qubit. Se recomiendan 10 ng
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totales de DNA para amplificar cada pool del Panel HGM a una concentracién minima
de 1.7 ng/ul. En el caso de no alcanzar los 10ng, se afiade el volumen méaximo de DNA
que admite la técnica (6ul) y se aumenta en tres ciclos la reaccion de amplificacion de

las librerias.

-Secuenciacion y Control de calidad de la secuenciacion: Se ha generado una libreria
para cada muestra a partir de la amplificacién con cada uno de los pools de primers que
componen el Panel HGM. Posteriormente, se cuantifica la concentracion de cada pool y
se genera una libreria a partir de una mezcla equimolar de los dos pools. Finalmente, se
generan esferas cargadas con los amplicones de cada libreria y se secuencian usando un

Chip Ion 540™ por cada dos muestras.

* Protocolos de GENOMICA para la realizacion de cada uno de los pasos del

ensayo

El ensayo y las condiciones de andlisis se han llevado a cabo con los protocolos
incluidos en el sistema de calidad de GENOMICA bajo las normas ISO 9001 y 13485

que estan acordes con las directrices recomendadas por Life TechnologiesTM.

¢ Resultados de control de calidad/cantidad.

Todas las muestras analizadas cumplieron con los criterios de control de
calidad/cantidad necesarios para la secuenciacion, segun recomendaciones especificas

de Life Technologies.

¢ Resultados de la secuenciacion.

Los datos de secuenciacion reportados indican las variantes detectadas que afectan a
exones, que se han secuenciado un minimo de 20 veces con respecto a un numero total

de al menos 100 veces y con una p <0.01 (Protocolo establecido por GENOMICA) para
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asegurar la fiabilidad del resultado). En el caso de estar localizada la variante dentro de

un exon se muestran inicamente las que suponen cambio de aminodacido.

Se ha realizado un anélisis bioinformatico de las variables encontradas para obtener la
relacion de mutaciones obtenidas con un valor que permita ordenarlas de mayor a
menor impacto basado en el efecto de la mutacion, localizacion, funcion, y frecuencia

alélica.

3.6.5 Validacion de resultados mediante tecnologia Illumina

Para la validaciéon mediante tecnologia Illumina de las variantes identificadas en el
primer abordaje (Ion Torrent) se emplearon las mismas muestras de DNA que en el
primer analisis. Con este objetivo se disefido un panel de genes personalizado (7ruSeq
Custom Amplicon Low Input Kit, lllumina) de 116 amplicones. No obstante debido a la
baja cantidad de DNA disponible fue preciso realizar una modificacion del protocolo

recomendado por [llumina en 71 de 120 muestras de DNA.

Preparacion de las muestras

-Determinacion de la concentracion de DNA de cada muestra mediante fluorimetria

(Qubit).

-Preparacion de las librerias a partir de DNA gendmico (concentracion minima de DNA
10 ng) siguiendo las recomendaciones del fabricante (7ruSeq Custom Amplicon Low
Input Kit, procedure Dual Strand #1000000002191 v04 1llumina). En aquellas muestras
en las que la cantidad de DNA de partida era inferior a lo especificado en el protocolo,

se realizo una modificacion del mismo para su procesamiento.

-Generacion de una libreria para cada muestra a partir de la amplificacion de cada uno
de los pools de primers (CAT A (127714) y CAT B (128574)) que componen el panel.
Posteriormente, se secuenciaron las librerias en la plataforma MiSeq (Illumina) paired-

end 2x150 (Reactivo: V3-600 Ciclos).
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Analisis de las muestras secuenciadas

Tras el proceso de secuenciacion se ha realizado un analisis secundario de las muestras
con el software MiSeq Reporter 2.6.2 que incluye los siguientes pasos: Demultiplexado,

generacion de archivos FASTQ, alineamiento y llamada de variantes.

-Demultiplexado: separacion de los datos de las muestras agrupadas en funcion de las

secuencias indice (index) que marcan las muestras de diferentes librerias.

-Generacion de archivos FASTQ: Tras el demultiplexado, se generan archivos
intermedios en formato FASTQ. Los archivos FASTQ contienen las lecturas de cada

muestra y las puntuaciones de calidad.

-Alineamiento: El alineamiento compara las secuencias obtenidas con las secuencias de
los amplicones especificadas en el archivo manifest (algoritmo de Smith-Waterman de
bandas). El archivo manifest especifica el genoma de referencia (hgl9) y las regiones de
referencia objetivo que se deben utilizar en este paso. Las lecturas alineadas se escriben

en archivos con formato BAM.

-Llamadas de variantes: La llamada de variantes se realiza con el software Somatic
Variant Caller. Este caller registra polimorfismos de un solo nucledtido (SNP),
pequefias inserciones y pequefias deleciones. Para cada variante detectada proporciona
la probabilidad de error como puntuacion de calidad de una variante. Somatic Variant

Caller genera archivos en formato VCF.

-Analisis de la cobertura de variantes. Los archivos bam, bai, fueron analizados

mediante el software IGV Win 2.4.3.

3.7 Analisis estadistico

Se analizaran las variantes encontradas en el tumor metastasico, tumor primario y

muestras procedentes de sangre periférica.
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Para el analisis nos hemos centrado en las sustituciones de nucledtidos simples, pequefias

inserciones y deleciones (indels).

Se han seleccionado las variantes acorde a los siguientes criterios:

-Variantes con frecuencia alélica menor (MAF) <0.01.

-Variantes que afectan a exones codificantes y a uniones de splicing.

-Variantes de impacto medio y alto (inserciones y deleciones que afectan al marco de lectura,
mutaciones sin sentido, con cambio de sentido asi como mutaciones canénicas en los sitios de
union). Se han descartado las variantes que producen cambios en aminoacidos sinbnimos .

-Se han descartado variantes benignas y probablemente benignas de acuerdo a diferentes bases de

datos (CLINVAR: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/; Leiden open variation

database: http://www.lovd.nl/3.0/home; BRCA exchange: http://brcaexchange.org/;
BRCA share: http://www.umd.be; Locus specific databases:

http://grenada.lumc.nl/LSDB _list/lsdbs;  varsome  (https://varsome.com/)  BIC:

https://research.nhgri.nih.gov/bic/; Pubmed: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

-Las variantes ha sido clasificadas segtn las guias de consenso del Colegio Americano
de Genética Médica y Gendmica y la Asociacion Americana de Patologia Molecular
(ACMQG) (99).

A continuacion se realizaran los siguientes analisis comparativos

* Variantes comunes en el tumor primario y metastasis

* Variantes comunes en el tumor primario, metastasis y plasma

*  Variantes comunes en el tumor primario y metastasis no presentes en plasma

* Variantes identificadas en metastasis y plasma no presentes en tumor primario

Ademas se analizaran variables asociadas al tumor primario, tumor metastasico y tratamientos

recibidos.

* Variables asociadas el tumor primario

- Estadio tumoral al diagnéstico
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- Grado histologico

- Expresion de RE

- Expresion de RP

- Sobreexpresion/amplificacion de HER2

- Ki67

Variables asociadas al tumor metastasico

- Localizacion de la metastasis biopsiada
- Expresion de RE
- Expresion de RP
- Sobreexpresion/amplificacion de HER2

- Ki67

Variables asociadas a tratamientos recibidos

- Tratamiento previo en adyuvancia/neoadyuvancia

v’ Tratamiento hormonal
v’ Tratamiento con quimioterapia
v’ Terapia frente a HER2
- Tratamiento previo para metastasis
v n° de lineas previas de tratamiento
v' Tratamiento hormonal
v’ Tratamiento con quimioterapia

v’ Terapia frente a HER2

Las caracteristicas clinicas y demograficas de las pacientes seran definidas usando

métodos de estadistica descriptiva. Se realizardn andlisis univariante para describir la

distribucion y dispersion de las variables. Se realizaran andlisis bivariantes para

encontrar relacion entre las diferentes variables. Los analisis se realizaran utilizando el

paquete estadistico STATA version 12.1.
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Tamano muestral

Dado que el estudio MRROR es un estudio piloto, el tamafio muestral se establecio de
forma empirica. De este modo, asumiendo un ritmo de reclutamiento de 2 pacientes
completamente evaluables al mes durante un periodo de 2 afos, se estimd un tamafo

muestral minimo de 40 pacientes para proceder al analisis.
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4. RESULTADOS

Entre noviembre de 2013 y marzo de 2017 un total de 80 pacientes cumplieron los

criterios de inclusion y exclusion y firmaron el consentimiento informado.

En el siguiente grafico se muestra la curva de reclutamiento desde el inicio del mismo

hasta la fecha de inclusion de la tltima paciente (Grafico 1).
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Grafico 1. Curva de reclutamiento

Se han analizado secuencialmente las muestras de tumor primario, metastasis y plasma.
3 de las muestras de tumor primario y 5 de la metastasis fueron excluidas del analisis
por baja celularidad tumoral (<10% de células tumorales). De las 72 pacientes con
muestra valida de tejido en ambas localizaciones, 32 fueron excluidas porque la
muestra de plasma fue analizada con un intervalo mayor de 4 horas desde su extraccion.
Finalmente se dispone de 40 pacientes con muestras validas procedentes de tumor

primario, metastasis y plasma (Figura 11).

4.1 Estudio descriptivo de la muestra.

4.1.1 Variables demograficas

De las 40 pacientes analizadas, 31 eran procedentes del Hospital Gregorio Marafion, 7

del Hospital Clinico San Carlos y 2 del Hospital Infanta Cristina de Parla.
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Pacientes elegibles

n=80
Tumor primario Plasma
n=80 n=80
Excluidos debido a L
[~
muestra insuficiente n=3
N
Tumor metastasico Excluidos debido al no cumplimiento de
n=77 exigencias del protocolo* n =32
Excluidos debido a
muestra insuficiente n=5 |
v v
Muestras validas de tumor primario Muestras validas de ctDNA* n=48

y metastasico n=72

DNA disponible de las 3 muestras (Plasma, and Metastasis tumors) del mismo paciente
n=40

Figura 11. Diagrama de flujo de las pacientes del estudio. *Ver texto.

Respecto a la procedencia geografica de las pacientes, 35 eran de origen caucasico

(87.5%), 3 hispanas (7.5%) y 2 orientales (5%).

La edad media de las pacientes al diagnostico de cancer de mama fue de 48 (26-75)
anos. La edad media de las pacientes en el momento de la recidiva fue de 53 (28-80)

anos.

4.1.3 Variables clinicas y patolégicas

De las 40 muestras de tumor primario evaluado, 23 provenian de biopsias previas a la

cirugia (57%)y 17 de muestras quirargicas (43%).

La mediana de tiempo desde la extraccion hasta la congelacion de la muestra de sangre

fue de 0.58 horas (0-4).
La mediana numero de dias de diferencia entre la extraccion de la muestra de sangre

periférica y la realizacion de la biopsia de tejido de la localizacion metastasica fue de

3.5 dias (-10 a +15).
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En el diagnostico inicial el tumor fue estadio I en 6 pacientes (15%), estadio II en 10
pacientes (25%), estadio III en 12 pacientes (30%) y estadio IV en 7 pacientes (18%).

No se disponia de esta informacion en el momento del andlisis en 5 pacientes (12%).

Las muestras metastasicas provienen de recaidas a nivel de cerebro (n=4), higado
(n=18), mama (n=3), hueso (n=1), Piel (n=5), pulmén (n=6) o ganglionar (n=3)
(Grafico 2).

& Cerebro & Higado Mama & Hueso “Piel “ Ganglios  Pulmén

15% .
8%
13%
2% 7%

Grafico 2. Localizacion de las metastasis biopsiadas

El tumor primario fue grado 3 en 16 (40%) de pacientes, grado 2 en 20 (50%) y grado 1
en 2 (5%). El receptor estrogénico (RE) fue positivo en 26 (65%) y negativo en 13
(33%) pacientes. El receptor de progesterona (RP) fue positivo en 15 (38%) y negativo
en 24 (60%) casos. Se observo sobreexpresion/amplificacion de HER2 en 15 (38%) de

las pacientes.

En la biopsia de la metastasis el RE fue positivo en 25 (62%) y negativo en 15 (38%)
pacientes. EI RP fue positivo en 15 (38%) y negativo en 25 (62%) casos. Se observo
sobreexpresion/amplificacion de HER2 en 16 (40%) de las pacientes (Tabla 5).

69



RESULTADOS

Tumor Primario Metastasis
1 2 (5%) ND
2 20 (50%) ND
3 16 (40%) ND
Desconocido 2 (5%) ND
RE
Positivo n (%) 26 (65%) 25 (62%)
Negativo n (%) 13 (33%) 15 (38%)
Desconocido 1 (2%)
RP
Positivo n (%) 24 (60%) 15 (38%)
Negativo n (%) 15 (38%) 25 (62%)
Desconocido n (%) 1 (2%)
HER2
Positivo n (%) 16 (38%) 16 (40%)
Negativo n (%) 24 (60%) 24 (60%)
Desconocido n (%) 1 (2%)
Técnica HER2
IHC n (%) 13 (32%) 8 (20%)
Hibridacion n (%) 20 (50%) 30 (75%)
Desconocida n (%) 7 (18%) 2 (5%)
Ki 67 % (rango) 30% (5-90) 40% (5-80)

Tabla 5. Caracteristicas patologicas del tumor primario y las metastasis. ND: No
disponible

Al agrupar las pacientes por fenotipos tumorales (HER2-RH+/HER2-RH-
/HER2+RH+/HER2+RH-) se objetivan similares porcentajes en el tumor primario y

metastasico (Graficos 3 y 4).
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W HER2-RH- @HER2+RH- - HER2+RH+ HHER2-RH+ & Desconocido

1; 3%

7:17%

6;15%
17;43%

Grafico 3. Inmunofenotipo del tumor primario.

S HER2-RH- “HER2+RH- © HER2+RH+ &“HER2-RH+

10;25%
14;36%

6;14%

10;25%

Grafico 4. Inmunofenotipo de las metastasis

A pesar de que a nivel porcentual global no hay cambios en la expresion de RE y
HER2 analizando las variaciones dentro de un mismo individuo se observan diferencias
en un porcentaje relevante . Asi, existe discordancia en un 20% en la expresion del RE,

del 27.5% en la expresion del RP y del 30% en HER2 (Tabla 6).
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| RE RP HER2
Status RH y n° % n° % n° %
HER 2
Primario +/ 21 52.5 14 35 9 22.5
recaida +
Primario +/ 5 12.5 10 25 6 15
recaida-
Primario - 3 7.5 1 2.5 6 15
/recaida +
Primario - 10 25 14 35 18 45
/recaida -
Desconocido 1 2.5 1 2.5 1 2.5
Total 40 100 40 100 40 100

Tabla 6. Variacion intraindividual de RE, RP y HER2 entre primario y metastasis

4.1.4 Variables asociadas al tratamiento recibido

Respecto a la administracion de tratamiento en etapas iniciales 8 pacientes recibieron
tratamiento neoadyuvante, 17 adyuvante y 8 ambos. 7 pacientes fueron diagnosticadas
en estadio IV por lo que no recibieron ningln tratamiento (neo)adyuvante previo a la

inclusion en el estudio (Grafico 5).

“ Neoadyuvancia & Adyuvancia Ambos “ Ninguno

Grafico 5. Tratamientos previos recibidos en estadios iniciales.
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El régimen de quimioterapia neoadyuvante administrado mayoritariamente fue basado
en taxanos (14; 35%) seguido de regimenes con antraciclinas y taxanos (2; 5%) y

antraciclinas solas (1; 2%) (Grafico 6).

W Taxanos “ Antraciclinas y Taxanos - Antraciclinas “ Ninguna

Grafico 6. Quimioterapia neoadyuvante

El 17% de las pacientes tratadas en neoadyuvancia recibieron terapia antiHER2, siendo

trastuzumab el tratamiento mas frecuentemente utilizado (12%) (Grafico 7).

E Trastuzumab & Otros Ninguno

Grafico 7. Terapia anti-HER2 neoadyuvante
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Respecto al tratamiento adyuvante, 6 pacientes (16%) recibieron quimioterapia basada
en taxanos, 5 pacientes quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos (13%), 6
pacientes regimenes con antraciclinas (16%) y 22 pacientes no recibieron quimioterapia

adyuvante (55%) (Grafico 8).

K Taxanos “ Antraciclinas y taxanos - Antraciclinas “ Ninguna

Grafico 8. Quimioterapia adyuvante

El tratamiento hormonal adyuvante recibido fue tamoxifeno en 12 pacientes (30%),
inhibidores de aromatasa en 4 pacientes (10%), tratamiento con tamoxifeno e
inhibidores de aromatasa en una paciente (2%) no recibiendo tratamiento hormonal
adyuvante 23 pacientes (58%) (Grafico 9). Se administré terapia dirigida en 6

pacientes de los cuales 5 (12%) recibieron tratamiento con trastuzumab (Grafico 10).

K Tamoxifeno “1. Aromatasa - Tamoxifeno + [. Aromatasa “ Ninguno

Grafico 9. Tratamiento hormonal adyuvante
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“ Trastuzumab & Otros Ninguno

w/

Grafico 10. Terapia anti-HER2 adyuvante

Finalmente, 24 pacientes (60%) recibieron tratamiento con radioterapia tras la cirugia,

16 pacientes (40%) no recibieron radioterapia en etapas iniciales (Grafico 11).

ESi ENo

Grafico 11. Radioterapia previa

De los 40 casos analizados, hay 7 pacientes a la 1* recaida, seguido de 10 casos en 2*

recaida. En los 23 casos restantes las muestras de tumor metastasico se tomaron entre la

3% y 9% progresion de la enfermedad (Grafico 12).
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Grafico 12. n° lineas previas para la enfermedad avanzada

4.2 Resultados de estudios de secuenciacion masiva

Se presentan los resultados de las variantes genéticas identificadas a partir de DNA
obtenido del tumor primario, metastasis y plasma. La cobertura mediana para las
muestras de tejido tumoral fue 6930x (rango x5354-9324) y para ctDNA 15400x (rango
x10942-24090). Se han descartado las variantes con una frecuencia alélica menor
superior a un 1% y se han seleccionado aquellas localizadas en regiones codificantes
(exones). Se han tenido en cuenta Unicamente aquellas variantes que han sido descritas
y catalogadas como patogénicas, probablemente patogénicas y de significado incierto
siguiendo las guias para la interpretacion del Colegio Americano de Genética &
Genomica Médica y la Asociacion de Patologia Molecular (99) (Figura 12). Se han
considerado presentes las variantes con una frecuencia alélica > 2% en tejido parafinado
(primario y metastasis) y cualquier frecuencia en el caso de variantes identificadas en

plasma.
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Higado

|
A%ﬂ;}:;ara " '
r
<
!
| Frecuencia alélica menor < 0.01 (1%)
| Variantes localizadas en exones (regiones codificantes) |

Variantes patogénicas, probablemente patogénicas y de significado incierto
Mutaciones por pérdida o ganancia de nucledtidos, Desplazamiento en el marco de lectura, cambio de sentido.

Figura 12. Criterios para la identificacion de las variantes.

4.2.1 Variantes comunes identificadas en el tumor primario y metastasis

Se han identificado 110 variantes en 34 genes comunes entre el tumor primario y sus

metastasis. Las variantes mas frecuentes (=5%) se encontraron en TP53 (17;15%),

KMT2C (16;15%), PIK3CA (14;12%), PTPN14 (6; 5%) , BRCA 2 (5; 5%) y NF1 (5;

5%), (Grafico 13).
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Grafico 13. Variantes comunes identificadas en tumor primario y metastasis
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De las variantes comunes entre tumor primario y metastasis, 34 fueron consideradas

patogénicas o probablemente patogénicas (31%) (Grafico 14).
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Grafico 14. Clasificacion de variantes comunes primario y metastasis en funcion de

patogenicidad.

Las variantes patogénicas y probablemente patogénicas mas frecuentes fueron TP53

(15; 44%) y PIK3CA (11; 32%) (tabla 7) (grafico 15).

ID PACIENTE GEN PROTEINA ID PACIENTE GEN PROTEINA
HCSC-MUT-21 BRCA2 p.Arg3128Ters  HUGM-MUT-36 PIK3CA p-His1047Arg*
HCSC-MUT-20 BRCA2 p.Lys1828fs* HUGM-MUT-37 PIK3CA p-His1047Arg*
HCSC-MUT-35 CDH1 p-GIn23Ter" HUGM-MUT-05 TP53 p-Cys135Arg"
HUGM-MUT-16 CDH1 p-Pro277fs* HUGM-MUT-07 TP53 p-Gly266Glu*
HCSC-MUT-37 ERBB2  p.Val777_Gly778i HUGM-MUT-36 TP53 p.Arg342Pro*
nsGlySerPro*
HUGM-MUT-45  ERBB2 p-Val777Leu" HUGM-MUT-13 TP53 p-Asn239Ter*
HUGM-MUT-16 KRAS p-Gly12Cys* HUGM-MUT-28 TPS3 p.Cys242fs*
HUGM-MUT-53 NF1 p.Argl534Ter”  HUGM-MUT-45 TP53 p.Tyr205fs*
HCSC-MUT-35 PIK3CA p-Cys420Arg" HUGM-MUT-53 TPS3 p-Trp91Ter*
HUGM-MUT-14  PIK3CA p-Val344Gly" HUGM-MUT-06 TP53 p-Arg248GIn*
HUGM-MUT-31  PIK3CA p-Gly106Val" HUGM-MUT-23 TP53 p-GIn317Ter*
HCSC-MUT-19  PIK3CA  p.Gly451_Asp454 HUGM-MUT-29 TP53 p.Asp207fs*
¥
HUGM-MUT-19  PIK3CA p.His;i§4117Arg* HUGM-MUT-31 TP53 p.Cys238fs*
HUGM-MUT-22  PIK3CA p-His1047Arg* HUGM-MUT-40 TP53 p-Arg337His*
HUGM-MUT-05  PIK3CA p-His1047Arg* HUGM-MUT-42 TP53 p-Arg273His*
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HUGM-MUT-14  PIK3CA p.His1047Arg* HUIC-MUT-01 TP53 p.Arg213Ter*
HUGM-MUT-23  PIK3CA p.His1047Arg* HUIC-MUT-09 TP53 p.Arg342Ter*

Tabla 7. Variantes patogénicas y probablemente patogénicas comunes entre tumor
primario y metastasis. *Patogénicas + Probablemente patogénicas

BRCA2

2;6%  cpHI
2; 6%

ERBB2 KRAS
2; 6% 1;3%

TP53 NF1
15; 44% , 1; 3%

PIK3CA
115 32%

Grafico 15. Variantes patogénicas y probablemente patogénicas comunes entre
tumor primario y metastasis.

4.2.2 Variantes comunes en el tumor primario, metastasis y plasma

De las 110 variantes comunes en tumor primario y metastasis se han identificado en
plasma 107 variantes en 34 genes distintos (sensibilidad del 97.2%). Las variantes mas
frecuentes (>5%) se encontraron en TP53 (17;16%), KMT2C (15;14%), PIK3CA
(10;11%), PTPN14 (6; 5%) y BRCA2 (5; 5%) (Grafico 16).
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Grafico 16. Variantes identificadas en tumor primario, metastasis y plasma.

22 de las variantes identificadas fueron consideradas patogénicas (21%), 10

probablemente patogénicas (9%) y 75 de significado incierto (70%) (Grafico 17).
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Grafico 17. Clasificacion de variantes comunes entre tumor primario, metastasis y
plasma en funcion de patogenicidad.
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Atendiendo al mecanismo mutacional, las variantes mas frecuentes fueron las
mutaciones por cambio de sentido (missense, 81;76%), seguidas de mutaciones sin
sentido (nonsense, 13;12%), cambios en el marco de lectura (frameshift, 10;9%) y sin

cambio en el marco de lectura (non-frameshift, 3;3%) (Grafico 18).
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Grafico 18. Clasificacion de las variantes acorde al mecanismo mutacional

La mayoria de las variantes patogénicas y probablemente patogénicas fueron

identificadas en los genes TP53 (15; 47%) y PIK3CA (9; 28%) (Grafico 19) (Tabla 8).

BRCA2
2;7% CDH1
2:6%
ERBB2
2;:6%
KRAS
TP53 1;3%
15:47% NF1
1;3%
PIK3CA
9:28%

Grafico 19. Variantes patogénicas y probablemente patogénicas comunes en tumor
primario y metastasis y plasma
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| ID PACIENTE GEN PROTEINA ID PACIENTE GEN PROTEINA |
HCSC-MUT-21 BRCA2 p.Arg3128Ter* HUGM-MUT-37 PIK3CA p-His1047Arg*
HCSC-MUT-20 BRCA2 p-Lys1828fs* HUGM-MUT-05 TPS3 p-Cys135Arg"
HCSC-MUT-35 CDH1 p-GIn23Ter" HUGM-MUT-07 TP53 p-Gly266Glu*
HUGM-MUT-16 CDH1 p-Pro277fs* HUGM-MUT-36 TP53 p-Arg342Pro*
HCSC-MUT-37 ERBB2  p.Val777_Gly778i HUGM-MUT-13 TP53 p-Asn239Ter*
nsGlySerPro*
HUGM-MUT-45  ERBB2 p-Val777Leu" HUGM-MUT-28 TP53 p.Cys242fs*
HUGM-MUT-16 KRAS p.Gly12Cys* HUGM-MUT-45 TP53 p.Tyr205fs*
HUGM-MUT-53 NF1 p-Argl1534Ter" HUGM-MUT-53 TPS3 p.Trp91Ter*
HCSC-MUT-35 PIK3CA p-Cys420Arg" HUGM-MUT-06 TPS3 p-Arg248GIn*
HUGM-MUT-31  PIK3CA p-Gly106Val HUGM-MUT-23 TP53 p-GIn317Ter*
HUGM-MUT-19  PIK3CA p-His1047Arg* HUGM-MUT-29 TP53 p.Asp207fs*
HUGM-MUT-22  PIK3CA p-His1047Arg* HUGM-MUT-31 TP53 p.Cys238fs*
HUGM-MUT-05  PIK3CA p-His1047Arg* HUGM-MUT-40 TP53 p-Arg337His*
HUGM-MUT-14  PIK3CA p-His1047Arg* HUGM-MUT-42 TP53 p-Arg273His*
HUGM-MUT-23  PIK3CA p-His1047Arg* HUIC-MUT-01 TP53 p.Arg213Ter*
HUGM-MUT-36  PIK3CA p-His1047Arg* HUIC-MUT-09 TP53 p.Arg342Ter*

Tabla 8. Variantes patogénicas comunes tumor primario, metastasis y plasma. *
Patogénicas * Probablemente patogénicas

4.2.3 Variantes comunes en el tumor primario y metastasis no presentes en plasma

Se han identificado 3 wvariantes en 2 genes presentes en el

tumor primario y

metastasico no presentes en plasma. Las dos mutaciones identificadas en PIK3CA son

consideradas patogénicas o probablemente patogénicas (Tabla 9).

ID PACIENTE GEN PROTEINA |
HCSC-MUT-19 PIK3CA Gly451Asp454del*
HUGM-MUT-14 PIK3CA Val344Gly*
HUGM-MUT-16 KMT2C Gly2484Ter

Tabla 9. Variantes comunes primario y metastasis no presentes en plasma. *
T + 7 e
Patogénicas " Probablemente patogénicas
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4.2.4 Variantes identificadas en metastasis y plasma no presentes en el tumor

primario

Se han identificado 13 variantes en 9 genes tanto en metastasis como en plasma no
identificadas en el tumor primario (Grafico 20). 6 de las variantes encontradas fueron
patogénicas o probablemente patogénicas (Tabla 10). Las mutaciones mas frecuentes se
encontraron en ESR1 siendo identificadas en 4 pacientes (Asp538Gly n=3, Leu536Arg
n=1). Todas las pacientes con mutaciones en ESR1 tenian tumores ER+/HER2- y una
mayor exposicion a inhibidores de aromatasa en el entorno metastasico (3 pacientes)

que en adyuvancia (1 paciente).

Grafico 20. Variantes identificadas en metastasis y ctDNA no presentes en tumor
primario.

ID PACIENTE GEN PROTEINA MUTACION
HUGM-MUT-21 AKT1 Glul7Lys" c.49G>A
HUGM-MUT-36 BRAF Asp594Asn* ¢.1780G>A
HUGM-MUT-21 ESR1 Leu536Arg" ¢.1607T>G
HUGM-MUT-22 ESR1 Asp538Gly* c.1613A>G
HUGM-MUT-38 ESR1 Asp538Gly* c.1613A>G
HUGM-MUT-56 ESR1 Asp538Gly* c.1613A>G

Tabla 10. Variantes patogénicas identificadas en metastasis y ctDNA no presentes
en tumor primario. *Patogénicas "Probablemente patogénicas
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4.2.5 Confirmacion de las variantes encontradas por Illumina

Tras finalizar la secuenciacion por Ion Torrent se disponia de material para realizar una
validacion independiente mediante la tecnologia Illumina en 38 de las 40 pacientes. De
las 110 variantes comunes entre tumor primario y metastasis identificadas por Ion
Torrent se confirmaron por Illumina un total de 94 (85%). Al analizar la presencia de
estas 94 variantes en ctDNA se identificaron 54 variantes (sensibilidad = 0.63). Sin
embargo, de las 13 variantes comunes detectadas en tumor metastasico y ctDNA no
presentes en el tumor primario identificadas por lon Torrent, al utilizar la tecnologia

[llumina se confirmo la presencia en 12 de ellas (92.3%).

4.3 Analisis de mutaciones en funcion del fenotipo tumoral

A continuacion se presentan los resultados de las variantes patogénicas y probablemente
patogénicas (mutaciones) en funcion del fenotipo tumoral. Agrupando los tumores en
funcién de la expresion de RH y HER2 en el tumor primario y metastisico en 3
subgrupos (RH+/HER2-, triple negativo y HER2+) se observan diferencias en el perfil
de genes mutados no so6lo entre los diferentes subgrupos si no también entre el primario
y la metéstasis. Asi, aunque en el tumor primario predominan las mutaciones de TP53 y
PIK3CA independientemente del fenotipo tumoral, se observan mutaciones en CDH1 y
KRAS en tumores RH+/HER2-, mutaciones en ERRB2, NF1 y BRCA2 en tumores
HER2+ y mutaciones de BRCA2 en tumores triple negativo. Los tumores RH+/HER2-
experimentan una importante diferencia en los genes mutados entre el tumor primario y
las metéstasis, no observandose mutaciones de TP53 en la metéstasis y apareciendo
mutaciones de resistencia al tratamiento como ESR1 y AKT. En el caso de los tumores
HER2+ se observa menor porcentaje de mutaciones de PIK3CA y aparicion de
mutaciones en CDHI1, KRAS y NFI1. Sin embargo el perfil mutacional de los tumores
triple negativos se mantiene estable entre el tumor primario y las metéstasis (Grafico

20).
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Tumor primario RH+/HER2- Metastasis RH+/HER2-

Tumor primario HER2+ Metastasis HER2+

BRCA2
59  CDH1

5%

KRAS
5%

Tumor primario triple negativo Metastasis triple negativo

Grafico 21. Analisis mutacional en tumor primario y metastasis en funcion del
fenotipo tumoral.
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4.4 Analisis de variantes patogénicas/probablemente patogénicas mas frecuentes

4.4.1 Variantes en ESR1

Se ha identificado 4 variantes de ESR1 en 4 pacientes distintas (Tabla 11). Todas las

variantes encontradas fueron probablemente patogénicas.

PACIENTE MUTACION  PROTEINA PRIMARIO METASTASIS PLASMA

;%S;g{ c.1607T>G Leu536Arg no detectada Detectada Detectada
11\1/{1{.]}2_1\;[; c.1613A>G Asp538Gly no detectada Detectada Detectada
IIJ[I[JJSF;_I\;; c.1613A>G Asp538Gly no detectada Detectada Detectada
IIJ[I[JJSF;_I\;[‘; c.1613A>G Asp538Gly no detectada Detectada Detectada

Tabla 11. Variantes de ESR1

En ninguna de las pacientes la variante de ESR1 estaba presente en el tumor primario.
Las 4 pacientes habian recibido tratamiento previo con inhibidores de aromatasa (3 para
enfermedad avanzada y 1 en adyuvancia) y 2 tratamiento con tamoxifeno (todas en
adyuvancia). En todos los casos el tumor expresaba RE. Aunque en 3 de las pacientes el
tumor primario sobreexpresaba HER2 todas las biopsias de las metastasis se

correspondieron con tumores HER2 negativos.

4.4.2 Variantes en PIK3CA

Se han identificado 11 variantes patogénicas/probablemente patogénicas de PIK3CA.
La mutaciéon mas frecuentemente identificada es c¢.3140A>G (His1047Arg) que se
relaciona con una activacion constitutiva del dominio catalitico de la proteina que
ocasiona un aumento de las cascadas de senalizacion celulares activadoras del
crecimiento celular, supervivencia, metabolismo, movilidad y proliferacion celular

(Grafico 21).
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W His1047Arg

Grafico 22. Variantes patogénicas/probablemente patogénicas de PIK3CA
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Todas las mutaciones fueron detectadas en la metéstasis y tumor primario. Sin embargo

en plasma so6lo se identificaron 9 de las 11 mutaciones (Tabla 12).

ID PACIENTE MUTACION PROTEINA PRIMARIO METASTASIS PLASMA
HCSC-MUT-19 c.1351.1362del Gly451Asp Detectada Detectada No detectada
HCSC-MUT-35 c.1258T>C Cys420Arg Detectada Detectada Detectada
HUGM-MUT-05 c.3140A>G His1047Arg Detectada Detectada Detectada
HUGM-MUT-14 c.1031T>G Val344Gly Detectada Detectada No detectada
HUGM-MUT-14 c.3140A>G His1047Arg Detectada Detectada Detectada
HUGM-MUT-19 c.3140A>G His1047Arg Detectada Detectada Detectada
HUGM-MUT-22 c.3140A>G His1047Arg Detectada Detectada Detectada
HUGM-MUT-23 c.3140A>G His1047Arg Detectada Detectada Detectada
HUGM-MUT-31 c.317G>T Glyl106Val Detectada Detectada Detectada
HUGM-MUT-36 c.3140A>G His1047Arg Detectada Detectada Detectada
HUGM-MUT-37 c.3140A>G His1047Arg Detectada Detectada Detectada

Tabla 12. Variantes de PIK3CA

El fenotipo tumoral tanto del tumor primario como de las metéstasis en las pacientes

con mutaciéon de PIK3CA fue RH+/HER2- en 5 pacientes, HER2+ en 5 pacientes y

triple negativo en una paciente.
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4.4.3 Variantes en ERBB2

Se han identificado 2 variantes patogénicas/probablemente patogénicas de ERBB2

(Tabla 13). Las dos variantes han sido identificadas en todas las muestras.

PACIENTE MUTACION PROTEINA PRIMARIO METASTASIS PLASMA

HCSC-MUT-37 ¢.2340 234lins Val777_Gly778ins  Detectada Detectada Detectada
GGCTCCCCA  GlySerPro

HUGM-MUT-45 ¢.2329G>T Val777Leu Detectada Detectada Detectada

Tabla 13. Variantes de ERBB2

El analisis de la sobreexpresion/amplificacion de HER2 por IHC y/o Hibridacion en

tejido fue positivo en ambos casos tanto en el tumor primario como en la metastasis.

4.4.4 Variantes de BRCA 1y?2

Se han identificado 2 variantes patogénicas/probablemente patogénicas de BRCA2. Las

dos variantes fueron identificadas en todas las muestras (Tabla 14).

PACIENTE GEN MUTACION PROTEINA PRIMARIO METASTASIS PLASMA |
HCSC-MUT-20 BRCA2 c.5484delA Lys1828fs Detectada Detectada Detectada
HCSC-MUT-21 BRCA2 c.9382C>T Arg3128Ter Detectada Detectada Detectada

Tabla 14. Variantes de BRCA

Tanto la mutaciéon 9382C>T (Arg3128Ter) como c.5484delA (Lys182fs) fueron
también identificadas en linea germinal. Una de las pacientes ya disponia de estudio
mutacional de BRCA2 en linea germinal previo a la inclusion en el estudio mientras
que en la segunda paciente se realizd a posteriori tras conocer los resultados en las

muestras de tumor.
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4.4.5 Variantes de TP53

Se han identificado 15 variantes patogénicas/probablemente patogénicas de TP53. En

todos los casos fueron identificadas en el tumor primario, la metéstasis y en plasma

(Tabla 15).
ID MUTACION PROTEINA PRIMARIO METASTASIS PLASMA
PACIENTE
HUGM- c.403T>C Cys3Arg Detectado Detectado Detectado
MUT-05
HUGM- c.797G>A Gly134Glu Detectado Detectado Detectado
MUT-07
HUGM- c.743G>A Arg248Gln Detectado Detectado Detectado
MUT-06
HUGM- c.714_71SinsT Asn239Ter Detectado Detectado Detectado
MUT-13
HUGM- c.619 622del Asp207fs Detectado Detectado Detectado
MUT-29
HUGM- c.949C>T GIn317Ter Detectado Detectado Detectado
MUT-23
HUGM- ¢.723delC p-Cys242fs Detectado Detectado Detectado
MUT-28
HUGM- c.712_716del Cys238fs Detectado Detectado Detectado
MUT-31
HUGM- c.1025G>C Arg342Pro Detectado Detectado Detectado
MUT-36
HUGM- c.10101G>A Arg337His Detectado Detectado Detectado
MUT-40
HUGM- c.818G>A Arg273His Detectado Detectado Detectado
MUT-42
HUGM- c.613 622del Tyr205fs Detectado Detectado Detectado
MUT-45
HUGM- c.272G>A Trp91Ter Detectado Detectado Detectado
MUT-53
HUIC- c.637C>T Arg213Ter Detectado Detectado Detectado
MUT-01
HUIC- c.1024C>T Arg342Ter Detectado Detectado Detectado
MUT-09

Tabla 15. Variantes TP53

El fenotipo tumoral del tumor primario en las pacientes con mutacion de TP53 fue

RH+/HER2- en 5 pacientes, HER2+ en 6 pacientes y triple negativo en 4 pacientes. Sin

embargo, en la metastasis, el fenotipo fue HER2+ en 10 pacientes y triple negativo en 5

no identificandose ningiin tumor con fenotipo RH+/HER2-.
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4.4.6 Variantes en AKT1

Se ha identificado una variante patogénica en AKTI1 en la metdstasis y plasma no
presente en el tumor primario (Tabla 16). Correspondia a una paciente con un tumor

RH+/HER2- tanto en el primario como en la metastasis previamente expuesto a

tratamiento con inhibidores de aromatasa.

1D MUTACION PROTEINA PRIMARIO METASTASIS PLASMA
PACIENTE
HUGM- c.49G>A Glul7Lys No detectado Detectado Detectado
MUT-021

Tabla 16. Variantes de AKT1
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5. DISCUSION

Los mayores avances en terapia dirigida durante los Gltimos afios se han conseguido
mediante el analisis de biopsias tumorales obtenidas previo al inicio del tratamiento. La
identificacion de dianas terapéuticas ha permitido el disefio de terapias dirigidas para las
mismas como trastuzumab en cancer de mama e imatinib, cetuximab y vemurafenib en
otras neoplasias. Igualmente, el acceso a tejido tumoral tras la aparicion de resistencia
cinica ha ayudado a identificar mecanismos de resistencia secundaria a estas terapias

dirigidas (100).

Sin embargo, la obtencién de tejido tumoral para el estudio de biomarcadores es
compleja debido a que se trata de una maniobra invasiva, costosa, que requiere tiempo
para su realizacidon y no es subsidiaria de repeticion. Por otra parte, el tejido biopsiado
puede no ser representativo de la carga tumoral global ni evaluar en tiempo real el tejido
tumoral. Asi, diferentes estudios de secuenciacion han demostrado la existencia de
diferencias en los perfiles de mutaciones entre diferentes regiones tumorales del mismo
paciente asi como entre especimenes procedentes del tumor primario y de sus metastasis

(101-103).

Para superar las limitaciones de las biopsias tisulares se necesitan técnicas menos
invasivas capaces de:
a) Conocer las caracteristicas del tumor identificando la heterogeneidad inter e
intratumoral.
b) Servir de guia para la eleccion del tratamiento.
c) Monitorizar la aparicion de resistencia a farmacos y seleccionar terapias

adaptadas en funcion de las mismas.

El analisis de biomarcadores presentes en circulacion sanguinea como células tumorales
circulantes (CTCs), ctDNA y exosomas han sido estudiados como biopsias liquidas

subrogadas o complementarias a las biopsias tisulares.
Con estos antecedentes hemos realizado un perfil mutacional en el tumor primario, sus

metastasis y ctDNA en una muestra de 40 pacientes con cancer de mama metastasico

con los siguientes objetivos:
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Comparar las alteraciones gendmicas tumorales en el tumor primario de pacientes con
cancer de mama y las alteraciones gendmicas en el tejido tumoral de las metastasis que

aparecieron durante el curso clinico de la enfermedad.

* Estudiar las alteraciones gendmicas en muestras de ctDNA obtenidas en sangre

periférica.

* Comparar las alteraciones genomicas en ctDNA con las obtenidas en la biopsia del

tumor primario y de sus metastasis.

* Analizar las variaciones genéticas encontradas para identificar marcadores de

respuesta al tratamientos dirigidos asi como mecanismos de resistencia al mismo.

5.1 Comparacion de las alteraciones genomicas en tejido del tumor primario y de

las metastasis.

5.1.1 Comparacion de primario y metastasis por IHC e hibridacion

Desde el punto de vista clinico la concordancia entre el tumor primario y sus metastasis
es especialmente relevante, no solo para confirmar el diagnostico de malignidad sino
también para seleccionar el uso de terapia dirigida. Los estudios que comparan
expresion de RE, RP y HER2 en el tumor primario y sus metastasis muestran una
elevada discordancia (tablas 17 y 18). Aunque factores preanaliticos y analiticos
(procesamiento de la muestra, tiempo de fijacion, etc..) pueden tener influencia no son
los principales responsables de estas diferencias. En un meta-analisis que incluy6 4200
pacientes se observo cambio en el estatus de RE de positivo a negativo del 24% y de
negativo a positivo del 14%. En el mismo sentido experimentaron cambio 2739
pacientes analizadas para el RP (46% y 15%) y 2987 pacientes analizadas para HER 2
(13% y 5%) (104).

En nuestra serie se observa un porcentaje de cambio del 20% en RE (12.5% positivo a

negativo y 7.5% negativo a positivo), del 27.5% en RP (25% positivo a negativo y 2.5%
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negativo a positivo) y del 27.5% en HER2 (12.5% positivo a negativo y 15% negativo a
positivo). Este elevado porcentaje de variacion justifica la realizacion de biopsias de las
recidivas dada la existencia de terapias dirigidas para tumores con expresion de
receptores hormonales y sobreexpresion de HER2 (105,106). No obstante, aunque los
resultados de la re-biopsia tienen un impacto en el manejo de las pacientes y de manera

intuitiva el tratamiento adaptado a la informacion obtenida podria mejorar los

resultados, esta hipotesis no ha sido confirmada en ensayos clinicos.

Autor Ganancia Pérdida Ganancia Pérdida
Método n° pacientes
(afio) RE% RE% RP% RP%
Simons
IHC 25 0 12 0 28
2009(107)
Amir
IHC 117 16 15 8 74
2012(108)
Lindstrom
IHC 459 7 24 7 33
2012(109)
Jensen
IHC 118 3 8 - -
2012(110)
Heitz
IHC 411 19 22 16 41
2013(111)
Curtit
IHC 235 5 12 7 22
2013(112)
Aurilio
IHC 107 3 18 3 40
2013 (113)
Ibrahim
IHC 120 7 9 8 33
2013 (114)
Aurilio
IHC 4200, 2739,2987 14 24 15 46
2014 (115)
Yang 2014
IHC 133 3 15 6 27
(116)
Qu2014
IHC 48 4 10 2 14
(117)

Tabla 17. Expresion de RE y RP en tumor primario y las metastasis.
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Método n° pacientes Ganancia Pérdida

HER2% HER2%
Simons 2009(107) FISH 25 8 0
Amir 2012(108) IHC, FISH 117 8 20
Lindstrom 2012(109) IHC, FISH 104 5 8
Jensen 2012(110) IHC, FISH 114 7 2
Heitz 2013(111) IHC, FISH 411 11 40
Curtit 2013(112) IHC, FISH 235 5 12
Aurilio 2013 (113) IHC, FISH 86 4 2
Ibrahim 2013 (114) IHC, FISH 120 12 5
Aurilio 2014 (115) HC 2987 5 13
Yang 2014 (116) IHC, FISH 133 3 3
Qu 2014 (117) HC 48 4 4

Tabla 18. Sobreexpresion/Amplificacion de HER2 en el tumor primario y la
metastasis.

5.1.2 Comparacion de primario y metastasis por técnicas de secuenciacion

La secuenciacion de las metéstasis permitiria no solo la identificacion de mutaciones
accionables sino también ayudar a conocer el mecanismo de formacion de las mismas.
Asi, la presencia de mutaciones exclusivas del tumor primario sugeriria la existencia de
siembra metastasica precoz mientras que la presencia de mutaciones privativas en las
metastasis indicaria la ganancia de mutaciones que incrementarian el potencial

metastasico.

En nuestro estudio, hemos identificado 110 variantes comunes entre el tumor primario y
sus correspondientes metastasis mediante Ion Torrent de las cuales 95 (85%) han sido
validadas por Illumina. A pesar del importante nimero de variantes comunes se han
detectado hasta 13 variantes en la metéstasis no presentes en el tumor primario de las
cuales 6 son consideradas patogénicas o probablemente patogénicas. Al analizar por
origenes se observa que las mutaciones en los genes mas frecuentes (TP53 y PIK3CA)

se encuentran habitualmente tanto en el tumor primario como en sus metastasis. De este
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modo, la mayoria de estas mutaciones consideradas “driver” tenian lugar en el tumor
primario acorde a la hipdtesis que sugiere ser un evento precoz en la evolucion del
cancer (118). Sin embargo, las mutaciones en genes menos frecuentes (ESR1, BRAF,

AKTT) habitualmente s6lo se encuentran en las metastasis.

Existen pocos estudios que realicen una comparacion directa de muestras pareadas de
tumor primario con metastasis distantes metacronicas de cancer de mama. Goswami et
al analizaron 265 muestras de tumores primarios y metastasicos que incluyeron 86
carcinomas de colon (32.5%), 79 carcinomas de mama (29.8%) y 20 melanomas
(7.5%). Se observo el mismo perfil mutacional en 227 parejas primario-metéstasis
(85.7%) mientras que las 38 restantes (15.3%) tuvieron resultados discordantes y fueron

considerados tumores clonalmente divergentes (119).

Mediante hibridacion genomica comparativa y NGS de 365 genes, Bertucci et al
analizaron el nimero de copias y el perfil mutacional de muestras pareadas
primario/metéstasis de 23 pacientes con cancer de mama. Definieron variantes
recurrentes como aquellas alteraciones presentes en 10 o mas muestras en COSMIC
V68 mientras que el resto de variantes fueron consideradas no recurrentes.
Identificaron 499 mutaciones que incluyeron 39 variantes recurrentes (AKT1, ERBB2,
PIK3CA y TP53) y 460 variantes no recurrentes. La concordancia entre primario y
metastasis fue del 75% siendo mayor en caso de variantes recurrentes que afectan a
genes conductores o “drivers” de la enfermedad que en las variantes no recurrentes o
pasajeras que son reflejo de la inestabilidad gendémica (92% vs 73% respectivamente)

(120).

Mediante NGS, Meric-Bernstam et al. analizaron la concordancia de 182 genes en 33
muestras pareadas de tumor primario y metastasico. Al igual que en nuestro estudio las
mutaciones mas frecuentes fueron en PIK3CA (primario 36% , metastasis 42%) y TP53
(primario 36%, metastasis 35%). El 86.6% de las mutaciones somaticas y el 62.3% de
los cambios en el nimero de copias fueron concordantes observandose tanto pérdidas
como ganancias en las mutaciones en las metastasis comparado con el tumor primario
(121). Sin embargo, en nuestro estudio, s6lo hemos observado ganancia de mutaciones
en las metastasis mientras que todas las mutaciones identificadas en el tumor primario

fueron también identificadas en las metastasis.
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Una de las posibles explicaciones al aumento en el nimero de mutaciones en las
metastasis puede ser la exposicion a tratamientos previos. Asi, algunos estudios han
demostrado mayor nimero de mutaciones en PIK3CA y TP53 en las metéstasis
comparado con el tumor primario (122). En nuestra serie el nimero mutaciones
asociadas a estos dos genes fue similar entre el primario y metastasis. Sin embargo,
destaca la presencia de mutaciones en ESR1 en 4 pacientes y de mutaciones
potencialmente accionables como AKT1 y BRAF. Estos datos sugieren que las
mutaciones se acumulan con el tiempo favorecidas por la exposicion a tratamientos. No
obstante, otra posible explicacion es existencia de clones minoritarios en el tumor
primario siendo preciso la realizacion de un analisis de multiples focos tumorales o la

realizacidon de secuenciacion de células individuales para su confirmacion (123).

En resumen, nuestros resultados muestran una elevada concordancia entre el tumor
primario y sus metastasis. No obstante, se han identificado mutaciones en el tumor
metastasico no presentes en el tumor primario. Estos hallazgos sugieren que el tejido
tumoral procedente de las metéstasis deberia ser la fuente de material gendmico

utilizada para identificar biomarcadores de eficacia en ensayos clinicos.

5.2 Alteraciones genomicas en muestras de ctDNA obtenidas en sangre periférica

A pesar del factor de confusion que supone la heterogeneidad intratumoral, en
ocasiones no es posible ni deseable la realizacion de multiples biopsias en los pacientes
para evaluarla. Por otra parte, el andlisis de una biopsia Unica podria no reflejar
fielmente el espectro de alteraciones gendmicas de un paciente introduciendo sesgos en
la seleccion y en la valoracion de la eficacia de las terapias personalizadas. De este
modo, el analisis de ctDNA podria ser una alternativa a la realizacién de una o multiples
biopsias de las metastasis permitiendo una caracterizacion del tumor de una manera

menos invasiva.

El ctDNA procedente de multiples regiones tumorales puede reflejar tanto la
heterogenidad intratumoral como la heterogeneidad entre metastasis distantes
(79,124,125). Asi, Yates et al encontraron que 5 de 7 pacientes con biopsias de varias
localizaciones metastasicas analizadas mediantes WGS tenian de 1 a 2 mutaciones

driver adicionales especificas de cada metastasis, sugiriendo que cada clon metastasico
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presenta una evolucion gendmica diferencial (118). De este modo, aunque las biopsias
procedentes de diferentes localizaciones pueden diferir en su perfil mutacional, el
analisis de ctDNA permitiria detectar mutaciones no observadas en sus

correspondientes muestras de tejido (126—129).

En nuestro estudio hemos utilizado la técnica de Ion Torrent para la secuenciacion de
las muestras de ctDNA. La secuenciacion por lon Torrent permite detectar mutaciones
en DNA plasmatico con una frecuencia alélica de hasta el 0.5%. Otras técnicas como
Beaming y PCR digital pueden detectar mutaciones en DNA plasmadtico circulante con
una frecuencia alélica del 0.01% pero su coste es mayor y solo es posible aplicarlas a un
numero limitado de mutaciones preseleccionadas no siendo adecuado su uso en
programas de screening molecular. La tecnologia utilizada en nuestro estudio permite
realizar un screening de las mutaciones mds frecuentes en cdncer de mama a un coste
razonable y con un tiempo hasta la obtencion de resultados optimo (7 dias desde la
recepcion de la muestra hasta el andlisis final). Para llevar a cabo el estudio, hemos
seleccionado un panel con los genes mas frecuentemente mutados en cdncer de mama
(Tabla 4). La utilizacién de un panel de genes es una alternativa a la secuenciacion del
exoma completo. Aunque la secuenciacion del exoma completo en DNA plasmatico
proporciona informacion mas completa sobre el genoma del tumor comparado con el
analisis de genes seleccionados, sélo es posible en pacientes con altos niveles de DNA
circulante y requiere un andlisis bioinformatico mas sofisticado que no permite su

aplicacion en programas de screening molecular.

En nuestra serie se han identificado 120 variantes en plasma de las cuales 38 son
consideradas patogénicas o probablemente patogénicas. Las mas frecuentes
corresponden a TP53 (37.5%) y PIK3CA (22.5%) identificindose adicionalmente 4
mutaciones en ESR1 y 2 en ERBB2. Estos porcentajes son acordes a los comunicados
en estudios recientes que pretenden identificar mutaciones en ctDNA en pacientes con
cancer de mama. Asi, Yi et al utilizaron un panel de 1021 genes para analizar ctDNA
de 100 pacientes con cancer de mama metastasico identificando mutaciones puntuales
en 96 de 100 pacientes (96%) (130). Al igual que en nuestro estudio, las mutaciones
mas frecuentemente identificadas fueron TP53 y PIK3CA, presentes en 43 (43%) y 32
(32%) de las pacientes respectivamente detectandose ademas 12 mutaciones de ESR1

(12%) y 11 mutaciones en ERBB2 (11%).
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De este modo, nuestro estudio ha mostrado cdmo es posible identificar las mutaciones
mas frecuentes en cancer de mama a través de una muestra de sangre periférica con
resultados similares a los reportados por otros autores en cuanto a mutaciones

identificadas y frecuencia de presentacion.

5.3 Comparacion de las alteraciones genémicas en ctDNA con las obtenidas en la

biopsia del tumor primario y de sus metastasis.

Uno de los objetivos secundarios del estudio MIRROR fue evaluar la sensibilidad del
analisis del ctDNA en plasma en la deteccion de alteraciones gendmicas identificadas
en las muestras del tumor primario y metastasico a través de dos plataformas de NGS

(Ion Torrent e [llumina).

Los estudios retrospectivos que comparaban las mutaciones detectadas en plasma frente
a las muestras pareadas en tejido han mostrado una sensibilidad del analisis de ctDNA
variable (131-138). Para el analisis de determinados /oci (por ejemplo, para estratificar
pacientes candidatos a recibir tratamientos dirigidos), estudios recientes han demostrado
que es posible realizar test a gran escala aunque la utilizacién de técnicas con
sensibilidad limitada ha conducido a porcentaje de deteccion de ctDNA bajos (139,140).
Sin embargo, el desarrollo de andlisis especificamente disefiados para detectar niveles
bajos de ctDNA ha mostrado niveles de sensibilidad del 92 y 100% (y cifras de
concordancia entre el 96% y el 100%) para mutaciones de KRAS y BRAF

respectivamente en pacientes con cancer colorectal metastasico (133).

Ademas de estos estudios en los que se analizan mutaciones en un Unico gen
disponemos de resultados de analisis de paneles de genes realizados en tumores de
distinto origen en los que se comparan las mutaciones identificadas en ctDNA y en
tejido tumoral archivado (mayoritariamente tumor primario). Janku et al analizaron
mutaciones en BRAF, EGFR, KRAS y PIK3CA mediante BEAMing en muestras de
plasma de 157 pacientes con cancer metastidsico (mayoritariamente cancer colorectal
43% y melanoma 22%) y compararon los resultados con el analisis mutacional de tejido
archivado. Los resultados fueron concordantes en el 91% de los casos de mutaciones de
BRAF, en el 99% de los casos de mutaciones de EGFR y en el 91% de los casos de

mutaciones de PIK3CA (141). Kim et al utilizaron un panel de 54 genes para valorar la
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concordancia entre ctDNA y DNA tumoral en una muestra de 61 pacientes con cancer
metastasico de distintos origenes. Detectaron al menos una mutacién somatica en 44 de
61 muestras de tejido (72.1%) y en 29 de 44 (65.9%) muestras de ctDNA obteniéndose
un porcentaje de concordancia del 85.9% (142). Utilizando un panel con 46 genes,
Lebofsky et al compararon el perfil mutacional de biopsias de localizaciones
metastasicas de 34 pacientes con 18 tumores diferentes con sus correspondientes
muestras de ctDNA en plasma. En 27 pacientes, 28 de las 29 mutaciones identificadas
en las biopsias (97%) fueron detectadas en las muestras de ctDNA. El andlisis de
ctDNA identifico una mutacién adicional no detectada en tejido. En los 7 pacientes
restantes, la deteccion de mutaciones en las metastasis no fue posible debido a la
insuficiente cantidad de tejido, pero fue posible realizarla en todas las muestras de DNA
plasmatico informando de la presencia de tres mutaciones adicionales potencialmente
accionables (143). Estos resultados sugieren que el analisis de ctDNA es una alternativa
a la biopsia de tejido independientemente del tipo de tumor y de la localizacion

metastasica.

Especificamente en cancer de mama, en un estudio de “prueba de concepto” de Mattos
et al analizaron el perfil mutacional en el tumor primario, metastasis y ctDNA de una
paciente diagnosticada de un carcinoma de mama RE positivo/HER2 negativo con
metastasis 6seas y hepaticas sincronicas. Se identificaron 16 mutaciones somaticas en la
biopsia hepatica de las cuales 9 (CDKN2A, AKTI1, TP53, JAK3, TSC1, NF1, CDHI1,
MML3 y CTNNB1) fueron detectadas en el tumor primario. Sin embargo, el andlisis de
ctDNA identifico todas las mutaciones presentes tanto en el tumor primario como en las
metastasis (144). Ademas, el andlisis de ctDNA permitié la monitorizacion longitudinal
de la paciente y correlacionar los niveles de fracciones alélicas mutadas con la respuesta
evaluada mediante PET-TC. Estos resultados han sido corroborados por investigadores
del instituto Jules Bordet utilizando un panel de 50 genes para analizar 69 muestras de
tejido tumoral (primario y metéstasis) y 31 muestras de plasma procedentes de 17
pacientes con cancer de mama metastasico. Utilizando la misma técnica de
secuenciacion empleada en nuestro estudio (Ion Torrent, Life Technologies, Carlsbad,
CA) obtuvieron resultados en 60 muestras de tumor y 31 muestras de plasma. En el
analisis de muestras de tejido, 12 de 17 pacientes (71%; 95% CI 44-90) presentaban al
menos una mutacion en p53, PIK3CA, PTEN, AKTI, IDH2 y SMAD4. Al analizar

exclusivamente las muestras de tejido y plasma extraidas al mismo tiempo se observo
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que en cuatro pacientes no se identificaron mutaciones en tejido ni en plasma; en nueve
pacientes se identificaron las mismas mutaciones tanto en tumor como en plasma; en
dos pacientes la mutacion fue identificada en tumor pero no en plasma y en dos
pacientes la mutacion fue identificada en plasma pero no en tumor. De este modo, en 13
de 17 pacientes (76%, 95% CI 50-93) las muestras de tumor y plasma ofrecen
resultados concordantes mientras que en 4 de 17 (24%, 95% CI 7-50) casos los

resultados son discordantes ofreciendo informacion complementaria (145).

En el estudio MIRROR, el analisis de c¢tDNA mediante Ion Torrent ha permitido
identificar el 97.2% (107/110) de las variantes detectadas en tejido de tumor primario y
metastasico. Sin embargo, a diferencia del estudio de Roth¢ et al disponemos de las 3
muestras (tumor primario, metéstasis y plasma) en todas las pacientes permitiendo un
analisis mas exacto de la evolucion clonal del tumor asi como de la sensibilidad de la
técnica para la deteccion de mutaciones en las distintas muestras. La confirmacion de
estas variantes en ctDNA mediante Illumina fue dificil debido a que en 37 de las 40
muestras de plasma la cantidad de DNA sobrante tras el primer analisis fue insuficiente
de acuerdo al protocolo recomendado por Illumina. De esto modo, so6lo fue posible
detectar en ctDNA 59 de las 94 variantes comunes a tumor primario y metéstasis
previamente identificadas por Illumina ofreciendo una sensibilidad de 0.62. Es posible
que este menor porcentaje de deteccion sea debido a la baja cantidad de muestra
restante mas que a una diferencia real de sensibilidad de las técnicas de NGS. Asi en el
estudio de Rothé et al con Illumina se detectaron el 92% de las variantes identificadas
por Ion Torrent y en nuestro propio estudio al restringir el andlisis a las variantes
detectadas tinicamente en tejido y plasma, pero no en el tumor primario, la tecnologia

[llumina fue capaz de identificar el 92.3% (12/13) .

En el ultimo afio, el grupo de Cristofanilli de la Universidad de Chicago ha publicado la
comparacion del perfil gendmico en tejido y ctDNA en 45 pacientes utilizando dos
plataformas comerciales diferentes (Foundation one para biopsia tisular y Guardant 360
para ctDNA). Considerando todos los genes analizados la concordancia fue del 91-
94.2%. Sin embargo, al considerar unicamente las alteraciones gendmicas en cada
estudio (excluyendo las variantes concordantes wild type) la concordancia fue menor
(10.8-15.1%). Un hecho relevante es que las mutaciones concordantes se asociaron con

una frecuencia alélica mayor (MAF). Asi, en las alteraciones gendmicas con MAF > 1%
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se observo una concordancia (72.7%). Esto puede indicar que las variantes detectadas
en menor cantidad pueden estar presentes en zonas no incluidas en la biopsia de tejido
asi como ser mas dificiles de detectar en plasma. Cuando se centran en 5 genes
representativos de cancer de mama (TP53, PIK3CA, ERRB2, BRCAl y 2) la
sensibilidad y especificidad fue de 35.7% y 95% respectivamente (146). No obstante
este estudio presenta varias limitaciones que son superadas por el estudio MIRROR. En
primer lugar utilizan dos plataformas distintas que incluyen diferentes genes por lo que
solo es posible realizar la comparacion entre los genes comunes. En segundo lugar se
trata de un estudio retrospectivo en el cual la mayoria de las muestras (60%) utilizadas
corresponden al tumor primario y finalmente las dos muestras fueron extraidas con
diferentes intervalos de tiempo. El intervalo temporal entre la realizacion de la biopsia y
la extraccion de sangre puede ser relevante dado que estudios previos han mostrado una
concordancia del 100% al obtener las muestras en el mismo momento que baja a un
79% cuando se las muestras son obtenidas en diferentes puntos (147) . Para intentar
minimizar este sesgo en nuestro estudio, la biopsia tisular y la muestra de plasma se han
extraido en un intervalo de tiempo de +/- 15 dias y sin haberse administrado
tratamiento sistémico entre ambas muestras minimizando de este modo el sesgo

temporal

Existen diversas hipotesis que podrian justificar los resultados discordantes entre la
biopsia de la metastasis y el plasma. En primer lugar, los métodos de anélisis dependen
de la deteccion de cambios genéticos especificos de la célula tumoral y se basan en
asumir que el genoma del cancer no evoluciona hasta un punto en el que puede perder
los marcadores capaces de identificarlo. La segunda cuestion que complica mas la
interpretacion es que el ctDNA proviene de células apoptoticas tumorales, mientras que
las células viables pueden ser mas dificiles de detectar por lo que seria necesaria una
mayor sensibilidad de la técnica para su andlisis (148). Finalmente, esta discrepancia
puede justificarse por factores metodologicos (uso de distintas técnicas de
secuenciacion con sensibilidades diferentes, bajo numero de pacientes estudiados) asi

como por la heterogeneidad del cancer de mama.

En nuestro estudio, 3 de las 110 variantes comunes entre tumor primario y metastasis no
fueron detectadas en plasma. Por otra parte 13 variantes identificadas en plasma no

fueron detectadas en el tumor primario. El hecho de que existan alteraciones genémicas
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detectadas utilizando una muestra que no han sido identificadas en la otra indican una
heterogeneidad tumoral que no puede ser completamente evaluada utilizando una tnica
muestra. De este modo, nuestros resultados muestran el potencial valor complementario
del andlisis de tejido y ctDNA para caracterizar con precision la carga mutacional del

tumor y poder seleccionar y predecir la mejor respuesta a la terapia dirigida.

5.4 Analisis de las variantes genéticas encontradas para identificar marcadores de

respuesta al tratamientos dirigidos asi como mecanismos de resistencia al mismo.

5.4.1 Variantes en el receptor estrogénico (ESR1)

Los inhibidores de aromatasa (IAs) son uno de los tratamientos mas eficaces en cancer
de mama con expresion de receptores hormonales (149). La inhibicion de la aromatasa
en los tejidos periféricos anula la produccidon estrogénica y por lo tanto impide la
activacion del receptor estrogénico. Uno de los mecanismos de resistencia a terapias
hormonales mas relevantes recientemente descritos han sido las mutaciones del receptor

estrogénico (ESR1).

Las mutaciones de ESR1 fueron descritas por primera vez en 1996 en modelos celulares
cuando se observo que ocasionan una modificacion en el dominio de union al ligando
del receptor estrogénico y conducen a una activacion constitutiva del receptor y
resistencia a terapias hormonales (150). Sin embargo, estudios posteriores realizados en
tumores primarios no identificaron mutaciones de ESR1 por lo que se perdi6 el interés
en su estudio durante mas de una década. No fue hasta el afio 2013 cuando el analisis
por NGS mostr6 una elevada prevalencia (11-55%) de mutaciones en muestras de
cancer de mama metastdsico RE positivo con exposicion previa a inhibidores de

aromatasa (IAs) (151-154).

Estudios mas recientes analizando mutaciones de ESR1 en biopsia liquida de cohortes
de pacientes procedentes de ensayos clinicos en cdncer de mama avanzado RE +
refractario a IAs sugieren una prevalencia entre el 11-39% (123,155-158). Sin
embargo, las mutaciones de ESR1 son excepcionales en tumores primarios sugiriendo

que aparecen mediante seleccion clonal de una poblacion minoritaria de clones
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resistentes o adquiridas posteriormente bajo la presion selectiva de terapias endocrinas

(159).

Y5375
Y537N (1)

Y537C
D538G (3)
L536R (1
E380Q S463P

L536Q
V392i

I

[ Mutaciones detectadas (nimero)

V534E P535H

.
1 100 200 300 400 500 595aa

Figura 13. Variantes de ESR1

Las 5 mutaciones mas frecuentes (D538G, E380Q and D537S/N/C) representan mas del
80% de las mutaciones de ESR1 (160). En nuestra serie no se identificaron mutaciones

de ESR1 en el tumor primario. Sin embargo se han identificado 4 mutaciones en la

metastasis y en plasma (3 en D538G, 1 en L536R) (Figura 13).

Todas las pacientes habian recibido tratamiento previo con inhibidores de aromatasa, 3
tratamiento con tamoxifeno y una tratamiento con fulvestrant. Al igual que en estudios
previos la presencia de mutaciones de ESR1 se asocia con mas frecuencia a exposicion
a [As en pacientes con metastasis (5/25; 20%) que en adyuvancia (1/26; 3.8%) (Grafico
23) (157)
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Mutaciones de ESR1 (n,%) en tumores ER+ Mutaciones de‘ESRl en tumores ER+
MIRROR Schiavon et al

n=128 COn 1 mutant vo
[} 10 20 30 40

Adjuvant Al only 20% (1/5)

Adjuvant Al only 3.6% (1/28)

Adjuvant and metastastic Al

Adjuvant and Met Al 8.3% (2/24)

P=0.0002
36%
(16/44)

Metastatic Al only
Metastatic only 25% (3/12)

No Al 0% (0/32)

Grafico 23. Mutaciones de ESR1 segin momento de exposicion a IAs en el estudio

MIRROR y Schiavon et al.

Es posible que las mutaciones de ESR1 se seleccionen durante el tratamiento mediante
la seleccion de subclones mutados presentes en escasa cantidad previo a la exposicion a
la terapia a consecuencia de la heterogeneidad intratumoral y diversidad clonal. La baja
carga tumoral de la enfermedad micrometastasica podria justificar la ausencia de
seleccion por el tratamiento y de deteccion de los subclones mutados en pacientes

tratadas durante la adyuvancia y el predominio de deteccidon en etapas avanzadas.

Salvo un caso en el cual se extrajo la muestra tras la progresion a IAs en el resto de las
pacientes tanto la biopsia tisular como la muestra de plasma se extrajeron meses
después de la exposicion al tratamiento. Esto sugiere que una vez seleccionada por la
exposicion a tratamiento con [As la mutacion de ESR1 puede persistir a lo largo de

siguientes tratamientos convirtiéndose en el clon dominante.

En estudios previos la comparacion de mutaciones de ESR1 en DNA tumoral y ctDNA
mostré6 un nivel de concordancia del 97% con el analisis de DNA de tejido
contemporaneo con una sensibilidad del 75% y una especificidad del 100% (161). En
nuestra serie, las 4 mutaciones fueron identificadas tanto en el tejido metastasico como

en ctDNA.

La determinacion de ESR1 podria ser utilizada para seleccionar el tratamiento hormonal
mas adecuado. Los tumores con estas mutaciones son resistentes a terapias de
deprivacion estrogénica (supresion ovarica e IAs). Sin embargo, estudios in vitro e in
vivo muestran sensibilidad a reguladores negativos del RE como tamoxifeno y

degradadores del receptor estrogénico como fulvestrant (162,163). Estos resultados han
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sido confirmados en el analisis retrospectivo de pacientes tratadas con fulvestrant o
exemestano tras progresion a un [As no esteroideo. Asi, las pacientes con mutaciones de
ESRI1 tienen mejor supervivencia libre de progresion (SLP) con fulvestrant que con
exemestano (HR 0.52, 95% CI 0.3-0.92, p= 0.02) mientras que las pacientes con ESR1
no mutado (wild-type) experimentaron similar SLP tras recibir cualquiera de los dos
tratamientos (HR, 1.07; 95% CI, 0.68-1.67; p=0.77) (164). De este modo, el andlisis de
mutaciones de ESR1 tanto en tejido como en plasma podria en el futuro ser de utilidad
para detectar resistencia al tratamiento y seleccionar el tratamiento hormonal mas

adecuado.

5.4.2 Variantes de PIK3CA

La via fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3Ks) incluye una familia de enzimas de
sefializacion intracelular con tres puntos regulatorios fundamentales (PI3K, AKT y m-
TOR). PI3K es la via més frecuentemente alterada en cancer de mama detectandose
mutacion y/o amplificacion de genes que codifican las subunidades cataliticas p110
(PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD) y la subunidad reguladora p85 (PIK3R1, PIK3R2 y
PIK3R3) en el 36% de los casos (165). Aproximadamente el 80% de las mutaciones
descritas corresponden a E542K, E545K en el exon 9 y H1047R o H1047L en ex6n 20
(166). La mas frecuente es la mutacion H1047R situada en el dominio kinasa de
PI3KCA presente en el 14.9% de los tumores primarios de mama (Figura 14) . En
nuestra serie se observa un porcentaje similar identificandose 7 mutaciones H1047R

(70% de las mutaciones en PIK3CA y 17.5% de los tumores analizados).

E542K (4.2%)

E545K (4.9%)
E545A (1.2%)
N345K (2.4%) E545Q (0.3%) H1047R (14.9%)
E545G (0.3%) H1047L (2.2%)
Q546R (07%)
Q546P (0.2%)

C420R (1.2%)

Helical
Domain

Figura 14. Porcentaje de mutaciones en PIK3CA. Modificado de Kalinsky et al
(167).
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Estudios retrospectivos han mostrado asociacion de las mutaciones de PIK3CA con
mejor pronostico en tumores primarios RE+/HER2- (168). En un meta-analisis de 6
ensayos se observo una correlacion entre la presencia de mutaciones de PIK3CA y una
mejoria en la supervivencia libre de recidiva (HR 0.72, 95% CI 0.57-0.91; P = 0.006)
(169). Sin embargo en cancer de mama HER2+ las mutaciones en PIK3CA representan
un factor prondstico adverso tanto en etapas iniciales como en estadios avanzados. Asi,
en un estudio retrospectivo en pacientes tratadas en adyuvancia con trastuzumab y
quimioterapia basada en antraciclinas, la presencia de mutacion se asocid a una peor
supervivencia global (HR 2.14, 95% CI 1.01-4.51; P = 0.046) (170). En pacientes con
cancer de mama avanzado HER2+ tratadas con trastuzumab, la pérdida de PTEN y la
mutacion en PIK3CA se asociaron a un menor tiempo hasta la progresion y

supervivencia global (171).

Estas mutaciones aumentan la actividad PI3K e inducen la transformacion celular in
vitro y la tumorogenicidad in vivo cuando estdn sobreexpresadas en células epiteliales
mamarias (172). Sin embargo, la adquisicion de mutaciones de PIK3CA no parece ser
responsable del desarrollo de resistencia al tratamiento endocrino. Asi, en muestras
pareadas de 120 pacientes con cancer de mama tratadas con terapia hormonal, Arthur et
al mostraron que el 43% de las pacientes presentaban al menos una mutacion en
PIK3CA al diagnostico y 41% en el momento de la recurrencia. S6lo 8% de las
pacientes cambiaron el estatus mutacional (4 ganancias y 2 pérdidas) al experimentar
recurrencia local, recidiva metastasica o progresion al primer tratamiento hormonal
(173). Estos resultados son acordes con los publicados por Schleifman et al que
mostraron un 90 y 99% de concordancia para PIK3CA y AKT respectivamente entre el
tumor primario y metastasico (174). Los resultados obtenidos en nuestro estudio
confirman estos hallazgos habiendo identificado 11 mutaciones de PIK3CA en las
metastasis y en el tumor primario sin haber experimentado ganancia mutacional con la

progresion.

Con la aparicion de farmacos inhibidores de la via de PI3K/AKT/m-TOR se ha
desarrollado de manera paralela un programa de analisis de biomarcadores de activacion
de esta via para predecir el beneficio de su administracion tanto en biopsia so6lida como
en plasma. En el analisis de ctDNA mediante PCR digital (ddPCR) de 550 pacientes
incluidas en el estudio BOLERO2 el beneficio del inhibidor de m-TOR everolimus se
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observo tanto en pacientes con PIK3CA mutado o wild-type (HR 0.37 y 0.43
respectivamente). Estos resultados son consistentes con los observados en DNA de
tejido archivado mediante NGS (175). Buparlisib es un pan-inhibidor de PI3K cuya
actividad ha sido testada en ensayos clinicos en combinacion con terapia hormonal y
quimioterapia. En el estudio BELLE-2 se randomizaron 1147 pacientes que habian
progresado a un tratamiento previo con un inhibidor de aromatasa a recibir fulvestrant +
placebo vs fulvestrant + buparlisib. Los objetivos principales del estudio fueron
demostrar una mejoria en la SLP en la poblacion general y en el grupo con activacion
de la via PI3K. En la poblacion global se observé una mejoria en SLP con la
combinacion de fulvestrant + buparlisib (6.9 vs 5.0 meses, HR 0.78; p<0.001). Al
analizar el grupo de 372 pacientes con activacion de la via PI3KCA en el tejido
archivado no se observaron diferencias en la mediana de SLP entre la combinacion y la
monoterapia hormonal. Sin embargo, en las 200 pacientes con activacion de la via
PIK3CA identificada en ctDNA se observo una mejoria significativa en la SLP con la
combinacion (7.0 vs 3.2 meses, HR 0.64, p<0.001). Por el contrario, las pacientes en las
que no se objetivo activacion de PIK3CA en ctDNA no experimentaron beneficio con la
adicion de buparlisib (mediana de SLP de 6.8 meses en ambos brazos de tratamiento).
Una posible justificacion de esta diferencia en el valor predictivo de las mutaciones de
PIK3CA en funcion de la muestra utilizada es la diferente sensibilidad de la técnica en
cada la deteccion de las mismas (Secuenciacion de Sanger para tejido y BEAMING
para ctDNA) que explicaria el 21% de discrepancias en la frecuencia mutacional (176).
El estudio BELLE-3 ha confirmado estos resultados. Las pacientes fueron randomizadas
a recibir fulvestrant + buparlisib o fulvestrant + placebo tras progresion a tratamiento
con everolimus. El tratamiento con buparlisib se asoci6 a una mejoria significativa en
la mediana de SLP (3.9 vs 1.8 meses, p<0.001). Se observé mutacion en PIK3CA en el
34% de las muestras procedentes del tumor primario y en el 39% de las muestras de
ctDNA. Comparado con las pacientes con estatus wild-type, que tuvieron un beneficio
modesto del tratamiento con buparlisib, las pacientes con mutacion de PIK3CA
mejoraron significativamente la SLP frente a placebo (HR 0.39 y 0.46 para el grupo de
muestras de tejido y ctDNA respectivamente) (177).

El recientemente presentado estudio SANDPIPER ha mostrado que la combinacion del
inhibidor selectivo de la isoforma alfa de PI3K3 taselisib con fulvestrant mejora la SLP

en pacientes con tumores PIK3CA mutados (178). Estos datos sugieren que el analisis
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de las mutaciones de PIK3CA podria ser de utilidad para identificar aquellas pacientes

que se beneficien de la administracion de tratamiento con terapias dirigidas a esta via.

5.4.3 Variantes de ERBB2

Se han descrito mutaciones de ERBB2 en el 2.4% de los canceres de mama (179). De
acuerdo a la localizacion en el dominio estructural de ERBB2 las més frecuentes (68%)
afectan al dominio tirosina kinasa entre los residuos 755-781 seguido de las localizadas

en el dominio extracelular en los residuos 309-310 (20%) (Figura 15) (180).

N-loop
Exon
G309E/A, S310F
Extracellular
S429R/H
Transmembrane
Juxtsmembrane
R678Q
L7261
L755S/W, del.755—=759, S760A, 1767M, D769H/Y
C-helix

. . 780-781insGSP, G785S, T798M/T
Tryosine kinase

Y835F, R838Q, V8421, M887I

R396C

C-terminal G1201Y

C-loop <> =|dentificadas en MIRROR

Figura 15. Mutaciones identificadas en ERBB2. Modificado de Bose et al (180)

En nuestra serie hemos identificado dos variantes patogénicas/probablemente

patogénicas que afectan al dominio tirosina kinasa.

Estas mutaciones pueden ser inhibidas con el inhibidor de la tirosina kinasa de HER2
neratinib. En un reciente estudio fase II que incluyd 22 pacientes portadoras de
mutacion activadora de ERBB2 se observé un porcentaje de beneficio clinico del 31% y
una SLP de 16 semanas (181). Estos datos de actividad han llevado al desarrollo de
ensayos clinicos con neratinib en monoterapia y en combinacion con otros fArmacos en
pacientes con mutaciones activadoras de ERBB2 (182). En esta mismo estudio se
realizd un anélisis de ctDNA plasmatico mediante un panel de 70 genes de Guardant

Health (Guardant360, www.guardanthealth.com/guardant360/). El analisis de ctDNA
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identifico la mutacion en 11 de 14 pacientes (sensibilidad 79%; 90% CI 53%-94%) y no
se identificd en ninguno de los 32 controles negativos (especificidad 100%; 90% CI
91%-100%). En nuestra serie, hemos identificado dos variantes tanto en plasma como
en el tejido tumoral primario y metastasico. En una serie reciente de 1834 pacientes con
cancer de mama avanzado sometidas a analisis de ctDNA por Guardant Health entre
octubre 2015 y agosto 2016 se identificaron mutaciones activadoras de ERBB2 en

ausencia de amplificacion de HER2 en 48 de 1584 pacientes (3%) (182).

De este modo, el analisis de mutaciones de ERBB2 en plasma puede ser util para

seleccionar a pacientes candidatas a terapias dirigidas.

5.4.4 Variantes en BRCA 1/2

Aproximadamente un 7% de los cénceres de mama estdn relacionados con
predisposicion hereditaria. La mayoria de los casos estan asociados a mutaciones en
linea germinal de los genes BRCA1 y 2 con un riesgo acumulado a los 70 afios del 57%
(95% CI 47-66) para las portadoras de BRCA 1 y del 49% (95% CI 40-57) para las
portadoras de BRCA 2 (183,184).

Todas las mutaciones de BRCA 1/2 conocidas estan recogidas en la base de datos del
National Human Genome Research Institute (NHGRI: http://www.nhgri.nih.gov/
Intramural research/Lab_transfer/Bic/) siendo las més frecuentes G61C en BRCALl y

12490T en ex6n 15 de BRCA2 (185) .

Se han identificado 2 variantes patogénicas/probablemente patogénicas de BRCA2
(Arg3128Ter y Lys182fs) en las tres muestras. Adicionalmente, el estudio en linea
germinal ha confirmado la presencia de estas variantes. La identificaciéon de mutaciones
en BRCA es relevante no solo desde el punto de vista de asesoramiento genético si no
que tiene implicaciones terapéuticas. Los tumores con mutacion de BRCA son sensibles
a derivados del platino (186) y recientemente han mostrado beneficiarse de la
administracion de los inhibidores de PARP como olaparib y talazoparib (187,188). Es
probable que dada la relevancia terapéutica de la determinacion de la mutacion de

BRCA su analisis se extienda més alla de la linea germinal y sea incorporado de manera
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rutinaria durante los proximos afos al estudio en tejido y plasma para la identificacion

de mutaciones somaticas.

5.4.5 Variantes de TP53

Las mutaciones en TP53 son una de las mas frecuentes en cancer estando descritas en
aproximadamente un 25% de los casos (165). Habitualmente se concentran en los
exones 5-9 y estan conservadas entre el tumor primario y metastasico. En nuestra serie
se confirman estos resultados identificando mutacion de TP53 en 15 biopsias de tumor
primario y metastasico. A pesar de que la mutacion en TP53 se mantiene en ambas
muestras existe una variacion importante en el fenotipo tumoral del tumor primario y
metastasico en estas pacientes. Asi, el fenotipo tumoral del tumor primario en las
pacientes con mutacion de TP53 fue RH+/HER2- en 5 pacientes, HER2+ en 6 pacientes
y triple negativo en 4 pacientes. Sin embargo, en la metastasis, el fenotipo fue HER2+
en 10 pacientes y triple negativo en 5 no identificindose ningun tumor con fenotipo
RH+/HER2-. Estos resultados estan en la linea de los observados por Meric-Bernstan et
al que identificaron mutacién de TP53 en el 87.5% de los tumores triple negativo, en el

68.8% de los tumores HER2+ y en el 18.2% de los tumores RH+.

En el plasma se han identificado todas las variantes comunes a tumor primario y
metastasico. Otros estudios han mostrado porcentajes similares de concordancia entre
tejido y biopsia liquida siendo capaces de identificar mutaciones adicionales en ctDNA

no presentes en el tumor primario (189).

Las mutaciones en TP53 se asocian a un pronostico adverso en tumores RE + pero no
en tumores RE-. (190) Esta observaciéon sugiere que pS3 puede comportarse como un
factor limitante de la sefializacion del RE en cdncer de mama y con peor respuesta a
terapias endocrinas (191). Dado el escaso tamafio muestral y el bajo nimero
identificado de mutaciones de TP53 no es posible evaluar su valor prondstico en nuestra

serie.
Aunque tradicionalmente las mutaciones de TP53 han sido consideradas no accionables,

diversos compuestos como el reactivador e inductor de apoptosis masiva 1 (PRIMA-1),

2-sulfonilpirimidinas (PK11007), pirazoles (PK7088), zinc metalochaperona-1 (ZMC1)
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han sido capaces de reactivar la proteina mutada p53 adquiriendo propiedades de la
forma nativa mostrando actividad antitumoral en modelos preclinicos con p53 mutada
(192). De este modo, su identificacion podria ser util para seleccionar pacientes

candidatos a terapias dirigidas a reactivacion de la accion de TP53.

5.4.6 Variantes de AKT1

Aunque el mecanismo mas frecuente de activacion de la via PI3K/AKT/m-Tor es la
presencia de mutaciones de PIK3CA, estd descrita la amplificacion y sobreexpresion
de isoformas de AKT asi como mutaciones activadoras de AKT en diversas neoplasias
(193,194). Independientemente del mecanismo de activacion de la via, todos ellos
pasan por AKT como punto central de la misma conduciendo a la pérdida de control en
la supervivencia celular, proliferacion, angiogénesis, metabolismo e incremento en la

capacidad de migracion (195).

La mutacion somatica en el nucledtido 49 ocasiona una sustitucion de lisina por
glutamina en el aminoacido 17 (Glul7Lys) que conduce a una activacion constitutiva de
la enzima y al incremento en la fosforilacion de AKT independiente de factores
estimulantes de crecimiento. En pacientes con cancer de mama esta mutacion presenta
frecuencias entre el 1.4% y 82% (196,197). Inicialmente su presencia parecia
restringida a tumores ductales, lobulillares y con expresion de RE. Igualmente se
observo que la presencia de mutaciones en PTEN, PIK3CA y AKT1 fueron mutuamente
excluyentes sugiriendo que la activacion de la via de PI3K por cualquiera de estos
mecanismos es biologicamente equivalente (198). Sin embargo, estudios recientes han
mostrado presencia de mutaciones de AKT1 en carcinomas medulares, RH negativos
asi como coexistencia con otras alteraciones en la via de PI3K (197) . En nuestra serie
hemos identificado una mutacién en AKT1 (Glul7Lys) en plasma y biopsia de la
metastasis en una paciente diagnosticada de un cancer de mama triple negativo. Sin
embargo, esta mutacion no fue identificada en el tumor primario lo que sugiere haber
sido adquirida con la progresion de la enfermedad. Este hallazgo puede poner en duda la
hipotesis del papel de las mutaciones de AKT en cancer de mama. Estudios previos
sugerian que la activacion de AKT conferia una ventaja selectiva durante la

tumorogénesis precoz en cancer de mama RE + pero inhibia la diseminacion tumoral
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durante la progresion justificando la mayor presencia de mutaciones de AKT en etapas

precoces que en etapas mas avanzadas (196,199).

Actualmente estan en marcha ensayos clinicos con diferentes inhibidores e AKT.
AZD5363 es un inhibidor potente de AKT que ha demostrado sinergia con fulvestrant
en modelos preclinicos lo que ha llevado a la puesta en marcha del estudio fase I
FAKTION (NCT01992952) que evaltia la combinacion de AZD5363 en combinacion
con fulvestrant en pacientes con mutacion E17K en AKT1. Ipatarsertib es un inhibidor
de AKTI que esta siendo desarrollado en cancer de mama triple negativo. En el estudio
fase II LOTUS la adicién de ipatasertib a paclitaxel aumentd la SLP frente a placebo
tanto en poblacion general (6.2 vs 4.9 meses; HR 0.60) como la poblacion de pacientes
con baja expresion de PTEN (6.2 vs 3.7 meses; HR 0.60) . Por lo tanto, la
determinacion de mutaciones en AKT1 podria ser util a la hora de identificar pacientes

candidatos a inhibidores de la via PI3K-AKT-mTOR.

5.4.7 Variantes en BRAF

Las alteraciones en BRAF (amplificaciones, mutaciones, reordenamientos) que
conducen a su activacion estan presentes en sélo un 1.2% de los cénceres de mama
asociandose con mayor frecuencia a tumores con fenotipo triple negativo (200). En
nuestra serie hemos identificado 1 mutaciones (p.Asp594Asn). Se trata de una mutacioén
adquirida en metéstasis y plasma en una paciente con un cancer de mama primario
luminal que evolucioné a triple negativo en la recidiva. La inhibicion de BRAF con
farmacos como dabrafenib y vemurafenib ha demostrado excelentes resultados en otras
neoplasias como melanoma, lo que podria justificar su evaluacion en pacientes con

cancer de mama avanzado y mutacion de BRAF (201).

5.5 Relevancia clinica de la determinacion de mutaciones

La determinacion de mutaciones somadticas para seleccionar el tratamiento en cancer de
mama es compleja y su valor en la préctica clinica es dificil de demostrar. Existe
multiples barreras para la implementacion del andlisis gendmico, como la necesidad de
procedimientos invasivos, coste de la realizacion del test y desconocimiento de las

implicaciones clinicas asociadas a las mutaciones. En la tabla 19 se muestran los genes
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mas frecuentemente mutados en cancer de mama relacionados con las potenciales

estrategias terapéuticas. No obstante, hasta la fecha unicamente las terapias frente a

HER2, PIK3CA e inhibidores de PARP has sido validados en la clinica.

Pérdida o Ganancia de Potenciales implicaciones
funcion terapéuticas
TP53 Pérdida Resistencia a inhibidores de
MDMI1
PIK3CA Ganancia Sensibilidad a inhibidores de
PI3K, AKT y m-TOR
MYC Ganancia Desconocida
CCND1 Ganancia Sensibilidad a inhibidores de
CDK 4/6
PTEN Pérdida Sensibilidad a inhibidores de
PI3K, AKT y m-TOR
ERBB2/HER2* Ganancia Sensibilidad a agentes anti-
HER2
ZN703/FGFR1 Ganancia Sensibilidad a inhibidores de
FGFR
GATA3 Pérdida Desconocida
RB1 Pérdida Resistencia a inhibidores de
CDK 4/6
BRCA1Y2 Pérdida Sensibilidad a inhibidores de
PARP
MAP3K1 Pérdida Desconocida

Tabla 19. Genes mas frecuentemente mutados en cincer de mama y sus
posibilidades terapeuticas asociadas.

Durante los ultimos afios se han realizado estudios con el objetivo de conocer la
aplicabilidad y el valor de la determinacién del perfil mutacional en la seleccion del
tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico En el estudio SAFIR 01 se
incluyeron 423 pacientes con cancer de mama metastasico con lesiones accesibles para
biopsia procedentes de 18 centros en Francia. Se obtuvieron 407 muestras siendo
posible realizar CGH en 283 (67%) y secuenciacion por Sanger en 297 (70%). El
objetivo principal fue conocer el porcentaje de pacientes a los que se les podria ofrecer
una terapia dirigida. Se identificaron alteraciones gendmicas accionables en 195 (46%)
de las pacientes, siendo las mas frecuentes PIK3CA (74;25%), CCND1 (53;19%) y
FGFRI1 (36;13%). En 117 (39%) de 297 pacientes se observaron alteraciones gendmicas
raras (definidas como aquellas que aparecen en menos de 5%) e incluyeron mutaciones
de AKTI1, EGFR, MDM2, FGFR2, AKT2, IGFIR y amplificaciones de MET.

Finalmente se pudo personalizar el tratamiento en 55 (13%) de 423 pacientes. De las 43
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pacientes que recibieron terapia dirigida y fueron evaluables para respuesta en el
momento del analisis, 4 (9%) tuvieron respuesta objetiva 'y 9 (21%) estabilizacion de la
enfermedad durante mas de 16 semanas (202). En un estudio piloto utilizando cada
paciente como su propio control se encontré que un 27% de los pacientes con cualquier
tipo de cancer alcanzaban un 30% de incremento en SLP con el tratamiento dirigido en
base al perfil genomico comparado con la SLP del tratamiento recibido previamente
(203). No obstante, este potencial beneficio debe ser confirmado mediante ensayos
randomizados. Con este objetivo, el estudio SHIVA randomizd a pacientes con
cualquier tipo de tumor sélido metastasico refractario a el tratamiento standard a recibir
tratamiento segln las alteraciones genomicas identificadas o tratamiento a eleccion del
investigador. De los 741 pacientes analizados se identific6 al menos una alteracion
molecular en 293 (40%). Las alteraciones analizadas se agruparon dentro de tres vias
(receptores hormonales, PI3K/AKT/mTOR, RAF/MEK) accionables con 11 terapias
moleculares disponibles (erlotinib, lapatinib + trasuzumab, sorafenib, imatinib,
dasatinib, vemurafenib, everolimus, abiraterona, letrozol, tamoxifeno). No se observo
mejoria en la SLP en el grupo de pacientes tratadas con terapia experimental frente a las
tratadas con terapia a eleccion del investigador (2.3 vs 2.0 meses; HR 0.88, p=0.41)
(204). Dados estos resultados no se puede recomendar el uso de terapia dirigida segun el

perfil mutacional fuera de sus indicaciones aprobadas.

5.6 Limitaciones y fortalezas del estudio

La inclusion de pacientes en este estudio ha sido compleja por diferentes motivos:

1-Ausencia de tejido de tumor primario en pacientes tratados con quimioterapia
neoadyuvante dado que toda la muestra fue utilizada con fines diagnosticos

2-Dificultad para la realizacion de biopsias diagnosticas en determinadas localizaciones
metastasicas. A diferencia de determinadas localizaciones como la piel, higado y
determinadas cadenas ganglionares, otras localizaciones metastdsicas como pulmoén o
cerebro estan menos representadas dado que solo son accesibles mediante biopsias
quirtrgicas por lo que Gnicamente se han incluido pacientes sometidas a intervencion

con finalidad terapéutica.
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3-Ausencia de material tras la utilizacién de tejido de la biopsia de la enfermedad
metastasica con finalidad diagndstica.

4-Criterios estrictos para el procesamiento de la muestra de sangre tras su extraccion.
Aunque en el protocolo inicial no se estableci6 un tiempo maximo entre la extraccion de
la muestra de sangre y su procesamiento cuando se llevaban incluidas 60 pacientes y
previo a cualquier analisis, GENOMICA SAU establecié un margen temporal maximo

de 4 horas lo que no permiti6 el andlisis de algunas muestras.

Entre las limitaciones del estudio se encuentra el escaso tamafio muestral, la inclusion
de pacientes con diferente numero de recidivas/progresiones previas, la eleccion de las
pacientes en funcion de la accesibilidad de la lesion metastasica que podria suponer una
sesgo en la seleccion de las pacientes y la heterogeneidad de los subtipos tumorales

incluidos.

Entre las fortalezas se encuentra la utilizacion de criterios estrictos de seleccion y la
utilizacion de metodologia rigurosa de analisis, la realizacion de la biopsia y la
extraccion de sangre en el mismo margen de tiempo evitando exposicion a firmacos que

podrian enmascarar los resultados.
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6. CONCLUSIONES

1. Existe una elevada concordancia de las alteraciones gendémicas identificadas por

NGS entre el tumor primario y sus metastasis.

2. La determinacion de alteraciones gendmicas en tejido de las metastasis permite

identificar variantes no presentes en el tumor primario

3. Las variantes identificadas en el tejido de las metastasis no presentes en el tumor
primario pueden aparecer como mecanismo de resistencia tras exposicion a

determinados tratamientos.

4. FEl perfil mutacional difiere en funcion del fenotipo tumoral tanto en el tumor

primario como en las metastasis

5. La determinacién de alteraciones gendmicas en ctDNA mediante la tecnologia de
Ion Torrent tiene una elevada sensibilidad, siendo capaz de detectar la mayoria de

las variantes presentes en el tumor primario y metastasico
6. La elevada concordancia del ctDNA y las biopsias de tejido en cancer de mama

sugieren que el ctDNA podria ser utilizado para estratificar a las pacientes con

finalidad prondstica y predictiva de respuesta.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1. Aprobacion por el comité ético del Hospital Gregorio Marafion

-
q Hospital General Universitario
Gregorio Maranon

SaludMadirid ] comunidad de Madria

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. Fernando Dfaz Otero, Secretario del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO GREGORIO MARANON

CERTIFICA

Que se ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

Cédigo GOMHGUGMO092013

TITULO: "Caracterizacién y comparacion de mutaciones en tumores primarios, tejido metastasico, células tumorales
circulantes y DNA circulante en pacientes de cancer de mama metastdsico"

Protocolo versién 3.0. Hoja de Informacién al paciente y Consentimiento Informado version 2.0.
Promotor: Investigador

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos legalmente establecidos, y su realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y
estdn justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios disponibles, tal y como ha
sido informado, son apropiados para llevar a cabo el estudio.

- Ademds, el citado CEIC cumple las normas de BPC (CPMP / ICH / 135/ 95).

Este CEIC acepta que dicho estudio sea realizado por el investigador principal:

Dr. Miguel Martin Jiménez / Hospital General Universitario Gregorio Marafion

Lo que firmo en Madrid;’a} 30 de octubre de 2013

£4 d““‘d X S)W
Fdo.: Dr. Fernah&o Diaz Otero

27313
C/ Dr. Esquerdo 46, Pabellon de Gobierno, Planta baja, 28007 Madrid
ceic.hgugm@salud.madrid.org Tel. 91 586 7007 — Fax. 91 400 8156
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8.2 Anexo 2. Aprobacion por el comité ético del Hospital Clinico San Carlos

"‘ Hospital Clinico San Carlos

CEIC Area 7 - Hospital Clinico San Carlos

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

DNA M2 DEL MAR GARCIA ARENILLAS, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS DE MADRID.

CERTIFICA

Que se ha recibido el proyecto: “CARACTERIZACION Y COMPARACION DE
MUTACIONES EN TUMORES PRIMARIOS, TEJIDO METASTASICO, CELULAS
TUMORALES CIRCULANTES Y DNA CIRCULANTE EN PACIENTES DE CANCER DE
MAMA METASTASICO?”, con cédigo interno n° 14/036-E, cuyo promotor es el Dr. Miguel
Martin y el investigador principal es el Dr. Fernando Moreno Antén, del Servicio de
Oncologia del Hospital Clinico San Carlos.

Que la documentacidn requerida es la adecuada.

Que dentro de la documentacion, se incluye el informe favorable del CEIC Hospital
General Universitario Gregorio Marafion, con fecha 30 de octubre de 2013, por ello el
Ceic del Hospital Clinico San Carlos, informa favorablemente sobre la realizacion de
dicho Proyecto.

Que se procede al registro de la documentacion recibida, para realizar el posterior
seguimiento del mismo.

Lo que firmo en Madrid, a 06 de febrero de 2014

M
Gan Carlos e

Comité Etico de

Fdo: Dra. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEIC Area 7 - Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos

Coordinacion Ensayos Clinicos, 12 N, C/ Doctor Martin Lagos, s/n.  Madrid 28040 Madrid
Espana

Tel. 91 330 38 19 Fax. 91 330 3299 Correo electrdnico ceic.hcsc@salud.madrid.org
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8.3. Anexo 3. Aprobacion por el comité de investigacion del Hospital Infanta

Cristina de Parla

Hospital Universitario Red

k|
#m Infanta Crlstlnﬂ :l-c'r:pll'!llgs.lrﬁlvﬁ
Saludiadrid B comunidad de Madrid

DE: COMISION DE INVESTIGACION. HOSPITAL UNIVERSITARIO INFANTA CRISTINA

A: CORALIA BUENO MUINO

La Comisién de Investigacion del Hospital Universitario Infanta Cristina de Parla, en su
reunion del dia 1 de julio de 2015, Acta n® 35, acordé:

[ X] APROBAR [ ] RECHAZAR

[ 1 SOLICITAR LAS SIGUIENTES ACLARACIONES:

(La respuesta a esta informacién debera remitirse a investigacion.hsur@salud.madrid.org en un
plazo maximo de 30 dias. De no recibir contestacion en el plazo sefialado, se emitira un informe
de rechazo.)

El estudio titulado: 161/2015. Caracterizacion y comparacién de mutaciones en tumor
primario, tejido metastéasico, células tumorales circulantes y DNA circulante en pacientes de
cancer de mama metastasico. Cédigo estudio gom-hgugm-092013.

Parla, a 2 de julio de 2015

Hospital infania Cristing

[ comuntad ae maia

COMITE DE INVESTIGACION

Firmado: Dr. Juan José Granizo Martinez
Presidente Comision Investigacion
Hospital Universitario Infanta Cristina

Hospital Universitario Infanta Cristina
Avda. 9 de Junio n°2
28981 Parla Madrid
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8.4 Anexo 4. Consentimiento informado del estudio

-
q Hospital General Universitario
Gregorio Maranoén

SaludMadrid [ comunidad de Madrid

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR
EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION

“CARACTERIZACION Y COMPARACION DE MUTACIONES EN TUMOR PRIMARIO, TEJIDO
METASTASICO, CELULAS TUMORALES CIRCULANTES Y DNA CIRCULANTE EN PACIENTES
DE CANCER DE MAMA METASTASICO”

Codigo Estudio GOM-HGUGM-092013
Centro: HGU Gregorio Maraion

Investigador Principal:

Este formulario forma parte del proceso del consentimiento informado. Usted no tiene por qué tomar
parte en este estudio si no lo desea, y su atencién médica no va a depender del hecho de que tome
parte en él o no. Este estudio podria no ayudarle directamente a usted, pero esperamos que nos
permitan ampliar nuestros conocimientos para poder ayudar a otras pacientes en el futuro.

INFORMACION GENERAL

Desde un punto de vista farmacolégico, las variaciones genéticas interindividuales pueden explicar las
diferencias encontradas en la respuesta a tratamiento o la aparicion de diferentes respuestas toxicas a
un tratamiento farmacolégico determinado. De ahi, que una de las metas dentro de la genética
molecular es conocer la relacion que existe entre variacién genética (o polimorfismo) y tratamiento que
nos permita predecir la respuesta de cada individuo, de modo que cada paciente sea tratado con el
farmaco mas eficaz y con menos toxicidad en base a su perfil genético.

Por ello, solicitamos su colaboracién en este estudio farmacogenético en el que analizaremos el perfil
genético de muestras de procedentes del tumor primario y del tejido metastasico en tejido tumoral y
sangre (CTCs y DNA circulante) de pacientes de cancer de mama que hayan desarrollado metastasis
como usted. Pretendemos confirmar la presencia de alteraciones gendmicas relevantes en el tejido
metastasico que no estaban presentes en el tejido tumoral primario y, ademas, optimizar una nueva
técnica accesible y no invasiva para el analisis genémico en muestras de sangre.

DESCRIPCION DE LOS OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Los objetivos de este estudio son estudiar e identificar cambios que ocurren en los genes en pacientes
con cancer de mama que hayan desarrollado metastasis, de forma que en un futuro préximo podamos
seleccionar mejor a las pacientes candidatas a determinados tratamientos.

Para ello se compararan los perfiles genémicos entre muestras del tumor primario, de las metastasis y
del DNA circulante, para una misma paciente y dentro de un grupo amplio de pacientes de cancer de
mama.

Se utilizard una pequefia parte de las muestras de sangre obtenida en uno de los andlisis de control
rutinario de su enfermedad. La muestra de tejido se tomara del excedente de las biopsias del tumor
primario y de las metastasis realizadas para su diagnostico y sin que esto pueda en ningin momento
comprometerlo.
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BENEFICIOS POTENCIALES, INDIVIDUALES Y COLECTIVOS

Este estudio permitira obtener informacion para poder plantear estudios en el futuro con el fin de
realizar una terapia individualizada para cada paciente como reto de la “medicina personalizada”.

Como la mayoria de los casos, pueden no existir beneficios potenciales para usted por su participacion
en este estudio. Sin embargo, un mayor conocimiento de los factores en el desarrollo del cancer de
mama, podra facilitar que se administre en un futuro un tratamiento individual para cada paciente, que
minimice el impacto de los efectos secundarios y aumente las probabilidades de éxito del mismo.

POSIBLES RIESGO PERSONALES

La toma de muestras de su sangre se hara de forma similar a otros analisis de sangre que a usted le
hayan sido realizados. Para minimizar las molestias, la muestra se obtendra de una venopuncion
realizada para las determinaciones analiticas de rutina.

Como probablemente conoce, la extraccion puede provocar una ligera molestia en el punto en que la
aguja se introduce en la piel y, a veces, le puede formar un pequefio hematoma que suele desaparecer
en pocos dias. En algin caso aislado, puede producirse un breve mareo o sudoraciéon durante la
extraccion de sangre o al retirar la aguja.

En la recogida de muestra de tejido, el unico riesgo médico, es el riesgo asociado a la propia toma de
una biopsia tumoral, que se realizara con aguja de trucut antes de iniciar el tratamiento o para la
constatacion del proceso metastasico (por indicacion médica). Requerira, previa anestesia local, una
incision cuténea con bisturi de aproximadamente %2 cm para permitir el paso de la aguja de trucut. Este
procedimiento es usualmente indoloro. Aunque se procedera a hemostasia por aplicacion de hielo, en
ocasiones este procedimiento puede generar equimosis locales que se resuelven espontdneamente.

VOLUNTARIEDAD DE LA PARTICIPACION Y POSIBILIDAD DE RETIRADA

Su participacion en este estudio es voluntaria. Si decidiera usted participar pero luego cambiara de
opinién, seria libre de hacerlo asi, sin tener que dar ningun tipo de explicacion. No obstante de ser asi,
debera comunicarselo a su médico, quien se ocupara de que las muestras de sangre obtenidas sean
destruidas.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO
Si usted decide participar sélo tendra que otorgar su consentimiento.
MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras, desde el momento de su extraccion, estaran anonimizadas e identificadas con un cédigo
de numeros y letras que no permitiran su identificacion salvo al investigador principal y al equipo
investigador del estudio. Ni su nombre ni sus iniciales o numero de historia médica apareceran en las
bases de datos que genere el estudio.

Las muestras obtenidas seran almacenadas en el centro del Investigador Principal, Dr. Miguel Martin
Jiménez, ubicado en el Hospital General Universitario Gregorio Marafién, aunque pueden ser enviadas
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a otros centros para su analisis siendo en todo momento devueltas al HGUGM a la finalizacién de los
mismos.

Atendiendo al destino de las muestras cuando finalice la estudio, se le informa de que se solicita su
consentimiento para que las muestras sean almacenadas y puedan integrarse en la coleccion
C.0000188 (“Investigacion en Cancer”, Registro de Coleccion de Muestras del ISCIIl) y ubicada en el
HGUGM de manera permanente como parte de un conjunto de muestras prospectivas del cancer de
mama Unicamente con fines de investigacion biomédica. La base de datos se haya debidamente
registrada en la Agencia Espafiola de Proteccion de Datos

Usted tiene derecho a retirar su consentimiento para que la muestras sean almacenadas e integradas
una vez haya finalizado el proyecto de investigacion inicial. Los efectos de esta revocacion sera la
destruccién de las mismas.

En el caso de que sus muestras se incorporen a la coleccién C.0000188 y de que se produzca un
eventual cierre del mismo, la informacion sobre el destino de las muestras estara a su disposicion en el
Registro Nacional de Biobancos para Investigacion Biomédica.

Sus datos personales se trataran de acuerdo a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre. Si desea
ejercer en cualquier momento los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion, u oponerse al
tratamiento de sus datos personales para las finalidades indicadas, debera hacerlo poniéndose en
contacto con su médico responsable o con el investigador principal de este proyecto.

INFORMACION GENETICA. DERECHO DEL PACIENTE AL ACCESO DE LA INFORMACION
GENETICA.

Como se ha comentado anteriormente sus muestras se utilizaran para el estudio de las alteraciones
genéticas asociadas al tumor 1° y a las metastasis.

Asi mismo, se recogeran sus datos de salud relacionados con la patologia. No tendra acceso a la
informacion durante el transcurso del estudio. La informacion obtenida permanecera confidencial y
codificada hasta el final del estudio, tras lo cual se convertira en definitivamente anénima.

INTERESES COMERCIALES Y PATENTES DERIVADOS DEL ESTUDIO

Este estudio no conlleva ningun interés comercial, todos los intereses son puramente cientificos. Sin
embargo, se le recuerda que si estudio diese lugar a alguna patente industrial o comercial usted no
obtendria ningun beneficio de la misma.

CONFIDENCIALIDAD

Usted debe saber que en todo momento se mantendra la confidencialidad de sus datos personales si
decide participar en el estudio. La informacién que recojamos sera compartida por otros investigadores
y doctores. Sin embargo, se mantendra una estricta confidencialidad y usted no sera identificada por su
nombre en ninguno de los datos y materiales recopilados durante el estudio, y estos informes se
utilizaran unicamente con fines de investigacion.

Los datos que se obtengan del andlisis de la muestra se van a archivar, el tratamiento de los datos de
caracter personal se ajustarad a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de
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Caracter Personal. Segun la citada Ley, el consentimiento para el tratamiento de sus datos personales
y para su cesion es revocable. Por lo tanto, en cualquier momento usted puede ejercer su derecho de
acceso, rectificacion, oposicion y cancelacion de sus datos dirigiéndose al Investigador Principal (Dr.
Martin Jiménez) o a sus co-investigadores en el proyecto.

Si tiene alguna duda o pregunta sobre su participacién en este estudio y sobre sus derechos, debe
contactar con:

Dr. Miguel Martin Jiménez (HGU Gregorio Marafidn) Teléfono: 91 5868115
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CONSENTIMIENTO INFORMADO. FIRMAS

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO
“CARACTERIZACION Y COMPARACION DE MUTACIONES EN TUMOR PRIMARIO, TEJIDO
METASTASICO, CELULAS TUMORALES CIRCULANTES Y DNA CIRCULANTE EN PACIENTES
DE CANCER DE MAMA METASTASICO”

Cédigo Estudio

Centro:

Investigador Principal:

Yo,

(nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado, he podido realizar preguntas sobre
el estudio y he recibido suficiente informacién. Comprendo que mi participacion en el estudio
es voluntaria y puedo retirarme cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que
repercuta en mis cuidados médicos.

Acepto que las muestras de tejido procedentes de mis biopsias y de sangre obtenidas para
este estudio puedan ser analizadas con la finalidad de para estudiar e identificar cambios que
ocurren en los genes en pacientes con cancer de mama que hayan desarrollado metastasis.

Acepto que las muestras obtenidas para este estudio sean almacenadas en el HGU Gregorio
Marafién con el objetivo de poder realizar un adecuado control y manejo de las mismas,
asegurando en todo momento cumplir los criterios de anonimizacion de las pacientes.

Acepto que las muestras obtenidas, una vez concluido el estudio para el que fueron
recogidas, sean integradas como parte de la coleccién de Muestras del ISCIIl nimero de
registro C.0000188 localizada en el HGUGM con fines de investigacion biomédica, para que
se empleen en otros estudios dentro de la misma linea de investigacion, en los términos
establecidos por la Ley 14/2007de Investigacion Biomédica del 3 de julio y al Real Decreto
1716/2011 del 18 de noviembre

Comprendo que mis consentimientos para el analisis y almacenamiento de las muestras son
voluntarios y que puedo retirarlos en cualquier momento. Los efectos de esta revocacion sera
la destruccion de las muestras.

Se expiden tres copias del presente documento tal y como recoge el RD1716/2011, por el que se
establecen los requisitos de autorizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion
biomédica y del tratamiento de las muestras biolégicas de origen humano, de las cuales una se
entregard a usted como sujeto fuente, otra serd conservada en el centro en el que se recogid la
muestra y la tercera sera conservada por el Dr. Martin Jiménez como responsable de la coleccion.

Firma del participante
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8.5. Anexo 5. Comparativa Ion Torrent e Illumina

- Variante identificada - Variante no identificada

NSA: Muestra insuficiente

PACIENTE GEN

PROTEINA

MUESTRA

ION TORRENT ILLUMINA

HUGM-MUT-005 PIK3CA

TP53

FOXP1

KMT2C

p.His1047Arg

p.Cys135Arg

p.Ala590Thr

p.11e823Thr

HUGM-MUT-006 TP53

RB1

LRP1B

LRP1B

p.Arg248GIn

p.Ser576Ter

p.Asn4372Tyr

p.Gly3743Ser

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

NSA

NSA

NSA

NSA

HUGM-MUT-007 TP53

KMT2C

CDH5

KMT2C

p.Gly266Glu

p.Cys459Ter

p.Arg402Ser

p.Glu1689fs

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma
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HUGM-MUT-009

ERBB2

TP53

p.Pro562Leu

p.Cys176Ser

primario
metdstasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

HUGM-MUT-011

AKT1

p.Asp46Glu

primario
metdastasis
plasma

HUGM-MUT-012

GATA3

PTPRD

AFF2

CTNNA1

p.Ser437fs

p.Ala722Ser

p.Arg597His

p.Alal28Ser

HUGM-MUT-013

TP53

PTPN14

KMT2C

p.Asn239Ter

p.Ala742Asp

p.lle823Thr

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

HUGM-MUT-014

PIK3CA

KMT2C

PIK3CA

PIK3CA

p.Ala511Thr

p.lle331Vval

p.His1047Arg

p.Val344Gly

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma
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HUGM-MUT-016 PTPN14

TBX3

KRAS

CDH1

KMT2C

p.His360Pro

p.Leu731fs

p.Gly12Cys

p.Pro277fs

p.Gly2483Ter

primario
metdstasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

HUGM-MUT-019 TBX5

MYC

PIK3CA

PIK3CA

CTNNA1

NF1

KMT2C

p.Ser372Leu

p.Ser362Phe

p.His1047Arg

p.Val346Gly

p.Val527fs

p.Ser1932Cys

p.Vall264Ala

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

HUGM-MUT-020 PTPN14

p.Arg668Cys

primario
metastasis
plasma

HUGM-MUT-021 PTPN14

AKT1

ESR1

p.Arg668Cys

p.Glul7Lys

p.Leu536Arg

primario
metdastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma
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HUGM-MUT-022

PIK3CA

ESR1

p.His1047Arg

p.Asp538Gly

HUGM-MUT-023

PIK3CA

TP53

PTEN

CCND3

NF1

p.His1047Arg

p.GIn317Ter

p.Phe278Leu

p.Glu253Asp

p.Asp2474His

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HUGM-MUT-028

TP53

TBX3

p.Cys242fs

p.Asn297Thr

primario
metdstasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

HUGM-MUT-029

TP53

KMT2C

p.Asp207fs

p.lle823Thr

primario
metastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HUGM-MUT-030

HERC1

EGFR

p.Ala3165Ser

p.Thr6Ala

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

HUGM-MUT-031

NCOR1

TP53

PIK3CA

p.Met2290lle

p.Cys238fs

p.Gly106Val

primario
metastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma
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HUGM-MUT-036

CDH5

BRCA1

TP53

PIK3CA

CTNNA1

BRAF

PTPRD

PTPRD

CDH5

p.Arg621del

p.Arg756Thr

p.Arg342Pro

p.His1047Arg

p.Ser133Cys

p.Asp594Asn

p.Trpl444Ter

p.His1025Tyr

p.lle517fs

primario
metdstasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HUGM-MUT-37

PIK3CA

TP53

p.His1047Arg

p.Glu224Asp

primario
metdstasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

HUGM-MUT-38

KMT2C

ESR1

p.GIn2177Arg

p.Asp538Gly

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

HUGM-MUT-39

PIK3CA

p.Thrd62Ala

primario
metastasis
plasma
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HUGM-MUT-40

TP53

PTPN14

HERC1

GATA3

p.Arg337His

p.Arg728GIn

p.Asp3415Gly

p.Leud04fs

primario
metdstasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

HUGM-MUT-42

NF1

TP53

p.Gly515Arg

p.Arg273His

primario
metastasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

HUGM-MUT-45

ERBB2

RB1

ARAF1

TP53

p.Val777Leu

p.Ser397Ala

p.Thri84Asn

p.Tyr205fs

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HUGM-MUT-48

LRP1B

NF1

p.Alal912Thr

p.Glu1387Lys

primario
metdastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

NSA
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HUGM-MUT-52 LRP1B

NCOR1

KMT2C

KMT2C

KMT2C

p.Gly2474Ser

p.GIn120Ter

p.Asp274Asn

p.Glu267Lys

p.GIn264His

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HUGM-MUT-53 NF1

NF1

PIK3R1

PIK3R1

TP53

p.Cys124fs

p.Argl534Ter

p.Glud51Ala

p.Asn453del

p.Trp91Ter

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HUGM-MUT-56 CDKN1B

MAP3K1

ESR1

CcPQ

p.lle119Thr

p.Glul187Ala

p.Asp538Gly

p.Gly10Cys

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdastasis
plasma
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HCSC-MUT-19

GATA3

KMT2C

PIK3CA

p.Ser398Cys

p.Asn3505Asp

p.Gly451_Asp454del

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HCSC-MUT-20

BRCA2

BRCA2

ARAF

p.Lys1828stop

p.lle1827fs

p.Arg5Pro

primario
metdstasis
plasma

primario
metdastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

HCSC-MUT-21

BRCA2

WT1

p.Arg3128Ter

p.Cys350Arg

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HCSC-MUT-23

BRCA2

KMT2C

p.Ala3029Val

p.Glu2389Ter

primario
metastasis
plasma

primario
metastasis
plasma

HCSC-MUT-35

CDH1

PIK3CA

p.GIn23Ter

p.Cys420Arg

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

HCSC-MUT-0037

KMT2C

FOXA1

ERBB2

RUNX1

p.Ser1889Ala

p.Asp226His

p.Val777_Gly778ins

p.Met133fs

primario
metdstasis
plasma

primario
metastasis
plasma

primario
metdstasis
plasma

primario
metdstasis
plasma
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HCSC-MUT-0038 KMT2C p.Leud219Vval primario
metastasis
plasma

GATA3 p.Serd27fs primario
metastasis
plasma

CTCF p.Lys205Glu primario
metdastasis
plasma

HUIC-MUT-0001 TP53 p.Arg213Ter primario
metdstasis
plasma

NSA

CTCF p.Lys205Glu primario
metdstasis
plasma

NSA

PTPRD p.Pro516Gin primario
metdstasis
plasma

NSA

HUIC-MUT-009 PTPN14 p.Prol115Leu primario
metdstasis
plasma

BRCA2 p.Lys1729Thr primario
metdstasis
plasma

TP53 p.Arg342Pro primario
metdstasis
plasma
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8.6. Anexo 6. Publicaciones relacionadas con la tesis doctoral

-Ramos-Medina R, Moreno F, Lopez-Tarruella S, Del Monte-Millan M, Marquez-
Rodas I, Duran E, Jérez Y, Garcia-Saenz JA, Ocana I, Andrés S, Massarrah T,
Gonzélez-Rivera M, Martin M. Review: circulating tumor cells in the practice of breast

cancer oncology. Clin Transl Oncol 2016;18(8):749-59.

-Fernando Moreno, Sara Lopez-Tarruella, Yolanda Jerez, Jose Angel Garcia-Saenz,
Antonio C. Picornell, Coralia Bueno, Rocio Ramos- Medina, Maria del Monte-Millan,
Javier Gayarre, Miguel Martin. Resultados del analisis de mutaciones en tumor
primario, metastasico y biopsia liquida: Estudio MIRROR. Congreso SEOM 2017.
P.EXP-45.
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