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SINOPSIS







Small cell lung cancer (SCLC) is the most aggressive type of lung cancer. More than
half of patients are diagnosed at extensive stage, where platinum-based chemotherapy
has been the systemic standard treatment since the mid ‘80s. Although robust and often
dramatic clinical responses are achieved after first-line treatment, disease progression
takes place soon and it is usually resistant to available treatments. In this scenario,
outcomes remain poor, with a median overall survival that rarely exceeds one year.
SCLC is characterized by the presence of autoinmmunity, reflected by the incidence of
autoimmune paraneoplastic immune. This fact, as well as the high tumor mutational
burden found in this disease suggest that immune modulation might be a promising
strategy in SCLC. Anti-CTLA-4 antibodies and anti-PD-1/L1 antibodies have shown
activity and durable responses. In fact, an anti-PD-L1 agent has been recently approved
as first line treatment in addition to standard chemotherapy.

The aim of this project was to identify the differential immunological events observed
in patients treated with chemotherapy and ipilimumab (anti-CTLA-4 antibody) vs. those
in patients treated with standard chemotherapy, and in those patients treated with
ipilimumab with long survival vs. those with short survival. To this end we had
availability of serial samples from patients treated with ipilimumab + chemotherapy and
chemotherapy alone over time. We assessed cytokine and autoantibody profiles in
serum samples, and peripheral lymphocyte populations by flow cytometry.

We found that unlike autoantibodies, serum cytokines and specific lymphocyte
peripheral subpopulations were modulated after CTLA-4 blockade. We were able to
verify the prognostic role of autoantibodies, and to confirm the predictive role of
cytokines. Lastly, we detected particular patterns of peripheral T and NK cells

populations linked to survival and toxicity in SCLC.



With this project we were able to depict a comprehensive scene of the relevant
immunological events in SCLC undergoing standard treatment and immunotherapy,
which may aid us to better select patients who could benefit from immunotherapy and

thus to design appropriate clinical trials.
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Epidemiologia v clasificacion del cancer de pulmon

El cancer de pulmon (CP) es el cancer mas frecuente a nivel mundial'. La agencia
internacional para la investigacion del cancer (IARC en sus iniciales en inglés), 6rgano
que forma parte de la organizacion mundial de la salud, desarrolld el proyecto
GLOBOCAN en el que logr6 agrupar datos de 36 tipos de cancer en 185 paises. Los
ultimos datos, del afio 20182, arrojan la cifra de 17,036,901 casos nuevos de cancer al
afio, encabezados por el cancer de pulmoén con 2,093,876 casos (12,3%). En Espana las
cifras varian, ocupando el cancer de pulmoén el cuarto puesto en la lista detrds del cancer

colorrectal, el de mama, y el de prostata (Figura 1).

Todos los paises

Nuevos casos de cancer de pulmén en 2018, ambos sexos, todas las edades

B 12.29% Pulmon [ 13.75% Colorecto
3 12.26% Mama 3 12.14% Mama
[ 10.86% Colorecto E 11.74% Prostata
Bl 7.49% Prostata B 10.12% Pulmén
3 6.07% Gastrico [ 6.76% Vejiga
I 4.94% Higado Il 45.50% Otros canceres
Il 3.36% Esofago
Bl 3.34% Cérvix
Il 39.40% Otros canceres
Total: 17 036 901 Total: 270 363

Figura 1. Incidencia del cancer de pulmén en el mundo y en Espafia en 2018

En cuanto a mortalidad, sin embargo, el CP constituye la primera causa de muerte por
cancer tanto a nivel mundial como en Espaiia, con 1,761,007 y 22,896 muertes en 2018
respectivamente (Figura 2). Estos datos reflejan que el CP constituye un grave problema
sanitario a nivel global.

El CP se clasifica en dos grandes grupos: el cancer de pulmoén de célula no pequena
(CPCNP), y el cancer de pulmon de célula pequeiia (CPCP). El inicio del proceso de la

segregacion del CP en estas dos entidades tiene su origen en 1926, cuando W. G.
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Barnard report6 por primera vez que los llamados sarcomas “oat-cell” del mediastino,
eran realmente tumores bronquiales®. Posteriormente fue Azzopardi en 1959* quien
distingui6 este tipo de tumor de los adenocarcinomas y de los carcinomas de células
escamosas de pulmon, estableciendo al CPCP como una entidad propia.

El CPCP constituye entre un 13 y un 15% de todos los casos de CP>® y estd
estrechamente ligado al consumo tabaquico’®. En 2014, Varghese y cols. publicaron la
serie de casos de CPCP en pacientes no fumadores mas grande hasta la fecha’. En este
estudio se incluyeron 1040 pacientes con CPCP y solo el 2% (23 pacientes) de ellos
eran no fumadores. Sin embargo, en poblacion exclusivamente asidtica se han reportado
series con cifras de pacientes no fumadores con CPCP de entre un 13% y un 23%/'%!1,
Aunque la proporcion del CPCP ha disminuido entre un 4 y un 5% en los ultimos 20
afios del siglo XX, su incidencia ha ido en aumento de la mano del incremento global
de la incidencia del CP2. A esto se le suma el hecho de que la incidencia del diagnostico

del CPCP se ha incrementado en las mujeres, llevando la ratio mujer : hombre a casi 1 a

156 (Figura 2).
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Figura 2. Distribucién del CPCP por sexo a lo largo del tiempo. Adaptado de Govindan y cols.’
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Caracteristicas generales del CPCP

El CPCP es un tumor neuroendocrino pobremente diferenciado de alto grado'’. Su
origen neuroendocrino se hace evidente por la presencia de marcadores histologicos
tipicos tales como sinaptofisina, cromogranina-A y NCAM", y por la expresion de los
factores de transcripcion de diferenciacion neuroendocrina NEURODI y ASCLI, que

juegan un papel fundamental en la supervivencia celular'®!,

Se caracteriza por
presentar un elevado indice de duplicacion, una alta tasa de crecimiento y una rapida
diseminacion a otros o6rganos. A consecuencia de esto, la mayoria de los pacientes se

diagnostican en estadio avanzado: mas del 50% de los pacientes presentan metéstasis en

el momento del diagnostico™!%!7 (Figura 3).
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Figura 3. Diagnostico de CPCP por estadios a lo largo del tiempo. Adaptado de Govindan y cols.’

Estos tumores se caracterizan por presentar una espectacular respuesta inicial a la

quimioterapia, con unas tasas de respuesta que ascienden hasta casi el 80%!%2!. Sin
embargo los pacientes generalmente sufren una recaida de la enfermedad de manera

precoz??.
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Estadificacion del CPCP

El estadio es uno de los factores pronosticos mas relevantes en CPCP?*, El enfoque
inicial para la estadificacion del CPCP fue desarrollado por el “grupo de estudio de
cancer de pulmoén de veteranos” (VALSG en sus iniciales en inglés) entre 1968 y 1973
y se basd en un sistema binario donde se dividia a los pacientes con enfermedad
limitada (EL) o con enfermedad diseminada (ED)**. Esta clasificacion define el estadio
con EL como aquellos tumores confinados a un hemitérax, con afectacion de la cadena
linfatica supraclavicular ipsilateral, y que sean abarcables en un unico campo de
radiacion; también se incluyen en este estadio el derrame pleural unilateral y la
afectacion del nervio recurrente y la vena cava superior. En cambio, se consideran como
ED aquellos casos con afectacion pulmonar bilateral, afectacion del pericardio o
evidencia de enfermedad fuera de la cavidad toracica. Clasificar a los pacientes con
derrame pleural bilateral como si presentaran ED, sin embargo, ha sido motivo de
controversia, dado que en series relativamente grandes se ha visto un beneficio de la
aplicacion de tratamiento radical con radioterapia en estos pacientes.

En 1982 diversos autores sugirieron la modificacion de la estadificacion del CPCP
segun la clasificacion TNM (tamafio del tumor, afectacion de noddulos linfaticos,
presencia de metéstasis distantes). Sin embargo, un panel de expertos de la IASLC
(asociacion internacional para el estudio del cancer de pulmoén) dio la recomendacion de
continuar con el sistema binario dado que el tratamiento no variaria al seguir una
estadificacion mas especifica®®. Este planteamiento se justifica en parte porque el
sistema de estadificacion TNM se basa en una estratificacion mas fina en los casos de
pacientes con EL, que requiere en la mayoria de los casos una confirmacion quirurgica,
que contrasta con la minima cantidad de pacientes con CPCP tributarios de cirugia. Sin

embargo, estudios recientes sugieren que la clasificacion TNM aporta datos prondsticos
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17,27

precisos que podrian modificar la estrategia terapéutica y se recomienda su

aplicacion.

Factores pronosticos en el CPCP

Existen algunos factores que pueden estimar a priori el curso de la evolucién del CPCP.
Se ha comprobado en diversos estudios que un buen estado funcional previo
(performance status 0-2), la edad inferior a 70 afios, el sexo femenino y el estadio
localizado confieren un buen prondstico al CPCP?%33. Otros estudios aislados han
identificado también como marcadores prondsticos relevantes la concentracion sérica de
lactato deshidrogenasa (LDH), de albumina y de creatinina, asi como la cantidad de

sitios metastasicos>*3>,

Tratamiento clasico del CPCP

La quimioterapia ha sido clasicamente el pilar fundamental en el tratamiento del CPCP.
A lo largo del tiempo, diferentes esquemas de tratamiento en monoterapia y con
combinacion de farmacos han demostrado eficacia en el CPCP. Sin embargo, el
esquema mas ampliamente utilizado y el que es considerado de eleccion es el doblete de
platino (cisplatino o carboplatino), con etopdsido® (PE), que reemplazo a los esquemas
previos basados en antraciclinas, dada su superioridad en cuanto a respuesta y mejor
perfil de toxicidad®’. Sin embargo, en cuanto a eficacia, diversos ensayos clinicos

38-40 v un meta-analisis con mas de 660 pacientes*' demostraron que ambos

aleatorizados
esquemas presentan una eficacia equivalente, con similares tasas de respuesta,
supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia global (SG).

En los casos con EL, el tratamiento de eleccion es la quimioterapia (PE) concomitante

con radioterapia*>*3,
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Como se ha comentado previamente, una de las caracteristicas del CPCP es su gran
respuesta inicial frente al tratamiento con quimioterapia. Sin embargo esto se continlia
de una répida progresion al tratamiento, presentando una alta resistencia a tratamientos
subsiguientes*. Una vez que el paciente ha finalizado la primera linea de tratamiento, se
pueden distinguir tres tipos de escenarios*’:

1) aquellos que mantienen una respuesta durante mas de 3 meses
(enfermedad platino-sensible);

i) aquellos que no consiguen respuesta alguna al tratamiento (enfermedad
refractaria);

i) aquellos que, tras una respuesta inicial, progresan durante los primeros 3
meses tras completar la primera linea de tratamiento (enfermedad
platino-resistente).

En el ultimo caso, la tasa de respuesta con terapias subsiguientes es de menos del 10%.
En los casos de pacientes que progresan tras mantener una respuesta duradera de mas de
3 meses, se puede plantear reintroducir el mismo tratamiento inicial dada la sensibilidad
que se asume al platino. El unico farmaco aprobado en segunda linea en CPCP en
nuestro medio por mas de 20 afios ha sido el topotecan*®.

En estadio avanzado, recientemente un ensayo clinico fase 3 demostré un beneficio en
términos de SG y SLP con atezolizumab, un agente inmunoestimulador (anti-PD-L1) en
combinacion con carboplatino y etopdsido y mantenimiento con atezolizumab en
primera linea . Este estudio ha llevado a la aprobacion del farmaco en Estados Unidos
y en Europa, y significa el primer gran cambio en el manejo de esta enfermedad en

primera linea.
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Por ultimo, a diferencia del CPCNP, en el CPCP las terapias dirigidas no han
demostrado ningin beneficio en los diferentes ensayos clinicos realizados por lo que

ningtn inhibidor molecular ha llegado a la clinica*®#°,

Supervivencia

El CPCP es una enfermedad con mal prondstico y con una supervivencia
extremadamente corta si no se trata’®. En los ultimos 40 afios, solo dos ensayos clinicos
aleatorizados compararon el uso de tratamiento quimioterapico frente a placebo en
pacientes con CPCP>'2, En estos se pudo ver que la SG en pacientes que no recibian
tratamiento era de 2 a 3 meses en pacientes con ED y de 5 meses en pacientes con EL.

En EL, aquellos pacientes que reciben tratamiento con quimioterapia (PE) combinado
con radioterapia logran obtener una mediana de supervivencia de 24 a 30 meses, con
una supervivencia a los 5 afios de entre el 25 y el 30%°3. En ED, sin embargo, los
pacientes que realizan una primera linea de tratamiento presentan una mediana de
supervivencia de 7-12 meses, con una supervivencia a los 5 afos que se sittian en torno
al 3%%'6. Los pacientes que progresan tras haber completado una primera linea de

tratamiento suelen tener una SG que no supera los 4 o 5 meses de vida.

El sistema inmunologico

El sistema inmunoldgico se compone de dos sistemas intimamente interconectados: el
sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo®®. El primero se basa en un
sistema de proteccion rapida frente a elementos extrafios, pero que no es especifico ni
guarda memoria. Las células involucradas son macréfagos, granulocitos, células
dendriticas y células natural killer (NK). El segundo, por el contrario, ejecuta una

respuesta inmune frente a antigenos especificos que es mdas robusta y que confiere
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memoria inmunologica; esta se lleva a cabo basicamente con los linfocitos B y T. Estos
dos sistemas actlian de manera conjunta, entre otras cosas, para detectar la presencia de
un proceso tumoral incipiente y destruirlo antes de que sea clinicamente aparente™.

Practicamente todas las células nucleadas expresan en su superficie el complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH). El CMH tipo I se encarga de exhibir en la superficie
celular pequefios péptidos derivados de epitopos (tanto patdgenos como tumorales),
para presentarselos a los linfocitos T CD8+. Una vez que la célula T ha reconocido el
antigeno presentado por el CMH tipo I, esta se activara, proliferard, y destruira aquellas
células que presenten ese antigeno reconocido. EL CMH tipo II, por otro lado, se
expresa en células presentadoras de antigenos (macrofagos, células dendriticas), y
exhiben péptidos en la superficie para presentarselos a los linfocitos T CD4+°%38, De
esta manera se activaran los linfocitos T CD4+ helper, que a su vez reclutaran otras
poblaciones inmunologicas al tumor mediante la secrecion sobretodo de citoquinas, y de
los linfocitos T citotoxicos (CD8+) que atacaran de manera directa y especifica a las
células tumorales a través de la union de su receptor (TCR) y el complejo mayor de

histocompatibilidad de las células tumorales®-°,

Inmunoterapia

La ultima década se ha visto marcada por el estudio de los llamados “puntos de control
inmunologico” y por el desarrollo de los farmacos que logran bloquearlos para permitir

al sistema inmune ejercer sus funciones sobre el tumor ®!.

CTLA4
El primer punto de control inmunoldgico que se intent6 bloquear fue el CTLA4

(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), un receptor con funcion inhibitoria, expresado en

10
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los linfocitos T®2. E1 CTLA4 se encarga de la homeostasis de la activacion de células T,
principalmente contrarrestando la actividad del receptor co-estimulador CD28%. Para la
activacion del linfocito T por parte de CD28, es necesaria la uniéon del TCR a un
antigeno a través del CMH. Cuando esto ocurre, CD28 amplifica la intensidad de la
sefializacion del TCR para conseguir la activacion celular®. CTLA4 y B28 comparten
los mismos ligandos: B7.1 (o CD80) y B7.2 (o CD86), teniendo CTLA4 una mayor
afinidad por ambos®. Por lo tanto, la funcion de CTLA4 en la superficie celular del
linfocito T es suprimir su activacion al competir con CD28 para unirse con B7.1 y
B7.2%¢. El resultado final es la supresion de la sefializacion inducida por el TCR vy el
CD28%. Aunque CTLA4 se exprese en linfocitos T efectores CD8+, el papel primordial
de CTLAA4 es ejercido sobre los dos tipos principales de linfocitos T CD4+. Por un lado,
la uniéon de CTLA4 a sus ligandos produce la pérdida de funciéon de los linfocitos T
CD4+ helper. Por otro lado, CTLA4 se encuentra expresado de manera constitutiva en
las células T CD4+ reguladoras, dado que el gen CTLA4 es una diana del factor de
transcripcion Foxp3 (presente en este tipo celular)®®®. Existen diferentes hipotesis
acerca de la accién directa que tiene CTLA4 sobre los linfocitos T reguladores,
aumentando su actividad inmunosupresora®®, aunque estos hallazgos no han sido del
todo validados™. El bloqueo de CTLA4, por tanto, tiene como resultado final un
aumento de la actividad de las células T efectoras y una inhibicidon de las células T
reguladoras®?, restableciendo de esta manera la respuesta inmune.

Estos hallazgos estimularon la produccion y la puesta en marcha de ensayos clinicos
con inhibidores de CTLA4. Se empezaron a testar paralelamente dos anticuerpos
monoclonales totalmente humanizados: ipilimumab, de tipo IgGlk’!, y tremelimumab,
de tipo IgG2x’>. El primer ensayo clinico fase III en completarse evaluaba

tremelimumab en melanoma metastasico, pero no mostré ningin beneficio en
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comparacion con quimioterapia’. Ipilimumab, sin embargo, fue el primer inhibidor de
CTLA4 en demostrar un beneficio en términos de supervivencia en pacientes con

melanoma, y a consecuencia de esto fue aprobado en 2011 por la FDA”.

Célula
dendritica

Linfocito T

Figura 4. Uniéon de CTLA4 con su ligando

PD-1

El otro punto de control inhibitorio que ha surgido como un candidato prometedor para
reactivar el sistema inmune es el PD-1 (programmed death-1). PD-1 es un receptor que
se expresa en la superficie de los linfocitos T y B una vez han sido activados™*7”, y
posee dos ligandos: PD-L1 y PD-L27%, Su funcion principal es el mantenimiento de la
tolerancia inmunologica periférica, para mantener la respuesta de células T dentro de un
rango fisiologico. PD-L1 y PD-L2 se expresan en presencia de mediadores
inflamatorios como IFNy”’. Ademas, el PD-1 se encuentra ampliamente expresado en

los linfocitos T reguladores, y se ha reportado que en presencia de su ligando podria

aumentar su proliferacion’®. Cuando PD-1 se une a uno de sus ligandos, envia una sefial
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inhibidora para atenuar la activacion celular al bloquear la sefializacion del TCR”. El
bloqueo de PD-1, o PD-L1, por tanto, contribuiria a una reactivacion de los linfocitos T
citotoxicos CD8+.

Para conseguir el bloqueo farmacoldgico de la unién de PD-1 con su ligando PD-L1 se
han desarrollado tanto farmacos anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) como anti-PD-
L1 (atezolizumab, durvalumab, avelumab). El primero en ser aprobado por parte de la
FDA fue nivolumab para melanoma metastasico en el afio 2014% y posteriormente para

CPCNP en 20158,

\

Célula
tumoral Linfocito T

Figura 5. Union de PD-1 con sus ligandos

A continuacion, se detalla una tabla con todos los inhibidores de punto de control

aprobados hasta octubre de 2019.
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Farmaco Indicacién Afio de aprobacion FDA
CTLA-4 Ipilimumab Melanoma 2011
Melanoma (adyuvancia) 2015
Melanoma pediatrico 2017
Ipi + nivo Melanoma BRAF wt 2015
Melanoma any BRAF 2016
Cancer renal 2018
Cancer colo-rectal MSI-high 2018
PD-1 Nivolumab Melanoma 2014
CPCNP 2015
Cancer renal 2015
Linfoma de Hodgkin 2016
Ca escamoso de cabeza y cuello 2016
Carcinoma urotelial 2017
Cancer colo-rectal MSI-high 2017
Carcinoma hepatocelular 2017
Melanoma (adyuvancia) 2017
CPCP tercera linea 2018
Pembrolizumab Melanoma 2014
CPCNP 2015
Ca escamoso de cabeza y cuello 2016
Linfoma de Hodgkin 2017
Carcinoma urotelial 2017
Cancer gastrico y de la UGE 2017
Cancer colo-rectal MSI-high 2017
Céncer de cérvix 2018
Linfoma B de células grandes 2018
CPCNP (+ quimio) 2018
Carcinoma hepatocelular 2018
Carcinoma de células de Merkel 2018
Melanoma (adyuvancia) 2018
Cancer renal (+ axitinib) 2019
Ca escamoso de cabeza y cuello 2019
CPCP segunda linea 2019
Carcinoma de eséfago 2019
Carcinoma de endometrio (+lenvatinib) 2019
PD-L1 Atezolizumab Carcinoma urotelial 2016
CPCNP 2016
Céncer de mama triple negativo 2019
CPCP primera linea (+ quimio) 2019
Avelumab Carcinoma de células de Merkel 2017
Carcinoma urotelial 2017
Cancer renal 2019
Durvalumab Carcinoma urotelial 2017
CPCNP 2018

Tabla 1. Inhibidores de punto de control. Se describen los diferentes fArmacos aprobados, y sus indicaciones por
afio de aprobacion. MSI, microsatellite instability; wt, wild-type; Ca, carcinoma; UGE, unién gastro-esofagica.
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Toxicidad de los inhibidores de punto de control

A pesar de que los nuevos inhibidores de punto de control han cambiado el paradigma
del tratamiento del cancer con resultados sin precedentes, no estan exentos de toxicidad.
Los efectos adversos (EA) relacionados con estos tratamientos ocurren por un defecto
de la tolerancia inmune a consecuencia de la pérdida de la inhibicioén de las células T.
Estos EA pueden aparecer en cualquier 6rgano, pero lo hacen de manera mas frecuente
a nivel digestivo, dermatologico, hepatico o endocrino. En la mayoria de los casos, los
EA relacionados con la inmunoterapia son reversibles y manejables cuando se hace un
diagnostico precoz, pero en algunos casos pueden llegar a ser fatales®? 34,

Los puntos de control inmunolégicos (CTLA4, PD-1) modulan la respuesta inmune a
diferentes niveles: mientras que CTLA4 controla el alcance de la respuesta inmune en
estadios tempranos de la activacion de células T, PD-1 actia en etapas mas tardias,
limitando la activacion T en tejidos periféricos®®®’. Estas diferencias podrian, en parte,
explicar los diferentes perfiles de toxicidad de cada uno de los inhibidores, segin sea su
diana terapéutica. De hecho, la incidencia de EA severos (grados 3-5) en relacion al uso
de ipilimumab puede llegar al 30% mientras no asciende del 15% con los agentes anti-
PD-1; cuando se combinan ambas terapias la cifra puede aumentar hasta un 55%58.

Los inhibidores de CTLA4 se han relacionado mas con colitis, hipofisitis y rash,
mientras que los anti-PD-1 con neumonitis, alteraciones tiroides, artralgias y vitiligo®-
1. Cabe destacar que se ha observado que la toxicidad secundaria al bloqueo de CTLA4
es dosis dependiente, cosa que no ocurre con el bloqueo de PD-1%.

Se han reportado casos de toxicidad neuroldgica, aunque estos EA ocurren en menos del
5% de los pacientes®®, siendo el sintoma mas frecuente la cefalea. Se pueden dar casos

de neuropatia periférica (sensitiva o motora), pero en menos del 1% de los

pacientes®>?. Otros cuadros neurologicos que se han reportado en forma de toxicidad
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secundaria a la inmunoterapia son casos de miastenia gravis y sindrome de Guillain-
Barré?*%>, Por 1ltimo, casos de toxicidad a nivel central incluyen meningitis aséptica,

encefalitis autoinmune, encefalopatia posterior reversible y mielitis transversa®®-92697,

Racional del rol de la inmunoterapia en el CPCP

Algunas caracteristicas propias del CPCP lo hacen un candidato prometedor para

evaluar tratamientos con inmunoterapia®®.

Sindromes paraneoplasicos

Existe evidencia acumulada que propone que el sistema inmunoldgico tiene un papel

fundamental en la fisiopatologia del CPCP%-1%1

. Se ha considerado un tumor muy
inmunogénico, y esto se debe sobre todo a la alta prevalencia de los sindromes
paraneoplasicos (SP), en especial los SP neuroldgicos (SPN) %2, Estos se producen
como consecuencia de la generacion de una respuesta inmune contra antigenos
neuronales que se expresan de manera ectdpica en las células tumorales pero de manera
fisiologica en el sistema nervioso central®®!%>1%4 El motivo fundamental por el que el
CPCP estda implicado en este mecanismo es que, al tener caracteristicas
neuroendocrinas, expresa diversos antigenos neuronales'®. El primero en identificar la
naturaleza inmunomediada de estos sindromes paraneoplasicos neurologicos fue el Dr.
Posner en la década de los *80s al hallar en el liquido cefalorraquideo de los pacientes
con cuadros neuroldgicos atipicos anticuerpos que se unian a antigenos onconeuronales
localizados tanto en el tumor como en las células de Purkinje!. El mecanismo
propuesto consiste en que las células tumorales apoptoticas son fagocitadas por células

dendriticas que migran hacia los ganglios linfaticos, donde se producira una activacion

tanto de células B como de células T. Los linfocitos B sufriran posteriormente una
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diferenciacion hacia células plasmaticas que se encargardan de la secrecion de
anticuerpos contra las células tumorales. Esta respuesta inmune contribuird al control
del crecimiento tumoral, pero al atravesar la barrera hematoencefélica, ejercera también
su accion contra las neuronas que comparten de manera fisiologica los antigenos

reconocidos, efectuando una respuesta inmune T CDS citotoxica contra ellas.

Barrera
hematoencefalica\

)/ g Célula tumoral

Linfocito T helper

r « L @ Linfocito T citotoxico
G T

A

Célula plasmatica

1. Cuerpos apoptéticos de las células tumorales
fagocitados por células dendriticas

2. Activacionde células By T en ganglios linfaticos © + Célula dendritica
3. Secrecion de anticuerpos contra las células

tumorales p .
4. Control del crecimiento tumoral ‘5 Cuerpo apoptotico
5. Danfo neuronal mediado por respuesta T CD8+

citotéxica

Figura 6. Secuencia de activacion de la respuesta inmune en los SPN

Los autoanticuerpos neuronales que se asocian a estos sindromes se pueden agrupar en

dos categorias!?’

. Por un lado, los anticuerpos onconeuronales, que estan dirigidos
contra antigenos neuronales intracelulares!®®; estos anticuerpos no son patogénicos per
se, sino que existe una disfuncion neuronal mediada por células T citotdxicas, que

pueden llegar a causar dafio neuronal irreversible!?%!19,

De esta manera, estos
autoanticuerpos no ejercen un efecto directo, sino que constituyen mdas bien un

surrogado de la respuesta inmune. Por otro lado, existen otros anticuerpos que estan
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dirigidos hacia proteinas ancladas en la membrana neuronal o que residen en el
complejo sindptico; estos anticuerpos generan un dano directo, provocando disfuncion
neuronal al contactar directamente con el antigeno involucrado!!!!12,

En la siguiente tabla se describen los principales autoanticuerpos neuronales

relacionados con los SPN.

Anticuerpo
Anti-Hu (ANNA-1)

Sindrome paraneoplasico
Encefalitis limbica (14%)
Degeneracion cerebelar (18%)
Neuropatia sensorial (40%)
LEMS (6%)

Opsoclonus (1%)

Tumor asociado
CPCP (93%)

113

Anti-CV2/CRMP5

Encefalitis tronco encéfalo (5%)
Degeneracion cerebelar (26%)
Neuropatia sensorial (27%)
Opsoclonus (5%)

LEMS (9%)

Miastenia gravis (3%)

CPCP (77%)
Timoma (8%)

114

Anti-Yo (PCA-1)

Degeneracion cerebelar (100%)
Opsoclonus (5%)

Céncer de ovario (47%)
Céncer de mama (25%)
C4a. de endometrio (13%)

115

Anti-Ri (ANNA-2)

Degeneracion cerebelar (50%)
Opsoclonus (36%)

LEMS (4%)

Encefalitis tronco encéfalo (71%)

CPCP (24%)
Céncer de mama (43%)
CPCNP (24%)

116

Anti-Tr

Anticuerpos contra antigenos
intracelulares

Encefalitis limbica (4%)
Degeneracion cerebelar (96%)

Linfoma Hodgkin (100%)

117

Anti-Mal/Ma2

Encefalitis limbica (71%)
Degeneracion cerebelar (5%)

Carcinoma testicular (55%)
CPCNP (21%)

118

Anti-Anfifisina

Encefalitis limbica (6%)
Degeneracion cerebelar (17%)
Neuropatia sensorial (22%)
Opsoclonus (9%)

LEMS (8%)

CPCP (59%)
Céncer de mama (35%)

119

Miastenia gravis (100%)

Anti-GAD65 Encefalitis limbica (33%) CPCP (26%) 107,120
Degeneracion cerebelar (6%) CPCNP (12%)
Opsoclonus (6%) Ca neuroendocrino (26%)
Anti-Sox1 LEMS (64%) CPCP (43%) 121
@ Anti-NMDA Encefalitis limbica Ovario/Teratoma (94%) 122
§ &E Anti-VGKC Encefalitis limbica (71%) CPCP (21%) 123
§ § Encefalitis tronco encéfalo (19%) Timoma (21%)
& < Degeneracion cerebelar (8%) ADC prostata (17%)
? ®  Anti-VGCC Degeneracion cerebelar (16%) CPCP (98%) 123
2 g LEMS (100%)
5 %ﬁ Anti-AchR Encefalitis limbica (<10%) Timoma (100%) 124
]

Tabla 2. Autoanticuerpos relacionados con SPN (entre paréntesis, porcentaje de pacientes positivos para el

anticuerpo correspondiente que desarrolla el cuadro clinico, y porcentaje de casos de cancer especifico en el que se
encuentra positividad del anticuerpo). ANNAI, anti-neuronal nuclear antibody type 1; Cv2/CRMPS, crossveinless-
2/collapsing response mediated protein 5; PCA, Purkinje cell antibody; ANNA2, anti-neuronal nuclear antibody type
2; anti-GAD, anti-glutamate acid decarboxylase antibody; NMDA, N-methyl-D-aspartic; VGKC, voltage gated
potassium channel; VGCC, voltage gated calcium channel; AchR, acetylcholine receptor.
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Como se ha comentado previamente, el CPCP es el tumor que mas se asocia a los SPN.
En un estudio longitudinal multicéntrico se incluyeron 968 pacientes diagnosticados de
un SPN!97 de los cuales un 92% se asocio a un tumor. El tumor que mas
frecuentemente se asocid fue el CPCP, acumulando casi un 40% de los casos. Dentro de
los pacientes diagnosticados con CPCP, la incidencia de SPN se ha estimado en series
pequeiias, obteniendo una frecuencia del 2-3%!2>127, Sin embargo, un estudio mas
detallado involucrando neurélogos de Gozzard y cols., evalud la aparicion de SPN en
264 pacientes con CPCP, hallando una prevalencia del 9.1%!2%, sugiriendo que existen
numerosos casos que no se diagnostican. En la mayoria de los casos (entre en 65 y el
70%) los sintomas neurologicos secundarios al sindrome paraneoplésico aparecen antes

de la deteccion del tumor!2%-130,

Relacién con habito tabaquico

Se estima que el cancer de pulmon asociado a tabaco se desarrolla tras haber fumado
aproximadamente 50 paquetes-afio (esto es, por ejemplo, 1 paquete diario durante 50
afos, o bien 2 paquetes diarios durante 25 afios)!?!. Las alteraciones mas habituales que
diferencian la poblacion no fumadora de la fumadora son mutaciones en 7P53 y KRAS.
Asimismo el espectro mutacional en estos pacientes es mucho mas amplio!>134,

En 2010 se publico un estudio '3° donde realizaban secuenciacion masiva del ADN de
una linea celular derivada de una metastasis de médula 6sea de CPCP, para analizar las
firmas mutacionales generadas por la exposicion a los carcindgenos del humo del
tabaco. Identificaron mas de 22,000 mutaciones somaticas, de las cuales 134 se
encontraban en exones codificantes. Posteriormente en 2013 se reportd que el CPCP

presentaba una de las cargas mutacionales tumorales (TMB, en sus cifras en inglés) mas

elevadas (después del melanoma, del CPCNP y del cancer de vejiga), con dos firmas
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mutacionales validadas, una de las cuales se encontraba presente también en otros
tumores asociados al tabaco!*.

Por tltimo, en 2015 se publicaron los datos de secuenciacion masiva donde se analiz6 el
perfil genomico de 110 muestras de CPCP. En este estudio se corrobord la elevada
TMB, con una media de 8.62 mutaciones no-sinonimas por megabase de ADN
analizado'®’,

En diferentes estudios en cancer urotelial, melanoma y CPCNP se ha observado una
asociacion entre una elevada TMB y una mayor eficacia a la inmunoterapia'*8-!44. En el
contexto del CPCP, el ensayo clinico Checkmate 032'%° evalu¢ la eficacia de nivolumab
en monoterapia y en combinacion con ipilimumab en enfermedad metastdsica
refractaria a tratamiento de primera linea. En un subanalisis posterior de este estudio 46
se realizo la secuenciacion del exoma de las muestras de los pacientes para ver si en
CPCP se cumplia la relacion entre la carga mutacional y la eficacia de la inmunoterapia.
Se observo que en los pacientes tanto tratados con nivolumab en monoterapia como con
la combinaciéon con ipilimumab, que presentaban un TMB elevado, se obtenia una
respuesta objetiva superior (21.3% y 46.2%, respectivamente) que en aquellos pacientes
con una TMB media (6.8% y 16%, respectivamente) o baja (4.8% y 22.2%,
respectivamente).

En conclusion, el CPCP se relaciona intimamente con el consumo tabaquico, que a su
vez le confiere una alta carga mutacional, factor que se relaciona con una mejor

respuesta al tratamiento con inmunoterapia en los datos retrospectivos disponibles.

Inmunoterapia en el CPCP

En los ultimos diez afios se ha evaluado la eficacia de la inmunoterapia en el CPCP con

diferentes fArmacos y en diferentes esquemas de tratamiento. El primer ensayo clinico
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(EC) que lo hizo incluia tanto pacientes con CPCP como con CPCNP con enfermedad
avanzada, pero contaba con capacidad para poder analizar ambas cohortes de pacientes
por separado'*’. Se randomizaba a los pacientes para que recibieran quimioterapia
(platino + paclitaxel) con placebo o con ipilimumab en dos modos diferentes:
concomitante con la quimioterapia, o de manera secuencial. Se observo que la adicion
de ipilimumab (se manera secuencial) ofrecia un aumento en la SG en pacientes que
recibian ipilimumab tras la quimioterapia, pero la diferencia con el brazo control no
alcanz¢ la significacion estadistica. Posteriormente, el fase III confirmatorio, especifico
para CPCP fue negativo al no poder demostrar un beneficio ni en SG ni en SLP al
afiadir ipilimumab a la quimioterapia estandar (PE)'#%. Sin embargo, casi paralelamente
a este Ultimo ensayo clinico, un EC fase II ¥ de un unico brazo que evaluaba
ipilimumab en combinacién con PE en primera linea de tratamiento, report6 una SG que
ascendia hasta los 17 meses. Estos ensayos plantearon la premisa de que habria algunos
pacientes con CPCP que se benefician de la inmunoterapia con ipilimumab.

En 2013 se comenzaron a reclutar pacientes para el Checkmate-032'%°. En este ensayo
se trataron un total de 216 pacientes con nivolumab en monoterapia o con la
combinacion de nivolumab e ipilimumab en dos diferentes dosis en pacientes con
enfermedad refractaria al doblete de platino. En un andlisis preliminar se observd una
SG a los dos afios de un 14% en la cohorte de pacientes tratados con nivolumab en
monoterapia, y de un 26% en pacientes tratados con nivolumab + ipilimumab!>’. Esto
llevo a la inclusion de nivolumab con o sin ipilimumab como una recomendacion de
tratamiento de segunda linea en las guias americanas de oncologia de la NCCN en 2017.
Posteriormente, basdndose en las respuestas duraderas observadas en este mismo EC en
el subgrupo de 109 pacientes tratados con nivolumab a 3mg/kg (tasa de respuesta del

11.9% y una duracién de respuesta de 6 meses o mas en el 77% de los pacientes, y de
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12 meses o0 mas en el 62% de los pacientes), se obtuvo la aprobacion de nivolumab en
tercera linea por parte de la FDA.

Posteriormente se testd nivolumab en otros dos ensayos clinicos, ambos negativos. El
Checkmate-331 fue un EC fase III que evalu6 nivolumab en segunda linea de
tratamiento en comparacion con el tratamiento estdndar (topotecan)'>! y no pudo
cumplir el objetivo primario de SG. Sin embargo, la presencia de algunos largos
supervivientes con respuestas duraderas a nivolumab apoyaba el papel de este farmaco
en segunda linea de tratamiento. El otro EC fue el Checkmate 451'%2 que evalud el
papel de la inmunoterapia en mantenimiento tras una primera linea de tratamiento.
Consistia en dos brazos de tratamiento tras quimioterapia estandar: nivolumab +
ipilimumab vs nivolumab monoterapia. No hubo diferencias entre ambos brazos.
Pembrolizumab se ha evaluado en cuatro EC en CPCP. El primero fue un basket trial'>
en el que se trataron 16 pacientes con CPCP PD-L1+ con pembrolizumab en
monoterapia en segunda linea de tratamiento. Se obtuvo una tasa de respuesta del 25%
con respuesta duraderas de mas de 4 meses. Tras este estudio se llevo a cabo el Keynote
15834, evaluando pembrolizumab en monoterapia y estratificando los pacientes seglin
la expresion de PD-L1. En los pacientes con PD-L1 positivo se observd una SG de 14.6
meses y una tasa de respuesta del 37.5%, mientras que en el subgrupo de pacientes PD-
L1 negativo la SG fue de 7.7 meses, con una tasa de respuesta del 6%. Posteriormente

un pequeiio fase I1'5°

con 26 pacientes con CPCP testd pembrolizumab en segunda linea
de tratamiento en combinacion con paclitaxel obteniendo una tasa de respuesta del 23%.
Por tultimo, se llevd a cabo un EC fase II con pembrolizumab de mantenimiento en
aquellos pacientes que no habian progresado a PE en primera linea. Este fue negativo,

con una SLP de 1.4 meses!'*S. Recientemente, al analizar los 83 pacientes con CPCP

incluidos en los EC Keynote 028 y Keynote 158, se observé una tasa de respuesta del
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29%, con un 61% de los pacientes que mostraron una duracion de respuesta superior a
18 meses. Estos datos motivaron la aprobacién de Pembrolizumab en segunda linea de
tratamiento en CPCP por parte de la FDA!®7,

El anti-PD-L1 atezolizumab fue evaluado en dos ensayos clinicos en CPCP. El primero
fue un fase II que comparaba atezolizumab vs topotecan en segunda linea de tratamiento
y fue negativo, con una TR del 2.3% vs 10% respectivamente!®. El segundo EC fue el
IMpower-133*7, un fase III que evaluaba la adicion de atezolizumab a quimioterapia
estandar (PE) frente a placebo en primera linea de tratamiento. Se observé una SG de
12.3 meses en los pacientes que habian recibido atezolizumab + quimioterapia y de 10
meses en aquellos que habia recibido quimioterapia sola, y esta diferencia fue
estadisticamente significativa; la SLP fue de 5.2 meses vs 4.3 meses respectivamente.
La tasa de respuesta fue de 60.5% vs 64.4% respectivamente. Este resultado llevo a la
aprobacion de este esquema de tratamiento como primera linea en CPCP por parte de la
FDA y EMA, consiguiendo cambiar el estandar de tratamiento por primera vez en mas
de 35 afios.

El otro anti-PD-L1 que se estd testando en CPCP es durvalumab; actualmente se ha
llevado a cabo un EC fase III de tres brazos comparando durvalumab +/- tremelimumab
(anti-CTLA4) concomitante con quimioterapia vs quimioterapia sola en primera linea
de tratamiento. Recientemente se han reportado los datos correspondientes a la
comparativa entre el grupo de durvalumab + quimioterapia vs quimioterapia sola!>®. En
el brazo de la combinatoria se observo una SG de 13 meses, frente a 10.3 meses en el
grupo de quimioterapia sola, y estd diferencia fue significativamente estadistica; la

supervivencia media a los 18 meses fue de 34% vs 25% respectivamente.
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‘ Ensayo clinico Fase Linea Tratamiento N ‘ Resultados
Reck y cols. Ipilimumab + Platino + Paclitaxel OS 12.9m vs 9.9
NCT00527735 I Ira . . 130 | P=0.13

Placebo + Platino + Paclitaxel
2008
Arriola y cols. PFS 6.9m, OS 17m
NCTO01331525 II Ira  Ipilimumab + PE 39
2011
Ezci‘(o);:g:;m Il ira |pilimumab+ Platino-Etopdsido 1132 I?:Sogén e
Placebo + Platino-Etoposido
2011
Checkmate- ORR 11.9% nivo, 23%
032 VI 2/3era Nivolumab +/- Ipilimumab (1 or 3 216 Fliyo-ipi 3, 18% nivo-
NCT01928394 mg/kg) ipi 1
2013
Checkmate- OS7.5vs 84
331 Nivolumab vs P=0.11
NCT02481830 & 2da topotecan/amrubicina 569
2015
‘('fshleckmate- Mantenimiento con nivolumab \(?ssp?éie\‘t])if 6 (nivoripi
NCT02538666 I lera lmg/kg + ipilimumab 3mg/kg or 834 0S 104 vs 9.6 (nivo
2015 nivolumab 1mg/kg vs placebo vs placebo)
Keynote-028 ORR 25%
NCT02054806 Ib 2da  Pembrolizumab en CPCP PD-L1+ 16
2014
Keynote-158 ORR 18.7% (37.5% en
NCT02628067 II 2da  Pembrolizumab 107 | los PD-L1+ y 6% en
2015 los PD-L1-)
MISP-MK3475 ORR 23.1%
NCT02551432 II 2da  Pembrolizumab + Paclitaxel 26
2015
Gadgeel y cols. Negative
NCT02359019 1I lera  Pembrolizumab mantenimiento 45 | PFS 1.4m, OS 9.6m
2015
IFCT-1603 . ORR 20.9% vs 65%
Atezolizumab
NCT03059667 I 2da Topotecan 73
2017
INl\g?r(:)V;;Z;:; M lera ‘rtezolizumab + Platino-Etopsido |, 1?:50.1026?; o
Placebo + Platino-Etoposido
2016
Caspian Durvalumab + Tremelimumab + OS 13 vs 10.3m
NCT03043872 PE p=0.0047
2017 & lera Durvalumab + PE 988
Placebo + PE
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Biomarcadores de respuesta a inmunoterapia

Los inhibidores de punto de control han demostrado ser eficaces y aportar un beneficio
en CPCP tanto en monoterapia y en combinacion, como asociados a quimioterapia. Sin
embargo, por un lado, este beneficio se observa solo en un grupo de pacientes, y por el
otro, en determinados casos se han asociado a un perfil de toxicidad especifico: por eso
la determinacion de marcadores tanto predictivos de respuesta como de toxicidad es
fundamental. En particular, ipilimumab solo o en combinaciéon con nivolumab, ha
demostrado en los diversos estudios afiadir beneficio y contribuir a la existencia de
largos supervivientes. Sin embargo, su desarrollo en esta patologia estd en duda debido

a las dificultades de identificar los pacientes que se benefician de esta estrategia.

Biomarcadores asociados con eficacia

Existen multiples biomarcadores potenciales de beneficio frente a ipilimumab y agentes

anti-PD-1/PD-L1 que se han reportado en diferentes estudios.

Recuento de células sanguineas circulantes

Linfocitos. En diferentes estudios se ha observado que en pacientes tratados con anti-
CTLA4 se produce un aumento de los linfocitos circulantes!'®®, y que esto se asocia con
mejores respuestas al tratamiento en pacientes con melanoma’ !, De hecho en un
estudio realizado en cooperacion entre Holanda y el Reino Unido, se observé que cifras
elevadas de linfocitos circulantes antes de empezar el tratamiento, se relacionaban con

una SG mas prolongada!®?

. En otro estudio, en pacientes con melanoma tratados con
ipilimumab se observo que una disminucion del ratio neutréfilo/linfocito por debajo de

la media durante el curso de tratamiento, se relacionaba con una mejor SG'®3.
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Neutroéfilos. Se ha observado que en pacientes con melanoma tratados con ipilimumab,
cifras elevadas de neutrdfilos antes de iniciar el tratamiento se correlacionan con una
peor SG164165,
Eosinofilos. Los datos referentes a la relacion entre el recuento de eosinofilos y eficacia
de la inmunoterapia difieren entre los diferentes inhibidores. En una cohorte de
pacientes con melanoma tratados con ipilimumab se observé que un recuento bajo de
eosinofilos antes de iniciar el tratamiento se asociaba con una SG superior!®, Sin

embargo en pacientes tratados con pembrolizumab, un recuento bajo de eosindfilos se

relaciono con una peor supervivencia'®’,

Fenotipado de PBMCs (células sanguineas circulantes periféricas)

Células T CD4+ ICOS" . ICOS es un receptor co-estimulador presente en las células
T'8. Se ha observado un aumento de células T CD4+ ICOSM tanto en sangre periférica
como en el microambiente tumoral en pacientes con cancer de vejiga, de mama y de
prostata tratados con inhibidores de CTLA4!%°-'7!. En una pequefia cohorte de 6
pacientes con cancer de vejiga, se ha reportado que niveles mantenidos de CD4+ ICOS™
durante el tratamiento con ipilimumab se asociaba con mejores respuestas y una SG mas
prolongada!’?.

Células T reguladoras. Los datos relativos a la modulacion de los porcentaje de Tregs
y su asociacion con eficacia en pacientes tratados con ipilimumab son
contradictorios!”. Por un lado, algunos estudios demostraron un descenso de Tregs
tanto circulatorios como peritumorales tras tratamiento con ipilimumab!7%!74175,

mientras que otros no evidenciaron esta variacion!’>!76:177_ Por otro lado, si bien algunos

estudios reportaron que el descenso de los Tregs tras tratamiento con ipilimumab se
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asociaba a una mejor supervivencia!’®, otros estudios asociaban un aumento de la SLP
con un aumento en el niumero de estos'”.

Monocitos CD16+. En un andlisis de las PBMCs de 29 pacientes con melanoma
tratados con ipilimumab se evalu6 si la cantidad de monocitos tenia relacion con datos
de eficacia'®®. Se observo que ipilimumab era capaz de estimular monocitos CD16+ (y
no los monocitos clasicos CD14+CD16-) que a su vez eran capaces de provocar una
deplecion de las células T CD4+ reguladoras. Estos hallazgos se relacionaron con una
mejor respuesta al tratamiento.

Células mieloides supresoras. Las células mieloides supresoras (MDSC, en sus
iniciales en inglés) constituyen una estirpe celular heterogénea que se expande bajo
estados patologicos como puede ser una infeccion o el cancer y que tienen una funcion
supresora, sobretodo sobre células T'®!. Se ha demostrado en diversos estudios que en
pacientes tratados con ipilimumab, existe una reduccion en el recuento de las MDSCs
tras el tratamiento!”®!82, En pacientes con melanoma tratados con el anti-CTLA4 se
observd que en aquellos pacientes donde habia una reduccion de MDSCs tras

tratamiento tenian una SG'**!% y una SLP mads prolongadas'”.

Diversidad del repertorio de células T

En un estudio con 12 pacientes con melanoma metastasico tratados con ipilimumab se
analiz¢ el espectro de receptores TCR y se observo que una mayor diversidad de células
T antes del tratamiento se relacionaba con una mayor tasa de respuesta'®®. Otro estudio
que evaluaba pardmetros similares en pacientes con melanoma y cancer de prostata,
reportd que una estabilidad en el clonotipo del receptor TCR, antes y después del

tratamiento con anti-CLTA4 se asociaba con una mejor supervivencia'®,
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Respuesta celular y humoral frente a antigenos tumorales

El antigeno NY-ESO-1 es un antigeno tumoral que se encuentra en diferentes tumores
solidos!'®’. Se ha observado que la presencia de anticuerpos dirigidos contra NY-ESO-1
en pacientes con melanoma antes de iniciar tratamiento con ipilimumab, se asociaba con
una mejor respuesta al tratamiento. Por otro lado, los pacientes que eran seropositivos
para el antigeno, alcanzaban una mayor SG si se detectaban células T CD8+ dirigidas

frente a este!®8.

Receptor soluble CD25
El CD25 esta presente en las Tregs y es la proteina receptora de IL-2!%. Se ha
observado que pacientes tratados con ipilimumab eran resistentes al tratamiento cuando

presentaban niveles altos de CD25 soluble pre tratamiento!®°.

Citoquinas

Las citoquinas cumplen un papel fundamental en el estado de activacion inmunitaria y
algunas de ellas han demostrado tener un papel pronodstico en CPCNP'°L192. En
pacientes con melanoma tratados con ipilimumab, se ha observado que unos valores

basales elevados de CXCL11 se asociaban a peores respuestas!®.

Lactato deshidrogenasa (LDH)
En diferentes estudios en pacientes con melanoma metastasico se ha visto que una LDH
sérica elevada antes de iniciar el tratamiento con anti-CTLA4 se asociaba a una

resistencia al tratamiento!¢1-162:194,
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Proteina C Reactiva (PCR)

La PCR es un marcador de carga tumoral y se ha relacionado con el pronostico de
diversos tipos de canceres'®®. En un estudio retrospectivo se observo que pacientes con
melanoma tratados con ipilimumab (n=196) presentaban una mejor OS si se detectaba
una PCR dentro de cifras normales antes de iniciar el tratamiento. En otro estudio se
observd que una descenso de las cifras de PCR en relacion al inicio del tratamiento con

ipilimumab se relacionaban con una mejor SLP y OS en melanoma avanzado'”®.

Linfocitos infiltrantes
La presencia de linfocitos infiltrantes de tumor es un factor de buen prondstico en varios

tipos de canceres!?®!1%7

. En pacientes con melanoma metastasico, un aumento en el
recuento de linfocitos peritumorales se ha relacionado con una mejor tasa de respuesta
en pacientes tratados con ipilimumab!®® y con pembrolizumab'®. En biopsias post-
tratamiento con ipilimumab, un aumento de granzima B (proteasas -citotoxicas

contenidas en granulos de linfocitos T CDS8 efectores) se relacion6 con respuesta al

tratamiento en pacientes con melanoma metastasico'®.

Carga mutacional tumoral

El término ‘carga mutacional tumoral’ (TMB) hace referencia al nimero de mutaciones
no-sindnimas presentes en el exoma de un tumor'*S. La cantidad de éstas es
proporcional a la generacion de péptidos inmunogénicos y por eso se relaciona con la
respuesta de los inhibidores de puntos de control inmunolégicos en los tumores. Los
primeros estudios que demostraron una relacion entre una elevada TMB y respuesta a
inmunoterapia evaluaba pacientes con melanoma metastasico y observaron que aquellos

pacientes que presentaban un beneficio duradero a ipilimumab presentaban una TMB
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200.201 - pogsteriormente se vieron asociaciones similares en

pre-tratamiento superior
pacientes con CPCNP tratados con Pembrolizumab®*?. Tras estas observaciones
iniciales en melanoma y CPCNP, se fueron reportando asociaciones significativas entre
una elevada TMB y respuesta a inhibidores de punto de control en diversos tipos de
canceres 41203, Concretamente en CPCP, como se ha mencionado previamente, se ha

observado que la eficacia de nivolumab con y particularmente con ipilimumab

aumentaba en pacientes con una elevada TMB!46,

Expresion de PD-L1

Expresion tumoral. El mecanismo de accion de los farmacos anti-PD-1 y anti-PD-L1
ha llevado a varios grupos a intentar determinar si la expresion de PD-L1 en el tumor se
correlacionaba con la eficacia de los inhibidores. Se ha reportado una relacion entre la
expresion de PD-L1 y la respuesta frente a inhibidores de PD-1 en melanoma y CPCNP
204205 Aunque se ha estimado que la expresion de PD-L1 en células tumorales en CPCP
es baja, diferentes estudios han reportado porcentajes que van desde 2.5 a 51.8%200-20%,
En el Checkmate 032'%°, donde se evalud nivolumab en monoterapia o en combinacion
con ipilimumab en CPCP con enfermedad diseminada refractario a tratamiento, se
observd una expresion de PD-L1 del 17%. En este estudio no se observd una
correlacion entre PD-L1 en el tumor y respuesta a inhibidores de punto de control. Sin
embargo, en un fase Il con pembrolizumab en mantenimiento en CPCP con enfermedad

diseminada!>®

, se observo que aquellos pacientes con expresion de PD-L1 tenian una
SG maés prolongada; en este estudio en lugar de llevar a cabo la evaluacion de PD-L1
mediante el sistema de puntuacion de células tumorales (tumor proportion score)??, se

utilizd un sistema de puntuacion combinado (combined proportion score), que se basa

en el namero de células PD-L1 positivas (incluyendo tumor, linfocitos y macrofagos),
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en relacion al nimero total de células tumorales®!?, Esto podria explicar las diferencias
en el valor predictivo de PD-L1.

Expresion PD-L1 en linfocitos circulantes. En pacientes con melanoma tratados con
ipilimumab, una expresion elevada de PD-L1 en células T CD4+ y CD8+ se asociaron

con una peor SLP y SG?!!.

Indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO)

La IDO es una enzima que degrada el triptofano®!?; se ha observado que tiene una
accion inmunosupresora al disminuir la proliferacion de células T?!3. Se ha reportado
una asociacion entre la expresion de IDO en tumor y respuesta a ipilimumab en

melanoma metastasico!s.

Perfiles de expresion génica

Se ha observado que el tratamiento con anti-CTLA4 induce un perfil de expresion
génica relacionado con la proliferacion de células T '8, Al analizar el transcriptoma de
45 pacientes con melanoma, se observé que un patrén relacionado con genes inmunes

era predictivo de respuesta a ipilimumab?!'4.

Microbiota intestinal

En los ultimos afios se ha documentado que la microbiota intestinal tiene un efecto
sobre la respuesta anti-tumoral?'>. En modelos de ratones con sarcoma, melanoma y
cancer de colon se ha observado que el bloqueo de CTLA-4 no era efectivo en aquellos
ratones libres de gérmenes, o bien en aquellos ratones que habian sido tratados con
antibidticos de amplio espectro previamente?!S, Esta falta de respuesta anti-tumoral se

solventaba por transferencia de Bacteroides Fragilis o mediante células T especificas
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frente a este germen. Sin embargo, en un estudio con 26 pacientes con melanoma
metastasico tratados con ipilimumab analizaron la composicion de la microbiota y
observaron que los pacientes con un predominio de Faecalibacterium genus en las
muestras previas a iniciarse el tratamiento tenian una mejor SLP y SG que aquellos con

un predominio de Bacterioides?!”.

Toxicidad secundaria a inmunoterapia como predictor de respuesta
Se han publicado diferentes trabajos que sugieren que la aparicion de EA relacionados
con la inmunoterapia se podria asociar a respuesta al tratamiento con ipilimumab?!8-22!,

Sin embargo, esta asociacion no es directa, y existen muchos pacientes que responden al

tratamiento sin sufrir EA%22,

Biomarcadores asociados con toxicidad

Interleukina-17 (IL-17)

En un estudio con 52 pacientes con melanoma tratados con ipilimumab, se observaron
13 casos de colitis. En estos pacientes, los valores de IL-17 fueron significativamente
superiores durante el evento de colitis, y la resolucion del cuadro se asocid a una

normalizacidn de sus valores?%3.

Perfil de expresion génica
Un aumento de la expresion de CD177 y CEACAMI, marcadores de activacion de
neutrdfilos, en pacientes con melanoma tratados con ipilimumab, se asocid a EA

gastrointestinales inmunomediados?**.
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Microbiota intestinal
En un estudio de 26 pacientes con melanoma metastésico, se ha observado que aquellos
pacientes con una microbiota enriquecida con Firmicutes antes de iniciar el tratamiento

con ipilimumab, tenian una probabilidad mas alta de desarrollar colitis?!’.

Importancia de los marcadores en sangre periférica en CPCP

Uno de los mayores problemas en el diagnodstico del CPCP es el acceso limitado al
tejido tumoral, dado que se diagnostica a partir de pequenas biopsias o citologias en mas
del 90% de los casos??°. Tras el diagndstico inicial, el tejido remanente la mayoria de las
veces es escaso, lo cual constituye una limitacidn para analisis subsiguientes. Una
evidencia de este hecho es el tejido disponible para andlisis de biomarcadores en
ensayos clinicos con inmunoterapia en CPCP. Por ejemplo, Hellmann y cols.!46
analizaron la TMB en muestras de tumor del EC Checkmate 032!%°: solo el 61% de los
pacientes tenian disponible muestras pareadas de tumor y sangre, y de estos solo el 86%
fue apto para andlisis (por lo tanto, s6lo el 53% del total). Por este motivo, la busqueda
de biomarcadores en sangre periférica tiene un especial interés en el CPCP.

Con el estudio de muestras de sangre periférica se logra también, desde una perspectiva
técnica, la obtencion de muestras de una manera poco cruenta y de manera repetida en
el tiempo a lo largo de la enfermedad. Por otro lado, desde una perspectiva mas
académica, se puede obtener una vision amplia del efecto del tumor sobre el sistema

inmunolégico.
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Ensavo clinico ICE

La relevancia de este ensayo clinico dentro del actual proyecto radica en que sus
resultados fueron los que llevaron a la formulacion de la hipdtesis que se describe a
continuacion. Las muestras de los pacientes del ensayo clinico ICE forman parte del
sustrato que se analizard en el trabajo de la tesis actual y serdn un punto de partida
fundamental para realizar las comparaciones correspondientes e inferir las conclusiones.
El ensayo clinico ICE (Ipilimumab-Carboplatino-Etoposido) '#° fue el primer estudio en
el que se evaluaron marcadores de respuesta a inmunoterapia en CPCP. Fue un ensayo
fase II de un brazo unico que incluyd 42 pacientes con CPCP con enfermedad
diseminada que aiin no habian recibido tratamiento. El objetivo era evaluar la eficacia y
toxicidad de la combinacion de ipilimumab (10 mg/kg) con carboplatino y etopodsido.
Posteriormente se llevd a cabo un analisis exploratorio para la busqueda de
biomarcadores tanto de respuesta como de toxicidad, mediante la evaluacion de
autoanticuerpos en suero (autoanticuerpos anti-membrana y anti-nucleares).

Se observo que con la combinacion de quimioterapia con ipilimumab se obtenia un
beneficio, pero a cambio de una gran toxicidad. Se observaron EA grado 3 relacionados
con ipilimumab en el 69% de los pacientes; el 8% de los pacientes experimento un EA
neurologico relacionado con ipilimumab. Dos pacientes sufrieron sintomas neuroldgicos
que imitaban un SPN, en forma de encefalopatia y sindrome cerebelar, respectivamente.
Se observo que aquellos pacientes que habian presentado EA de grado 3 o superior
relacionados con ipilimumab tenian una peor supervivencia, aunque esta asociacién no
alcanz¢ la significacion estadistica.

En este estudio se ha identificado un subgrupo de pacientes largos supervivientes (>12

meses, incluyendo pacientes con supervivencias superiores a 30 meses) que contrasta
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con la mediana de supervivencia de 9 meses en esta poblacion tratada con
quimioterapia.

Por ultimo, en el analisis de biomarcadores se observd que en los pacientes donde se
detectaba por lo menos la presencia de un autoanticuerpo en suero, tenian una tendencia

a una mejor respuesta.
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Hipaotesis

El tratamiento con ipilimumab ha demostrado eficacia en forma de largos
supervivientes en pacientes con CPCP avanzado. Sin embargo, su aplicacion clinica en
esta enfermedad esta en duda debido a los ensayos clinicos negativos en poblacién no
seleccionada. La identificacion de biomarcadores de beneficio de ipilimumab en CPCP
nos permitird la adecuada seleccion de pacientes para dicho tratamiento, pudiendo
ofrecer ipilimumab a los pacientes que se beneficiaran de manera relevante y
minimizando de esta manera un coste en toxicidad e ineficacia en los pacientes que no
se benefician. El uso de muestras de sangre periférica permitird llevar a cabo esta
valoracion de una manera eficiente, comoda y con posibilidad de aplicaciéon en el

seguimiento y en la deteccion de resistencias.

Objetivo principal

Caracterizacion de los eventos inmunologicos diferenciales en pacientes con CPCP
tratados con quimioinmunoterapia (carboplatino + etopdsido + ipilimumab) con
beneficio del tratamiento vs aquellos sin beneficio en muestras seriadas, y su

comparacion con pacientes tratados con quimioterapia sola (carboplatino + etopdsido).

Objetivos concretos:

1. Evaluacion de la prevalencia de los AAN en CPCP y estudio de su modulacion
en pacientes tratados con quimioinmunoterapia y con quimioterapia sola
2. Analisis de la correlacion de la presencia de AAN con beneficio del tratamiento,

toxicidad y supervivencia global.

39



Tesis doctoral — Max Hardy-Werbin

40

Evaluacion de los niveles basales séricos de citoquinas inmunomoduladoras en
CPCP y estudio de la modulacion de estas en pacientes tratados con
quimioinmunoterapia y con quimioterapia sola.

Andlisis de la asociacion de los niveles de citoquinas y sus variaciones con
beneficio del tratamiento, toxicidad y supervivencia global.

Evaluacion de las diferentes subpoblaciones linfocitarias periféricas en CPCP y
su modulacién en pacientes tratados con quimioinmunoterapia y con
quimioterapia sola.

Andlisis de la asociacion entre la modulacion de las subpoblaciones periféricas
de linfocitos T y células NK, y supervivencia en CPCP.

Evaluacion de la asociacion entre el fenotipo linfocitario periférico y toxicidad

por ipilimumab en CPCP.
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Poblaciones del estudio

Cohorte hospital del Mar (cohorte 1)

En esta cohorte se incluyen 47 pacientes con CPCP tratados con quimioterapia
convencional, reclutados en el contexto de proyectos de investigacion del Hospital del
Mar. Se han recogido muestras de sangre periférica previo al inicio del tratamiento, en
el momento de la respuesta al tratamiento y a la progresion de la enfermedad. Se

dispone de muestras de suero y plasma.

Cohorte ensayo clinico ICE (cohorte 2)

El ensayo ICE, incluye 37 pacientes con CPCP diseminado tratados con carboplatino +
etopdsido + ipilimumab. En el ensayo se han recogido muestras de sangre periférica
previo al inicio del tratamiento con ipilimumab y secuencialmente durante la evolucién

de la enfermedad. Se dispone de muestras de suero, de plasma y de PBMCs.

Cohorte prospectiva hospital del Mar (cohorte 3)

Desde octubre de 2016 en el hospital del Mar se ha iniciado la recogida de muestras
seriadas de suero, plasma y PBMCs de pacientes con CPCP metastasico tratados con
quimioterapia convencional, en el momento del diagnostico, a la respuesta al
tratamiento y a la progresion de la enfermedad. En el momento de la elaboracion de este
documento se han reclutado 31 pacientes, y se han obtenido datos de supervivencia de

16 de ellos.
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Analisis de biomarcadores

Deteccion de autoanticuerpos en sangre periférica

Se ha utilizado la técnica de inmunoensayo en linea que permite la deteccion simultanea
y en una sola reaccidon de anticuerpos contra numerosos antigenos mediante un Kit
comercial (RAVO kit™) que permite identificar una bateria de autoanticuerpos
tipicamente detectables en CPCP (anti-HuD, anti-Yo, anti-Ri, anti-CV2/CRMPS5, anti-

Amphiphysin, anti-Mal, anti-Ma2, SOX1 yGAD65).

Estudio de citoquinas en sangre periférica

Se ha utilizado un kit de ensayo multiplex de Merck Millipore (Cytokine Human
Magnetic 10-Plex Panel) para la plataforma de tecnologia Luminex xMAP que
cuantifica GM-CSF, IFNy, IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa y MIPla

en suero o plasma humanos.

Andlisis fenotipico de PBMCs

Se ha disefiado un panel de marcadores para el fenotipado de PBMCs mediante
citometria de flujo. Se aislaron las células circulantes inmunolédgicas para centrarse en la
deteccion de poblaciones linfocitarias efectoras, reguladoras y NK, mediante un panel
de anticuerpos que incluye CD3, CD4, CDS8, CD45, Foxp3, CD25, CD103, Tim-3,
Ki67, HLA-DR, CD56, NKG2C, NKG2A, NKG2D, CD137, PD-1, CTLA, CD57 y
vOT.

La tincion se llevo a cabo en PBMCs criopreservadas. Tras la descongelacion las
células se incubaron con un marcador de viabilidad durante 30 minutos. Tras el bloque
con inmunoglobulina G humana durante 20 minutos, se llevo a cabo la tincion de

marcadores de membrana durante otros 20 minutos. Tras cada incubacion se realizaron
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dos lavados con PBS 1X. Posteriormente se fijaron las células mediante el kit de
permeabilizacion Foxp3 Fix/Perm para realizar la tincidon de los marcadores
intranucleares durante 30 minutos. Tras cada incubacion se realizaron dos lavados con
buffer especial de lavado para tinciones intranucleares segin las recomendaciones del
fabricante. La deteccion de las células se llevd a cabo con tecnologia de citometria
digital equipada con 4 laseres y 16 detectores (BD LSRFortessa analyser). Para la

adquisicion se utilizo el software Diva, y para el andlisis de datos, el FlowJo X.
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Primera parte: analisis de autoanticuerpos

Articulo 1.
Titulo:
Assessment of neuronal autoantibodies in patients with small cell lung cancer treated

with chemotherapy with or without ipilimumab

Autores:
M. Hardy-Werbin, O. Arpi, A. Taus, P. Rocha, D. Joseph-Pietras, L. Nolan, S. Danson,

R. Griffiths, M. Lopez-Botet, A. Rovira, J. Albanell, C. H. Ottensmeier, E. Arriola

Resumen:

El objetivo de esta primera parte del proyecto era evaluar las diferencias en la presencia
o no de autoanticuerpos neurolégicos (AAN) entre pacientes tratados con quimioterapia
sola (cohorte 1) y con quimioterapia e ipilimumab (cohorte 2), y evaluar la relacion de
estos hallazgos con beneficio en supervivencia.

Del total de los pacientes evaluados, 12 presentaban CPCP con enfermedad localizada
al diagnoéstico de la enfermedad. De estos, el 75% tenian la presencia de ANN en las
muestras basales, frente a un 50% de pacientes con enfermedad diseminada (p = 0.096).
Esta tendencia se replico para la presencia de anti-Sox1 de manera individual (58.3% vs
33.3%; p = 0.092), pero no para la presencia de anti-HuD y anti-Yo.

Al estudiar la asociacion de AAN con datos de supervivencia, se observo que aquellos
pacientes en los que se detectaba la presencia de al menos un AAN al diagndstico
presentaban una mayor supervivencia global [14.8 meses (m) vs 12.1 m; p= 0.089]. Esta

asociacion se mantuvo al analizar individualmente los pacientes tratados con

51



Tesis doctoral — Max Hardy-Werbin

quimioterapia (15.1 m vs 11.7 m; p =0.032), probablemente debido a la prevalencia en
esta cohorte de pacientes con enfermedad localizada.

Posteriormente se segregaron los pacientes entre aquellos con reactividad a 1 AAN
frente aquellos con reactividad frente a 2 AAN o maés. Se observo que la presencia de
solo 1 AAN frente a 2 o mas en pacientes tratados con quimioinmunoterapia, se
asociaba con una supervivencia libre de progresion superior (7.3 m vs 5.5 m; p= 0.005).
La deteccion de multiples reactividades de AAN, sin embargo, no se asocidé a ningun
tipo de reaccion adversa provocada por ipilimumab (colitis, astenia, rash) ni a eventos
neuroldgicos.

Por ultimo, se analiz6 la variacion del titulo sérico de AAN en las muestras seriadas y
su asociacion con beneficio del tratamiento. De los 45 pacientes con deteccion basal de
AAN, el 93% presentd una respuesta inicial al tratamiento, y en el 60% de estos se
evidencié una bajada del titulo de NAA. Del resto de los pacientes que no presentaron
una respuesta inicial al tratamiento, todos sufrieron un ascenso en el titulo del
anticuerpo (p=0.080). En cuanto a supervivencia, un aumento en el titulo de AAN en
pacientes tratados con quimioterapia convencional se relaciond con un aumento de la
supervivencia libre de progresion (12 m vs 6.9m; p=0.016), y un descenso o
estabilizacion del titulo de AAN al final del tratamiento se relacioné con un aumento de
la supervivencia global (18.5m vs 12.3m; p=0.049), independientemente del tratamiento
recibido. No se observaron cambios diferenciales en el titulo de AAN con la adicion de

ipilimumab al tratamiento en las muestras seriadas.
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ABSTRACT

Small-cell lung cancer (SCLC) is often associated with paraneoplastic syndromes. To assess the role of anti-
neuronal autoantibodies (NAAs) as biomarkers of treatment outcome, we assessed NAAs in serial samples
from SCLC patients treated with chemoimmunotherapy compared to chemotherapy alone. We evaluated
2 cohorts: in cohort 1 (C1), 47 patients received standard platinum/etoposide, and in cohort 2 (C2), 38
patients received ipilimumab, carboplatin and etoposide. Serum samples at baseline and subsequent time
points were analyzed for the presence of NAAs. NAAs were detected at baseline in 25 patients (53.2%) in
C1 and in 20 patients (52.6%) in C2 (most frequently anti-Sox1). NAA at baseline was associated with
limited disease (75% vs 50%; p: 0.096) and better overall survival (15.1 m vs 11.7 m; p: 0.032) in C1.
Thirteen patients (28.9%) showed 2 or more reactivities before treatment; this was associated with worse
PFS (5.5 m vs 7.3 m; p: 0.005) in patients treated with chemoimmunotherapy. NAA titers decreased after
therapy in 68.9% patients, with no differential patterns of change between cohorts. Patients whose NAA
titer decreased after treatment, showed longer OS [18.5 m (95% Cl: 15.8 — 21.2)] compared with those
whose NAA increased [12.3 m (95% Cl: 8.1 - 16.5; p 0.049)], suggesting that antibody levels correlate to
tumor load. Our findings reinforce the role of NAAs as prognostic markers and tumor activity/burden in
SCLC, warrant further investigation in their predictive role for immunotherapy and raise concern over the
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use of immunotherapy in patients with more than one anti-NAA reactivity.

Introduction

Small-cell lung cancer (SCLC) accounts for approximately 15%
of all lung cancer."* Although robust and often dramatic clini-
cal responses are achieved with platinum-based first-line treat-
ment, recurrence/progression usually occurs early and is
resistant to available treatments.” Outcomes in patients with
stage IV disease remain poor with a median overall survival
that rarely exceeds one year."*

Immunotherapy has led to a paradigm-shift in the treatment
of solid tumors.>® SCLC seems a particularly attractive target
for immunotherapy. Paraneoplastic neurological syndromes
(PNSs) are common in SCLC and are characterized by anti-
cancer immune responses, which become clinically visible by
off-tumor immune consequences against neuronal antigens,
ectopically expressed by cancer cells and physiologically by the
normal nervous system.” The better cancer specific survival
outcomes in patients with autoimmune disease points to a pro-
tective effect, linked to these cross-reactive immune
responses.>” Moreover, high mutational load has been linked

to benefit from immunotherapy'® and SCLC falls into this cate-
gory,>'"'? most likely as a result of the tight association with
tobacco smoking. Therefore, harnessing the immune system to
fight SCLC seems a potentially promising strategy, although
the best approach is currently uncertain.

Ipilimumab is a fully human immunoglobulin G1 monoclo-
nal antibody that blocks CTLA-4", and has been tested in
SCLC. A phase II trial,"* showed a trend to improved overall
survival with phased ipilimumab added to a platinum doublet.
However, the confirmatory phase III trial '* comparing ipilimu-
mab and chemotherapy vs chemotherapy did not confirm bet-
ter overall survival after chemoimmunotherapy. More recently,
anti-PD-1 agents have also been tested in SCLC. Nivolumab
(alone and in combination with ipilimumab) showed antitumor
activity in SCLC patients with relapsed disease.'® In a phase I
trial, Pembrolizumab use led to objective responses greater
than 30% of patients.'”

Nonetheless, the majority of patients with SCLC do not
benefit from checkpoint inhibitors and the absence of

CONTACT Dr.E. Arriola @ earriola@parcdesalutmar.cat @ Medical Oncology Department, Hospital del Mar, Passeig Maritim de la Barceloneta, 25-29, 08003

Barcelona, Spain.
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predictive biomarkers for patient selection may have con-
tributed to negative trial results.'> Additionally, clinically
relevant autoimmune toxicity has been reported, including
severe neurological PNS'*'®'® increasing the level of cau-
tion that is needed when investigating immunotherapy in
SCLC. PD-L1 immunohistochemical expression, which is
predictive for benefit from modulation of PD1/PDL1 in
Non-Small Cell Lung cancer, does not appear to correlate
with outcome in SCLC.'*'7 A confounding effect for the
evaluation of PD-L1 status in the tumor is limited access to
tissue due to small biopsy material or cytology diagnostic
specimens, a well-recognized problem in SCLC."” Therefore,
the need to develop predictive biomarkers remains an
urgent priority in SCLC.

With the aim of identifying potential biomarkers, we previ-
ously performed an exploratory analysis of the phase II ICE
trial with a single cohort of patients treated with chemotherapy
and ipilimumab. In this single arm study, positivity of autoanti-
bodies at baseline was associated with improved outcomes.'®

In the current study we added a ‘control’ cohort treated with
standard chemotherapy in order to assess the predictive vs.
prognostic role of the neuronal autoantibodies. We also ana-
lyzed changes in autoantibody detection during treatment to
evaluate the potential utility of serial sampling.

Results
Patients’ characteristics and outcomes

We included 85 SCLC patients: 47 treated with standard chemo-
therapy (cohort 1 herein) and 38 with standard chemotherapy plus
ipilimumab (cohort 2 herein). Patients’ characteristics are shown
in Table 1. The main differences between both cohorts were that
cohort 1 (Cl1) included more men (74.5% vs 65.8%), 25% patients
had limited stage and 15% patients presented with performance
status (PS) 2 versus none in cohort 2. None of the patients had any
neurological symptoms at diagnosis.

Objective response rate (ORR) was 93.6% in C1 and 81.6%
in C2. Median progression free survival (PFS) was 6.8 months
(m) (95% CI: 6.1-7.6) in C1 and 6.9 m (95% CI: 6.3-7.6) in C2
(p = 0.847). Overall survival (OS) was 13.3 m (95% CI: 10.1-
16.5) in C1 vs 17 m (95% CI: 4.5-29.5) in C2 (p = 0.987).

Table 1. Patients’ characteristics.

Cohort 1 Chemotherapy Cohort 2 Chemotherapy +
N =47 Ipilimumab N = 38

Gender

Female 12 (25.5%) 13 (34.2%)

Male 35 (74.5%) 25 (65.8%)
Age

Mean 62.6 62.5

Range (45 - 86) (44 - 84)
PS

0 26 (55,3%) 11 (28.9%)

1 14 (29,8%) 21 (55.3%)

2 7 (14,9%) 0

NA 0 6 (15.8%)
Stage

- 12 (25,5%) 0

I\ 35 (74,5%) 38 (100%)

PS: performance status; NA: not available

Table 2. Univariate analysis for overall survival including both cohorts (Log-Rank
test).

95% Confidence interval

Clinical variables 0S (months) Lower Upper p-value

Gender
Male 12.1 7.7 16.5 0.960
Female 15.4 1.4 19.3

Age
< 60 154 10.3 204 0.651
> 60y 122 9.5 15.7

PS
0 154 1.7 19.1 0.019
Tor2 9.2 6.6 11.8

Stage
-l 237 1.9 35.6 0.003
v 121 8.9 153

Response to 1 line treatment
No 6.2 54 7.1 < 0.001
Yes 15.1 12 18.2

PS: Performance status; OS: Overall survival; y: years

When we selected patients with stage IV in C1, OS was 11.7 m
(95% CI: 7.6 - 15.7).

We assessed the impact of clinical variables on survival.
Table 2 illustrates the association between clinical variables and
OS combining both cohorts. PS:0 vs. PS>0 (p = 0.019), limited
stage (p = 0.003) and response to first line chemotherapy
(p<0.001) were associated with a significantly improved sur-
vival (Table 2).

Neuronal autoantibody detection

Neuronal autoantibodies (NAA) were detected at baseline in 25
patients (53.2%) in Cl and in 20 patients (52.6%) in C2. In
both cohorts, the most prevalent autoantibody was anti-Sox1
(38.3% in C1 and 34.2% in C2), followed by anti-HuD and
anti-Yo (Table 3, Fig. 1 - left).

Globally, 13 patients out of the 45 with baseline NAA
(28.9%) showed 2 or more reactivities at any time-point (Sup-
plementary Table 1); of these, 11 patients (24.5%), had 2 or
more types of autoantibody at baseline. Eight patients (17.8%)
in C1 showed 2 or more reactivities; one of these patients was
positive at baseline for anti-Sox1, but became also positive for
anti-Yo after 3 cycles of chemotherapy. Five patients (11.1%) in
C2 showed 2 or more reactivities; one of these patients was pos-
itive at baseline for anti-Yo, and became also positive for anti-
Gad65 after 8 weeks of treatment. Anti-Yo and Anti-Sox1
detection were associated with another NAA in 7/12 patients
(58.3%) and 9/32 patients (28.1%), respectively. One patient
showed reactivity for 4 NAA: anti-Sox1, anti-amphiphysin,
anti-Ri and anti-HuD. In Fig. 1 (right) we illustrate the differ-
ent multi-reactivities of NAA in patients of both cohorts.

Association between neuronal autoantibodies and clinical
characteristics and outcomes

We next evaluated the association of the detection of NAA with
clinical variables. Of 12 patients with limited stage, 9 patients
(75%) had detectable NAAs at baseline versus 36/72 (50%) of
patients with stage IV disease (p = 0.096). This trend was also
observed for anti-Sox1 where 7/12 (58.3%) of patients with
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Table 3. Neuronal autoantibody detection at baseline.

Cohort 1 Chemotherapy Cohort 2 Chemotherapy
N =47 + Ipilimumab N = 38

Anti-Sox1

Positive 18 (38.3%) 13 (34.2%)

Negative 29 (61.7%) 24 (63.2%)

NA 0 1 (2.6%)
Anti-Yo

Positive 8 (17%) 3 (7.9%)

Negative 39 (83%) 34 (89.5%)

NA 0 1 (2.6%)
Anti-HuD

Positive 4 (8.5%) 4 (10.5%)

Negative 43 (91.5%) 33 (86.8%)

NA 0 1 (2.6%)
Anti-Gad65

Positive 3 (6.4%) 2 (5.3%)

Negative 44 (93.6%) 35(92.1%)

NA 0 1 (2.6%)
Anti-Ri

Positive 2 (4.3%) 0

Negative 45 (95.7%) 37 (100%)

NA 0 1(2.6%)
Anti-CV2

Positive 0 1 (2.6%)

Negative 47 (100%) 36 (94.7%)

NA 0 1 (2.6%)
Anti-Amphiphysin

Positive 0 1 (2.6%)

Negative 47 (100%) 36 (94.7%)

NA 0 1 (2.6%)
Anti-Ma1

Positive 0 0

Negative 47 (100%) 37 (100%)

NA 0 1 (2.6%)
Anti-Ma2

Positive 0 0

Negative 47 (100%) 37 (100%)

NA 0 1(2.6%)

NA: not available

limited stage had detectable anti-Sox1 at baseline compared to
24/72 (33.3%) patients with stage IV (p = 0.092). The presence
of anti-HuD and anti-Yo did not show any correlation with
stage. There was no association between sex, age or PS and
detection of neither any baseline NAA nor specific
autoantibodies.

ONCOIMMUNOLOGY €1395125-3

We assessed the association of NAAs with clinical outcomes.
In patients with pre-treatment NAAs we observed a trend for
better overall survival when both cohorts were analyzed together
[14.8 m (95% CI: 10.6-19) vs 12.1 m (95% CI: 8.2-16); p: 0.089].
In patients treated with chemotherapy alone, this association was
significant [15.1 m (95% CI: 10.2-20) vs 11.7 m (95%CIL: 7.5-
15.9); p = 0.032] (Fig. 2). This association was lost when the
analysis was restricted to stage IV patients and was not observed
in patients from C2. No effect from baseline autoantibody pres-
ence was observed on objective response rates or PFS (Table 4).

We then tried to gain insight whether the breadth rather
than simply examining presence or absence of reactivity against
NAAs might link to outcomes. We segregated patients with
reactivity to exactly one, as opposed to >1 NAA. Unexpectedly,
the presence of only 1 NAA vs >1 NAA was associated with
better PFS [7.3 m (95% CI: 5.9-8.6) vs 5.5 m (95% CI: 2.8-8.2);
p = 0.005] in patients treated with chemo-immunotherapy
(Fig. 3); a trend was also visible in OS [12.3 m (95% CI: 4.7-
19.9) vs 7.9 m (95% CI: 4.9-11); p = 0.180]. No such associa-
tion was observed in the chemotherapy only cohort. The detec-
tion of multiple vs. single reactivities was not associated with
ipilimumab-related adverse events in cohort 2 (colitis, fatigue
and rash) nor neurological events.

We then evaluated the association between NAA against indi-
vidual antigens and clinical outcomes. In patients treated with
ipilimumab and chemotherapy, OS was 7.8 m (95% CI 2.2-13.4)
when anti-Yo was positive, and 17 m (8.7-25.4) when it was neg-
ative (p = 0.015); PES was 4.3 m (95% CI: 2.5-6) when anti-Yo
was positive, and 6.9 m (95% CI: 6.4-7.5) when anti-Yo was neg-
ative (p = 0.081). No other associations were observed between
other individual NAAs and clinical outcomes.

In the multivariate analysis in C2 for OS, including poor PS
and lack of response to first line treatment, having 2 or more vs
1 NAA, remained independently associated with poor outcome
(HR: 3.4; p-value: 0.033).

Titers of NAA change upon response to treatment

We quantified the titers of NAAs at each time point (Supple-
mentary Fig. 1). Overall in 31 (68.9%) of the 45 patients with
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Figure 1. Neuronal autoantibodies prevalence in patients with SCLC. On the left, percentage and absolute numbers of neuronal autoantibody detected at baseline in each
cohort. In the center, Benn's diagrams illustrating the different NAA multi reactivities in patients from both cohorts. On the right we show the combination of NAA with 2,
3 or 4 reactivities. Numbers at the intersection of Benn’s diagrams are number of patients with that combination.
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Figure 2. Overall survival in patients treated with chemotherapy alone (n = 47)
with or without any baseline NAA.

NAAs at baseline, titers decreased after treatment initiation
(Fig. 4). In 22 out of these (48.9%), titers remained lower than
baseline at the 3™ time point (progression) and in 9 patients
(20%) they increased again. In 6 patients (13.4%), titers
increased after treatment; of these, 2 patients (4.5%) main-
tained higher titers at progression and in 4 patients (8.9%) titers
decreased. Autoantibody titers remained unchanged in 2
patients (4.5%). Variable patterns of change were observed in
the 6 (13.4%) remaining patients (example shown in Supple-
mentary Fig. 2).

We then assessed the correlation between the pattern of
change of NAAs and response to treatment. Of 45 patients
with baseline NAA, 42 (93.3%) responded to treatment while 3
(6.7%) did not. At progression, 25 (59.5%) of previous treat-
ment responders showed an ongoing decrease in NAA; all 3
primary non-responder patients showed an increase of titer of
NAA (p = 0.080).

Next, we evaluated the correlation between survival and evo-
lution of NAA’s titers. In patients treated with chemotherapy
alone, those whose NAAs increased from baseline to first
response assessment (N: 6), showed a longer PFS [12 m (95%

Table 4. Objective response rate, progression free survival and overall survival in
patients with at least 1 baseline positive NAA vs those with no detectable NAAs.

ORR PFS 0s

Cohort 1

NAAs+ 96% 7.4 m (6.2-8.6) 15.1 m (10.2-20)

NAAs- 91% 6.2 m (5.5-7) 11.7 m (7.5-15.9)

p-value 0.451 0.279 0.032
Cohort 2

NAAs+ 90% 6.9 m (6.6-7.2) 123 m (5.3-19.3)

NAAs- 93% 6.9 m (2.7-11.1) 17 m (0-36.1)

p-value 0.635 0.762 0.796

ORR: objective response rate; PFS: progression free survival; OS: overall survival;
NAAs: neuronal autoantibodies; +: positive; -: negative
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Figure 3. Progression free survival in patients treated with ipilimumab plus che-
motherapy with presence of 1 NAA vs 2 or more (n = 20).

CI: 11.4-12.6)] compared to those showing a decrease in titers
(N: 15) [6.9 m (95% CI: 6.1-7.6)] (p: 0.016). This difference was
not observed in the chemoimmunotherapy cohort. Patients of
both cohorts, whose NAA had decreased or remained stable at
the end of the treatment (third time point) showed an OS of
18.5 m (95% CI: 15.8 - 21.2) and those whose NAA had
increased showed an OS of 12.3 m (95% CI: 8.1 - 16.5; p:
0.049). When analyzed separately by treatment, this trend was
present in the ipilimumab plus chemotherapy [18.5 m (95% CI:
9.1-27.8) vs 9.5 m (95% CI: 7.0-12.0); p: 0.143] and in the che-
motherapy alone group [17.2 m (95% CI: 12.4-22.1) vs 12.6 m
(95% CI: 8.3-17); p: 0.090].

Discussion

SCLC is an aggressive disease with poor outcome. Tumor-asso-
ciated immunological events have been classically described in
SCLC in the form of paraneoplastic syndromes, which clinically
lead to neurological adverse events.”® Autoantibodies directed
to neuronal antigens abnormally expressed in the tumor are
detected in patients with PNS and are used as a diagnostic tool
in this setting.’"** NAAs have been described to be immune
effectors of neurological dysfunction in the case of membra-
nous antigens (i.e. calcium channel antibodies).”” Intracellular
antigens may also be subject to a cytotoxic T-cell response,
where the accompanying antibody production may not be
per se pathogenic.”**” Notably, a proportion of patients have
detectable NAAs in absence of neurological symptoms,
although generally at lower titers. Dalmau et al. had previously
reported a prevalence of around 16% of SCLC patients without
neurological PNS who have detectable titers of anti-Hu.*®
Around 1% of positivity of anti-HuD was reported in patients
diagnosed of PNS.*** In a more recent study, Gozzard et al.
found 9.6% of SCLC patients without neurological PNS with
positivity for anti-Hu, but when testing also for other NAAs
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Figure 4. Changes in autoantibody titers at different time-points in both cohorts. A: Patients treated with chemotherapy, whose NAA titers decreased after treatment was
started. B: Patients treated with chemotherapy and ipilimumab, whose NAA titers decreased after treatment was started. C: Patients treated with chemotherapy, whose
NAA titers increased after treatment was started. D: Patients treated with chemotherapy and ipilimumab, whose NAA titers increased after treatment was started.

(Sox2, HuD, Gad65, Amphyphisin, Ri, Cv2, Ma2 and Yo), 41%
patients harbored at least one NAA.”® Consistent with these
observations and in line with previous evidence, 53% of our
patients had detectable levels of at least one NAA and none
had neurological symptoms.*>***> All but one patient with
positive detection of anti-HuD, showed lower titers of NAAs in
comparison with the patient with known anti-HuD related
PNS (positive control) (data not shown).

Consistent with previously reported series,”>*° in the current
study anti-Sox1 was the most prevalent tumor-associated NAA.
Unexpectedly, anti-Yo was the second most prevalent NAA;
although it is usually associated with ovarian and breast cancer,
it has also been described in lung cancer.***> Moreover, anti-
Gad65, usually linked to autoimmune diabetes,’® was detected
in 3 patients in Cl and in 2 patients in C2. None of these
patients had a history of type 1 diabetes in our study. It could
be argued that these detections could be due to technical issues
with the immune-blot assay. However, this method has been
used in previous studies and shows good performance in
‘screening’ settings such as our work.””*® Furthermore, the fact
of having serial samples for the same patient allowed us to use
these as internal controls for the positive cases (Supplementary
Fig. 1).

The presence of NAAs has been linked to early stages and in
turn to better outcome.”***** The concomitant cytotoxic T
cell response*”**** might contribute to a degree of tumor con-
trol, sparing the immune privileged nervous system.**** In the
case of SCLC-associated PNS, the diagnosis of the neurological
disease often antedates that of the tumor,’*** suggesting that
the immune system is able to detect the presence of SCLC
before the cancer develops metastases.”>*® This concept is also
supported in other studies where the presence of

autoantibodies was independently associated with earlier
stages.””*” Accordingly, in our series we observed a trend
towards an association of NAAs (specifically anti-Sox1) with
earlier stage.

When we analyzed the presence of multiple against single
NAA reactivities, we observed that 28% of patients had more
than one reactivity. This is consistent with previous literature.
In a large series of 60,000 subjects with suspicion of PNS, 553
(0.9%) were positive for any NAA *'; among these, 31% had
more than 1 autoantibody. Intriguingly, in our series, patients
with multiple reactivities had a significantly shorter PFS and
OS when treated with the combination of chemotherapy and
ipilimumab. The presence of coexisting autoantibodies reflects
a multifaceted response to the different inmunogenic onconeu-
ral proteins expressed in tumors. The impact of multiple vs.
single reactivities has not been reported previously. Although
small numbers are included in this analysis, if multiple reactiv-
ities reflected heterogeneity within the tumor and consequently
subclonal T cell responses, it has been described that check-
point inhibitor treatment might be less effective in this sce-
nario,”* but this is hypothesis generating and requires
validation.

We analyzed the patterns of change in NAA titers in
patients treated with chemotherapy vs. those treated with che-
moimmunotherapy. In most patients the NAA titers decreased
after initiation of therapy. We note that the addition of ipilimu-
mab to chemotherapy did not appear to affect this outcome;
this is in contrast with boosting of humoral response to vacci-
nation against infectious agents that has previously been
reported * and also to the effect of ipilimumab on tumor-spe-
cific T cells that appear to be induced de novo.”® Our data are
in line with clinical observations in patients with cancer-
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associated PNS, where in treatment-responders antibodies can
decrease or even normalize.”">* In a series of 50 cancer patients
with PCD and at least one NAA, Shams’ili et al. report resolu-
tion of PCD in 9/42 patients (21.4%) after successful tumor
treatment.”> In 5 neurological responder patients where the
authors evaluated changes in NAA-titer no consistent pattern
was observed. Additional immunosupressants for PNS may
have also confounded the interpretation in this study. In
patients with anti-Yo related PNS, antibody titers decreased
after surgical removal of the tumor without resolution of the
neurological symptoms.”*>> Overall NAA levels appear to
decrease following removal of tumor antigen; the observation
of worsening PNS with disease recurrence’>*® and increase risk
of relapse in HPV+ patients whose HPV antibodies persist®”
both support this conclusion. Whether levels of NAA are
important clinically or simply ‘bystanders’ of cellular immune
consequences of treatment is uncertain.

An intriguing question arises over the location of the anti-
body forming cells that drive the production of NAA. More
widely in oncology, for example in patients with thymoma,
improvement of paraneoplastic myasthenia is observed after,
and is the clinical aim of surgical thymectomy. These data point
to the production of antibody within the tumor microenviron-
ment and there is indeed an emerging literature that identifies
B-cells and tertiary lymphatic structures as common constitu-
ents in the cancer mass in a wide variety of solid tumors.”®*®' In
contrast, persistence of the neurological paraneoplasia in some
cases even after radiological complete removal of cancer by
treatment both in thymomas and SCLC suggests that the anti-
body forming cells may not be located in the cancer tissue
(only) in all cases. In line with this, one immunohistochemical
study assessing the presence of T and B-cells in SCLC surgical
specimens, demonstrated a small numbers of B-cells infiltrating
the tissue with 40% of cases with absence of this cell subtype,*
although this might change in extensive disease. Moreover, we
cannot rule out here that the SCLC chemotherapy may have
also removed B-cells that are producing the NAA irrespective
of the effect on tumor load.

Consistent with the concept that removal of immunogen is
linked with a decrease in antibody titer, we observed a trend to
a longer OS in those patients whose titer of NAA decreased
progressively after treatment with chemotherapy; this was irre-
spective of whether ipilimumab was administered.

Intriguingly however, our data also raise the possibility
of a quite different immunological consequence: subgroup
analysis of the small number of patients with increasing
titers after initiation of chemotherapy identified a longer
than median PFS; this raises the question of whether
enhanced immune response due to intracellular antigen
exposure after cytotoxic chemotherapy may lead to a better
T-cell response and in turn to increased antibody produc-
tion. A dataset in melanoma reported by the Wolchok
group is consistent with this concept, as the presence or
development of antibodies and T-cell responses to NyEsol
appeared to identify a group of patients, who did well after
ipilimumab treatment.”> We conclude that further detailed
studies are needed, which link the humoral responses and
cellular responses in cancer patients, both after standard
treatment and immunotherapy.

In summary, we were able to confirm the prognostic role of
NAA probably related with disease control in early stage
derived from tumor directed immune response. To our knowl-
edge, we demonstrate for the first time that treatment with ipili-
mumab combined with chemotherapy in SCLC does not induce
differential changes in NAA titers and their levels appear to
mainly reflect the disease burden. The predictive role of NAAs
and B cell immune response warrants further investigation in

SCLC.

Patients and methods
Study populations

We retrospectively analyzed the data and serum from 85 SCLC
patients from two independent cohorts. The first cohort
included 47 patients with SCLC treated with first-line standard
chemotherapy (platinum - etoposide), recruited within
research projects in Hospital del Mar, Barcelona, and previ-
ously reported.***® We included patients with early and locally
advanced disease as well as stage IV patients, in order to inves-
tigate the impact of stage in the detection of NAAs. From this
series we had a control population, from age- and sex-matched
healthy donors (N: 30) to the study population. The second
cohort were patients included in the ICE trial,'"® where 38
chemo-naive stage IV SCLC patients were treated with ipilimu-
mab in combination with carboplatin-etoposide. Serum sam-
ples at baseline and subsequent time points (before, during and
after treatment) were collected from each patient. Complete
clinical data and follow up information was available for every
patient.

Sample analysis was approved for the cohort 1 by the local
ethics committee and for cohort 2 within the trial ethics
committee.

Sampling

Serum samples were collected for C1 before treatment initiation
(baseline), at first response assessment and at progression. For
C2, samples were collected at baseline, at 3 and 6 months when
feasible. All patients in C1 had 3 serial serum samples (baseline,
first response assessment and progression timepoints). Out of
the 38 patients in C2, 20 had 2, 11 had 3, and 6 had 4 serial
timepoints (all included baseline). One patient in C2 had no
available serum samples. Serum from 3 healthy volunteers was
used as negative controls and serum from a SCLC patient with
a known anti-HuD associated PNS as a positive control.

Whole blood samples were collected by standard venipunc-
ture techniques using serum separator tubes. Samples were
allowed to clot for 30 minutes at room temperature before cen-
trifugation for 10 minutes at 1000 g at 4°C. Following centrifu-
gation, the supernatant (serum) was immediately removed and
assayed immediately or aliquoted and stored frozen at —80°C
until further use.

Assessment of autoantibodies

A commercial immunoblotting assay (Ravo PNS-Blot, Ravo
Diagnostika) consisting of a membrane strip coated with the
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recombinant intracellular neuronal antigens Gad65, Sox1, Mal,
Ma2, Amphiphysin, CRMP5, Ri, Yo and HuD was used. Patient
and control sera were diluted 1:200 as established in the current
version of the instructions for use (01/2017) and processed fol-
lowing manufacturer’s protocol.

Incubated line blots were scanned and processed for
quantification with ImageJ 1.51 h (NIH). A distinctive band
corresponding to the actual position of the antigen in the
line blot was considered as a positive signal. Background
was subtracted from band intensity. This value was normal-
ized with the positive control and the percentage of varia-
tion between each time-point was calculated. A percentage
of variation of more than 5% was considered as change
(increase/decrease) of titer of NAA. Prism 6.0 (GraphPad)
was used for plot construction.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using SPSS 22.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA) and Stata/MP 14 (StataCorp LLC, Texas,
USA) together with the Statistical Assessment Service from
IMIM (Hospital del Mar). To analyze associations between cat-
egorical variables we used the Chi-square test or the Fisher’s
exact test as appropriate. Overall survival was plotted by
Kaplan-Meier method and curves were compared by the log-
rank test. Multivariate analysis was performed with the Cox
regression method. All tests were conducted at the two-sided
0.05 level of significance.

Abbreviations

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid

ICE Ipilimumab-Carboplatin-Etoposide
NAA Neuronal auto-antibody

ORR Objective response rate

(O] Overall survival

PCD Paraneoplastic cerebellar degeneration
PD-1 Programmed cell death protein 1

PFS Progression free survival

PNS Paraneoplastic neurological syndrome
pRB Retinoblastoma protein

PS Performance status

SCLC Small cell lung cancer
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Supplementary Figure 1. Example of quantification of autoantibodies in consecutives
time-points. By means of image analysis (ImageJ 1.51h), we quantified the titers of
NAA at each time point for every patient as the following examples. On the left side of
each plot, a section of an immunoblot assay showing the reactivity against a specific
autoantibody in different time-points of a given patient. On the right, plot showing the

variation of intensity of the band normalized to the positive control.
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Supplementary Figure 2. Plot showing an example of one patient (out of 6) with
different patterns of change of different NAAs.
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Resumen:

En esta parte del proyecto se ha analizado la deteccion de citoquinas en las distintas
muestras seriadas de ambas cohortes para encontrar diferencias entre pacientes tratados
con o sin ipilimumab.

Al comparar la deteccién de citoquinas en voluntarios sanos con enfermos con CPCP
(antes de iniciar el tratamiento), se observé que el nivel de la mayoria de las citoquinas,
excepto IL-6 estaban disminuidos.

Al evaluar los cambios en los niveles séricos de citoquinas a lo largo del tratamiento
comparativamente entre una cohorte y otra se observo que en la cohorte de pacientes
tratados con ipilimumab (cohorte 2), tras iniciar el tratamiento todas las citoquinas se
elevaban, mientras que en la cohorte de pacientes tratados con quimioterapia (cohorte

1), si bien mayoria de los pacientes presentaban un descenso de los titulos de citoquinas
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(GM-CSF, IFNy, MIP1a, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8), otras se elevaban o se mantenian
constantes (IL-4, IL-5, IL-10, TNFa.).

Posteriormente se analiz6 la asociacion entre la concentracion de citoquinas antes de
iniciar el tratamiento y los datos de supervivencia. Se observo que una concentracion
elevada de IL-8 se correlacionaba con una peor supervivencia global en ambas cohortes
(9.2m vs 16.8, p= 0.028 en la cohorte 1; y 5.3m vs 17m, p= 0.031 en la cohorte 2).
Asimismo, se vio que los pacientes tratados con quimioinmunoterapia que presentaban
valores basales elevados de IL-2 tenian una supervivencia mayor (30.5m vs 8m, p=
0.015) mientras que esta diferencia no se evidenciaba en aquellos pacientes tratados con
quimioterapia convencional. De manera similar, pacientes tratados con
quimioinmunoterapia que presentaban valores elevados de IL-6 y TNFa antes de iniciar
el tratamiento, presentaban una supervivencia desfavorable (9.5m vs 18.5m, p= 0.026; y
7.8m vs 18.5m, p= 0.004 respectivamente).

Por ultimo, se evalu6 si los cambios en los niveles de las citoquinas a lo largo del
tratamiento se podrian relacionar con la supervivencia. Se observd que aquellos que
presentaban un aumento de la IL-4 una vez iniciado el tratamiento tenian una peor
supervivencia si se habian tratado con quimioterapia convencional (9.5 m vs 16.3 m; p
=0.001), y una mejor supervivencia si se habian tratado con quimioinmunoterapia (18.5

m vs 8.8 m; p =0.042).
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Background. Imnmunotherapy has shown efficacy in small cell lung cancer (SCLC), but only a subset of Received 19 December 2018
patients benefits. Surrogate biomarkers are urgently needed. Our aim was to evaluate serum Th1, Th2, Revised 22 February 2019
and proinflammatory cytokines in two cohorts of SCLC patients before and during treatment with Accepted 28 February 2019
chemotherapy with or without ipilimumab and to correlate them with survival. KEYWORDS

Patients and methods. Two cohorts of SCLC patients were studied: patients treated with chemotherapy  ¢aii cell lung cancer:

(n = 47), and patients treated with chemotherapy plus ipilimumab (n = 37). Baseline, on-treatment and ipilimumab; cytokines;
after-treatment serum samples were evaluated for the presence of IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL- immunotherapy; biomarkers

10, IFN-gamma, TNF-alpha, GM-CSF, and Mip-1alpha using a Luminex assay. Differential changes in
cytokines between cohorts were analyzed. Associations between cytokine levels and their changes with
overall survival were evaluated.

Results. Patients treated with ipilimumab showed a global increase of all cytokines after treatment
initiation. A high level of IL-8 at baseline was associated with worse prognosis regardless of treatment.
Baseline increased IL-2 levels predicted sensitivity to ipilimumab, while high IL-6 and TNF-alpha pre-
dicted resistance. An on-treatment increase in IL-4 levels in patients treated with immune-chemotherapy
was associated with a better overall survival.

Conclusions. The addition of ipilimumab to standard chemotherapy in SCLC modulates the serum levels
of cytokines. Baseline levels and their change over time relate to overall survival. Blood-based biomar-
kers are convenient for patients, and our results support prospective validation of cytokines as predictive
biomarkers for ipilimumab in SCLC.

Introduction anti-PD1 agents showed a significant antitumor activity in
SCLC patients in second line of treatment, particularly when
ipilimumab is included in the regime.”

However, two more recent studies of the combination in
the maintenance and second line settings have failed to
demonstrate benefit over standard approaches.'>'’> These
failed trials have not used any biomarkers for selection of
patients with higher likelihood of benefit and unfortunately,
this may preclude these drugs to get to the clinic. Despite this,
there is a subset of patients who benefit from immunotherapy
and have long-term outcomes when this strategy is used.>’
Predictive biomarkers to select patients who will benefit from
immunotherapy are therefore urgently needed. In SCLC addi-
tionally, the limited tissue available for biomarker studies'*
makes blood-based tests particularly interesting and relevant.

Small cell lung cancer (SCLC) is the most aggressive type of lung
cancer. Platinum-based chemotherapy has been the standard of
care for the last three decades and unfortunately varying combi-
natorial systemic approaches have not improved survival."* The
substantial incidence of autoimmune paraneoplastic immune
events’ and the high tumor mutational burden* suggest that
immune modulation is a promising strategy in SCLC.”
Consistent with these concepts, immune checkpoint inhi-
bitors have shown some activity in SCLC.510 Ipilimumab,
a fully human immunoglobulin G1 monoclonal that blocks
CTLA-4,! showed a trend to improved overall survival (OS)
when combined with standard chemotherapy in a phase II
trial.® Although the confirmatory phase III failed to confirm
an improvement in OS,”> combination of anti-CTLA4 and

CONTACT Edurne Arriola @ earriola@parcdesalutmar.cat @ Medical Oncology Department, Hospital del Mar, Passeig Maritim de la Barceloneta, 25-29,
Barcelona 08003, Spain

*These authors contributed equally to this work
@ Supplemental data for this article can be accessed on the publisher's website.
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Cytokines are soluble molecular messengers with a crucial
role in immune response signaling."> While Thl cytokines
(IL-2, IFNy and TNFa) elicit cell-mediated responses, Th2
cytokines (IL-4, IL-5, and IL-10) direct the T-cell response
away from a protective Thl phenotype.'®” The Th1/Th2
cytokine balance is disrupted in malignant tumors'®>° favor-
ing an immunosuppressive microenvironment. There are pre-
liminary data supporting a prognostic role of inflammatory
cytokines such as IL-6 and IL-8 in NSCLC.*"** However, the
biological impact of cytokine levels has to date not been
evaluated in SCLC.

We analyzed serum Thl, Th2 and inflammatory cytokines
in two independent cohorts of SCLC patients treated with
standard chemotherapy with or without the anti-cytotoxic
T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) monoclonal antibody ipi-
limumab. Our goal was to evaluate if baseline levels of cyto-
kines or changes induced by therapy would predict benefit
from the addition of ipilimumab in SCLC and allow insights
into the immunological consequence of the addition of
a checkpoint inhibitor.

Results
Patients’ characteristics and outcomes

We included 84 SCLC patients. Cohort 1 consisted of 47 patients
treated with platinum - etoposide; cohort 2 included 37 patients
treated with platinum - etoposide in combination with ipilimu-
mab 10mg/kg. Patients’ characteristics are summarized in
Supplementary table S1. Cohort 1 included more men (74.5%
vs 64.9%), patients with performance status (PS) = 2 (7% vs 0%)
and patients with limited disease (25% vs 0%). Median progres-
sion-free survival (PFS) was 6.8 months (m) in cohort 1 and
6.9 m in cohort 2; median overall survival (OS) was 13.3 m in
cohort 1 and 17 m in cohort 2.

Serum Th1, Th2, and pro-inflammatory cytokines are
lower in SCLC patients than in a cohort of healthy
individuals

We evaluated pre-treatment serum cytokine levels in SCLC
patients (both cohorts combined) in comparison to healthy
volunteers. IL-1B, IL-5, Mip-1a, and TNFa were significantly
lower in SCLC patients compared with healthy volunteers
(Figure 1; Supplementary Table S2). The remaining cytokines
except IL-6 were also numerically lower in SCLC, but the
difference was not statistically significant. When we restricted
the analyses to patients with extensive disease, serum levels of
IL-1B, IL-4, IL-5, and Mip-la were significantly lower in
SCLC patients when compared with healthy volunteers.

Baseline cytokine levels correlate with age, PS, and stage

We assessed the correlation between the level of cytokines
(both cohorts) and clinical features. Baseline levels of TNFa
were significantly higher in patients over 60 years old; IL-5 was
significantly higher in patients with PS 0 vs PS 1/2, and IL-2
was significantly higher in female patients compared with male
(Supplementary Figure S1). IL-4 and Mip-1la were significantly

lower in patients with extensive disease when compared to
those with limited disease (Supplementary Figure S2).

Ipilimumab globally increases Th1, Th2, and
inflammatory cytokines

We next studied how cytokine levels changed once treatment had
been started in each cohort. Patients treated with chemotherapy
alone, showed a decrease of GM-CSF, IFNy, Mip-1a, IL-1p, IL-2,
IL-6 and IL-8 median concentration from baseline to tumor
response; TNFa, IL-5, and IL-10 showed an increase from baseline
to tumor response; and IL-4 levels showed no significant changes.
Patients treated with immunochemotherapy showed a global
increase of all cytokines assessed (IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10, IFNy, TNFa, Mip-1a, and GM-CSF) (Figure 2(a-b))
(Supplementary Table S3). These differences between cohorts
were statistically significant for all cytokines except for GM-CSF
and IL-8.

We calculated the percentages of cytokine variation from
the first to the second time-point using previously log2 trans-
formed data. A heatmap of the changes in cytokine levels after
treatment, compared to baseline is displayed in Figure 2(c). In
patients treated with immunochemotherapy, the dominant
effect is an increase in cytokine levels in contrast to
a reduction after chemotherapy alone. Consistent with this,
a principal component analysis (PCA) of fold change of
cytokine levels after treatment reveals that patients cluster
according to the treatment received (chemotherapy alone vs
immunotherapy) (Figure 2(d)).

Baseline IL-8 levels are an unfavorable prognostic marker
in SCLC regardless of treatment

We inquired whether basal levels of cytokines correlated with
survival in SCLC. In both cohorts, patients with serum IL-8
concentration above the cut-off had a worse OS. In cohort 1,
patients with baseline IL-8 above cut-off had a median OS of
9.2 m vs 16.8 m of those with lower levels (p = 0.028); in
cohort 2, patients with baseline IL-8 above cut-off had
a median OS of 5.3 m vs 17 m of those with lower levels
(p = 0.031) (Figure 3). When restricting the analyses to the
advanced disease population we obtained the same outcome.

Baseline IL-2 levels predict sensitivity to ipilimumab,
while IL-6 and TNFa predict resistance

We evaluated the potential predictive role of cytokines in
patients treated with ipilimumab. Patients treated with immu-
nochemotherapy with a serum IL-2 concentration above cut-off
at baseline, had a median OS of 30.5 m while those with lower
levels had a median OS of 8m (p = 0.015) (Figure 4(a)). In
contrast, patients with a serum IL-6 above cut-off had a median
OS of 9.5 m while those with lower levels had 18.5 m (p = 0.026)
(Figure 4(b)). Patients with a serum TNFa concentration above
cut-off had a median OS of 7.8 m while those with lower levels
had 18.5 m (p = 0.004) (Figure 4(c)). These associations were
not observed when patients were treated with chemotherapy
alone. When we restricted the analyses to the advanced disease
population, all these results were sustained. Similar results were
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Figure 1. Baseline Th1, Th2, and pro-inflammatory cytokines are lower in SCLC patients than in healthy individuals.

Dot plots showing the difference in cytokine titters between healthy volunteers (n = 30) and patients with small cell lung cancer (n = 84). Top of the grey box shows
the median value. All cytokines but IL-6 were decreased in SCLC patients when compared to a healthy population, although only in the case of IL-1B (p = 0.074), IL-5
(p = 0.0013), Mip-1a (p = 0.0007) and TNFa (p = 0.042) these differences were statistically significant. Error bars show the interquartile range. GM-CSF, Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor; IFN, interferon; IL, interleukin; MIP, Macrophage Inflammatory Protein; TNF, Tumor necrosis factor. *p < 0.05, ****p < 0.0001.
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found when the median cytokine serum level was used as a cut- Changes in IL-4 levels during treatment link to outcome
off (Supplementary Table S4). The multivariate analyses showed in SCLC

that high levels of IL-2 were independently associated with

sensitivity to ipilimumab and hich levels of IL-6 and TNFa We hypothesized that quantitative changes in cytokine levels

VI o P . & . — during treatment could be associated with survival. Patients
were independently associated with resistance to ipilimumab treated with chemotherapy alone whose IL-4 increased more
(Supplementary Table S5).
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Figure 2. Evolution of cytokines levels in patients treated with chemotherapy in combination with ipilimumab.

(a) Values correspond tomedian cytokine concentration, and p values were obtained taking into account the difference in the number of patients showing an
increase vs decrease of cytokines levels. B, baseline; R, response; P, progression (b) Bottom of green bars reflects the variation of change of cytokine concentration
from baseline to second time-point of cohort 1. Top of orange bars reflects the variation of change of cytokine concentration from baseline to second time-point of
cohort 2. (c) Hierarchical clustering of changes in cytokine levels in patients treated with chemotherapy alone (top) and immunochemotherapy (bottom). The
heatmap depicts the fold-change of cytokines from first to second time-point, where blue represents a decrease, and yellow and increase compared to baseline. The
dominant effect is of reduction of cytokines in patients exposed to chemotherapy alone, compared to an increase in patients after immunochemotherapy. (d)
Principal component analysis (PCA) showing the distribution of patients in three-dimensional space, according to changes in cytokine levels after treatment. The PCA
plot shows the clustering of patient according to treatment type (chemotherapy alone, green; immunochemotherapy, orange), visualizing similarities in patterns in
changes in cytokine levels. GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN, interferon; IL, interleukin; MIP, Macrophage Inflammatory Protein; TNF,
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Figure 3. Baseline IL-8 may be an unfavorable prognostic marker of response to ipilimumab in SCLC.
Patients treated either with chemotherapy alone or with ipilimumab harboring a high baseline IL-8 had a worse OS than those with a low baseline IL-8. mOS: median

overall survival.

than 23% from baseline to response, had a significant worse
OS (9.5 m vs 16.3 m; p = 0.001). This finding was maintained
when analyzing only the advanced patients, although it lost
statistical significance (p = 0.063). However, those treated
with immunochemotherapy whose IL-4 increased more than
32% had a significant better OS (18.5 m vs 8.8 m; p = 0.042)
(Figure 5).

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study to assess
how ipilimumab affects serum levels of immunomodulatory
cytokines in SCLC. Our access to two cohorts of patients who
were treated with either immunochemotherapy or chemother-
apy alone allowed us to assess the biological effect of the
addition of ipilimumab and to interrogate these data in the
light of clinical outcomes.

An intriguing result is the observation of concordantly
lower serum levels of multiple cytokines in SCLC patients
compared to healthy controls. In the literature we only
found three patients that had been evaluated in this way;*’
a functional study on whole blood stimulated in vitro revealed
a lower cytokine release in cells from SCLC patients, perhaps
offering an insight into the underpinning biology of our
observation.”* More data are available on circulating IL-6
levels: a study of 72 patients with SCLC identified that in
both limited and extensive disease, elevated IL6 levels could
be detected, consistent with our observation.*

The modulation of cytokine levels after treatment with
immunochemotherapy has not been previously reported in
SCLC. We found that addition of ipilimumab increased concen-
trations of the evaluated cytokines globally and appeared to
counteract the effect of chemotherapy that typically decreased
cytokines. It is recognized that SCLC cells may be the source of
cytokines and therefore successful treatment could reduce levels
as observed for the majority of cytokines. This might not be the
main source, except for IL-6, as the pretreatment levels in
patients are already lower than in healthy controls. Immune
cells are also sources of cytokines and can be affected by che-
motherapy-induced apoptosis, likely contributing to the

observed decrease. Notably, however, patients treated with che-
motherapy alone showed stabilization or increase in levels of
TNFa and Th2 cytokines. These data suggest that the important
compartment of cells contributing to the presence of these
cytokines might not be affected by chemotherapy, for example,
M2 macrophages in the tumor microenvironment.”**” In the
absence of paired samples of tumor tissue, we were unable to
evaluate this directly. Ipilimumab has previously been reported
to increase secretion of IFN-y, IL-2R, IL-12, and IL-13 from
PBMC in vitro exposure,”® consistent with its proposed release
of activated T-cells from inhibition.

Next, we explored the prognostic and predictive role of
cytokine levels at baseline and during treatment. IL-8 is
secreted by malignant cells and tumor stroma cells; anti-IL-8
antibodies have shown activity in vitro and in vivo®® and it is
being currently tested in clinical trials (NCT02536469). We
found that high baseline levels of IL-8 were associated with
worse OS regardless of treatment type. This is consistent with
previous literature and is probably a surrogate of tumor
burden as it showed a profound decrease with
chemotherapy.® Interestingly, IL-8 was minimally affected
by the addition of ipilimumab.

To evaluate the predictive value of cytokine levels after immu-
nochemotherapy, we analyzed the changes in serum concentra-
tions of each cytokine and compared the effect on outcome in
both cohorts. Although the cohorts have differences in baseline
clinical characteristics, the possibility of comparing the effects of
the combination to chemotherapy alone (standard treatment in
SCLC up to date) provided the opportunity to individualize the
effects related to ipilimumab. Only associations that were sig-
nificant for the ipilimumab treated cohort and were different
from those observed in the chemotherapy only arm, were con-
sidered predictive of ipilimumab-linked effects. For instance,
serum IL-2 behaved as a predictor of benefit to ipilimumab,
and elevated baseline levels identified patients with
a significant longer OS. No such difference was observed in
patients treated with chemotherapy alone. IL-2 is a cytokine
that promotes the proliferation of T cells, supporting the initia-
tion and maintenance of immune response.”’ Moreover, it sti-
mulates the proliferation of natural killer cells and enhances



€1593810-6 M. HARDY-WERBIN ET AL.

a Chemotherapy alone (cohort 1) - IL-2
—— |L-2 < 3.165 pg/mL (n=29)
mOS: 12.6m
= IL-2 = 3.165 pg/mL (n=14)
s mOS: 12.2m
g
e
=
2
©
g
o p=0.273
C T T T T
0 20 40 60 80
Time (months)
b Chemotherapy alone (cohort 1) - IL-6
—— IL6 <4.2 pg/mL (n=15)
mOS: 12.6m
— e L6 = 4.2 pg/mL (n=32)
R mOS: 15m
2
e
3
T
[
>
o p=0.073
T T T 1
40 60 80 100
Time (months)
¢ Chemotherapy alone (cohort 1) - TNFa
—— TNF-a <6.55 pg/mL (n=12)
mOS: 12.6m
o~ b TNF-a 2 6.55 pg/mL (n=34)
S mOS: 14.1m
g
2
=
2]
®
9]
>
© p=0222
T T T 1
40 60 80 100

Time (months)

Immunochemotherapy (cohort 2) - IL-2

- —— -2 < 1.65 pg/mL (n=20)
i mOS: 8m
- IL-2 > 1.65 pg/mL (n=15)
S 75 mOS: 30.5m
2
2
? 501
T
[
>
S sl p=0015
O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Time (months)
Immunochemotherapy (cohort 2) - IL-6
—— IL-6<3.85 pg/mL (n=17)
100+ mOS: 18.5m
~~~~~ b |L-6 = 3.85 pg/mL (n=19)
g 75 mOS: 9.5m
2
e
?® 501
T
[
>
O 25 p=0.026
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Time (months)
Immunochemotherapy (cohort 2) - TNFa
——  TNF-a<4.44 pg/mL (n=23)
100 mOS: 18.5m
= e TNF-a = 4.44 pg/mL (n=13)
S 754 mOS: 7.8m
2
e
?» 501
B
o
>
O 25 p =0.004
c T T T T |

0 10 20 30 40 50

Time (months)

Figure 4. Baseline concentrations of cytokines may predict benefit from ipilimumab in SCLC patients.

(a) IL-2 appears to predict specific benefit from ipilimumab. (b) Patients with higher levels of IL-6 present worse OS when treated with chemoimmunotherapy but not
with chemotherapy alone, suggesting a lack of benefit from ipilimumab in this subgroup. (c) Patients with higher levels of TNFa had a worse OS. This difference in

survival was not replicated in patients treated with chemotherapy alone.

their activity.”®> As the regulation of T-cell activation through
binding of CTLA4 to B7 may affect IL-2 secretion,”” the release
of this blockade with ipilimumab would increase IL-2 concen-
tration enhancing the immune response and could explain the
observed better outcome. In contrast, IL-6 and TNFa behaved as
predictors of resistance to ipilimumab: patients with higher
baseline concentrations treated with immunochemotherapy
had a shorter OS. Our data are consistent with observations in
other solid cancers: IL-6 has been associated with tumor

progression in lung cancer’* and to a lack of benefit from
ipilimumab in melanoma.’>*® Moreover, it has been tested as
a target in cancer in vivo.”” TNFa has pro-tumorigenic activity in
cancer’® and has been linked to MAPK inhibitor resistance in
melanoma when secreted by macrophages. Increased serum
TNFa might reflect an immunosuppressive tumor microenvir-
onment explaining the observed associated resistance to ipili-
mumab. Although these mechanisms seem plausible, they
require further validation.
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Figure 5. Modulation of IL-4 during treatment in SCLC could predict the outcome.
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Patients treated with chemotherapy alone whose IL-4 increased more than 23% from first to second time-point had a shorter OS, while those treated with

immunochemotherapy whose IL-4 increased more than 32% had a longer OS.

As serial sampling was available in both cohorts, we eval-
uated if changes in the cytokine serum levels could predict for
benefit from ipilimumab. Our results showed that IL-4 levels
were not significantly modified in patients treated with che-
motherapy alone. In patients treated with chemotherapy in
whom IL-4 increased we observed a worse overall survival. It
is possible that this may be reflecting an effect on macrophage
M2 polarization.” Interestingly, IL-4 increased in the ipili-
mumab treated cohort and patients experiencing this increase
had a better outcome. This increase has been observed in mice
treated with ipilimumab but an association with outcome is
not observed after ipilimumab monotherapy.*>*' However,
the evidence of the pro or antitumoral role of IL-4 in the
literature is contradictory and its function seems to depend on
IL-4 levels and its association with other immunological
modulators.*” Globally, our results are novel and hypothesis
generating, but warrant prospective validation.

In conclusion, we have observed differential impact of
ipilimumab in serum cytokines in patients with SCLC.
Baseline levels and changes on treatment might serve as con-
venient predictive biomarkers of benefit from adding ipilimu-
mab to chemotherapy in a disease where tumor biomarkers
studies are challenging.

Patients and methods
Patients and study design

We retrospectively evaluated two independent cohorts of
SCLC patients whose outcomes we have previously
reported.*’ Patients from cohort 1 were recruited between
November of 2009 and January of 2014 at the Hospital del
Mar, Barcelona and treated with platinum plus etoposide.***
Cohort 2 included patients recruited to a phase II trial of
ipilimumab at 10mg/kg, platinum and etoposide (ICE-trial).’
We included a control donor population of healthy, age- and
sex-matched individuals (n = 30). Sample collection and data
analyses were approved by the local ethics committee of the
participating institutions and informed consent of each study
participant was obtained.

Sample collection

Serum samples were sequentially collected in each cohort: for
cohort 1 at baseline (before starting treatment), at first response
evaluation (at 3 months approximately) and at progression; for
cohort 2 at baseline, at 3 and 6 months. Whole blood samples
were collected by standard venipuncture techniques using
serum separator tubes. Samples were allowed to clot for 30
min at room temperature before centrifugation for 10 min at
1000 g at 4 C. Following centrifugation, the supernatant
(serum) was immediately removed and assayed immediately
or aliquoted and stored frozen at —80 C until further use.

Cytokine assessment

Serum samples of all patients and healthy donors were eval-
uated using a commercially Milliplex map Human High
Sensitivity T Cell magnetic bead panel (Millipore, Billerica,
MA, USA) coupled with the Luminex xMAP platform. We
measured a panel of Th1 (IFNy, IL-2, TNFa), Th2 (IL-4, IL-5,
IL-10), and inflammatory cytokines (GM-CSF, IL-1p, IL-6,
IL-g8) plus MIP-1a in accordance with the manufacturer’s
instructions. Data were analyzed using five-parametric curve
fitting and assay controls included kit standards and
Multiplex controls. Intra-assay variabilities were less than
12%. Duplicate measurements with a variability higher than
35% were excluded. These experiments were supervised by
technical personnel of the Luminex Core Facility at IMIM.

Cytokine cut-off calculation

To evaluate the association of cytokines levels with survival,
we evaluated the impact of different cut-off methods, includ-
ing medians (Supplementary Table S4) and ROC curves
(Supplementary Table S6 and Supplementary Figure S3).
Finally, as the endpoint for comparison was overall survival,
we used the web-based software Cut-off Finder,*® previously
used in the literature.*”** This method takes into account this
endpoint outcome: for each cytokine, we identified the thresh-
old level at which a log-rank test allowed segregation of
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patients into groups with good and poor outcomes
(Supplementary Table S7). Then, we calculated the percentage
of cytokine median concentration variation from first
to second time-point and considered >5% positive or negative
variations as significant changes (Supplementary Table S8).

Statistical analyses

Statistical analysis was carried out using Stata/MP 14 (StataCorp
LLC, Texas, USA) and Prism 7.0c (GraphPad Software, Inc.).
Baseline values of cytokines were compared among cohorts and
healthy volunteers using the non-parametric Mann-Whitney
U-test. Overall survival, measured from the date of start of
treatment until date of death or last visit, was plotted by the
Kaplan-Meier method and curves were compared with the log-
rank test. All tests were conducted at the two-sided test with
a0.05 level of significance. R (v 3.4.3) was used to log2 transform
data, compute cytokine variation and to generate heat maps
(using package gplots) and principal component analysis (PCA).
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Material suplementario correspondiente al articulo 2:

Supplementary figure S1
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Supplementary figure S1. Baseline levels of TNFa were significantly increased in
patients over 60 years old [9.15 pg/mL vs 6.84 pg/mL (p=0.0067)]; IL-5 was
significantly increased in patients with PS 1 or 2 vs PS 0 [2.83 pg/mL vs 1.18 pg/mL
(p=0.047)]; and IL-2 was significantly increased in female patients compared with male

[2.76 pg/mL vs 1.78 pg/mL (p=0.037)].

Supplementary figure S2
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Supplementary figure S2. [L-4 and Mip-1a were significantly decreased in patients

with extensive disease when compared to those with limited disease.
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Supplementary Figure S3
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Supplementary figure S3. Among other methods, ROC curves were calculated to

evaluate its impact as a cut off parameter (see Supplementary Table S6).
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Supplementary table S1. Patients’ characteristics

Resultados

Cohort 1 Cohort 2
Characteristics Chemotherapy Chemotherapy + Ipilimumab
N=47 N=37
Sex, n (%)
Female 12 (25.5) 13 (35.1)
Male 35 (74.5) 24 (64.9)
Age, mean (range) 62.6 (45 — 86) 62.6 (44 — 84)
PS, n (%)
0 26 (55,3) 11(29.7)
1 14 (29,8) 20 (54.1)
2 7(14,9) 0
NA 0 6 (16.2)
Stage, n (%)
I-111 12 (25,5) 0
v 35 (74,5) 37 (100)
Smoking status, n (%)
Smokers 33 (70.2%) 4 (10.8%)
Former smokers 9 (19.1%) 6 (16.2%)
Never smokers 0 0
NA 5 (10.6%) 27 (72.9%)
Mean serum albumin
level (g/L) 39.8 384

NA, not available; PS, performance status

Supplementary table S2. Median cytokine concentration in healthy volunteers and
SCLC patients (both cohorts).

Healthy volunteers SCLC patients (global) p-value

Median Q1-Q3 Median (pg/mL) Q1 — Q3

(pg/mL)
GM-CSF 47.22 29.6 — 86.76 39.23 17.01-61.31 | 0.209
IFNy 11.32 4.6 -16.48 8.45 4.35-12.54 0.139
IL-10 13.42 6.73 —22.37 10.97 5.1-18.19 0.181
IL-1B 3.14 1.72 - 4.82 1.97 1.17-3.14 0.014
IL-2 2.34 1.77-3.9 1.945 1.22-3.25 0.156
IL-4 42.98 26.38 —79.45 32.54 17.75-61.33 | 0.070
IL-5 2.95 1.65-4.51 1.82 0.75-3.6 0.013
IL-6 3.69 2.57-6.06 5.27 2.9-8.9 0.107
IL-8 14.66 6.93 -29.31 12.99 8.76 —25.25 0.715
MIP-1a 17.79 14.25-30.49 12.12 8.87-16.08 0.0001
TNFa 10.17 8.29-12.87 8.355 6.36—11.66 0.042

GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN, interferon; IL, interleukin; MIP, Macrophage Inflammatory
Protein; TNF, Tumor necrosis factor. Q1, first quartile; Q3, third quartile; significant p-values in bold.
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Supplementary table S3. Median concentration of cytokines for each cohort and in

each timepoint.
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C1, cohort 1; C2, cohort 2; GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN, interferon; IL, interleukin; MIP,
Macrophage Inflammatory Protein; TNF, Tumor necrosis factor. Q1, first quartile; Q3, third quartile.
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Supplementary table S4. Baseline cut-off values calculated using median cytokine

concentrations. The Hazard Ratio for survival was calculated using the median as a cut-

off for each cohort.

Cohort 1

Median HR 95% CI p-value
GM-CSF 37.76 0.68 0.35-1.3 0.24
IFNy 8.69 0.59 0.32-1.1 0.096
IL-10 13.15 1.07 0.57-1.98 0.84
IL-1B 2.34 0.65 0.34-1.25 0.2
IL-2 2.65 0.76 0.41-1.44 0.4
IL-4 48.99 0.69 0.37-1.26 0.22
IL-5 1.84 0.58 0.31-1.07 0.075
IL-6 7.10 1.17 0.64-2.14 0.62
IL-8 19.21 1.79 0.99 —3.26 0.052
MIP-1a. 13.45 1.16 0.64-2.11 0.63
TNFa 8.51 1.12 0.61-2.02 0.72
Cohort 2

Median HR 95% CI p-value
GM-CSF 41.37 0.73 0.26—2.05 0.55
IFNy 5.58 0.81 0.31-2-12 0.66
IL-10 7.28 1.43 0.56 —3.67 0.45
IL-1B 1.245 0.81 0.3-2.21 0.68
IL-2 1.59 0.4 0.14-1.17 0.083
IL-4 22.59 0.8 0.26 —2.46 0.69
IL-5 1.36 0.95 0.36 —2.48 0.92
IL-6 4.06 2.54 0.84 —7.73 0.089
IL-8 8.87 1.44 0.59 —3.55 0.42
MIP-1a. 11.05 0.9 0.37-2.18 0.82
TNFa 8.36 2.72 1.02-7.25 0.037

GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN, interferon; IL, interleukin; MIP, Macrophage Inflammatory
Protein; TNF, Tumor necrosis factor; HR, Hazard Ratio; CI, confidence interval.

Supplementary Table S5. Multivariate analyses including the most relevant cytokines.

Cohort 1 Cohort 2

HR 95% CI p-value HR 95% CI p-value
IL2 high 1.06 0.55-2.05 0.848 0.01 0.00-0.17 0.001
IL6 high 0.86 0.34-2.18 0.758 32.03 2.64 —387.66 0.006
TNFo high | 0.77 0.29-2.02 0.591 5.09 1.02-253 0.047
PS 1.76 0.94-3.29 0.075 0.48 0.09-2.51 0.383
Stage 4.26 1.68 —10.79 0.002 1 - -
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Supplementary table S6. Baseline cut-off values calculated using ROC curves.

Cut-off
Cytokine Cohort 1 - Chemotherapy Cohort 2 - Chemoimmunotherapy

(pg/mL) (pg/mL)
GM-CSF 50.69 59.71
IFNy 9.45 16.45
IL-10 13.15 13.42
IL-1B 5.07 1.65
IL-2 2.76 1.63
IL-4 54.53 31.46
IL-5 3.04 0.31
IL-6 7.1 4.95
IL-8 15.94 17.2
MIP-1a 14.77 7.99
TNFo 8.72 8.73

GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN, interferon; IL, interleukin; MIP, Macrophage Inflammatory
Protein; TNF, Tumor necrosis factor.

Supplementary table S7. Baseline cut-off values for each cytokine and each cohort,

using the web-based software Cutoff Finder.

Cut-off
Cytokine Cohort 1 - Chemotherapy Cohort 2 - Chemoimmunotherapy

(pg/mL) (pg/mL)
GM-CSF 51.08 17.87
IFNy 9.03 10.24
IL-10 14.84 6.08
IL-1B 2.15 1.735
IL-2 3.165 1.65
IL-4 41.04 24.44
IL-5 2.92 297
IL-6 4.2 3.85
IL-8 18.02 13.82
MIP-1a 14.42 7.72
TNFo 6.555 9.16

GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN, interferon; IL, interleukin; MIP, Macrophage Inflammatory
Protein; TNF, Tumor necrosis factor.
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Supplementary table S8. Cut-off values for each cytokine and each cohort, considering

the percentage of cytokine level change from first to second time-point.

Cut-off

Cytokine Cohort 1 — Chemotherapy Cohort 2 - Chemoimmunotherapy
(% of change) (% of change)

GM-CSF 6.823 25.58

IFNy -10,2 51.06

IL-10 26.43 185.2

IL-1B -2.385 52.63

IL-2 -4.704 -2.877

IL-4 23.34 32.57

IL-5 -24.29 44.63

IL-6 -4-292 -2.471

IL-8 -42.2 -27.46

MIP-1a -16.73 3.332

TNFa -5.966 42.82

GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN, interferon; IL, interleukin; MIP, Macrophage Inflammatory
Protein; TNF, Tumor necrosis factor.

83



Tesis doctoral — Max Hardy-Werbin

84



Tercera parte: fenotipado de PBMCs

Caracteristicas de las poblaciones de estudio

Resultados

En esta parte del proyecto se han incluido 53 pacientes con CPCP: 37 pacientes de la

cohorte 2 (ensayo clinico ICE), tratados con quimioterapia e ipilimumab, y 16 pacientes

de la cohorte 3 (recogidos de manera prospectiva en el Hospital del Mar), tratados con

quimioterapia sola. El 100% de los pacientes de las dos cohortes tenian enfermedad

diseminada al momento del diagndstico (Tabla 4.1). La cohorte 3 incluy6 una poblacion

con mayor proporciéon de hombres, con una edad media similar, y con pacientes con

performance status (PS) 2 y 3, a diferencia de la cohorte 2, que solo incluyd pacientes

con PS 0 y 1. La mediana de SG fue de 17m en la cohorte 2 y de 8.2m en la cohorte 3;

la mediana de SLP fue de 6.8 meses (m) en la cohorte 2 y de 6.1m en la cohorte 3.

Cohorte 2 Cohorte 3
Caracteristicas Quimioterapia + Ipilimumab Quimioterapia
N=37 N=16

Sexo, n (%)

Femenino 13 (35.1) 5314

Masculino 24 (64.9) 11 (68.6)
Edad, media (rango) 62.6 (44 — 84) 65.5 (56 —83)
PS, n (%)

0 11 (29.7) 1(6.25)

1 20 (54.1) 12 (75)

2 0 2 (12.5)

3 0 1(6.25)

NA 6(16.2) 0
Estadio, n (%)

I-111 0 0

v 37 (100) 16 (100)
Tabaquismo, n (%)

Fumadores 4 (10.8%) 9 (56.25%)

Ex-fumadores 6 (16.2%) 7 (43.75%)

No fumadores 0 0

NA 27 (72.9%) 0

Tabla 4.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes
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Correlacion de las diferentes subpoblaciones celulares circulantes con

caracteristicas clinicas

Analizamos de manera global si las diferentes subpoblaciones de CD4, CDS8 y células
NK se asociaban al sexo o a la edad, pero no hallamos correlaciones. Sin embargo,
observamos una asociacion estadisticamente significativa entre aquellos pacientes con
una menor proporcion de CD4+ Foxp3+ al diagndstico de la enfermedad, y un mejor

estado funcional (PS) (Figura 4.1).

p=0.0069 o

[6)]

PS

Figura 4.1. Células CD4+ Foxp3+ segiin PS 0 vs PS> 1

Ipilimumab modula la expresion de diferentes subtipos celulares de manera

diferencial

La adicion de ipilimumab al tratamiento provoco el aumento del porcentaje de algunos
subtipos celulares de manera significativa, contrarrestando el efecto de la quimioterapia
sola, con la que se observo una disminucion o invariabilidad de estos (Figura 4.2).

Se observo un aumento de la proporcidon de las siguientes subpoblaciones: linfocitos
CD4+ y CD8+ con co-expresion Ki67; linfocitos T CD4+ Foxp3+; linfocitos T CD4+

PD-1+; linfocitos T CD8+ PD-1+ con co-expresion de Ki67; linfocitos CD4+ y CD8+
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ICOS+; linfocitos T CD8+ ICOS, CD137 y CD103+ con co-expresion de Ki67. En la
tabla 4.2 se resume la variacion de cada subtipo linfocitario mencionado. El anélisis se
ha concentrado en las poblaciones que presentaban un comportamiento diferente en

ambas cohortes de tratamiento, asumiendo asi un efecto diferencial del ipilimumab.

CD4+ Ki67+ CD4+ PD1+ CD4+ ICOS+ CD4+ Foxp3+ CD8+ Kig7+
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Figura 4.2. Modulacion de las diferentes subpoblaciones linfocitarias periféricas. En azul, pacientes tratados con

quimioterapia + ipilimumab (cohorte 2); en naranja, pacientes tratados con quimioterapia sola (cohorte 3).

Quimioterapia + ipilimumab Quimioterapia sola

CD4 Ki67+ incremento
CD4 PD1+ incremento
CD4 ICOS+ incremento
CD4 Foxp3+ incremento
CD8 Ki67+ incremento
CD8 ICOS+ incremento
CD8 PD1 Ki67+ incremento
CD8 CD137 Ki67+ incremento
CD8 ICOS Ki67+ incremento
CD8 CD103 Ki67+ incremento

Tabla 4.2. Modulacion de las diferentes subpoblaciones linfocitarias periféricas.
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La expresion de ICOS en los linfocitos circulantes aumenta tras el tratamiento con

ipilimumab v predice beneficio de ipilimumab

170 eyaluamos si los cambios

Tras los hallazgos previos, y basandonos en la literatura
inducidos por ipilimumab en la presencia de las subpoblaciones que expresaban ICOS
se asociaban a unos mejores resultados.

La distribucién pre-tratamiento de ICOS tanto en linfocitos CD4+ como CD8+ fue
similar en ambas cohortes. Como se ha mencionado previamente, se observd un
aumento diferencial en la expresion de ICOS en linfocitos CD4+ y CD8+ en aquellos

pacientes tratados con la adicion de ipilimumab en comparacion a aquellos que solo

habian recibido quimioterapia (Figura 4.3).

Pre-tratamiento Post-tratamiento
CD4+ ICOS+ |3,43% CD4+ ICOS+ | 3,00%
CD4+ 49,4% CD4+ 55,9%
CD8+ ICOS+ [4,38% ymThe L IM[{CD8+ ICOS+ [14,8%
m[coa+ 44,5% K || coe+ 36,4%

Quimioterapia
+
ipilimumab

CD4+ 1COS+ [2,81% CD4+ ICOS+ [6,05%

CD4+ 41,1% CD4+ 57,6%

CD8+ 1COS+ |1,29% -t . CD8+ ICOS+ |2,98%
= =

CD8+ 51,5% % CD8+ 37,6%

Quimioterapia
sola

Figura 4.3. Distribuciéon de CD4 y CD8 ICOS+ pre-tratamiento y post-tratamiento, para cada cohorte. Se observa un
mayor aumento en la expresion de ICOS en los pacientes tratados con quimioterapia + ipilimumab.
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Para evaluar como modificaba el tratamiento la expresion del receptor, calculamos el
porcentaje de variacion de la expresion de ICOS entre la muestra pre y post-tratamiento
para cada paciente. Utilizando estos valores, mediante el paquete de R ‘survminer’
identificamos el valor que mejor segregaba dos poblaciones teniendo en cuenta la SG.
De esta manera, observamos que aquellos pacientes tratados con ipilimumab ademas de
quimioterapia, que sufrian un aumento proporcional en la expresion de ICOS por
encima del punto de corte, tanto en CD4+ (mayor al 310%) como en CD8+ (mayor al
142%), tenian una mejor supervivencia (18.5m vs 7.8m, p=0.012 y 18.5m vs 6.9m,
p=0.0068 respectivamente) (Figura 4.4). Esta asociacion no se observé en los pacientes

tratados con quimioterapia sola.
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Figura 4.4. A: pacientes tratados con quimioterapia + ipilimumab con una mayor expansion de CD4+ ICOS+,
presentan una mejor supervivencia. B: pacientes tratados con quimioterapia + ipilimumab con una mayor expansion
de CD8+ ICOS+ tras el tratamiento, presentan una mejor supervivencia.
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El estado madurativo de las células NK puede predecir la respuesta a ipilimumab

en CPCP
Ademas de la caracterizacion de las diferentes subpoblaciones de los linfocitos T en

226,227 ge llevd a cabo el

sangre periférica, basindonos en trabajos previos del grupo
estudio de las células NK, entendiéndose éstas como aquellas células CD3- CD56+.
Este analisis incluy6 diversos marcajes de receptores para definir distintos subtipos de
células NK (NKG2A, CDI16, NKG2C, NKG2D) y sus estados de diferenciacion
(CD57).

Observamos que aquellos pacientes tratados son quimioterapia + ipilimumab que
presentaban un porcentaje de CD57+ en el total de células NK por encima del 45%
antes de iniciar el tratamiento, presentaban una SG de 18.5m, mientras que aquellos con
un porcentaje de CD57+ por debajo del 45% presentaban una SG de 7.8m (p=0.002)

(Figura 4.5). Esta asociacion no se mantuvo en los pacientes tratados con quimioterapia

sola, lo que indica que podria ser un marcador predictivo de beneficio de ipilimumab.

Strata NK_cells_CD57pos=high == NK_cells_CD57pos=low
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©
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©
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& NK_cells_CD57pos=low 10 1 0 0 0
0 10 20 30 40
Time

Figura 4.5. Un mayor porcentaje pre-tratamiento de células NK CD57+ se asocia con una mayor supervivencia
global en pacientes tratados con quimioterapia + ipilimumab
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El fenotipado de sangre periférica podria predecir toxicidad por ipilimumab en

CPCP

Dada la elevada tasa de efectos adversos por ipilimumab reportada en los diferentes
ensayos clinicos, investigamos si existia alguna distribucion especifica de
subpoblaciones celulares periféricas que pudiera predecir la aparicion de estos. Entre los
pacientes incluidos en nuestro estudio tratados con quimioinmunoterapia, un 70% habia
sufrido al menos un efecto adverso grado 3; el desarrollo de efectos adversos se asocio a

una baja expresion de PD-1+ en los linfocitos CD8+ antes de empezar el tratamiento (p

=0.012) (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Porcentaje de expresion de PD-1 en los linfocitos CD8+ en pacientes que no sufrieron ningun efecto
adverso grado 3 secundario a ipilimjumab (izquierda) vs aquellos que sufrieron al menos un efecto adverso grado 3
(derecha).
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El 62% de los pacientes padecieron efectos adversos intestinales en forma de colitis.
Aquellos con un porcentaje de linfocitos CD4+ superior antes de iniciar el tratamiento

fueron més propensos a desarrollar colitis de cualquier grado (p = 0.0089) (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Porcentaje de linfocitos CD4+ en pacientes que no sufrieron colitis de ningtn tipo secundaria a
ipilimumab (izquierda) vs aquellos que sufrieron al menos un episodio de colitis de cualquier grado (derecha).

La co-expresion de CD137+ en los linfocitos CD4+ se asocid con la aparicion de colitis

mas severa (grado 3 y 4) (p = 0.016) (Figura 4.8).

p=0.016

Figura 4.8. Porcentaje de expresion de CD137 en los linfocitos CD4+ en pacientes que no sufrieron colitis o
sufrieron algun episodio de colitis leve (hasta grado 2) (izquierda) vs aquellos que sufrieron colitis grave (grado 3 o
4) (derecha).
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El CPCP es una enfermedad sumamente agresiva y presenta un pronostico infausto. Los
avances en el tratamiento en enfermedad metastdsica han sido escasos y se han
caracterizado por sucesivos fracasos de los ensayos clinicos en los que se ha buscado
una alternativa al tratamiento con platino en primera linea. La llegada de la
inmunoterapia ha dado paso a una nueva era en el tratamiento del cancer; esto tiene una
especial relevancia en el CPCP dada la falta de tratamientos efectivos en esta
enfermedad. Particularmente, ipilimumab fue el primer farmaco inmunoestimulador que
se testd en CPCP, demostrando ser efectivo y obteniendo largos supervivientes. Sin
embargo, la mayoria de los pacientes no responden al tratamiento. Por lo tanto, la
busqueda de biomarcadores predictivos que puedan ayudar a la seleccion de pacientes
que se puedan beneficiar del tratamiento es fundamental. En este proyecto de tesis se ha
intentado abordar esta necesidad.

Dada la dificultad del acceso a muestras de tejido en CPCP, nos hemos centrado en el
estudio de marcadores periféricos: ademas de tratarse de una técnica poco cruenta,
permite la toma seriada muestras para poder estudiar no s6lo los eventos inmunologicos
estaticos sino ver como estos se modulan a lo largo del tiempo con el tratamiento.

El trabajo se ha centrado en tres éareas. En primer lugar, se han analizado
autoanticuerpos neuronales (AAN) en suero, caracteristicos de los SPN, que presentan
una alta prevalencia en el CPCP. En segundo lugar, se ha evaluado la presencia de
citoquinas séricas, tanto pro-inflamatorias como supresoras. En tercer y ultimo lugar, se
ha llevado a cabo la caracterizacion del fenotipo periférico de diferentes poblaciones

inmunologicas.
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Estudio v analisis de autoanticuerpos neuronales

En el CPCP pueden darse una serie de eventos inmunolédgicos asociados al tumor, que
se manifiestan en forma de los llamados sindromes paraneoplasicos y se observan en la
clinica como eventos adversos neurologicos!®?. En pacientes con sindromes
paraneoplésicos neurologicos (SPN) se pueden detectar en sangre autoanticuerpos
dirigidos contra antigenos neuronales que se expresan de manera aberrante en el tumor.
Estos autoanticuerpos neuronales (AAN) pueden tener un papel como una herramienta
diagnostica en SPNs relacionados con CPCP!%, En un estudio, Titulaer y cols.!?!
analizaron la presencia de anticuerpos frente a multiples miembros de la familia de Sox
y otros AAN (anti-HuD entre ellos) en pacientes con CPCP con y sin diagnéstico de
SPN, asi como en pacientes con sindromes paraneoplasicos sin tumor. Observaron que
la deteccion de anticuerpos anti-Sox podia tener un valor diagnostico para discriminar
sindromes paraneoplésicos asociados a CPCP de aquellos que no estdn asociados al
tumor. Por otro lado, recientemente se ha reportado que la deteccion a modo de cribado
de autoanticuerpos especificos asociados a antigenos tumorales podria tener un papel
relevante en la deteccion precoz tanto de CPCNP como CPCP?%,

El dafio neuronal a consecuencia de la autoinmunidad provocada en los SPN en el
CPCP puede tener diferentes mecanismos de accion. En el caso de los autoanticuerpos
contra antigenos de superficie, son los propios anticuerpos anti-antigenos de membrana
los efectores de la disfuncion celular causante de la clinica neuroldgica!?*-22-2%2, Sin
embargo, se ha reportado que los AAN intracelulares no son patogénicos per se 233234,
sino que es una respuesta mediada por células T la responsable del dafo
neurologico!'®-?*5, En este sentido, y de manera congruente con este concepto, existe
una proporcion de pacientes con CPCP en los que se detectan AAN en suero en

ausencia de sintomas neuroldgicos. En 1990 Dalmau y cols.?*¢ analizaron la presencia
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de anti-HuD en el suero de 50 sujetos sanos y 69 pacientes con CPCP, de los cuales 25
tenian algiin SPN asociado y el resto no. En el 16% de los pacientes con CPCP y sin
SPN asociado se detectaron niveles positivos de anti-HuD. En estos pacientes el titulo
de anticuerpo era inferior al de aquellos en los que se detecto anti-HuD en presencia de
sintomas neuroldgicos. En un estudio similar con 196 pacientes sin SPN, también se
observd una prevalencia de anti-HuD en suero del 16% en ausencia de sintomas

neuroldgicos?®’. En un estudio mas reciente, Gozzard y cols.!?®

reportaron un 9.6% de
pacientes con CPCP y sin evidencia de SPN que tenia positivizacion de anti-HuD en
suero; sin embargo al testar otros autoanticuerpos frente a otros antigenos (Sox2,
Gad65, Amphyphisina, Ri, Cv2, Ma2, Yo), mas del 40% de los pacientes tenian
positividad para al menos uno de ellos. En nuestro estudio ningin paciente presentaba
sintomas neurologicos al diagnostico de la enfermedad y el 9.5% de ellos tenia niveles
detectables en suero de anti-HuD y el 53% de ellos tenian positividad para al menos un
autoanticuerpo. Para evaluar si existian diferencias en el titulo de anticuerpos entre los
pacientes con y sin SPN, se incluy6 en el estudio como control positivo a un paciente
con CPCP diagnosticado de una encefalitis limbica paraneoplasica con positividad de
anti-HuD en suero. Todos los pacientes de nuestro estudio con deteccion de anti-HuD
presentaron niveles inferiores al control positivo menos uno de ellos.

El AAN mas prevalente en nuestro estudio fue anti-Sox1, observandose en un 37% de
los pacientes, dato que fue consistente con otras series reportadas!?’'?8, Generalmente,
tras Sox1, el autoanticuerpo mas frecuente es anti-HuD. Sin embargo, en nuestra serie,
el segundo anticuerpo mas prevalente era el dirigido contra el antigeno Yo. Este
autoanticuerpo se detecta mas habitualmente al cancer de ovario o al céncer de

mama'!>, aunque también se ha descrito asociado a cancer de pulmon?*8. Por otro lado,

anti-Gad65, que en general estd asociado a pacientes con diabetes mellitus®®, se detectd
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en 5 pacientes en nuestro estudio (3 en la cohorte 1, tratados con quimioterapia; 2 en la
cohorte 2, tratados con quimioinmunoterapia), y ninguno de estos pacientes tenia
antecedentes de diabetes tipo 1. Al tratarse de un pequefio numero de pacientes, y con
poca probabilidad de positividad segun la clinica reportada, podria argumentarse que se
tratara de un error de la técnica de medicioén del anticuerpo. Sin embargo, este método

240.241 y ha demostrado ser eficiente como herramienta

se ha utilizado en estudios previos
de deteccion como se ha hecho en nuestro proyecto. Por otro lado, el tener diferentes
muestras seriadas dentro de la misma serie de pacientes, objetivandose de manera
repetida la positividad frente al anticuerpo, ha servido como control interno,
descartando razonablemente el error técnico.

La presencia de AAN se ha asociado al diagnéstico de CPCP en estadio limitado y
como consecuencia a mejores cifras de supervivencia. En el reporte de Dalmau y cols.
citado previamente®*$, todos los pacientes con CPCP sin SPN y con deteccion de anti-
HuD en suero habian sido diagnosticados con enfermedad limitada, mientras que entre
aquellos que eran negativos para anti-HuD, més de la mitad tenian enfermedad

242 reportaron una serie de pacientes

diseminada. Posteriormente, Verschuuren y cols.
con CPCP con un 17% de prevalencia para la deteccion de anti-HuD en suero; de estos,
mas de la mitad se habian diagnosticado con enfermedad limitada. En una serie de 200
pacientes con encefalomielitis asociada a anti-HuD, se diagnosticé un CPCP en 111 de
ellos, y de estos, el 75% se encontraba en estadio limitado!'?°. En una serie mas reciente

243 analizaron la presencia de anti-Sox1,

de 59 pacientes con CPCP donde Atakan y cols.
observaron que de los 17 pacientes seropositivos para Sox-2, 12 tenian enfermedad
limitada. Por ultimo, en el ensayo clinico ICE'* donde se analizaron las mismas

muestras de nuestra cohorte de pacientes tratados con la combinatoria con ipilimumab

(pero para la deteccion de un panel diferente de autoanticuerpos), también se observd
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una relacion entre la seropostividad de autoanticuerpos y beneficio al tratamiento. Los
datos de nuestro estudio fueron consistentes con todas estas series: en el 75% de los
pacientes con enfermedad limitada se detectd al menos un NAA en suero, y esta
asociacion tuvo una tendencia hacia la significacion estadistica para el global de todos
los NAA asi como de manera individual para anti-Sox1. En estos casos, la existencia de

una respuesta citotoxica de células T concomitante?3+244.243

podria haber contribuido en
parte al control del crecimiento tumoral, pero al mismo tiempo podria haber llegado a
sortear la barrera inmunologica del sistema nervioso, caracteristica por brindar una
proteccion diferencial®*®. Ademas, en pacientes con CPCP que presentan SPN, los
sintomas neurologicos a menudo se presentan antes de la deteccion del tumor!02247248
sugiriendo que el sistema inmune es capaz de detectar y controlar la presencia del
cancer incluso antes del desarrollo de las metéstasis.

Al analizar un panel con multiples autoanticuerpos, se detectd la presencia en suero no
solo de anticuerpos de manera individual sino también la coexistencia de diferentes
reactividades. En un 28% de pacientes en nuestro estudio se detecto la presencia de mas
de un AAN. Estos datos son comparables son los de series reportadas previamente. En
un estudio donde se analizd6 de manera retrospectiva el suero de 60 mil pacientes con
sospecha de SPN para la deteccion de autoanticuerpos, en 553 (el 0.9%) se detectd
algin AAN, y de estos, el 31% presentaban reactividad para mas de uno'®.
Posteriormente analizamos el impacto en la supervivencia de la deteccion de un solo
AAN frente a la deteccion de mas de un AAN en los pacientes con CPCP. De manera
sorprendente, observamos que aquellos pacientes con deteccion de multiples AAN
tenian una peor SLP y SG que aquellos con una sola reactividad cuando se trataban con

la combinacién de quimioterapia e ipilimumab. La coexistencia de multiples

autoanticuerpos refleja una respuesta inmunologica diversificada frente a diferentes
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antigenos onconeuronales expresados en los tumores, que a su vez se puede explicar por
una mayor heterogeneidad tumoral: esto conllevaria a su vez una respuesta inmune
subclonal de células T. En este escenario se ha reportado que se obtienen peores
resultados con el tratamiento con inhibidores de punto de control en tumores con
predominio de neoantigenos subclonales?*, lo cual podria apoyar nuestros resultados.
Un estudio reciente con modelos singénicos de raton para simular diferentes estados de
heterogeneidad en melanoma, corrobora este concepto y refuerza la importancia del
estudio de la heterogeneidad intratumoral por su impacto en la respuesta a la
inmunoterapia®*’.

Uno de los objetivos de esta parte del proyecto era analizar la presencia de una
modulacion diferencial en el titulo de los AAN en los pacientes tratados con ipilimumab
ademas de quimioterapia. En la mayoria de los pacientes en ambas cohortes el titulo de
AAN se vio reducido tras el inicio del tratamiento. Dado que la mayoria de los
pacientes presentan una respuesta inicial al tratamiento en el CPCP, esta bajada del
autoanticuerpo podria interpretarse como un reflejo de la carga tumoral. Sin embargo, la
adicion de ipilimumab al tratamiento no afect6 estos resultados. Estos hallazgos difieren
de otros resultados reportados donde se observaba un aumento de la respuesta humoral
frente a antigenos tumorales en pacientes con melanoma tratados con ipilimumab!”’.
Por otro lado, nuestros datos donde se observa una reduccion de AAN tras el inicio del
tratamiento van a favor de otros estudios donde en pacientes con sindromes
paraneoplésicos asociados a CPCP se observaba una reducciéon o normalizacion del

251,252 En una

titulo de anticuerpos con el tratamiento efectivo de la neoplasia de base
serie de 50 pacientes con degeneracion cerebelar paraneoplasica y positivizacion para

por lo menos un autoanticuerpo, se consigui6 la resolucion del sindrome neurologico en

el 21% de los pacientes de los pacientes tras objetivarse que el tratamiento antitumoral
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habia sido efectivo?>?

. En este estudio se evalu6 la modulacion del titulo de anticuerpos
antes y después del tratamiento en 5 pacientes que presentaron del cuadro neurolégico,
pero no se observaron cambios; es probable que el tratamiento concomitante con
inmunosupresores para el SPN pueda haber influido en la interpretacion de los
resultados. En otros casos con pacientes diagnosticados de SPN con seropositividad de
anti-Yo, los titulos del anticuerpo se redujeron tras la extirpacion quirtrgica del tumor,
con resolucion posterior del cuadro®*2°°, A grandes rasgos, parece que con la retirada
del antigeno, el titulo del autoanticuerpo desciende: el empeoramiento de un SPN tras la

1243236 o el aumento de riesgo de recaida en pacientes con tumores

progresion tumora
con tumores de cabeza y cuello con virus del papiloma humano (VPH) positivo y con
persistencia del anticuerpo en suero®’, refuerzan esta idea.

La localizacion exacta de los grupos celulares donde se sintetizan los AAN es
desconocida. En pacientes con timoma, por ejemplo, el cuadro de miastenia
paraneoplasica desaparece tras la timectomia quirargica®®; asimismo, se han observado
casos de neuropatia Optica asociados a la presencia de AAN anti-Cv2 que mejoran tras
la extirpacion quirargica del CPCP?*, Esto sugiere que la produccion del anticuerpo se
lleva a cabo en el microambiente tumoral; de hecho, se han identificado clusteres de
linfocitos B y estructuras linfaticas terciarias como constituyentes de la masa tumoral en

diversos tipos de cancer?>°-262

. Por lo contrario, la persistencia del cuadro neurolégico
asi como la positividad de los titulos de AAN en algunos casos incluso tras una
respuesta completa al tratamiento (como ha sucedido en el control positivo en nuestro
estudio) sugiere que el nicho productor de autoanticuerpos pueda estar localizado de
manera extratumoral. En consonancia con esta idea, en un estudio que evaluaba

mediante inmunohistoquimica la presencia de células B y T en piezas quirargicas de

CPCP, se observo la presencia de escasas células B y se demostro la ausencia de estas
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en el 40% de los casos?®’; sin embargo este estudio se centraba en CPCP en estadio
localizado y los hallazgos podrian variar en enfermedad metastasica. En ultima
instancia, no se puede descartar que sea la quimioterapia la responsable de eliminar las
células productoras de AAN. En relacion con este concepto en el que la retirada del
antigeno se asocia con una disminucion con la concentracion de anticuerpo en suero, en
nuestro estudio observamos una tendencia hacia una SG mas prolongada en aquellos
pacientes donde el titulo del AAN descendid progresivamente tras el tratamiento con la
quimioterapia, independientemente de si se habia afiadido ipilimumab.

En un andlisis de subgrupos se observd que aquellos pacientes tratados con
quimioterapia que sufrian un incremento en el titulo de AAN tras el inicio del
tratamiento, alcanzaban una SLP superior. Estos resultados proponen un escenario
inmunoloégico diferente. Una posible explicacion es que el agente citotdéxico haya
provocado una mayor exposicion antigénica, llevando a una estimulaciéon de la
respuesta inmune con una activacion de células T superior y una mayor produccion de
autoanticuerpos. En una publicacion del grupo de Wolchok en pacientes con melanoma
tratados con ipilimumab!®8, la presencia o la aparicion de anticuerpos y células T frente
al antigeno tumoral NY-ESOI identificé un subgrupo de pacientes que respondian bien
al tratamiento con ipilimumab. Estos hallazgos son generadores de hipotesis: son
necesarios estudios para evaluar el vinculo entre las respuestas inmunes celulares y
humorales en pacientes con cancer tras el uso tanto de quimioterapia como
inmunoterapia.

En esta parte del proyecto pudimos confirmar el papel prondstico de los autoanticuerpos
en CPCP, probablemente con relaciéon a un control inmune precoz de la enfermedad en
estadios limitados. Por otro lado, hemos observado que el tratamiento con ipilimumab

no modula de manera diferencial la secrecion de AAN. La participacion de estos
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anticuerpos en la respuesta inmune antitumoral como efectores protagonistas o como
una simple imagen del reflejo de la respuesta celular como consecuencia del tratamiento

es incierta y requiere mas investigacion al respecto.

Estudio v analisis de citoquinas

Las citoquinas son mensajeros moleculares solubles que tienen un papel crucial en la
sefializacion de la respuesta inmune?®*. Existen diferentes tipos de citoquinas, con
diferentes roles: mientras que las citoquinas Thl (IL-2, IFNy y TNFa) desencadenan
una respuesta inmune celular, las citoquinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) desvian la
respuesta de células T hacia un fenotipo supresor?>26°, En el cancer, el equilibrio entre
las citoquinas Thl y Th2 se encuentra alterado, favoreciendo un ambiente
inmunosupresor?®7-26%,

En general en la literatura se han reportado cifras basales mas elevadas de citoquinas en
suero o plasma en pacientes con diferentes tipos de cancer al compararlos con
voluntarios sanos?’%27%, Sin embargo, en nuestro estudio todas las citoquinas evaluadas
menos IL-6, presentaban un valor basal sérico mas bajo en comparacion a los sujetos
libres de enfermedad. En un estudio se analiz6 la concentracion de citoquinas (IL-6,
TNFa e IL-1B) en suero y en el lavado bronco-alveolar de 26 pacientes con tumores
toracicos, de los cuales 3 habian sido diagnosticados con CPCP?”. Los pacientes con
CPCP presentaban niveles de citoquinas basales inferiores a aquellos pacientes con
otros tipos de histologias y a pacientes con patologia pulmonar benigna. Previamente,
en un estudio funcional con sangre total de 58 pacientes con CPCP se observo una
secrecion de citoquinas reducida tras estimulacion in vitro?*°, Estos datos podrian
apoyar en parte nuestros hallazgos. Respecto a la IL-6, hay mas informacion disponible:

de manera consistente con nuestras observaciones, en un estudio con 72 pacientes con
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CPCP ser reportd que tanto en enfermedad limitada como en enfermedad diseminada, se
detectaban niveles elevados de IL-6 circulante?®!.

La modulacion del nivel de citoquinas en pacientes con CPCP tratados con ipilimumab,
no habia sido reportado previamente. En nuestro estudio observamos que en la cohorte
de pacientes tratados con ipilimumab + quimioterapia, la concentracion sérica de todas
las citoquinas evaluadas se incremento tras iniciarse el tratamiento, siendo capaz de
contrarrestar el efecto de la quimioterapia que a su vez redujo los niveles de citoquinas
en la cohorte de pacientes tratados solo con quimioterapia. Existen datos donde se ha
observado que las células tumorales pueden secretar citoquinas al estroma y al torrente

circulatorio?¢9-282

, cosa que también ocurre concretamente en el CPCP. Es por esto que
tras la respuesta al tratamiento se podria observar una reduccion en los niveles de la
mayoria de estas. Sin embargo, estas células podrian no ser las Unicas productoras de
citoquinas dado que en las muestras basales antes del tratamiento los niveles ya eran
mas bajos que en los controles con los voluntarios sanos, a excepcion de IL-6. Existen

componentes del sistema inmunoldgico que también son fuentes de citoquinas?®®-283,

y
estos a su vez pueden verse afectados por la quimioterapia, contribuyendo también al
descenso de su concentracion en sangre periférica. Un hallazgo interesante de nuestro
estudio es que en los pacientes tratados con quimioterapia sola se observo una
estabilizacion o elevacion en los niveles las citoquinas Th2 y TNFa. Esto sugiere que el
compartimento predominante que contribuye a la secrecion de estas citoquinas pueda no
haberse afectado por la quimioterapia, por ejemplo, macrofagos de tipo M2 en el

microambiente tumoral?84:283,

Lamentablemente, al no tener muestras pareadas de
tumor, no se pudo evaluar este fendémeno directamente. Previamente, se ha observado

que ipilimumab puede incrementar la secrecion de diversas citoquinas desde de
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linfocitos circulantes in vitro®®®, lo cual concuerda con el mecanismo propuesto de
liberacion de citoquinas desde células T activadas.

Para investigar si el nivel basal de las citoquinas podria tener un papel prondstico en
CPCP, analizamos las muestras pretratamiento en ambas cohortes de pacientes y
observamos que niveles elevados de IL-8 se asociaban a una peor SG. Este hallazgo fue
similar en pacientes tratados tanto con quimioterapia sola como con la combinacién con

ipilimumab. Nuestros hallazgos son consistentes con resultados previos similares?8’-288

y
demuestran que el nivel de la concentracion de IL-8 podria tener un rol como reflejo de
la carga tumoral dado que se ha objetivado un claro descenso tras el tratamiento con

quimioterapia®®

. En nuestro estudio, curiosamente la IL-8 se vio afectada minimamente
con la adicion de ipilimumab al tratamiento. La IL-8, identificada inicialmente como un
factor quimiotactico de neutrofilos?®, puede ser secretada por las células tumorales o
por células del estroma tumoral en diversos tipos de tumores***?°!, Anticuerpos anti-IL-
8 han demostrado actividad in vitro e in vivo*?. Recientemente un ensayo clinico fase
%% demostrd que el anticuerpo monoclonal anti-IL-8 ‘HuMax-IL8” (BMS-986253) es
seguro y tolerable en tumores sélidos. Actualmente existen otros ensayos clinicos en
reclutamiento activo con esta molécula en combinacion con anti-PD-1 (NCT03689699,
NCT03400332).

El hecho de tener muestras de dos cohortes de pacientes similares pero que habian
recibido tratamientos diferentes, nos permitio comparar los efectos diferenciales, en
términos de supervivencia, de manera que pueda reflejar el efecto de la adicion de
ipilimumab al tratamiento estandar del CPCP. De esta manera, evaluamos el papel de
las citoquinas como posibles marcadores predictivos de respuesta a la

quimioinmunoterapia. Las asociaciones de citoquinas con supervivencia que eran

significativas en la cohorte de pacientes tratados con la adicion de ipilimumab, y que se
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replicaban en la cohorte tratada con quimioterapia sola fueron consideradas como
predictivas del efecto directo del ipilimumab. En este contexto, la IL-2 se comportd
como un predictor de beneficio frente a ipilimumab al identificar que pacientes con
niveles basales elevados presentaban una SG mas prolongada cuando se trataban con la
combinatoria, mientras que no presentaban este beneficio al tratarse con quimioterapia
sola. La IL-2 es una citoquina que promueve la proliferacion de células T, contribuye a
la iniciacion y mantenimiento de la respuesta inmune?®*, y estimula la proliferacion y
actividad de células Natural Killers (NK)*°. La regulacion de la activacion de los
linfocitos T a través de la union de CTLA-4 con B7 puede afectar la secrecion de IL-
226y por lo tanto la accion directa de ipilimumab al bloquear esta unién podria
aumentar la liberacion de IL-2, estimulando la respuesta inmune; esto podria explicar
los mejores resultados obtenidos en este contexto. La IL-2 se ha utilizado clasicamente
en el tratamiento de tumores solidos, obteniendo respuesta duraderas en una minoria de
pacientes con melanoma y céancer renal®®’. En CPCP, en un ensayo clinico fase II con
pacientes con enfermedad diseminada refractaria a platino, el 17% de ellos obtuvo una
respuesta completa con IL-2 a altas dosis?®®. Sin embargo, la toxicidad y falta de
beneficio en otros estudios hicieron que se pierda el interés en esta molécula como
tratamiento del CPCP?*. De modo contrario, la IL-6 y el TNFa actuaron como
predictores de resistencia a ipilimumab: niveles elevados de ambas citoquinas en
pacientes tratados con quimioinmunoterapia se asociaron a una peor SG, hecho que no
sucedi6 con los pacientes tratados con quimioterapia sola. Estos datos son similares a

otras observaciones en CPCP281300

y en otros tipos de tumores so6lidos. Los niveles de
IL-6 se han asociado con progresion tumoral en CPCNP313% y g falta de beneficio tras

tratamiento con ipilimumab en melanoma3%>3%, Inhibidores de IL-6 han demostrado

tanto in vitro como in vivo la capacidad de detener la proliferacion celular a través de la
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via de sefializacion STAT3 en CPCP ?*° y en cancer de mama®®, y han sido efectivos

para revertir la resistencia a la quimioterapia en cancer gastrico®®’

. TNFa., por otro lado,
ha demostrado tener actividad pro-tumoral en céncer y su secrecion desde macrofagos
se ha asociado a resistencia frente a inhibidores de MAP-quinasas en melanoma’%. Las
concentraciones elevadas de TNFa podrian ser el reflejo de un microambiente tumoral
inmunosupresor, lo que explicaria la resistencia observada al tratamiento con
ipilimumab. Estos conceptos parecen congruentes con el mecanismo de accion de las
moléculas implicadas, pero sin embargo requieren validacion.

Por ultimo, evaluamos si la modulacion de los niveles de citoquinas a lo largo del
tratamiento podria servir para predecir la respuesta al tratamiento; esto fue posible
gracias a la disponibilidad de muestras seriadas. En la cohorte de pacientes tratados con
quimioterapia sola, los valores medios de IL-4 no se modificaron a lo largo del
tratamiento. Sin embargo, en el subgrupo de pacientes donde se observd una elevacion
en la concentracion de IL-4 tras el tratamiento, se observé una peor SG. Hemos
hipotetizado que este hallazgo podria explicarse por una probable polarizacion de los

-43%_ Por otro lado, en la

macrofagos hacia un fenotipo M2, efecto caracteristico de IL
cohorte de pacientes tratado con la adicion de ipilimumab a la quimioterapia, los valores
medios de IL-4 se elevaron de manera considerable tras el tratamiento.
Sorprendentemente, aquellos pacientes que experimentaron ese cambio en la IL-4
presentaron una SG mas prolongada. En un estudio con ratones con actividad
inmunogénica restringida, se observo un ascenso de IL-4 tras tratamiento combinado
con un anti-CTLA4 y un agonista de OX40°'%*!!, Con esta combinatoria mejoraba la
tasa de supervivencia, pero el efecto desaparecia con el tratamiento en monoterapia; al

bloquear la IL-4 la SG de los ratones aumentaba considerablemente, recalcando el

efecto deletéreo de esta citoquina. De todas maneras, la evidencia del papel pro y
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antitumoral de la IL-4 es contradictoria y su funcion parece depender de sus niveles y su

asociacion con otros moduladores inmunologicos®!?

. A nivel global, estos hallazgos son
novedosos y abren las puertas para investigacion prospectiva en el campo.

En esta parte del proyecto hemos podido observar el impacto diferencial que tiene
ipilimumab en la secrecion de citoquinas en el CPCP, y como su concentracion basal y

su modulacion con el tratamiento son herramientas tutiles como biomarcadores de

beneficio de ipilimumab.

Fenotipado de las poblaciones linfocitarias periféricas

La caracterizacion del fenotipo de los linfocitos circulantes de manera seriada es de gran
interés ya que podria reflejar los cambios en las poblaciones inmunes que
indirectamente podrian traducir cambios en el microambiente tumoral. Este hecho es
especialmente relevante en el CPCP, donde la disponibilidad de tejido para el estudio de
la respuesta inmune en el tumor es muy limitada. Tener la disponibilidad de muestras
seriadas, nos permitié evaluar los cambios a lo largo del tratamiento.

Al evaluar asociaciones entre las diferentes poblaciones linfocitarias y las caracteristicas
clinicas de los pacientes observamos que la proporcion de células T CD4+ Foxp3+
antes de iniciar el tratamiento, se asociaba al estado funcional de los pacientes.
Concretamente observamos que aquellos pacientes con un mejor estado funcional (PS
por sus siglas en inglés, ‘performance status’) al diagnéstico de la enfermedad, tenian
una menor proporcion basal de Tregs. Las asociaciones de este tipo en la literatura son
escasas; en un estudio donde buscaban marcadores predictivos de respuesta en el

313

infiltrado tumoral de linfomas, Kim y cols.’"> reportaron que niveles bajos de Tregs en

ganglios linfaticos afectos, se asociaban a un peor PS en pacientes con linfoma.
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Las variaciones de las diferentes subpoblaciones linfocitarias circulantes tras
tratamiento con ipilimumab no han sido reportadas en CPCP. En nuestro estudio
observamos que ipilimumab provocd un incremento en el porcentaje de la mayoria de
los subtipos de linfocitos estudiados y no asi la quimioterapia sola. Entre las diferentes
subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+, observamos que en la mayoria de ellas
(PD-1, ICOS y CDI137) aumentaba la subpoblacion que expresaba Ki67 tras el
tratamiento con ipilimumab. Este no fue el caso de los linfocitos CD8+ que expresaban
ICOS+, donde se observd una bajada de aquellos que co-expresaban ICOS y Ki67. Por
ultimo, observamos que en los pacientes tratados con ipilimumab, tras el tratamiento se

producia una expansion de los linfocitos T CD4 Foxp3+. Kwek y cols.?!*

reportaron un
incremento en los niveles de los linfocitos CD4 efectores y reguladores, y de los
linfocitos CD8 y CD4+ con expresion de PD-1 en pacientes con céncer de prostata
tratados con ipilimumab.

ICOS (del inglés, inducible co-stimulator) es un receptor especifico de las células T
activadas, y se encuentra estructuralmente relacionado con el receptor de activacion
CD28 y CTLA-4!6%315  Su papel en la respuesta inmunitaria ha sido motivo de
controversia ya que se han reportado hallazgos contradictorios. Existen datos que
seflalan que la expresion de ICOS en los linfocitos podria conferirles un fenotipo
supresor de la respuesta inmune. Se ha observado que en ratones deficientes para la
expresion de ICOS, la secrecion de la citoquina tipo Th2 IL-10 estaba deprimida’!®. La
IL-10 liberada por células T reguladoras produce una supresion de las células T

efectoras®!’

. Al mismo tiempo, se ha reportado que como resultado de la interaccion de
ICOS con su ligando en células dendriticas, se produce la diferenciacion de células T

CD4+ en estadios precoces de maduracion hacia células T reguladoras productoras de

IL-103'8, Sin embargo, estudios posteriores pusieron en entredicho el papel

109



Tesis doctoral — Max Hardy-Werbin

inmunosupresor de ICOS, al asociarlo con procesos autoinmunes®'® y con la
supervivencia y expansion de células T efectoras®?. El rol que juega ICOS en céancer es
incierto, y su papel en CPCP no ha sido examinado en profundidad. En nuestro estudio
observamos que la adicion de ipilimumab al tratamiento aument6 el porcentaje de
expresion de ICOS en linfocitos tanto CD4+ como CD8+. Al tener una cohorte de
pacientes tratados s6lo con quimioterapia pudimos observar que este efecto no se
replicaba en estos pacientes, indicando que el efecto observado es atribuible a
ipilimumab. Al correlacionar estos hallazgos con los datos de supervivencia,
observamos que un aumento en la expresion de ICOS tanto en células CD4+ como
CDS8+ tras el tratamiento con ipilimumab, se asociaba a un aumento en la SG de manera
significativa. Liakou y cols. reportaron un marcado aumento de la expresion de ICOS en
células CD4+ en pacientes con cancer de vejiga tras tratarse con ipilimumab!”. En este
estudio, al tener la disponibilidad de biopsias pareadas, pudieron objetivar los mismos
cambios en la expresion de ICOS en tejido. Estos hallazgos evidencian que uno de los
efectos del tratamiento con ipilimumab en CPCP es un incremento del porcentaje de
linfocitos T CD4+ que expresan ICOS, y que este incremento tiene un impacto positivo
en la supervivencia. Son necesarios estudios mecanisticos y analisis de muestras de
tejido pareadas para determinar la relevancia biologica de ICOS en este escenario.

Las células natural killer (NK) forman parte de la inmunidad innata3?!

y son capaces de
reconocer células tumorales y provocar su destruccion a través de una muerte citotdoxica
celular mediada por anticuerpos®??, o mediante el reclutamiento de citoquinas pro-
inflamatorias®?}. CD57 es un receptor de membrana que se encuentra practicamente

ausente en las células NK del recién nacido®?*

y que aumenta progresivamente con la
edad’®, lo que apunta a que se trata de un marcador de diferenciacion de células NK.

En nuestro estudio observamos que aquellos pacientes con un porcentaje elevado de
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células NK CD57+ antes de empezar el tratamiento, tenian una mejor SG cuando se
trataban con ipilimumab + quimioterapia. En un metaanalisis se evalud el papel
pronostico de linfocitos CD57+ (tanto células T CD8+ como células NK) infiltrantes de
tumor. Observaron que la infiltraciéon por linfocitos CD57+ se asociaba de manera
significativa a una mejor SG en varios tipos de cancer, entre ellos el CPCNP*?¢, De
manera contraria, en un estudio reciente se observd que un elevado numero de células
NK CD57+ circulantes se relacionaba con resistencia al tratamiento (trastuzumab

+226. E] tratamiento con

neoadyuvante) en pacientes con cancer de mama HER2
ipilimumab en nuestro estudio no alter6 de manera significativa el porcentaje de las
células NK CD57+ a lo largo del tratamiento.

Por ultimo, analizamos si existia alguna asociacion entre las caracteristicas del fenotipo
celular periférico previo al tratamiento con ipilimumab y la toxicidad frente a este.
Observamos que un porcentaje bajo de células T CD8+ expresando PD-1 se asociaba
con tener al menos un tipo de toxicidad grado 3 durante el curso de tratamiento con
ipilimumab. Ademas, un recuento elevado de CD4+ se asociaba con el desarrollo de
colitis de cualquier grado, y dentro de estos, un porcentaje elevado de células positivas
para el receptor de co-activacion CD137 se asociaba con una colitis més severa. No se
han reportado muchos datos respecto a la relacion entre marcadores periféricos y
toxicidad por ipilimumab. Khoja y cols.*?’ analizaron el recuento de los subtipos
leucocitarios en sangre en pacientes con melanoma metastasico tratados con
ipilimumab, pero no encontraron ninguna asociacion con toxicidad. En un trabajo
presentado en 2017 en el congreso americano de oncologia, Schindler y cols.*?®
evaluaron 156 pacientes en el mismo escenario y observaron que el aumento del nimero

de eosinodfilos a lo largo del tratamiento estaba significativamente asociado a la

aparicion de cualquier tipo de efecto adverso. Nuestros hallazgos relativos al desarrollo
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de colitis de alto grado en pacientes con un porcentaje elevado de CD4+ CD137+ en
sangre, son congruentes con el rol de CD137 reportado en las colitis inmunomediadas,
donde la interaccion del receptor con su ligando contribuye a la persistencia de la
inflamacion en la mucosa intestinal**®. En un modelo de raton con colitis mediada por
transferencia de células T CD4+, se observd que el patrén de citoquinas generadas
cuando los linfocitos T CD4+ provenian de ratones deficientes para CD137 incluia
citoquinas Th2 inmunoreguladoras, mientras que tenia un predominio de citoquinas pro-
inflamatorias Thl cuando estos eran transferidos desde ratones con presencia de
CD1373%. En nuestro estudio, al valorar la modulacion de las subpoblaciones celulares
periféricas tras el tratamiento con ipilimumab, la mayoria de los pacientes no sufrieron
una elevacion de la proporcion de los linfocitos CD4+ CD137+, sino que el marcador,
en promedio, se mantuvo estable.

En resumen, hemos observado que el estudio de las subpoblaciones linfocitarias
periféricas podria ser de utilidad para predecir tanto la respuesta como la toxicidad
frente a ipilimumab en CPCP, aunque son necesarios estudios funcionales y cohortes
mas extensas de pacientes para la validacion de los resultados. En la siguiente fase del
proyecto se llevaran a cabo andlisis del resto de subpoblaciones linfocitarias estudiadas
y se asociaran los resultados con los datos previos de la concentracion de
autoanticuerpos y citoquinas, para obtener una imagen adicional de los eventos

inmunologicos en el CPCP tratado con quimioterapia con o sin ipilimumab.
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Los AAN se pueden detectar en més de la mitad de los pacientes con CPCP,
incluso en ausencia de sintomas neuroldgicos. El tratamiento con ipilimumab
combinado con quimioterapia no induce cambios diferenciales en los titulos de
AAN a lo largo del tratamiento. La variacion del titulo de AAN en suero a lo

largo del tratamiento actia como un reflejo de la carga tumoral en CPCP.

La presencia de AAN se asocia a un mejor pronostico en CPCP. La presencia de
multiples reactividades frente a AAN podria estar relacionada con una peor

respuesta al tratamiento con quimioinmunoterapia.

En el CPCP existen unos niveles basales bajos de citoquinas Thl, Th2 y pro-
inflamatorias en comparacion a sujetos sanos. La adicion de ipilimumab al
tratamiento con quimioterapia en CPCP produce un impacto en los niveles de
citoquinas séricas provocando un incremento global de estas, que no se observa

con la quimioterapia sola.

Niveles basales elevados de IL-2 predicen sensibilidad a ipilimumab, mientras

que niveles elevados de IL-6 y TNFa son biomarcadores predictivos de

resistencia.

La adicion de ipilimumab al tratamiento con quimioterapia en CPCP induce la

expansion de distintas subpoblaciones linfocitarias periféricas.
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6. Tanto una expansion de los linfocitos CD4/CD8 ICOS+ como un porcentaje

116

elevado de células NK CD57+ antes de iniciar el tratamiento, se asocian a una

mejor supervivencia en pacientes con CPCP tratados con quimioinmunoterapia.

La determinacion del fenotipo linfocitario periférico en pacientes con CPCP
tratados con ipilimumab puede ayudar a predecir toxicidad inmunomediada,

especialmente frente a la aparicion de colitis severas.
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