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ABREVIATURAS
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VEGFR: del inglés vascular endothelial growth factor receptor
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RESUMEN

Los inhibidores de punto de control inmunolégico como son los anti PD-L1
(Programmed death ligand 1) y anti PD-1 (Programmed cell death) han supuesto un
cambio en el tratamiento del cancer de pulmon no célula pequefia. Sin embargo, no todos
los pacientes se benefician por igual del tratamiento, lo cual ha llevado a la bdsqueda
incesante de marcadores que ayuden a definir una mejor respuesta a dichos farmacos. En
este sentido hemos analizado la carga de alteraciones del nimero de copias somaticas
(SCNAs burden) como biomarcador de supervivencia libre de progresion en pacientes

tratados con inhibidores del punto de control inmunoldgico en dos cohortes diferentes.

La primera cohorte se compone de 109 pacientes con cancer de pulmon no célula pequefia
avanzado tratados con farmacos inhibidores de punto de control inmunoldgico analizados
de manera retrospectiva. Se determinan los SCNA a través de “Shallow whole-genome
sequencing”y la expresién de RNA a través de NanoString© para el analisis de la
infiltracion inmune en la biopsia tumoral. Inicialmente se caracteriza el SCNAs burden
de diferentes formas, siendo la fraccién del genoma alterado que engloba brazos o
cromosomas, la que mejor se asocia a respuesta. Asi, detectamos que niveles altos de
SCNAs burden se asocian negativamente a supervivencia libre de progresion de
inmunoterapia. Por otro lado, observamos una correlacion negativa entre SCNAS burden
e infiltracion inmune, concluyendo que SCNAs burden podria ser un marcador de
respuesta con impacto en la supervivencia libre de progresion en pacientes tratados con

inmunoterapia.

La segunda cohorte se trata de un analisis prospectivo de 45 pacientes con cancer de
pulmén no célula pequefia avanzado tratados con inhibidores de punto de control
inmunoldgico. Se realiza el SWGS en plasma pretratamiento, a los 80 dias del inicio del
tratamiento y a la progresion radioldgica. A partir del analisis del SWGS obtenemos la
fraccion de DNA tumoral circulante (ctDNA) y el SCNAs burden. Observamos que la
presencia de ctDNA pretratamiento y alto SCNAs burden pretratamiento se asocia con
peor superviviencia libre de progresion a inmunoterapia y la ausencia de ctDNA a los 80
dias de tratamiento se asocia con supervivencia libre de progresion mas larga en pacientes

tratados con inhibidores de punto de control inmunoldgico.
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Por tanto, observamos que los datos obtenidos en el anélisis de SCNAs burden en biopsia
de tejido se correlacionan con los datos obtenidos del SCNASs burden en biopsia liquida:
los pacientes con menor SCNAs burden presentan una mejor supervivencia libre de

progresion a los tratamientos de inmunoterapia.
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SUMMARY

Immune checkpoint inhibitors have become a major therapeutic advance in non small
lung cancer advanced but not all the patients experience the same benefit. Nevertheless,
not all the patients have the same benefit, being the reason for the search of new
biomarkers for optimal patient selection. Here, we analyzed the somatic copy number
alterations (SCNASs) burden in two cohorts. The first cohort consists of 109 patients with
advanced non small cell lung cancer with tumor tissue biopsy treated with immune
checkpoint inhibitors. We performed “Shallow whole-genome sequencing” to obtain the
SCNAs profile and NanoString © to infer the immune infiltration. Initially SCNAs burden
was analyzed in different ways being the fraction of the genome altered by arms or
chromosomes, the one that showed the strongest association with immunotherapy. Thus,
we observed that high SCNAs burden was negatively associated with response to
immunotherapy. Importantly, we observed a negative correlation between SCNAs burden
and tumor immune infiltration. We concluded that SCNAs burden is a good marker of
response with an impact in progression free survival in patients treated with immune
checkpoint inhibitors.

Our second cohort is a prospective analysis of 45 patients treated with immune checkpoint
inhibitors. We performed “shallow whole-genome sequencing” on plasma samples
obtained at baseline, at 80 days of treatment initiation and at progression of the disease.
From shallow whole-genome sequencing we obtained the circulating tumor fraction
(ctDNA) and the SCNAs burden. The baseline presence of ctDNA and high SCNAs
burden was associated with worse response to immunotherapy and the absence of ctDNA
after 80 days was associated with longer progression free survival.

We concluded that the analysis of SCNAs burden in tumor tissue match with the SCNAs
burden in liquid biopsy: patients with low SCNAs burden presented better progression

free survival.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer de pulmon no célula pequefia (NSCLC) avanzado

1.1.1 Epidemiologia y factores de riesgo

El tumor con mayor incidencia en Europa en 2020 fue el cancer de mama, seguido del
cancer colorrectal, el cancer de pulmdny el cancer de prostata. En las mujeres el de mayor
incidencia fue el cancer de mama, seguido del cancer colorrectal, y después el cancer de
pulmén; en hombres el de mayor incidencia fue el cancer de préstata seguido de cancer
de pulmén y luego colorrectal (1). En Espafia, en 2020, el cancer mas prevalente en
varones fue el cancer de prostata, seguido del cancer de vejiga, siendo el cancer de pulmén
el cuarto en prevalencia a 5 afios; y en mujeres el cancer de mama seguido del cancer de

colon, siendo el cancer de pulmdn octavo en prevalencia también a 5 afios (2).

El cancer de pulmén presenta una incidencia en aumento y su mortalidad fue la mas alta
a nivel mundial en 2020 (2). Al diferenciarlo por sexo, en los hombres el cancer de
pulmon fue la causa méas frecuente de mortalidad por cancer, mientras que en mujeres

fueron el cancer colorrectal y cancer de mama seguido de cerca del cAncer de pulmon (2).

El principal factor de riesgo en el cancer de pulmon es el consumo de tabaco, existiendo
una relacion directamente proporcional entre el riesgo de padecer cancer de pulmon, el
namero de cigarrillos diarios y el nimero de afios de adiccion. Los fumadores pasivos
también tienen un mayor riesgo relativo de desarrollar cancer de pulmon (3-5). Otros de
los posibles factores de riesgo asociados al cancer de pulmdn incluyen enfermedades
previas como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la historia familiar de
cancer de pulmdn, la presencia de otros tumores (6,7) y/o la exposicion a agentes

carcindgenos como el asbesto, arsénico o radén (8,9).

1.1.2. Gendmica del NSCLC

Los compuestos carcindgenos (hidrocarburos policiclicos aromaticos) del humo del
tabaco producen numerosas mutaciones siendo el cancer de pulmon uno de los tumores
con mas mutaciones (4). Algunas de ellas pueden afectar a genes claves para el
crecimiento y la proliferacién celular como, por ejemplo, TP53 (tumor protein p53). TP53
es un gen supresor de tumores que regula la apoptosis y el ciclo celular. Mutaciones que
afectan la funcion de este gen permiten la proliferacion de las células anormales

favoreciendo los procesos de tumorogénesis (10).
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Se han identificado varias anomalias genéticas en algunos protooncogenes. Los mas
estudiados en el NSCLC son el epidermal growth factor receptor (ERBB1= EGFR), mas
prevalente en adenocarcinoma en nunca fumadores, y el human epidermal growth factor
receptor 2 (ERBB2) (9).

Existen otros protooncogenes de la familia RAS (rat sarcoma): HRAS (H-RAS proto-
oncogene), NRAS (neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog), KRAS (Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homologue), siendo este ultimo el méas conocido (11,12). Las
mutaciones en KRAS son las mas frecuentes, encontrandose en aproximadamente el 35%
de los adenocarcinomas de pulmoén (11). Estas mutaciones de KRAS se relacionan con el
tabaco, siendo las mas frecuentes las transversiones G-T asociadas con hidrocarburos

policiclicos y nitrosaminas.

La activacion de las distintas vias de sefializacion como las vias de las MAP quinasas
(RAS-RAF-MAPK ((Mitogen-Activated Protein Kinase)), la via PI3K (phosphoinositide
3- Kinase) y la via JAK/STAT (Janus-associated kinase/signal transducers and activators
of transcription) inducen la regulacion de la proliferacion e invasion celular, la

angiogeénesis, y la inhibicion de la apoptosis y de las metastasis (13).

Otros de los eventos moleculares descritos en el desarrollo del NSCLC son los cambios
epigenéticos, la amplificacion de MET (mesenchymal-epithelial transition) y la
inestabilidad de microsatélites. Diferentes estudios moleculares han reportado
modificaciones en las vias de sefializacion que contribuyen a la tumorogénesis,
involucrando a las proteinas EGFR, KRAS, cMET y AKT (Serine/threonine Kinase) (14).
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Figura 1. Vias de sefializacion del EGFR [Nota. Adaptado de “Genotipificacion en cancer
de pulmon de células no pequefias”. Por Campos-Parra AD. 2012. Revista gaceta

mexicana oncologia (13)}.

En el carcinoma escamoso se han identificado algunas alteraciones moleculares que
podrian tener relevancia para el tratamiento dirigido como son la amplificacion de FGFR1
(fibroblast growth factor receptor) (22% de los casos), PI13K (8%), mutaciones de DDR2
(discoidin domain receptor tyrosine kinase 2) (1-4%) y mutaciones de FGFR1 (10%)
(15,16).

Como la mayoria de tumores sélidos, el cancer de pulmon se caracteriza por presentar
alteraciones cromosomicas, es decir, alteraciones somaticas en el nimero de copias
(SCNA) de segmentos variables del genoma (16,17). Normalmente se suelen identificar
3 tipos de SCNA que representan distintos eventos biologicos: nivel cromosomico
(aneuploidia), nivel del brazo cromosdmico (a veces también recogido como aneuploidia)
y nivel focal, que se define como una afectacion <50% del brazo cromosémico pudiendo
corresponder con una delecion o una amplificacion (17,18). En el cancer de pulmon son
frecuentes amplificaciones de genes como ERBB2, EGFR, MYC, PI3KCA
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha), FGFR1/2,
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MET, PTEN (phosphatase and tensin homolog) y deleciones en genes como CDKN2A,
RB1 (proteina de retinoblastoma) o TP53 (19).

Las aneuploidias y SCNA se relacionan con el desarrollo de la tumorogénesis (20,21) y
el nimero de mutaciones tiende a correlacionarse positivamente con los niveles de SCNA
(22).

La proporcién del genoma afectado por SCNA se conoce como la carga de SCNA
(SCNAs burden). Se ha demostrado la existencia de una correlacion entre la carga de
SCNA vy el grado de recurrencia y metastasis (23). Un estudio en cancer de prdstata
evidencio que la carga de SCNAs puede ser considerado un marcador de recurrencia

bioquimica y de metéstasis (22).
1.1.3. Diagndéstico

La estadificacion del cancer de pulmon se realiza segun el tamafio tumoral, la
localizacion, la afectacion ganglionar y la existencia o no de enfermedad a distancia (24).
En aquellos estadios localizados con afectacion ganglionar, la prueba de eleccién para
completar el estudio es una ecobroncoscopia/broncoscopia (25). El diagnostico
patoldgico se realiza tras la obtencion de material del tumor, preferiblemente con una
biopsia de la zona mas accesible y, en su defecto, por puncién con aguja fina (26).
a) Diagnostico histologico

El diagnostico histopatoldgico es necesario para clasificar el tumor. Se basa en los
criterios establecidos por la clasificacion de la organizacion mundial de la salud (WHO)
(26). Estos criterios establecen la terminologia para clasificar el cancer de pulmon.
Gracias a la caracterizacion molecular de los tumores se establece una subclasificacion
del NSCLC pudiendo implantar tratamientos diana. Asimismo, a través de técnicas de
inmnohistoquimica (IHC) se va a obtener un diagnostico mas preciso favoreciendo a la
subclasificacion del cancer de pulmoén. La mayoria de los tumores de NSCLC son
diagnosticados en estadios irresecables avanzados. Es necesario la obtencién de biopsias
0 muestras citologicas para definir el mejor tratamiento, pero a veces la escasa

representacion de la muestra puede limitar el material (27).

La IHC es la técnica de eleccion para poder hacer el diagnostico en aquellos casos donde

la morfologia por si sola no es suficiente para diferenciar el subtipo de NSCLC (28,29).

Los adenocarcinomas habitualmente son TTF-1 (Thyroid Nuclear Factor 1) positivo y en

cambio los carcinomas escamosos son p40 positivo. Si ninguno de los dos fuera positivo
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el diagndstico se filiaria como NSCLC no especificado de otra manera, (NOS), los cuales
suponen supone menos de un 10%.

b) Diagndstico molecular
El diagnostico molecular se realiza paralelamente a través de 2 vias: una via detecta las
alteraciones oncogénicas tratables y otra via determina la expresion de PD-L1 para

establecer una terapia inmunoldgica (30-32).

En el adenocarcinoma de pulmdn avanzado las recomendaciones establecidas por la
American Society of Clinical Oncology (ASCO) y por la European Society for Medical
Oncology (ESMO) son: la determinacion de mutaciones en EGFR, la translocacion de
ALK (anaplastic lymphoma kinase), la fusién de ROS1 (ROS proto-oncogene 1), la
mutacion BRAF V600E (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B), la mutacion
KRAS, la mutacion MET exdn kipping 14, la fusion NTRK (neurotrophin tyrosine

receptor kinase) y la translocacion de RET (rearranged during transfection) (33,34).

Para establecer un tratamiento con inmunoterapia es necesaria la determinacion de la
expresion de PD-L1 en la muestra tumoral en pacientes con NSCLC metastasicos y
estadios localmente avanzados. Esta determinacion de PD-L1 ha sido avalada en estudios
fase 11l que demuestran la superioridad de farmacos inhibidores de punto de control
inmunoldgico frente a quimioterapia en supervivencia global (SG) (35). La evaluacién
del nivel de expresion de PD-L1 en tejido tumoral puede realizarse usando diferentes
anticuerpos monoclonales (Ac) desarrollados sobre plataformas automatizadas de IHC
(36).

1.1.4. Tratamiento

a) Estadios avanzados con alteraciones diana

e Mutacion de EGFR
El tratamiento estandar es un inhibidor de tirosina quinasa (TKIs) especifico de
mutaciones de EGFR. Diversos estudios han demostrado que los inhibidores de primera
generacion (erlotinib, gefitinib) y segunda generacion (afatinib, dacomitinib) tienen un
impacto superior en supervivencia libre de progresion (SLP) frente a quimioterapia (37—
40). Recientemente, el osimertinib, un inhibidor de tercera generacion, ha sido aprobado
para el tratamiento de primera linea (41). La combinacién de erlotinib y bevacizumab
(antiangiogénico, anti VEGF) ha demostrado un impacto en SLP siendo otra opcion de

tratamiento por la European Medicines Agency (EMA) (42).
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Tras tratamiento con inhibidores de 1-22 generacion, en un 50-60% de los pacientes se va
a detectar la presencia de la mutacién T790M como mecanismo de resistencia. La Unica
medicacion aprobada para los pacientes que desarrollen esta mutacion es osimertinib a

excepcion de los pacientes que lo hayan recibido en primera linea (43,44).

La amplificacion de MET, la amplificacion de HER2, las alteraciones de PI3CKA, la
mutacion de BRAF, la mutacion de KRAS o la transformacion a célula pequefia se han
descrito como otros posibles mecanismos de resistencia (45).El tratamiento aprobado en
estos pacientes seria la quimioterapia con inmunoterapia (46), recomendado en las guias
de ASCO y de ESMO (33,34).

e Translocacién ALK

En pacientes con translocacion de ALK, la aparicion de farmacos diana ha supuesto un
avance en el NSCLC relegando la quimioterapia a un segundo plano. Estudios fases IlI
han demostrado la superioridad de dichos farmacos (tanto a nivel de tasas de respuesta
como un impacto en SLP) frente a la quimioterapia, siendo aprobados en primera linea
de tratamiento. Farmacos como crizotinib (inhibidor de 1% generacion), ceritinib
(inhibidor de 22 generacion) (47,48) o alectinib, (inhibidor de 22 generacion) son farmacos
de eleccion en primera linea de tratamiento, siendo alectinib el farmaco de primera opcion
por demostrar una superioridad en SLPy SG (HR 0,42 y HR 0,67 respectivamente) frente
a crizotinib (49).

Brigatinib (inhibidor de 22 generacion) en el estudio ALTA 1, evidencio una superioridad
a crizotinib en SLP, siendo también aprobado como tratamiento de primera linea (50).
Posteriormente, el estudio Crown demostré en primera linea, la superioridad de lorlatinib
(inhibidor de 32 generacion) frente a crizotinib con mejor SLP (HRO0,28) (51). Este estudio
significd la aprobacion de lorlatinib por la FDA en primera linea en pacientes ALK

translocados.

Lorlatinib es el tratamiento aprobado por la FDA y la EMA (52) a la progresion de

enfermedad tras tratamiento con alectinib o ceritinib.

e Otras alteraciones
Crizotinib es el farmaco de eleccidon en pacientes con translocacién de ROS1 (53).
Recientemente, un nuevo inhibidor de ROS1, el entrectinib, ha sido aprobado por la
FDA y la EMA también en primera linea de tratamiento (54). El lorlatinib es el

tratamiento de eleccidn tras progresion tumoral al tratamiento con crizotinib (52).
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La combinacion de dabrafenib con trametinib, ha sido aprobada por la FDA y la EMA
en pacientes con mutacion de BRAF V600. Este es el tratamiento de eleccion tanto en
primera linea como en pacientes pretratados (55).

Pralsetinib (56) y selpercatinib (57) han sido aprobados por la FDA y la EMA en
pacientes con fusion de RET; previamente tratados.

Por altimo, larotrectinib y entrectinib son farmacos también aprobados por la FDA Yy la
EMA, en el tratamiento de pacientes con fusiones de NTRK; previamente tratados
(58,59).

b) Estadios avanzados sin alteraciones diana

e Primeralinea

La quimioterapia establecida en NSCLC avanzado en pacientes sin alteracion diana esta
basada en doblete de platino asociado a taxanos, vinorelbina o gemcitabina. La
recomendacion son cuatro ciclos en lugar de seis por toxicidad acumulada (60). En
pacientes con cancer de pulmon no escamoso, el tratamiento de eleccidén es la
combinacion de platino con pemetrexed, condicionado a la histologia. En pacientes con
adenocarcinoma de pulmon, la adicion de pemetrexed al platino supuso un mayor impacto
en SG (HR 0;78) y SLP (HR:0,6) frente a otros agentes quimioterapicos como el
docetaxel o la gemcitabina (61).

La adicién de bevacizumab al doblete de tratamiento ha supuesto una mejoria en la SG
en pacientes con cancer de pulmén no escamoso y, por tanto, su uso es una opcion a tener

en cuenta en ausencia de contraindicaciones (62,63).

Tras los cuatro ciclos de doblete de quimioterapia la opcion de mantenimiento con
pemetrexed esta recomendada (en ausencia de toxicidad y de progresion) por demostrar
mayor impacto tanto en SLP como en SG (64).

El tratamiento en primera linea con 1CIs en monoterapia constituye el estandar terapéutico
en pacientes con NSCLC avanzado con expresion de PD-L1 > 50%. El estudio
KEYNOTE 024 demostré una SG a favor de pembrolizumab (un anticuerpo monoclonal
anti-PD-1) frente a quimioterapia con una HR de 0,6 y una SLP de 10,3 meses en el brazo
de pembrolizumab con una HR de 0,5 (35). El atezolizumab (anticuerpo monoclonal anti-
PD-L1) frente a quimioterapia también evidencio un mayor beneficio en SG en el estudio
IMPOWER 110 con una HR de 0,5 (65). El cemiplimab (anticuerpo monoclonal anti-PD-
L1), gracias al estudio EMPOWER-Lung 01, (66) también es un farmaco que demostro

un beneficio en este grupo de pacientes con una HR en SLP de 0,54 y una HR de 0,57 en
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en SG. En base a estos resultados, estos ICIs han sido aprobados por la FDA, pero la

EMA sdlo ha aprobado el pembrolizumab y atezolizumab.

Multiples estudios fase I11 han avalado el esquema de quimioterapia mas inmunoterapia,
independientemente del nivel de expresion de PD-L1. El estudio KEYNOTE 189 que
incluia pacientes con carcinoma no escamoso de pulmén, demostré que la combinacion
de quimioterapia (platino/pemetrexed) con pembrolizumab era superior tanto en SG
como en SLP, con una HR de 0,48 y 0,56 respectivamente, al compararlo con sélo
quimioterapia (67). El estudio KEYNOTE 407 tenia un disefio parecido, pero incluia
unicamente pacientes con NSCLC histologia escamosa, y la quimioterapia estaba basada
en platinos en combinacion con nab-paclitaxel (nanoparticulas de albdmina) o paclitaxel
més pembrolizumab vs placebo. Los datos de SG y de SLP también fueron mejores para
el brazo de combinacion, con una HR de 0,64 y de 0,57 respectivamente (68). En el
estudio IMPOWER 150, la adicion de atezolizumab a bevacizumab mas quimioterapia,
en pacientes con carcinoma de pulmdn no escamoso, mejoro6 significativamente la SG
(HR 0,76) y la SLP (HR 0,62), en comparacion con el uso de bevacizumab mas
quimioterapia (69). El estudio IMPOWER 130, fue otro estudio multicéntrico con
pacientes con NSCLC no escamoso, que demostrd ser superior la combinaciéon de
atezolizumab con quimioterapia, tanto en términos de SG (HR 0,79) como en SLP (HR
0,64) al compararlo con quimioterapia (70). El estudio IMPOWER 131 reportd en
pacientes con carcinoma de pulmén escamoso, un beneficio en SLP (HR 0,71) con la
introduccién del atezolizumab junto con la quimioterapia, frente a solo quimioterapia

(carboplatino + nab-paclitaxel o paclitaxel), pero no hall6 beneficio en la SG (71).

Finalmente, el estudio CheckMate 9LA valord la combinacion de nivolumab maés
ipilimumab (anti-CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) y dos ciclos de
quimioterapia frente a quimioterapia en primera linea de tratamiento, independientemente
de su variante histolégica. Demostr6 que la combinacion tenia un impacto en la SG para
ambas histologias con HR de 0,62 y 0,69 respectivamente, y que la inmunoterapia dual
junto con quimioterapia, mostraba mejor SLP con una HR de 0,68 (72). Con estos

resultados, la combinacion fue aprobada por la FDA y por la EMA.

La combinacion dual de ipilimumab y nivolumab también ha sido aprobada por la FDA
en primera linea en pacientes con NSCLC con expresion de > PD-L1 1% segun el estudio
CheckMate 227 (73). Los datos de SG fueron superiores (TMB > 10; HR 0,86 y TMB <
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10; HR 0,75) frente al brazo estandar de quimioterapia, y la SLP también demostré una

superioridad en el brazo experimental con una HR de 0,58.

En aquellos pacientes donde la inmunoterapia esta contraindicada, el doblete de platino

seria el esquema de eleccion (61).

e Segunda linea

Existen tres farmacos anti PD-1/PD-L1 (nivolumab, pembrolizumab y atezolizumab)
aprobados en segunda linea en NSCLC tras el fracaso de quimioterapia en primera linea.
Nivolumab y atezolizumab (74,75) se han aprobado independientemente de la expresion
de PD-L1, mientras que pembrolizumab se ha aprobado en pacientes con expresion de
PD-L1 > 1% (76). En aquellos pacientes no candidatos a inmunoterapia, el tratamiento
consiste en quimioterapia basado en docetaxel o bien pemetrexed, siempre y cuando no
lo hayan recibido en primera linea, ya que presenta eficacia similar pero con menor
toxicidad (77-79).

Los antiangiogénicos asociados a quimioterapia han demostrado un impacto en la SG.
Nindetanib es un inhibidor triple de la angioquinasa oral que bloquea simultdneamente
tres receptores de factores de crecimiento: VEGFR 1-3 (vascular endothelial growth
factor receptor), PDGFR alfa y beta (platelet-derived growth factor receptor) y FGFR 1-
3 (fibroblast growth factor receptor). El estudio LUME-1 demostrd que la asociacion de
nintedanib con docetaxel era superior en SG (HR 0,82) y en SLP (HR 9,79), frente a
quimioterapia, en pacientes con adenocarcinoma de pulmon (80). Esta combinacion
representa una opcion de tratamiento en pacientes que hayan progresado a la
guimioterapia o inmunoterapia. Ramucirumab es otro antiangiogénico, que en
combinacidn con docetaxel, demostro ser superior en SG (HR 0,86) y en SLP comparado
con docetaxel en monoterapia en NSCLC; por ello, representaria también una opcion de
tratamiento independientemente de la histologia (81).

1.2. Inmunoterapia en NSCLC

La inmunoterapia en el cancer de pulmén ha supuesto un cambio en el paradigma del
tratamiento, a la vez que un impacto en la supervivencia. Son numerosos los ICIs
probados en el NSCLC avanzado y/o metastasico, entre los que se encuentran los anti
PD-1, anti PD-L1 y anti CTLA-4, que han pasado a ser una parte activa del tratamiento,
posicionandose también como tratamiento de consolidacién tras quimioterapia y

radioterapia concomitante. De esta manera, durvalumab {anticuerpo monoclonal anti—
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PD-L1), se convierte en el nuevo estandar de tratamiento en el NSCLC localmente
avanzado tras la quimioterapia y radioterapia toréacica, por su beneficio en SLP (HR 0,56)
(82) por la FDAy, en pacientes con PD-L1 > 1% por la EMA.

Los ICIs también han sido evaluados en pacientes quirdrgicos como tratamiento
neoadyuvante, obteniendo tasas de respuestas patologicas superiores a la quimioterapia
neoadyuvante, pero sin llegar a unos resultados concluyentes (83). Dada la evidencia
cientifica del sinergismo de la quimioterapia con ICls en el escenario metastasico, se ha
realizado el estudio NADIM (84) que combina anti-PD-L1 y quimioterapia con unos

resultados que han favorecido la realizacion de ensayos fases I11 (85).

La llegada de estudios en el grupo de pacientes con tratamiento adyuvante, también es
continua (KEYNOTE(091, BRO031). Recientemente, se ha publicado el estudio
IMPOWERO10, que ha demostrado un beneficio a favor de atezolizumab tras
guimioterapia adyuvante en SLP con HR de 0,66 en aquellos pacientes con estadio IlI-111
y expresion de PD-LI > 1% (86).

1.2.1. Mecanismos de accion de los inhibidores de puntos de control inmunolégico

Los puntos de control inmunologicos son cruciales para mantener la autotolerancia y
modular la duracion y amplitud de las respuestas inmunitarias fisiologicas en los tejidos
periféricos, con el fin de minimizar el dafio tisular (87). Las células T inician el
reconocimiento de antigenos por el receptor de células T (TCR) y tienen capacidad para
reconocer y matar directamente las células que expresan antigenos gracias a los linfocitos
T CD8 + o citotoxicos y, ademas, son capaces de orquestar respuestas inmunitarias
gracias los linfocitos T CD4 + o helper. En esta linea, se han desarrollado farmacos que
son capaces de actuar como agonistas de receptores coestimuladores o, como antagonistas
de sefiales inhibitorias, que provocan la amplificacion de respuesta de las células T

especifica de antigeno (nivolumba, atezolizumab, pembrolizumab e ipilimumab).

e PD-1 (Programmed Death-1)
PD-1 es una proteina de membrana tipo | que se expresa principalmente en tejidos
periféricos, donde las células T pueden encontrar los ligandos PD-L1, también conocido
como B7-H1, y PD-L2, también conocido como B7-D, que se expresan en células
estromales, en células tumorales o en ambas. La funcion de PD-1 consiste en condiciones
normales, en limitar la respuesta inflamatoria a la infeccién y limitar la autoinmunidad.
Dentro del microambiente tumoral esto supone un mecanismo de resistencia inmunitaria.
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La union de PD-1 con sus dos ligandos activa la sefial inhibitoria, previniendo asi la
inflamacion excesiva o dafiina, y mantiene la tolerancia inmune a los autoantigenos en

condiciones normales (87-89).

e PD-L1 (Programmed Death-ligand 1)
PD-L1 a menudo se expresa en células tumorales y en células mieloides del
microambiente tumoral que probablemente suprimen, ain mas, las respuestas inmunes
efectoras. El bloqueo de la via mediante la interaccion con PD-1 en las células T puede
mejorar las respuestas inmunitarias antitumorales al disminuir el nimero y/o la actividad

supresora de las células T reguladoras intratumorales (87,90,91).

e CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4)
La proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) es un receptor inhibidor
expresado principalmente por las células T. Sus ligandos CD80 y CD86 se encuentran
tipicamente en la superficie de las células presentadoras de antigeno y pueden unirse a
CD28 o CTL-4, favoreciendo una respuesta coestimuladora o inhibitoria,
respectivamente. (92). Esto ha supuesto la aprobacion de un farmaco anti-CTL-4
(ipilimumab) para el tratamiento del cancer de pulmén avanzado.

e LAG-3 (lymphocyte activation gene 3 protein)
LAG-3 regula una via de punto de control inmunoldgico que inhibe la actividad de las
células Ty que en muchos tumores se encuentra sobreexpresado. Los estudios preclinicos
sugieren que la inhibicién de LAG-3 permite, a los linfocitos T, recuperar su funcién

citotoxica y potencialmente, afectar al crecimiento tumoral (88,93,94).

LAG-3y PD-1 frecuentemente se coexpresan en los linfocitos que se infiltran en el tumor,
contribuyendo al agotamiento de las células T. El relatlimab (farmaco anti-LAG-3),
permite restaurar la funcién de las células T. Recientemente se ha demostrado que la
combinacion de relatlimab con nivolumab mejora la SLP en pacientes con melanoma
(93). Son numerosos los farmacos anti-LAG-3 en desarrollo que se estan probando en

combinacion con los farmacos ya aprobados (95-97).

e TIGIT (T cell immunoglobulin and ITIM domain)
TIGIT interactda con el ligando CD155 expresado en las células presentadoras de
antigenos (APC) o en las células tumorales, favoreciendo el desarrollo tumoral. Se han
desarrollado varios anticuerpos monoclonales que bloquean la actividad de TIGIT y se
esta estudiando en combinacién con otros tratamientos para el NSCLC avanzado (98,99).
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e 0OX40 o antigeno CD134
OX40 se expresa en los CD4, CD8 y otras células linfoides favoreciendo la respuesta
inmunoldgica. El desarrollo de farmacos potenciadores de OX40 para un mejor control
inmunolégico en el tratamiento del cancer, es otra de las dianas en investigacion
(100,101).

e TIMS3 (T cell immunoglobulin and mucin domain-3)
TIM3 inhibe la inmunidad antitumoral, de manera que el bloqueo de TIM3 junto con PD-
1 puede favorecer la regresion tumoral y mejorar las respuestas de las células T contra el
cancer (88,102).

1.2.2. Biomarcadores de respuesta a la inmunoterapia en NSCLC

a) Expresion de PD-L1
La evaluacién del nivel de expresion de PD-L1 en tejido tumoral puede realizarse usando
diferentes Ac monoclonales desarrollados sobre plataformas automatizadas de IHC. La
Unica técnica de PD-L1 validada por los ensayos clinicos es el Ac 22C3, pero numerosos
estudios han comparado otros Ac, dando validez a otras determinaciones para el analisis
de PD-L1: 28-8 PD-L1 (Dako) y SP263 PD-L1 (Ventana) (36,103,104).

El estudio “BluePrint” se disefid6 para armonizar los resultados proporcionando
informacion sobre la comparabilidad clinica y analitica de los cuatro Ac monoclonales
descritos (28-8 (Dako), SP263 (Ventana), SP142 (Ventana), 22C3 (Dako)). El estudio
reveld que tres de los cuatro Ac monoclonales para evaluar la expresion de PD-L1, tienen
una alta concordancia (22C3, 28-8 y SP63), siendo validadas para el analisis de PD-L1,
mientras que el Ac SP142 tuvo menor marcacion en las células tumorales (36).

b) Tumor mutational burden (TMB)
El TMB se define como el nimero de mutaciones somaticas no sindénimas que presenta
un tumor, incluyendo sustituciones no sindénimas y pequefias inserciones/deleciones.
Normalmente se expresa respecto a una unidad del genoma, por ejemplo,
mutaciones/megabase (mut/MbP), y generalmente, se asocia con una mayor inestabilidad
gendmica. En el NSCLC se ha descrito un alto nimero de mutaciones en pacientes
fumadores, debido a que del tabaco se derivan sustancias altamente carcinogénicas que

generan mutaciones (105).
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Las mutaciones son posibles neoantigenos que pueden ser reconocidos por las células T
citotdxicas (106), lo que provoca un aumento en la inmunogenicidad y mayor sensibilidad

a los tratamientos con inmunoterapia (107).

La determinacion del TMB se puede hacer mediante distintas técnicas de next generation

sequencing (NGS).

a) Whole-genome sequencing (WGS): implica la secuenciacion del genoma

completo, identificando todas las mutaciones. Tiene un alto coste econémico y ademas el
analisis de sus datos genera un alto uso de recursos computacionales para el
procesamiento y almacenamiento (108). Ademas, la mayoria de mutaciones se
encuentran en regiones no codificantes, por lo que raramente pueden dar lugar a
neoantigenos.

b) Whole-exome sequencing (WES): permite la secuenciacion sélo del exoma

(conjunto completo de regiones de genes del genoma humano). Supone alrededor del
2,5% del genoma, reduciendo el coste y el tiempo en comparacién con WGS. A pesar de
ello, sigue siendo una técnica costosa, por lo se han puesto en marcha la creacién de
diferentes paneles de genes (109).

La secuencia dirigida mediante el uso de paneles se centra en una seleccion de genes de
interés, siendo mas accesible en términos de tiempo y coste para la aplicacion clinica
(110). Sin embargo, no todos los paneles de NGS son vélidos para estimar el TMB.
Paneles con una cobertura gendmica < 0,5 Mb, hacen que la precision para la medicion

del TMB disminuya, y por tanto, se desaconseja su uso (111).

Paneles como Foundation One® Trusight 170, Oncomine Tumor Mutation Load Assay ©,
Oncomine Comprehensive Assay V3® y MSK-IMPACT™ se han establecido para
determinar el TMB reduciendo costes y favoreciendo su cuantificaciéon (112). En un
estudio de Rizvi et al. se realiz6 la medicion del TMB a través del panel de MSK-
IMPACT™, a la vez que se determin6 por WES, y se establecié que ambas pruebas tenian
una alta correlacion (113). Los puntos de corte se establecieron alrededor de 10 mut/MpB
para los paneles de Foundation One®, siendo esta la Unica cohorte prospectiva hasta la
fecha, y 7,4 mut/MpB para el panel MSK-IMPACT™.

Distintos estudios han analizado la correlacion entre TMB y la respuesta a inmunoterapia
(114-116). En el estudio Checkmate 026, se realizé un andlisis retrospectivo para ver la

eficacia del tratamiento segun el analisis del TMB analizado por WES. Se definié el TMB
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alto > 243 mutaciones, el nivel medio entre 100 y 242 mutaciones y el TMB bajo de 0 a
100 mutaciones. Pacientes con alto TMB presentaron tasas de respuesta mas prolongadas

y mejores SLP a nivolumab frente a quimioterapia (117).

El estudio Checkmate 227 en la parte 1 analiz6 la utilidad del TMB, obteniendo un
resultado positivo a favor de la combinacién de nivolumab/ipilimumab en aquellos
pacientes con tumores con TMB alto (> 10 mut/MpB) con mejor SLP (HR 0,58);
independientemente de la expresion de PD-L1 o de la histologia. Sin embargo, los
resultados para SG fueron independientes de la TMB (TM.B alta: HR 0,68, y TMB baja:
HR 0,75) (73).

Recientemente, la FDA ha aprobado el uso de pembrolizumab para tumores agnosticos
con TMB alto (> 10 mut/MpB), de acuerdo al anélisis retrospectivo del estudio
KEYNOTE-158 (118). El andlisis del TMB se realiz6 a través de la plataforma de

Foundation One®, sin embargo esta evaluacién no incluyo pacientes con NSCLC.

Nuestro grupo analizd, en una cohorte de pacientes con NSCLC avanzado, el TMB por
WES y lo correlacioné con la respuesta a ICls. Identificamos que aquellos pacientes que
se beneficiaban con la inmunoterapia (SLP > 6 meses), se correlacionaban con un alto
TMB (p = 0,029) (119). Después, estratificamos la cohorte de pacientes en tres grupos
segun el beneficio de ICIs en la SLP: ausencia de beneficio (SLP < 6 meses), beneficio
medio (SLP entre 6-18 meses) y beneficio largo (SLP > 18 meses); y observamos que
aquellos pacientes con SLP > 18 meses tenian un mayor TMB en comparacion con los

otros 2 grupos (p = 0,001 y p = 0,003 respectivamente).

A pesar de los resultados mencionados anteriormente, todavia sigue habiendo aspectos
sin resolver del TMB en cuanto a la cuantificacion e interpretacion. EI TMB es una
variable continua y uno de los inconvenientes es el punto de corte establecido para
determinar qué paciente con un TMB alto va responder a la inmunoterapia. Los puntos
de corte objetivos no estan establecidos, de manera que cada ensayo clinico utiliza su
punto de corte especifico estableciendo una mediana de TMB o dividiendo en terciles o
cuartiles. Los estudios de NSCLC que emplean el WES han establecido puntos de media
de 158 6 200, y 243 como tércil superior (107,115,117). La armonizacion en la
cuantificacion de TMB sigue siendo un desafio para el futuro, siendo necesario
procedimientos estandares que permitan la interoperabilidad entre diferentes paneles de
genes, comparando los resultados de todos los estudios, y definir un limite universal para
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poder identificar con claridad a los pacientes con mas probabilidad de beneficiarse de
inmunoterapia (118).

c) Otros marcadores emergentes

»Infiltracion inmune del tumor

El microambiente tumoral (TME) lo forman diferentes tipos celulares, entre los que se
incluyen las células inmunes: macrofagos, células B, células T y mastocitos (120). La
creciente investigacion sobre el TME indica que las células inmunes que infiltran el tumor
desemperfian un papel fundamental en el crecimiento y agresividad del tumor (121,122).
Existe evidencia de que el microambiente del NSCLC est& enriquecido por diferentes

tipos de células inmunes.

La infiltracion de celulas del sistema inmune en el tumor contribuye positiva o
negativamente al crecimiento e invasion del tumor, pudiendo condicionar la evolucion
del paciente dependiendo de la heterogeneidad del tumor y de los niveles de linfocitos
que infiltran las lesiones neoplasicas. Los TIL (tumor-infiltrating lymphocytes), se
componen principalmente de subconjuntos de células T CD4 +y CD8 +. Las células T
CD8 + son los linfocitos T citotdxicos primarios en la respuesta inmune antitumoral,
aunqgue las células T CD4 + también han demostrado tener potencial de destruccion
tumoral (123).

Se ha analizado la infiltracion inmunolodgica de los tumores estudiando la diversidad de
células (macrofagos, células dendriticas, células T...) que invaden las diferentes lesiones
neoplasicas, pudiendo contribuir negativamente y positivamente al crecimiento e
invasion tumoral. Asi, estrategias centradas en la manipulacion de la infiltracion celular
a través de terapias génicas, moleculares y celulares es una herramienta para ensayos
clinicos ya en marcha en la practica clinica (124). Los tumores infiltrados por histiocitos
(macréfagos y células dendriticas) se asocian a peor evolucién, por el contrario, una
mayor infiltracion de TILs en el tumor y en las metastasis, es un marcador de buen
prondéstico (107). Varios estudios han demostrado en diferentes tumores, incluido el
NSCLC, que a mayor infiltracion de TILs (CD8 +, CD3 +, CD4 +) mayor sensibilidad a
la inmunoterapia y mayor supervivencia (125,126).

Sin embargo, el impacto en la supervivencia de la infiltracién inmune tumoral del NSCLC

sigue sin estar clara. Estudios previos han intentado identificar el perfil de células
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inmunitarias por inmunohistoquimica (127,128) demostrando que el NSCLC contiene
numerosos tipos de células inmunitarias (células T, células B, macréfagos, células natural
killers (NK) y células dendriticas), encontrando una asociacion entre las diferentes células
inmunitarias y la supervivencia de los pacientes (129). Sin embargo, dichos estudios
tienen poca validez dado que la técnica utilizada es con un solo Ac monoclonal. Estudios
posteriores han utilizado la citometria de flujo con multiples anticuerpos para el analisis
del perfil de las células inmunitarias, aportando mas fiabilidad a los resultados (pero estas
técnicas siguen siendo suboOptimas por el numero de biomarcadores evaluados

simultaneamente).

Se puede profundizar en qué tipos celulares existen en el tumor a partir de datos de

expresion como RNA sequencing o el NanoString® .

El NanoString®es una hibridacién en sondas ancladas a una superficie con los fragmentos
del RNA del tumor que se unen entre si para tener la misma secuencia, capturando y
contando transcritos de RNA mensajero (RNAm) individualmente. El uso de plataformas
gue miden directamente niveles de expresion de mRNA sin reacciones enzimaticas,
permite una sensibilidad mayor de las pruebas junto con una alta capacidad de lectura
digital (130). Un ejemplo es el nCounter® Pan Cancer Immune Profiling Panel (figura
2). Consiste en un panel de expresion génica que incluye 770 genes para medir la
presencia de transcritos relacionados con la respuesta celular inmunitaria. Mide
caracteristicas para el desarrollo de perfiles de expresion génica y asi poder tener una
aplicacion clinica en el contexto de la inmunoterapia (131). El anélisis se realiza mediante
un Counter Analysis System (un sistema autorizado por la FDA) pudiendo medir la

expresion genica a partir de una cantidad baja de RNAm (25 a 300 ng) (130) .
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Figura 2. Representacion esquematica del Pan Cancer Immune Profiling Panel. Nota.
[Adaptado de “Direct multiplexed measurement of gene expression with color-coded
probe pairs.”. Por Geiss GK .2008. Nat Biotechnol. (130)}

Nuestro grupo publicé un estudio multicéntrico donde se analizaba el perfil inmunolégico
en pacientes con varios tipos de tumores que habian recibido anti-PD-1. Se analizé el
MRNA del tumor a través del panel nCounter® PanCancer Immune Profiling Panel. Se
identificaron 23 genes o firmas inmunes que estaban relacionados con la respuesta a
inmunoterapia y con la SLP. Ademas, se analizé la variabilidad intra biopsia e inter
biopsia del PD-L1, PD-1, CD8 +y CD4 +y la relacion de los TILs con la expresion de
PD-L1. La expresion de PD-1, junto con 12 firmas que contenian CD4 +, CD8 + y/o
células NK, y la activacion de interferon se asociaron significativamente con la no
progresion de la enfermedad y con la SLP. Estas asociaciones fueron independientes del
momento de la muestra, del farmaco utilizado o del tipo de cancer. Asi, los resultados
fueron consistentes con la hipotesis de que la identificacién de una respuesta inmune

adaptativa preexistente puede predecir la respuesta clinica (131,132).

»SCNA y SCNASs burden
Histéricamente, las ganancias o pérdidas completas de los cromosomas se ha denominado
aneuploidia, mientras que las ganancias o pérdidas de brazos cromosdmicos serian una

forma variable de aneuploidia segmentaria (133). Recientemente se ha adoptado el
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término de aneuploidia tanto a los CNA que afectan a los brazos completos de los
cromosomas o a los cromosomas completos (133,134); el término CNA para describir
las ganancias o pérdidas de sub-brazos mayores de 10 kilobase; y el término indels para
describir toda las demas CNA (134). Como el CNA surge de una célula somatica pasan
a llamarse SCNA (164). Se ha estudiado qué niveles de SCNA pueden tener un papel en
la tumorogénesis. Dos de las vias principales de actuacion del cancer son la proliferacion
celular y la evasion inmunologica. Es ahi donde los niveles de SCNA han demostrado

tener impacto (24).

Davoli et al. demostraron, por un lado, que el numero de mutaciones tiende a
correlacionarse positivamente con el nivel de SCNA a excepcion del cancer colorrectal y
endometrio, y por otro lado, que los genes drives (mutaciones en genes supresores de
tumores u oncogenes implicados en la reparaciéon del DNA) se correlacionaron

positivamente con los niveles de SCNA (135,136).

Los tumores con altos niveles de aneuploidias tienen un microambiente con reduccion
del sistema inmune citotoxico (menores niveles de CD8 y NK) y proinflamatorio (136).
El mismo estudio, demostrd en un andlisis retrospectivo en pacientes con melanoma
tratados con IClIs anti-CTLA-4, que niveles altos de SCNA se asociaba a peor respuesta,
sugiriendo que la aneuploidia podia ser un biomarcador predictivo de respuesta a dicho
tratamiento (136).

Recientemente, nuestro grupo ha relacionado el SCNAs burden como marcador de
respuesta a inmunoterapia en una pequefia cohorte de pacientes con NSCLC (137). El
SCNA s burden se definié como la suma de todos los tamafios de las regiones genémicas
afectadas por SCNA. Los niveles altos de SCNASs burden se asociaron a peor respuesta a
inmunoterapia y se correlacionaron negativamente con la presencia de células inmunes
(células B, Cel T reguladoras, o CD8 y células NK). Igualmente, establecimos que un
TMB alto se asociaba con un beneficio clinico a inmunoterapia. Los resultados hay que
interpretarlos con cautela dado que el estudio tiene una cohorte con un nimero limitado
de pacientes. Dado los resultados previos, que apuntaban al impacto que podia tener el
andlisis del SCNAs burden profundizamos en el tema aumentando la cohorte de pacientes
para poder dar robustez a los datos previos.

»Relaciones entre biomarcadores: PD-L1/TMB/SCNAS burden
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Los biomarcadores predictivos de respuesta a inmunoterapia validados clinicamente son
el PD-L1, lainestabilidad de microsatélites y TMB, dependiendo del tumor. La expresion
de PD-L1 es el unico validado en el NSCLC. Su expresion alta predice mejor respuesta
(66,113), y sin embargo un subgrupo de pacientes no se beneficia de la inmunoterapia a
pesar de tener alta expresion de PD-L1. Como se ha comentado previamente, la expresion
de PD-L1 tiene algunas limitaciones como su variabilidad en el analisis dependiendo del
Ac o la heterogeneidad intratumoral, por lo que es prioritario la busqueda de nuevos
marcadores o la combinacién de varios para redefinir mejor aquellos pacientes con

respuestas a inmunoterapia.

Rizvi et al. publicaron en 2018 resultados de pacientes con NSCLC avanzado tratados
con anti-PD-1/PD-L1 o con combinacién con anti-CTLA-4 y no encontraron correlacion
entre los dos marcadores: PD-L1 y TMB. Ambos marcadores por si solos eran variables
independientes que se asociaban con beneficio de la inmunoterapia (113). Asi, el TMB
podria tener un significado similar a la expresion de PD-L1, pero la combinacion de
ambas variables podria ser mas util para identificar con precision a los pacientes con mas

probabilidades de beneficiarse de la inmunoterapia.

Hellman et al. también encontraron en un analisis de la expresion de TMB y PD-L1 en
pacientes con NSCLC que recibieron terapia combinada anti -PD-1 y anti-CTLA-4 que
estos marcadores podian no estar relacionados (138).

El estudio Checkmate 568, un estudio fase Il en primera linea que combinaba ipilimumab
mas nivolumab, quiso evaluar la asocacion de la eficacia con PDL1y TMB (Foundation
One®) siendo el punto de corte > 10 mut/MbP(139). Se vio que independientemente de
la expresion de PD-L1, la tasa de respuesta era mas alta en pacientes con TMB > 10
mut/MbP versus TMB <10 mut/MbP. La SLP fue mas larga en pacientes con TMB de
>10 mut/MbP versus TMB < 10 mut/MbP. Asi la mejor respuesta y una mayor SLP se
asocié a mayor TMB en ambos subgrupos de expresion de PD-L1; > 1% y <1% estando
ambos marcadores asociados a respuesta, pero sin que se observara una correlacion

significativa entre los dos biomarcadores.

Posteriormente se publicé un estudio donde se analizaba si existia una asociacion entre el

PD-L1 y TMB en varios tumores en mas de 9000 muestras, estableciendo el punto de
corte también en > 10mut/MbP para TMB alto (140). Una vez més, se observd que la

relacion entre estos dos biomarcadores no fue consistente entre los tipos de tumores; débil
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pero positiva en algunos tumores como el melanoma, pancreas y NSCLC, fuertemente
positiva para endometrio y gastrico- pero negativa para la mayoria de los otros tumores.

En nuestro estudio también relacionamos el SCNAs burden como marcador de respuesta
a inmunoterapia estableciendo que alto SCNAs burden es indicativo de ausencia de
respuesta y que alto TMB se asociaba con beneficio a inmunoterapia (119). Aln asi esta
cohorte es relativamente pequefia y el valor del SCNAs burden no se definié claramente.

Por otro lado, el desarrollo de perfiles de expresion génica en tumores ha permitido
identificar firmas de expresion génica prondstica (132,141). Nosotros observamos que
pacientes que presentaban un beneficio a ICIs tenian altos niveles de infiltracion inmune
(de células B, células CD8, NK 'y células T) (119).

Son numerosos los biomarcadores emergentes para una mejor caracterizacion de los
pacientes respondedores a inmunoterapia. La clave es combinar diferentes marcadores
para poder caracterizar mejor a los pacientes y poder establecer patrones de beneficio a

la inmunoterapia.

1.3. Marcadores de respuesta a la inmunoterapia en biopsia liquida en
NSCLC

La biopsia liquida hace referencia a cualquier material derivado del tumor que circula en
sangre o cualquier otro fluido corporal. Esto incluye el analisis de células tumorales
circulantes (CTCs), exosomas, RNA tumoral circulante (ctRNA), cell free DNA (cfDNA)
y proteinas (21,124). Las CTCs y el estudio de DNA del tumor circulante (ctDNA), que
forma parte del cfDNA, son los sustratos méas estudiados en cancer de pulman.

El tejido tumoral fijado en parafina sigue siendo el estandar para el analisis molecular del
cancer de pulmon. En mas de un 60% de los casos, el diagnostico se realiza en estadios
avanzados y a pesar de que el diagnostico citologico tenga escasa representacion tumoral,

puede ser suficiente para el analisis molecular del tumor (142).

A diferencia de una muestra de tejido que sélo ofrece una instantanea del tumor en un
momento y lugar determinado, la biopsia liquida tiene el potencial de captar la
heterogeneidad espacial y temporal del tumor (143) (figura 3). Ademas, determina el
paisaje molecular de un tumor (teniendo en cuenta los diferentes clones presentes dentro

de todos los sitios de metastasis) y puede seguir su evolucion subclonal a través de
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extracciones seriadas de sangre (144). Se ha establecido como un elemento diagnostico
mas, siendo recomendado su uso para pacientes con NSCLC avanzado (145).

v

Treatment

Figura 3. La biopsia de tejido (a) y la biopsia liquida (b) pueden captar la heterogeneidad
espacial y temporal. [Nota. Adaptado de “Current and future applications of liquid
biopsy in nonsmall cell lung cancer from early to advanced stages . Por Guibert N.2020.
Eur Respir Rev.(143)

El cfDNA procedente de células normales se encuentra en el plasma a niveles muy bajos,
pudiendo elevarse en situaciones de estrés, ejercicio, inflamacion o cirugia (146). Se ha
observado que pacientes con cancer presentan niveles mas altos de cfDNA que personas
sin cancer (147). La deteccion de cfDNA derivado de tumores también es conocido como
DNA tumoral. EI DNA tumoral se define por la presencia de mutaciones o alteraciones
en el numero de copias. El porcentaje de ctDNA en el cfDNA en pacientes con cancer
puede variar desde un 0% hasta mas del 90% (148) dependiendo de la carga tumoral y la
capacidad del tumor de liberar ctDNA (149). Un estudio comparativo del cfDNA en
plasma o suero mostré que las muestras de plasma tendian a tener una cantidad mayor de

porcentaje tumoral que las de suero (150).

Diferentes estudios han demostrado que la concentracion de cfDNA esta aumentada en

pacientes con NSCLC y los niveles altos se correlacionan con peor pronostico (151,152).
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La mayoria de los datos publicados de biopsia liquida en NSCLC hacen referencia al
analisis de EGFR. En pacientes con mutacion de EGFR se puede predecir una resistencia
precoz o una ausencia de respuesta al tratamiento (153), de manera que la desaparicion
de la mutacion de sensibilidad, asociada a respuesta radioldgica, es un indicador de buen
pronostico. Tras un periodo de respuesta, si volviera a detectarse la mutacion de
sensibilidad, probablemente estariamos ante una recaida “molecular”, lo cual podria ser

un marcador predictivo de recaida radiologica (145).

A pesar de que los niveles de ctDNA varian mucho entre los pacientes, a nivel individual
también hay variaciones a lo largo del tiempo. La vida media de cfDNA en circulacién
(aproximadamente una hora) puede ser una ventaja a la hora de poder medir en tiempo
real la respuesta al tratamiento, justo lo contrario que ocurre con los marcadores
convencionales en suero como el antigeno carcindgeno embrionario (CEA) o el CA 125
(antigeno de cancer 125), que tienen una vida media que va desde dias a semanas (154—
156).

Diferentes estudios sugieren que los niveles de ctDNA aumentan transitoriamente
después del inicio del tratamiento debido a que la muerte celular provoca un aumento de
la liberacion de cfDNA, y una o dos semanas después disminuyen significativamente si
hay respuesta al tratamiento. El aumento del ctDNA puede predecir la progresion tumoral
semanas antes de que se pueda objetivar una progresion radiol6gica, pudiendo

establecerse como un marcador de respuesta a la inmunoterapia (157,158).

Estudios en melanoma han demostrado que la ausencia de niveles de ctDNA
pretratamiento o0 su desaparicion en las doce primeras semanas de tratamiento con
inmunoterapia (en monoterapia 0 en combinacion), predice una mejor respuesta asociado
a un impacto en la SLP (159,160). En NSCLC los niveles de ctDNA también tienen un
papel relevante. En un estudio publicado en 2019 se analizaron muestras de plasma
pretratamiento y al mes del tratamiento en NSCLC avanzado y se concluyo que el
descenso de la fraccion alélica en los 2 primeros meses de tratamiento se relacionaba de
manera inversamente proporcional con la supervivencia (14 meses de SLP en aquellos
que pacientes que disminuia, con una p < 0,0001)(160). En otro estudio, también en
pacientes con NSCLC avanzado tratados con nivolumab, se establecié una correlacion
radioldgica y clinica con la deteccion de ctDNA en los primeros dos meses, teniendo un
impacto en la supervivencia en aquellos pacientes donde no se observaba un aumento del

CtDNA> 9% (161). Ademas, se ha visto una correlacion entre la respuesta de ctDNA 'y la
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respuesta radioldgica, de manera que una reduccion del nivel de ctDNA es un marcador
precoz de eficacia terapéutica y predice una supervivencia prolongada en pacientes con
NSCLC tratados con inmunoterapia (157).

Una de las ventajas del ctDNA es la posibilidad de estudiar la dindmica tumoral y poder
detectar mecanismos de resistencia anticipdndonos a la progresion radioldgica del
paciente. La resistencia adquirida se caracteriza habitualmente por el crecimiento clonal
de maultiples subclones resistentes en un paciente que pueden coexistir en la misma lesion
o0 en distintas metastasis (162,163) (figura 4).
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Figura 4. Analisis en plasma del perfil mutacional a través de NGS [Nota. Adaptado de
“Application of cell free DNA analysis to cancer treatment”. Por Corcoran RB.2018. N
Eng J Med(163)].

1.3.1. Blood tumor mutation burden (b TMB)

El bTMB es otro marcador en investigacion analizado en plasma. Gandara et al.
demostraron la posibilidad de usar cfDNA para determinar el bTMB, sugiriendo que el
bTMB identifica a pacientes que obtienen mejoras clinicamente significativas en la SLP

tras tratamiento con atezolizumab. Con este resultado se estableci6 bTMB como un
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posible biomarcador de beneficio clinico en pacientes con NSCLC tratados con anti-PD-
L1 (164).

Posteriormente, en el estudio MYSTIC se realizo un analisis exploratorio donde se utilizd
el ensayo GuardantOMNI para cuantificar la bTMB y para determinar si se asociaba con
beneficio a inmunoterapia (165). Se correlacioné bTMB > 20 mut/MbP con mejor SG en
pacientes que recibian la combinacién de durvalumab con tremelimumab con un HR de
0,49 al compararlo con quimioterapia. En cambio, para aquellos pacientes con un bTMB
< 20 mut/MbP el tratamiento con inmunoterapia no supuso ningun beneficio en la SG
(HR 1,16).

Por ultimo, los resultados del estudio BFAST no consiguieron demostrar el papel del
bTMB (Foundation One®) (166). En la cohorte C se aleatorizd recibir tratamiento de
quimioterapia convencional versus atezolizumab. Todos los pacientes debian presentar
un bTMB > 10mut/MbP y se separaron en dos grupos: pacientes con bTMB medio
(entrel0-15MDbP) y pacientes con bTMB alto (> 16MbP). El estudio demostré que
aquellos pacientes con alto bTMB > 16 mut/MbP no obtenian mejores SLP al tratar con
atezolizumab. Si que fue superior el valor numérico en la SG y la SLP, pero no de manera
estadisticamente significativa (HR 0,87 y HR,77, respectivamente). Por ello, es necesario
llevar a cabo investigaciones adicionales que ayuden a definir mejor los puntos de corte
de TMB.

1.3.2. SCNA y SCNAs burden

A partir de cfDNA tambien se puede obtener el perfil global de SCNAs mediante una
secuenciacion del genoma completo a baja profundidad conocido como sWGS. Es una
tecnologia que permite identificar aberraciones cromosémicas de manera precisa a un
coste asequible a partir de la secuenciacion del genoma completo a una baja profundidad
(0.1x) (153). Diferentes grupos han demostrado que es factible detectar SCNA con un
0.1x WGS de cfDNA y que existe una correlacion al compararlo con los resultados
obtenidos por WES (167).

También se ha estudiado la inestabilidad del niamero de cromosomas (a menudo se
expresa como grandes ganancias y pérdidas somaticas en el tumor cfDNA) a partir del
perfil global de SCNA como una manera de poder cuantificar la respuesta al tratamiento
a través del cfDNA mediante NGS (168). En este estudio se incluyeron pacientes con

distintos tipos de tumores que iban a recibir tratamiento con ICls o ICIs en combinacion

42



con otra quimioterapia, un tratamiento diana o radioterapia y se monitorizaron los
cambios observados en la inestabilidad del nimero de copias alteradas durante los
primeros ciclos comparados con los marcadores tumorales. El objetivo fue definir la
eficacia del tratamiento por criterios radioldgicos RECIST 1.1 e irRECIST, asi como
analizar la eficacia de la monitorizacién de la inestabilidad del nimero de copias alteradas
y determinar su equivalencia con los marcadores tumorales en plasma. El estudio
demostrd que en 51 de 56 pacientes existia una elevada inestabilidad del numero
cromosomico (mas alta en pacientes con cancer de pulmén) que se correlacionaba con
una alta carga tumoral. Ademas, la variacion de la inestabilidad del numero de
cromosomas producia una prediccion correcta de la progresion en los pacientes y la
inestabilidad del numero cromosdmico permitia diferenciar los casos de

pseudoprogresion o de progresion (168).

A pesar de todo, el papel del SCNAs burden a partir de cfDNA como biomarcador de
respuesta relacionado con la SLP a inmunoterapia en NSCLC avanzado no se ha
estudiado en profundidad y sigue siendo objetivo de investigacion.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La carga de las alteraciones del nimero de copias somaticas (SCNAs burden) es un
biomarcador de beneficio clinico en pacientes con cancer de pulmén no microcitico

avanzado tratados con inhibidores de punto de control inmunologico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Principal
° Evaluar el potencial del SCNAs burden determinado en tejido por Shallow Whole
Genome Sequencing (SWCS) como biomarcador predictivo de beneficio clinico al
tratamiento con inhibidores de punto de control inmunoldgico en pacientes cancer de

pulmon no microcitico avanzado.

3.2. Secundarios
° Establecer la asociacion entre el SCNAs burden e infiltracion tumoral inmune en
biopsia de tejido.
° Determinar el valor del SCNAs burden por sWGS en biopsia liquida como

biomarcador de inhibidores de punto de control inmunoldgico.
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4. METODOS

Se incluyeron pacientes con NSCLC avanzado tratados con inmunoterapia en el hospital
de Valle de Hebrén (VH) — Vall de Hebron Institute of Oncology (VHIO). Los pacientes
firmaron un consentimiento informado para la conformidad del analisis de sus muestras
previamente aprobado por el comité de Etica del hospital (PR(AG)308/2016). Las
metodologias del estudio estaban disefiadas de acuerdo a la declaracion de Helsinki.

Dividimos nuestro estudio en 2 cohortes:

4.1. Métodos cohorte 1

4.1.1. Pacientes

La cohorte 1 esta formada por las muestras tumorales de pacientes que fueron tratados
con inmunoterapia entre enero 2013 y enero 2020 (figura 5). Se recogen
retrospectivamente muestras de 109 pacientes y se realiza SWGS en 46 muestras,
NanoString® en 20 muestras y a 43 muestras se les realiz6 tanto SWGS como

NanoString®. En total se realizaron 89 sSWGS y 63 NanoString®.

Se analiza el SCNA y se calcula el SCNAs burden; se analiza la asociacion entre el
SCNAs burden y el beneficio a inmunoterapia; la infiltracion tumoral en RNA por
NanoString® asociado SLP; y se analiza la correlacién entre la infiltracion inmune y el
SCNA s burden. El calculo del SLP se realiza desde la fecha de inicio del tratamiento de
ICIs hasta que el tratamiento finaliza debido a progresion de la enfermedad o por exitus
del paciente. Cuando el tratamiento termina por otras razones (toxicidad, protocolo...) el

paciente es censurado en el momento del fin del tratamiento de inmunoterapia.

4.1.2. SWGS en tejido

Para la secuenciacion por SWGS se utilizo6 DNA tumoral extraido de muestras fijadas en
formalina e incluidas FFPE. La extraccion de DNA se hizo a partir de entre 5y 10 cortes
de 5 micras utilizando el sistema de extraccion automatizado del Kit Maxwell RSC DNA
FFPE. Ademas, se extrajo DNA gendmico de sangre periférica para usarlo como

referencia utilizando el DNeasy blood & tissue kit (Qiagen).

La construccién de librerias para secuenciacion se hizo utilizando el KAPA hyper kit
(Roche). Las librerias fueron secuenciadas en el Centro Nacional de Analisis Gendmico
en una plataforma NovaSeq 6000 para obtener lecturas pareadas de 150 pares de bases
hasta alcanzar una profundidad media de 6X.
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Las lecturas de secuenciacion se alinearon con el genoma de referencia GRCh38
utilizando el algoritmo mem del software BWA 0.7.17. Los duplicados se marcaron con

la herramienta mark Duplicates de Picard 2.21.2.

El sSWGS (conocido también como LpWGS) se realiz6 en el DNA de la muestra de FFPE
(Maxwell 16 FFPEPIus LEVDNA Purification Kit, Promega, Madison, WI, USA.

4.1.3. Anélisis de SCNA

Los archivos BAM se transformaron en WIG usando redcounter y HMMcopy con el
parametro — window establecido en 500.000 y el quality establecido en 20. A
continuacion se uso6 ichor CNA(153) para llamar a SCNA, con los siguientes parametros
--ploidy: 2,3, -normal: 0.5,0.6,0.7,0.8,0.9, --maxCN: 5, --include HOMD: False, --
chrTrain: 1:22, --estimateNormal: True, --estimatePloidy: True, --estimateScPrevalence:
True, --scStates: 1,3, --txnE: 0.9999, --txnStrength: 10000, --maxFra cCNA Subclone: 1,
--chrs: 1:22, --chrTrain: 1:22. Ichor CNA es un sistema que utiliza conceptos de
algoritmos existentes (156,157) disefiados para cobertura de datos WGS / WES para
predecir simultdneamente regiones de CNA y estimar la fraccion de tumor en SWGS. De
manera que el flujo de trabajo consistia en tres pasos: 1° computacion de cobertura de la
lectura, 2° normalizacion de datos y 3° prediccion y estimacion de CNA de la fraccién
tumoral (153). Se utilizé como referencia un panel personalizado construido a partir de

muestras de sangre.

La pureza de las muestras fue examinada por un patélogo y solo aquellas con mas del
20% de tumor fueron secuenciadas. El porcentaje de tumor de las muestras fue también

estimado a través de IchorCNA y aquellas inferiores a un 10% fueron descartadas.

Se aplico un filtro de amplitud de + 0,1 a los SCNA identificados. Asi, consideramos
amplificadas aquellas regiones identificadas por ichorCNA y cuya amplitud era superior
a 0,1, y consideramos deleciones aquellas regiones denominadas suprimidas por
ichorCNA y cuya amplitud era inferior a — 0,1.

SCNA fue clasificado como clonal o subclonal basandose en el estatus de cada alteracion

reportado por IchorCNA.

SCNA se dividio en: cromosoma brazo si afectaba a mas del 50% del brazo simple del
cromosoma, en focal cuando implicaba una region menor del 50%, y se confirmaba
alteracion cromosémica FGA #*¢ si afectaba a ambos brazos y como minimo al 50% del

total del cromosoma.
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La carga de SCNAs o burden SCNAs se definié como el nimero de eventos o fracciones
del genoma alterados (FGA) en cada categoria especifica del SCNA.

El nimero de eventos se contabilizd como el namero de amplificaciones y deleciones en
la muestra. La FGA se contabilizd como la suma del tamafio de todas las alteraciones
encontrada en la region focal del cromosoma, en el brazo del cromosoma o en la totalidad

del cromosoma.

4.1.4. Analisis de la asociacién entre SCNA en tejido y laSLP a ICls
El status de SCNA segun IchorCNA se realizé con un filtro de amplitud de +/- 0.1 para
cada segmento de 500Kb y en cada uno de ellos la muestra se dividié en 3 categorias

segun dénde estaba la amplificacion, la delecion o si no habia alteracion.

Utilizando pruebas de rango logaritmico, se evaluo el efecto de tener alteraciones en un
segmento comparando individualmente la SLP de las muestras inalteradas con muestras
con amplificaciones y muestras con deleciones. Finalmente se aplico la correccion de la

prueba multiple FDR Benjamini-Hochberg.

Asimismo, con la intencion de estudiar la asociacion entre las alteraciones de cada uno
de estos 500kb y la carga de SCNAs de los pacientes, se compard la FGA ¢ de los
pacientes que no tenian alteraciones en un segmento con aquellos que presentaban

amplificaciones o deleciones utilizando Kruskal-Wallis H-tests.

Los modelos Cox univariantes y multivariantes se crearon utilizando la biblioteca de
Python (169) con el pardmetro de tamafio de paso establecido en 0.5. Las variables
categoricas se transformaron en variables ficticias y las variables numéricas se

estandarizaron.

El status de SCNA se obtuvo por cada segmento de 500kb. Se realiz6 una matriz anotando
los segmentos ordenados en las filas, los pacientes en las columnas y el estado del SCNA
en las celdas. A los segmentos con delecion se les asigno un 1, los segmentos inalterados
un 2 y los segmentos amplificados un 3. A continuacién los pacientes se agruparon de

manera jerarquica segun Hierarchy linkage function from the la biblioteca Python (169).

4.1.5. Andlisis de la infiltracion linfocitaria en tejido por NanoString©
Se realiz6 una tincion del tejido con hematoxilina-eosina para confirmar la presencia de

células tumorales invasoras y determinar el area del tumor.
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Para la purificacion del RNA se utilizaron entre 1y 5 portaobjetos de FFPE de 10 micras
para cada muestra de Roche High Pure FFPET RNA Kit de aislamiento. Para evitar la
contaminacion de la muestra se realizd6 macrodiseccion de la muestra cuando fue

necesario.

El anélisis de las muestras se llevé a cabo por NanoString® utilizando la plataforma de
nCounter® PanCancer Immune Profiling Panel, siendo necesarios 50 ng de RNA. El
andlisis se realizo en base a Gene Expression Data Analysis Guidelines (170). Como
medidas de calidad se utilizaron el valor medio de los genes constitutivos y el valor medio
positivo. Valores medios de los genes constitutivos por encima de 10 o por debajo de 0,1
y valores medios positivos mayores de 3 o inferiores a 0,3 se descartaron. EI namero de
genes constitutivos por debajo del limite de deteccion se utilizd como filtro adicional para
determinar la calidad de la muestra, de manera que aquellas muestras que tuvieron mas

de 2 genes constitutivos por debajo del valor negativo fueron descartadas.

Paciente

I @ et Inmunoterapia basada en tratamiento con Anti-PD-L1/PD-1

SCNA

Amplificacion -
Delecién [ |
No alteracion -

Genoma

:
L= Plataforma Pan
| Cancer Immune

- Profiling Panel

Nanostring

Figura 5. Andlisis de las muestras de la cohorte 1.

4.2. Métodos cohorte 2

4.2.1. Pacientes
La cohorte 2 incluye las muestras de plasma de pacientes que se trataron con
inmunoterapia en primera o segunda linea desde el afio 2016 al 2019. Para ello, se extrajo

sangre a todos los pacientes antes del inicio del tratamiento y después de cada ciclo de
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tratamiento (2-3 semanas) hasta que se decidia no dar mas tratamiento, bien por
progresion o por perdida de beneficio clinico. Se establecio el anélisis en la muestra basal,
a los 80 dias y en el fin de tratamiento. Se incluyeron 80 pacientes, pero se descartaron
36 (2 por no ser NSCLC, 12 pacientes no tenian muestra recogida al inicio del tratamiento
y 22 pacientes se perdieron durante el seguimiento), quedando un total de 45 pacientes
con NSCLC avanzado tratados con inmunoterapia. Se analiza el ctDNA y el SCNAs

burden y su relacion con la SLP.

4.2.2. Extraccidn de sangre y obtencion de plasma

Los pacientes que iban a iniciar tratamiento con ICls, eran identificados como potenciales
candidatos a la inclusién en el proyecto. En consultas externas de oncologia, se les
explicaba el proyecto, y tras su aceptacion, se firmaba el consentimiento informado
establecido. A continuacion, se programaba el inicio del tratamiento previa extraccion de
sangre. Posteriormente se repetia la extraccion después de cada ciclo de tratamiento (2-3

semanas).

Se extrajeron 20 mL de sangre utilizando tubos EDTA. Para la obtencion de plasma se
realizaron dos centrifugaciones de 20 minutos a 4°C, la primera a 200 g y la segunda a

400 g. El plasma se conservo a -80°C hasta el momento de la extraccion del cfDNA.

4.2.3. Analisis de SWGS de cfDNA

Las muestras de plasma se descongelaron en un bafio de agua a 37°C y se centrifugaron
a 4°C durante 10 minutos a 16000 g. EI cfDNA se extrajo de 2 mL de sobrenadante de
plasma utilizando el kit de &cido nucleico circulante QlIAamp® (QIAGEN) y se utilizaron
al menos 4 ng de cfNDA para la preparacion de bibliotecas de cddigos de barras
utilizando el kit de preparacion de bibliotecas de ADN NEBNext® Ultra ™ (New
England Biolabs). Las bibliotecas se secuenciaron en una plataforma HiSeq2500 para
generar lecturas de un solo extremo (50 pb) con un objetivo de cobertura de objetivo
media de 0,3x.

La extraccion del DNA de la sangre se hizo a través de DNeasy blood and tissue kit
(QIAGEN). La fraccion de ctDNA se obtuvo a través de ichorDNA (171) (figura 6).
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Figura 6. Andlisis de las muestras de la cohorte 2.
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5. RESULTADOS

5.1. Cohorte 1: Analisis del SCNAs burden en tejido en respuesta a ICls
5.1.1. Caracteristicas de los pacientes
De los 109 pacientes diagnosticados de NSCLC avanzado tratados con inmunoterapia, 78

eran adenocarcinomas, 21 escamosos, 6 neuroendocrinos de célula grande y 4 NOS
(figura 7).

m Adenocarcinoma
M Escamoso

m Neuroendocrino
HNOS

Figura 7. Representacion histologica de la cohorte de los pacientes.

La mediana de SLP al tratamiento con IClIs en nuestra cohorte fue de 4,6 meses (0 -
73,5).
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Caracteristicas N (%)

Edad (media +/- DE) 59 +/- 10
Sexo Hombre/Mujer 71/38 (65/35)
Ex/fumador 96 (88)
Habito tabaquico
Nunca fumador 13 (12)
Cerebral
27 (25)
Oseas
Localizacion de ] 29 (27
Hepaticas
metastasis 31 (28)
Otras
22 (20)
localizaciones
10 93 (85)
Tratamiento I0+QT 11 (10)
10 + TKI 5(5)
1029 (72)
Primera 40 (37) I0+QT 9 (23)
IO+ TKI2 (5)
10 48 (96)
Segunda 50 (46)
10+QT2(4
Linea de tratamiento Tercera 10 (9) 10 10 (100)
103 (50)
Cuarta 6 (5)
10+ QT 3 (50)
Quinta 2(2) 102 (100)
Sexta 1(1) 101 (100)

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes cohorte 1. ICIs: inhibidores de punto de control
inmunoldgico. ICIs + QT: inhibidores de punto de control inmunoldgico + quimioterapia.

ICIs + TKI : inhibidores de punto de control inmunolégico + inhibidor de tirosin kinasa
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5.1.2. Andlisis del SCNA en tejido y su correlacion como biomarcador
predictivo. Alteraciones cromosomicas.

Los pacientes de la cohorte tenian una media del 44,9% de su genoma afectado por
SCNA, correspondiendo un 24,3% a amplificaciones y un 20,7% a deleciones. EI genoma
se dividio en segmentos de 0,5 Mb obteniendo un total de 4826 segmentos y se agruparon
las muestras segun la alteracion del numero de copias realizando un clustering
jerarquizado. Se diferenciaron 6 clusteres diferentes segun los distintos niveles de
alteraciones (figura 8). Ademas, se seleccionaron las caracteristicas clinicas mas
relevantes de los pacientes (sexo, habito tabaquico, localizacion de la obtencién de la
biopsia e histologia) para ver si existia alguna correlacion con los diferentes cllsteres
(figura 8).
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Figura 8. El clustering de todos los pacientes de la cohorte basado en el perfil de SCNAs
de fragmentos de 0,5 Mb.

En el cluster B se detect6 el menor nimero de alteraciones con una mediana de segmentos
alterados de SCNA de 528,5, en el cluster A se detecté una mediana de 995,5, en el cluster
D una mediana de 1204,5, en el cluster F 1247, en el cluster E 1436 y en el cluster C la

mediana de segmentos alterados fue la mas alta con una mediana de 1593.
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Posteriormente se analiz6 la SLP entre los 6 clusters a través de una curva de Kaplan
Meier y se encontraron diferencias significativas entre algunos clusteres, siendo el cluster
F el de mayor SLP (cluster A vs B, cluster A vs E, cluster B vs E y cluster E vs F, log-
rank test, p = 0,004, 0,047, 2-10-5, y 0,020, respectivamente) (figura 9). Los pacientes
en cluster B tenian una SLP de 406 dias de mediana, mientras que el cluster A o E tenian
medias de SLP inferiores; 126 y 49 dias respectivamente (figura 9).

Estos resultados sugieren que el SCNAs burden tiene un impacto en la SLP en los

pacientes con NSCLC tratados con inmunoterapia.
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Figura 9. Curva de supervivencia de Kaplan Meier, en los 6 clusteres identificados.

5.1.3. SCNAs burden como biomarcador de SLP a la inmunoterapia

Basandonos en las diferencias de SLP entre los diferentes clusteres quisimos profundizar
y definir mejor el SCNAs burden como marcador de beneficio a inmunoterapia. Para ello
se determind cudl era la mejor manera de asociar el SCNAs burden con el beneficio a
ICIs y se identifico el SCNASs burden como la suma del nimero de alteraciones o bien
como la FGA. En el analisis de la regresion de Cox se observo que al definir el SCNAS
burden como el nimero de alteraciones no se asociaba significativamente a SLP (p =
0,052), en cambio, si se definié el SCNAs burden como FGA, se detectd una fuerte

asociacion entre ambos (p = 0,008) (figura 10).
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Figura 10. Asociacion entre SLP y SCNAs burden segin FGA o suma de namero de

alteraciones.

A partir de ahi identificamos el SCNAs burden como FGA y analizamos si caracteristicas

particulares como la clonalidad podian influir en el FGA.

Analizamos las diferencias entre eventos clonales y subclonales utilizando el método
IchorCNA. Mediante la regresion de Cox se observé que, independiente de la clonalidad,
el FGA de todas las alteraciones se asociaba con un impacto en la SLP (p = 0,008), siendo
ademas el mejor predictor (Cross-validated c-index: 0,64); vy si se diferenciaba por evento
clonal también se asociaba a beneficio a inmunoterapia (p = 0,017) (Cross-validated c-
index: 0,63) (figura 11). Los eventos subclonales no fueron informativos de SLP a

immunoterapia (p = 0,201).

Analizamos también si la carga de la amplificacion o de la delecion podia influir en la
SLP, tal y como se habia demostrado previamente en melanoma (136). Evidenciamos que
el FGA de todas las alteraciones (SCNAs burden) se asociaba a mejor SLP (p = 0,008)
que la carga de las amplificaciones (p = 0,015) o de las deleciones (p = 0,043) por

separado (figura 12).
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Figura 11. Asociacion entre SLP y FGA segun sea clonal o subclonal.
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Figura 12. Asociacion entre SLP y FGA segun presenten amplificacion o delecion.

Mas adelante valoramos si segun los tres tipos de SCNA, clasificado por tamafio de la
alteracion: alteraciones focales del cromosoma (FGA"), alteraciones del brazo del

cromosoma (FGA?) y alteraciones del cromosoma entero (FGA®), se podia definir una
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mejor SLP. A través de un analisis de regresion de Cox univariado demostramos que
aquellas alteraciones en el FGA? o alteraciones en FGA® o la suma de ambas se asociaban
a beneficio a inmunoterapia, a diferencia de las alteraciones FGA' que no suponia ninguna
ventaja en SLP (p > 0,05) (figura 13).
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Figura 13. Asociacion entre SLP y FGA segun los tres tipos de SCNAs (clasificacion por

tamario de la alteracion).

La asociacion de FGA? + FGA® demostro tener el mayor impacto en la SLP relacionada
con la inmunoterapia (p= 0,002) y la mayoria de estas caracteristicas mostraron un mayor
valor predictivo (indice ¢ validado de forma cruzada de FGA? + FGA® = 0,65 y FGA? =
0,66). Con estos resultados se decidio utilizar la suma de FGA brazo + cromosoma (FGA

%) como manera de medir el SCNAs burden.

Analizamos si las distintas caracteristicas clinicopatolégicas de los pacientes (sexo,
habito tabaquico histologia, edad, sitio de la biopsia y los dias transcurridos entre la
obtencion de la muestra y el inicio de la inmunoterapia) podian tener un impacto en el
FGA®, El habito tabaquico resultd ser una caracteristica diferenciadora en el FGA #*¢,
de manera que habia un mayor burden en pacientes fumadores que en los pacientes nunca
fumadores (p = 0,049) (figura 14).
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Figura 14. FGA** de acuerdo al habito tabaquico.

Al analizar si el SCNAs burden podia tener relacion con el lugar de la toma de biopsia
demostramos que el SCNAs burden era mayor cuando la biopsia se obtenia de la
metastasis en lugar del tumor primario (p = 0,026) (figura 15). Al examinar el lugar de la
metastasis, observamos que en todos los sitios habia una tendencia a tener un mayor
SCNAs burden a excepcion de la pleura que no se encontraron diferencias significativas,
y fue claramente significativo cuando la biopsia se obtenia del ganglio linfatico (p=0,016)

o del higado (p= 0,025). El resto de caracteristicas clinicopatoldgicas no se asociaron con
la FGA ¢,
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Figura 15. FGA #*¢ segun el lugar de obtencidn de la biopsia.

Analizamos si la asociacién entre FGA*® y beneficio a inmunoterapia podia estar

condicionada por las caracteristicas clinicopatoldgicas. Para ello dividimos nuestra
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cohorte en varios subgrupos con un minimo de 15 pacientes, en funcion de cada una de
las caracteristicas mencionadas. Observamos que la correlacion entre el SCNAs burden
e inmunoterapia era significativa cuando se tenia en cuenta a pacientes fumadores (p =
3,104, pacientes con adenocarcinoma (p = 0,007), se diferenciaban por sexo (mujeres, p
= 0,005; hombres, p = 0,045), cuando se analizaba el lugar de la toma de biopsia
(primario, p = 0,020 vs metastasis, p = 0,010), o cuando los pacientes eran tratados solo

con inmunoterapia en monoterapia (p = 1,8-10%) (figura 16).

Cabe destacar que la asociacion entre FGA ¢y la SLP era mas evidente en mujeres que
en hombres a pesar de que el nUmero de mujeres era menor (29 vs 48), siendo el valor
predictivo mas alto en mujeres que en hombres (Cross-validated c-index = 0,74 y 0,60,

respectivamente).

Hicimos un modelo de riesgos proporcionales de Cox multivariado ajustado por las
caracteristicas clinicopatologicas a excepcion del sitio de la biopsia y confirmamos la
asociacion entre FGA®*¢y la SLP (p = 1,3-10%; HR 2,51) (Figura 16). Al ajustar por el
sitio de biopsia la significacion (p = 5,4-10%% un HR 3,19) aumentd sustancialmente
(Figura 17).
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Figura 16. Analisis multivariado que muestra la asociacion entre FGA €y la SLP en
pacientes tratados con inhibidores de punto de control inmunologico en SLP sin ajustar

por el sitio de obtencion de la biopsia.
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Figura 17. Analisis multivariado que muestra la asociacion entre FGA ¢ la SLP en
pacientes tratados inhibidores de punto de control inmunolégico en funcion del sitio de

obtencion de la biopsia.

Una vez identificadas las diferencias en la SLP entre la carga de SCNAs de los diferentes
clasteres (Figura 8), determinamos las alteraciones concretas que pudieran justificar estas
diferencias. Buscamos segmentos en el genoma que justificaran estas diferencias y
pudieran relacionarse con un impacto en SLP a inmunoterapia. A pesar de que
determinadas deleciones y las amplificaciones se asociaron significativamente a SLP,
hubo una fuerte correlacién entre la mayoria de las alteraciones y una alta FGA #*¢ (Figura
18). A pesar de ello, también encontramos alteraciones que se correlacionaban con la

respuesta a inmunoterapia, pero no con alto FGA ¢,
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Figura 18. Asociacion entre SLP y la alteracidn en cada segmento del genoma.

a) Caracteristicas de la infiltracion inmune e impacto en la SLP con

inmunoterapia.

La infiltracion tumoral del sistema inmune se ha asociado con SLP a inmunoterapia
(118,161,162). Asi, analizamos las caracteristicas de la infiltracion tumoral y que impacto
tenia en la SLP el tratamiento con inmunoterapia. Estudiamos 63 muestras a través de un
panel génico, en el cual se analizaron mas de 700 transcritos relacionados con el sistema
inmunologico. Determinamos la abundancia de los diferentes tipos de células inmunes
(14 tipos diferentes) en las muestras y los agrupamos de manera jerarquica en un

clustering (figura 19). Basandonos en la agrupacion de las células inmunes se
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identificaron tres clusteres con distintos niveles de infiltracion inmune y se compararon
entre si para analizar la SLP segun el método de Kaplan Meier. La mediana del cluster A
(el de mayor infiltrado linfocitario) tenia una mediana de SLP de 215 dias, el cluster C
una mediana de SLP de 230 dias y el cluster B (el de menor infiltrado linfocitario) tenia
una SLP de 98 dias. Entre los 3 grupos no se observaron diferencias significativas (figura
20).
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Figura 19. Agrupacion jerarquica de los pacientes segun la abundancia de las diferentes

células inmunes.
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Figura 20. Curva de supervivencia de Kaplan Meier segun la SLP en base a los tres

clusteres identificados.

Examinamos el impacto que tenian los 14 tipos de células inmune (células B, celulas
CD45, celulas T CD8, células citotoxicas, células dendriticas, células CD8 exhaustas,
macrofagos, mastocitos, neutrofilos, células NK CD56, células NK, células T, células T
helper, y células T reguladora) sobre la SLP. Se estratificaron los pacientes en terciles
segun la infiltracion inmune de cada una de las células inmunes y analizamos su SLP. Asi
observamos que solo la presencia de celulas B alcanzaba una significacion estadistica
cuando se hacia una comparativa entre altos y bajos terciles, de manera que pacientes con
mayores niveles de células B presentaban SLP mas largas (log rank test, p = 0,043)
(figuras 21, 22).
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Figura 21. Curva de supervivencia de Kaplan Meier segln la cantidad de células B

divididas en terciles (alto, medio y bajo).
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Figura 22. Valor de p en funcién de la infiltracion de los distintos tipos de células

infiltradas.

Al igual que se habia visto que el FGA *era diferente segin la zona de obtencién de la

biopsia, analizamos si podia ocurrir lo mismo cuando se analizaba la infiltracion inmune.
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Miramos los 14 tipos de células inmunes entre los diferentes sitios de biopsia (figuras23).
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Figura 23. Niveles de las distintas células inmunes segun el lugar de obtencion de la
biopsia.

Cuando la biopsia se obtenia del tumor primario pulmonar se evidenciaba niveles mas
altos para la mayoria de las diferentes células inmunoldgicas analizadas: células B (p =
7,10%), células T (p = 0,004), células citotoxicas (p = 0,001) y mastocitos (p = 3,2-107)
(figura 24).
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Figura 24. Comparacion de los niveles de las celulas B, mastocitos, células T y células
citotoxicas entre el pulmén y el sitio de metéstasis.

Sin embargo, observamos algunas diferencias si se analizaban los sitios de metastasis: en
el caso de la metastasis suprarrenal presentaba un porcentaje elevado de infiltracion
inmune (células B, células T, células citotdxicas) similar al tumor primario, en cambio,

las metastasis en cerebro e higado apenas tenian infiltracion de células inmunes.
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b) Correlacion entre la infiltracion inmune y FGA a+c
En 37 muestras analizamos su transcriptoma y también obtuvimos su panel de sWGS.
Asi pudimos establecer las posibles interacciones y corroborar la asociacion negativa que
existe entre la infiltracion inmune y FGA ¢, de manera que a mayor SCNAs burden

menor infiltracion de células inmunes (figuras 25,26).
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Figura 25. Correlacion entre los diferentes tipos de células inmune y FGA #°

independiente del sexo.
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Figura 26. Valor p obtenido de la correlacion de Spearman entre los 14 tipos de células

inmunes y el FGA ¢,

Analizamos si la correlacion negativa que habia entre la carga de SCNAs y la infiltracion
inmune era diferente si se analizaba por sexos (figura 27), observando que, a diferencia
de los hombres, en las mujeres si que existia esta correlacion entre el SCNAs burden y la

infiltracion inmune.
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Figura 27. Valor p obtenido de la correlacion de Spearman entre las células inmunes y

FGA #° cuando lo dividimos entre los hombres y las mujeres.

5.2. Cohorte 2: Analisis del SCNAs burden en biopsia liquiday SLP a ICls

5.2.1. Caracteristicas de los pacientes

Las caracteristicas de los pacientes incluidos se describen la tabla 2.
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Caracteristicas N (%)

Edad (media+/DE) 68+/-9
Sexo Hombre/Mujer 31/14 (69/31)
Fumador 14 (31)
Habito tabaquico Exfumador 29 (64)
Nunca fumador 2(5)
Adenocarcinoma 33 (73)
Escamoso 9 (20)
Histologia T 2(5)
Neuroendocrino de célula grande 1(2)
Unico érgano 22 (48)
2 6rganos 14 (31)
Nimero de metastasis 3 organos afectos 3(D)
4 o6rganos afectos 3(7)
5 organos afectos 3(7)
Cerebral 4 (6)
Oseas 14 (19)
Hepaticas 6 (8)
Pulmonares 14 (19)
Localizacién de Ganglios no mediastinicos 7(10)
metastasis Pleura 12 (17)
Suprarrenales 11 (15)
Coroidea 1 (1)
Peritoneal 1 (1)
Cardiaca 3(4)

Monoterapia 8 (35)

Primera 23 (51)
Combo 15 (65)

Linea de tratamiento

Monoterapia 15 (68)

Segunda 22 (49)
Combo 7 (32)

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes cohorte 2
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5.2.2. Muestras pretratamiento

Se analiz6 inicialmente la fraccion de ctDNA circulante mediante ichorDNA de los 45
pacientes. En 18 pacientes no se objetivd ctDNA y en 26 pacientes si que se pudo detectar
fraccion de ctDNA (figura 28).
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Figura 28. Distribucion de la fraccion del ctDNA de los pacientes en la muestra

pretratamiento.

Comparamos ambos grupos de pacientes y se observo que aquellos pacientes en los cuales
no se objetivo ctDNA de manera basal presentaban mayor SLP que aquellos pacientes en
los cuales si se detectdé ctDNA (363 dias vs 126 dias) de manera estadisticamente
significativa (p = 0,031) (figura 29).
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Figura 29. Curva de SLP de Kaplan Meier comparando pacientes con la deteccién y la no
deteccion de ctDNA pre-tratamiento en plasma.

De los 26 pacientes en los que se detectd ctDNA se establecieron dos grupos diferentes:
los pacientes con alta carga de SCNAs y los pacientes con baja carga SCNAs.
La mediana de SLP en pacientes con alta carga SCNAs fue de 41 dias a diferencia de

aquellos con baja carga de SCNAs que obtuvieron una SLP de 121 dias (figura 30).
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Figura 30. Curva de SLP de Kaplan Meier comparando los pacientes con alto y bajo
SCNAs con alto y bajo SCNASs en muestra plasmatica basal.

5.2.3. Muestras durante el tratamiento

De estos 26 pacientes con ctDNA, solo a 14 pacientes se les pudo realizar nuevamente un
SWGS en la muestra plasmatica obtenida a los 80 dias. El resto de pacientes no se
pudieron evaluar porque abandonaron el tratamiento por progresion de la enfermedad.
A los 80 dias, en 8 pacientes no se detectdé ctDNA y 6 pacientes mantuvieron ctDNA en
sangre. Al calcular la SLP de ambos grupos se observo que aquellos pacientes que no
expresaban ctDNA tuvieron una mayor SLP que aquellos que si liberaban ctDNA (492

dias vs 132 dias), de manera estadisticamente significativa (p = 0,009) (figura 31,32).
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Figura 31. Curva de SLP de Kaplan Meier para los pacientes con deteccion y aquellos sin
deteccion de ctDNA en la muestra plasmatica obtenida a los 80 dias del tratamiento con
ICls.
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Figura 32. Representacion grafica del ctDNA de las muestras.
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6. DISCUSION

Los tratamientos en el NSCLC han avanzado considerablemente gracias a la aparicion de
la inmunoterapia. Sin embargo, no todos los pacientes se benefician por igual, siendo
necesaria la busqueda de marcadores que puedan definir mejor quiénes se van a favorecer
de cada tratamiento. SCNA es un marcador poco estudiado, y aunque estudios previos
han demostrado su importancia en la tumorogénesis, atin no queda claro su impacto en la
superviviencia (172). La aneuploidia es un proceso seleccionado positivamente durante
la transformacidn oncogeénica proporcionando a las células precancerosas la capacidad de
evolucionar a células cancerosas. La inestabilidad cromosémica, el proceso que da lugar
a la aneuploidia, puede promover la tumorogénesis al aumentar la heterogeneidad
genética y promover la evolucion del tumor. Sin embargo, la aneuploidia no es un
promotor universal de la tumorogénesis pero si que se puede definir como un evento
oncogeénico especifico del tipo de cancer pudiendo tener una relevancia clinica como

marcador pronostico y como posible diana terapéutica (134).

Se han identificado SCNA en miles de muestras tumorales de todos los tipos tumorales
desde que se dispone del Cancer Genome atlas (TCGA). Recientemente el consorcio
Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes (PCAWG) amplié el nimero de datos de cancer
al secuenciar el genoma completo de mas de 2000 tumores. Los SCNA entre los distintos
tumores son diferentes, si bien es cierto que existe una gran heterogeneidad de SCNA
para cada tipo de tumor (figura 33) (134).
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Figura 33. Numero de SCNA por tipo de tumor, dividido en amplificaciones o deleciones.
[Nota Adaptado “Somatic Copy Number Alterations in Human Cancers: An Analysis of

Publicly Available Data from the Cancer Genome Atlas” Harbers L. 2021. Front Oncol
(134)%

En melanoma niveles altos de aneuploidia se han asociado con peor pronéstico (173).
Davoli et al. estudiaron el impacto que tenia la aneuploidia en la tumorogeénesis, no solo
en melanoma si no en hasta 12 tipos de tumores diferentes incluyendo mas de 5000
muestras del TCGA (136). Establecieron también tres tipos de SCNA: SCNA que afectan
todo el cromosoma, SCNA que afectan s6lo un brazo y SCNA focal (menos del 50% de
un brazo), pues consideraban que tienen un distinto origen biolégico. Al contrario que lo
previamente descrito (174), donde se observd que los niveles de SCNA son mas
abundantes en tumores con baja carga mutacional encontrando una correlacion positiva
entre los niveles de SCNA y el nimero total de mutaciones en 8 de los 12 tumores
analizados, confirmando que el numero de mutaciones tiende a correlacionarse
positivamente con el nivel de SCNA. Hallaron asociacion entre los tumores con
mutaciones oncogénicas de la via de RAS y un menor SCNA, y que pacientes con altos
niveles de SCNA, sobre todo focal, mostraron un mayor nimero de marcadores de
proliferacion celular y una reduccion de los marcadores de infiltrados de células inmunes
citotoxicas. Ademas, encontraron que niveles elevados de SCNA se correlacionaban con
peor supervivenciay si se combinaban SCNA y carga mutacional del tumor se observaba

una mejor supervivencia tras inmunoterapia (136).

Rohw et al. también describieron una tendencia de una mayor carga de pérdida del
namero de copias en aquellos pacientes que no respondieron a tratamiento con anti-
CTLA-4 y anti-PD-1 (175). Analizaron el SCNAs burden previo al tratamiento con
inmunoterapia y a la progresion y vieron que habia una tendencia de mayor burden en
aquellos pacientes no respondedores a los anti-CTLA-4. Posteriormente analizaron el
burden de los pacientes que a la progresion recibian un anti-PD-1 y obtuvieron un mayor

burden clinicamente significativo en aquellos pacientes que si respondian a ICIs (175).

En esta misma linea nosotros analizamos (como previamente hemos ensefiado) el SCNAS

burden gracias a la técnica de SWGS, asi como su impacto en la SLP a inmunoterapia. El

FGA se asocié a mayor SLP a inmunoterapia que el nimero de alteraciones. A su vez,

analizamos el FGA en base al tamafio y dividimos el FGA en tres tipos: SCNA
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cromosoma, SCNA brazo o SCNA focal, igual que Davoli et al. y vimos que la
combinacién de FGA #° era la que presentaba una asociacién mas significativa de
respuesta a inmunoterapia, a pesar de que cada una por si sola (FGA ? FGAF) tambien

tenian un impacto en la respuesta a inmunoterapia (136).

Anteriormente, Rizvi et al. estudiaron el impacto que tenia el TMB analizado por dos
paneles diferentes de NGS: WES y MSK-IMPACT ™, asi como el beneficio asociado a la
inmunoterapia(113). Pacientes con un beneficio clinico a la inmunoterapia y/o con
respuestas parciales, se asociaban a mayor TMB. Ademas, relacionando FGA (calculado
a partir de paneles de NGS) se observd una relacion inversamente proporcional: a FGA
mas baja los pacientes presentaban mayor beneficio clinico a la inmunoterapia y a mas
alta FGA menor beneficio clinico. A pesar de esta relacion inversa, TMB y FGA se
asociaron de manera positiva entre si y en cambio TMB y PD-L1 eran variables
independientes, ambas asociadas con beneficio a la inmunoterapia (113). Esta relacién
nosotros también la objetivamos en nuestro analisis (a mayor burden peor respuesta a
inmunoterapia), y que previamente ya habiamos observado cuando analizamos nuestra
cohorte de largos respondedores a la inmunoterapia obteniendo un menor SCNA (137).
También pudimos identificar qué pacientes con mayor SLP presentaban alto TMB y bajo
SCNAs. Concluimos asi que la combinacion de ambos (TMB y SCNAS) se asociaban
con SLP a inmunoterapia, corroborando los datos previamente publicados (113).

Al analizar la relacion que podia existir entre el FGA y las caracteristicas clinico
patolégicas de los pacientes, observamos que muestras obtenidas en localizaciones
metastasicas, principalmente en el ganglio y en el higado, presentaba mayor FGA que el
tumor primario, lo cual coincide con lo descrito en la literatura sobre la heterogeneidad
tumoral observada entre el primario y sus metastasis (176). En el cancer de proéstata al
secuenciar el tumor original y sus diferentes sitios de metastasis se observd que las
metastasis tenian més subclonas parecidas entre ellas. Lo mismo ocurria cuando se
comparaban las metastasis de un mismo Organo que eran mas parecidas entre si con
respecto a las metastasis de otros 6rganos. El cancer de pancreas también ha demostrado
ser una enfermedad muy heterogénea demostrando cambios en el ciclo celular en el
proceso inicial y una mayor inestabilidad gendémica a la hora de su diseminacion

metastasica (177).

En el cancer de pulmon se ha descrito esta heterogeneidad al analizar la expresion de PD-

L1 en el tumor primario y en los ganglios (178), no existiendo siempre una correlacion,
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sobre todo cuando el tumor no era adenocarcinoma. En el cAncer de mama (179) también
se han observado discrepancias en el PD-L1 siendo més alto en la mama y heterogéneo
en cuanto a la localizacion de las metastasis. En pulmon, tejidos blandos y en los ganglios
tenian una positividad mas alta en consonancia con el tumor primario y en cambio el
higado, el hueso y la piel tenian porcentajes mas bajos de PD-L1. En tumores renales y
en melanoma también se han descrito discrepancias en la expresion de PD-L1 (180,181).

Existe una tendencia a asociar el habito tabaquico a la respuesta a la inmunoterapia. Son
numerosos los estudios que estratifican a los pacientes por su antecedente tabaquico
(35,99,182). Hay publicada una revision en la cual se han seleccionado nueve articulos
de cancer de pulmon tratados con inmunoterapia y se ha asociado una alta expresién de
PD-L1 en pacientes fumadores o exfumadores con un impacto mayor en las tasas de
respuesta y con mayor SLP y SG (183). Este efecto probablemente se justifica debido al
alto TMB de estos pacientes. Seis de estos estudios correlacionaron una mayor tasa de
respuesta entre los pacientes con hébito tabaquico, si bien es cierto que las tasas de
respuestas varian en los diferentes estudios, probablemente por el porcentaje de pacientes
fumadores. So6lo un Unico estudio compard pacientes fumadores y exfumadores y
documentd que el pembrolizumab podia ser mas efectivo en aquellos pacientes que
habian dejado de fumar que en aquellos pacientes que seguian fumando (35). Nosotros
vimos como aquellos pacientes fumadores tenian una mayor FGA®* a diferencia de los

nunca fumadores.

La importancia del SCNAs burden como marcador de respuesta a la inmunoterapia se ha
atribuido a la correlacién negativa que existe con la infiltracion de células inmunes (184)
lo cual explicaria la ausencia de beneficio a la inmunoterapia. Con esta premisa quisimos
analizar en nuestra cohorte de pacientes si la infiltracion inmune podria establecerse como
marcador de SLP a la inmunoterapia y observamos que a menor infiltracion peor
respuesta a inmunoterapia, pero cercanos al limite de significancia. Si bien es cierto que
cuando profundizamos en las diferentes células inmunolégicas, obtuvimos que los altos
niveles de células B se asocian a mayor SLP. Budczies et al. estudiaron 43 pacientes con
adenocarcinoma de pulmon tratados con inmunoterapia y a través del RNA analizaron la
expresion de mas 700 genes inmuno relacionados y seleccionaron 14 células inmunes
para definir la firma de expresion génica de los pacientes (185). Asi, una mayor cantidad
de células B, CD45 y un total de TILS (CD8 + T contribuian en un 30%) se asocid a una

mayor SLP tras tratamiento con inmunoterapia. Ademas, observaron que el analisis de
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células B y CD45 podria predecir mejor SLP a la inmunoterapia, al igual que en una
cohorte anteriormente publicada (186).

Previamente también demostramos en una cohorte mas pequefia (137) la correlacion entre
el tratamiento de ICIs y el impacto de la infiltracion inmunolégica tumoral a través de un
panel de NanoString®. Pacientes con mayor cantidad de células B, CD8 +, NK 0 T
reguladoras se beneficiaban mas de la inmunoterapia, pero se correlacionaban

negativamente con el burden SCNAs (figura 34).
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Figura 34. Representacion de los diferentes tipos de poblacion celular en 22 pacientes.
[Nota. Adaptado de “Molecular profiling of long-term responders to immune checkpoint

inhibitors in advanced non-small cell lung cancer”. Frigola J.2021. Mol Oncol. (137)}-

Por otro lado, correlacionamos la infiltracion inmune con las caracteristicas
clinicopatoldgicas de los pacientes. La obtencion del lugar de la biopsia fue determinante:
las metéstasis presentaban una menor infiltracion inmune del tumor primario, a excepcién
de la metastasis suprarrenal. Aunque debido al tamafio muestral el analisis no puede ser
concluyente, si que esta en consonancia con lo publicado en la literatura (187). Esta
heterogeneidad se ha descrito previamente entre las metastasis cerebrales y el tumor

primario de pulmoén, observando que las lesiones cerebrales tenian una menor de Thl o
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CD8 +y que los TILs era menores; concluyendo, por tanto, que las metastasis cerebrales
tenian una mayor inmunosupresion asociados al tumor y su bloqueo podria ser una buena

estrategia terapéutica (188).

Al hacer el analisis por sexos, obtuvimos que la correlacion entre el SCNA burden y la
infiltracion inmune era mayor en mujeres que en hombres. Existen sefiales intracelulares
y extracelulares que regulan tanto la inmunidad innata como la inmunidad adpatativa
(189). La respuesta adaptativa en las mujeres se caracteriza por haber un mayor nimero
de células T CD4 +, con mayor proporcion de CD4 +/CD8 + mas Th2 y mayor capacidad
citotoxica de los linfocitos. Por el contrario, los hombres tienen mayor nimero de células

T CD8 +, Thly menor nimero de células B (figura 35).
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Figura 35. Diferencias del sistema inmunoldgico segun el sexo. [Nota Adaptado de
“Sexual Dimorphism of Immune Responses: A new perspective in cancer

immunotherapy”. Capone 1.2018. Front Immunol (189)]-

Por ultimo, quisimos ver si existia una relacion entre SCNAs e infiltracion inmune e
intentar y definir mejor qué pacientes se benefician de la inmunoterapia. Observamos que
determinados niveles de infiltracion de algunas células inmunes se correlacionaron

negativamente con SCNAs pudiendo ser indicativo de una mayor inestabilidad
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cromosOmica, conclusion a la que también llega Rizvi et al.: la aneuploidia se
correlaciona negativamente con la presencia de células inmunes citotoxicas asociado a
una peor supervivencia (97).

La dificultad que implica la obtencion de una biopsia y sus riesgos hacen que la biopsia
liquida sea una buena alternativa para el analisis del tumor. EI cancer de pulmon es de los
primeros tumores donde la biopsia liquida ha sido validada y aprobada para la
determinacion de EGFR. Estudios pivotales como el POPLAR o el OAK (190,191) han
analizado de manera retrospectiva en biopsia liquida el TMB asociandolo a respuesta a

inmunoterapia.

Asimismo, la necesidad de definir mejor aquellos pacientes que van a beneficiarse de los
ICIs ha hecho necesaria la busqueda de nuevos enfoques, como el analisis de ctDNA
antes y después del tratamiento. Varias publicaciones recientes han demostrado como se
produce un cambio en el ctDNA entre las cuatro y las ocho primeras semanas de
tratamiento con inmunoterapia en NSCLC (157,158,192). Todos estos estudios tienen un
punto de corte de ctDNA diferente y en un momento determinado distinto, quedando sin

resolver cual es el mejor enfoque del andlisis del ctDNA.

Hellman et al. analizaron el ctDNA basal y vieron que aquellos pacientes con niveles
indetectables de ctDNA durante el tratamiento, permanecian sin progresion radioldgica
(193). Goldberg et al también quisieron cuantificar los cambios de ctDNA para predecir
una respuesta precoz al tratamiento con inmunoterapia (194). Analizaron a las cuatro
semanas de tratamiento, tras el primer ciclo, y se definié “la respuesta molecular de
ctDNA” como una caida en el nivel de ctDNA menor del 50% del valor inicial de forma
que enseguida vieron grandes cambios en el analisis de ctDNA comparado con el basal:
el ctDNA cayo6 en el 59% de los pacientes que obtuvieron beneficio clinico y no
disminuyé en aquellos pacientes en ausencia de beneficio. Es el mismo planteamiento
que hicimos nosotros. De manera prospectiva, analizamos el ctDNA basal de nuestros
pacientes previo a la inmunoterapia y también obtuvimos los mismos resultados: la
ausencia de ctDNA predice una respuesta a la inmunoterapia, lo cual podria justificar usar
la determinacion basal de ctDNA como posible marcador predictivo de respuesta.
Posteriormente, también analizamos la deteccion de ctDNA a los 80 dias de tratamiento
realizando SWGS para la deteccion de ctDNA vy asi poder establecer el SCNAs burden,

observando que la SLP era mejor en aquellos pacientes con baja carga de SCNAs.

82



Hellman et al. también analizaron el ctDNA de pacientes tratados con inmunoterapia de
NSCLC con supervivencia mayor de 12 meses (193). Se identificaron 31 pacientes y se
analizo el plasma a mas de dos afios del inicio del tratamiento de ICls. Sélo en nueve
pacientes se pudo analizar el basal y todos ellos tenian ctDNA previo al tratamiento. En
el momento del andlisis de supervivencia en 27 pacientes no se detectdo ctDNA, de los
cuales 25 pacientes (93%) se mantenian libres de progresién, pero en los 4 pacientes que

habian progresado se detecté ctDNA.

Consideramos que el analisis del ctDNA puede ser una técnica Gtil para medir enfermedad
minima residual y poder predecir la progresion adelantdndose a la progresion radioldgica.
La homogeneizacion de las técnicas de ctDNA puede facilitar la personalizacién del
tratamiento con inmunoterapia y avanzarse en aquellos pacientes con alto riesgo de

progresion.

El sSWGS es una alternativa a las técnicas convencionales de WGS o WES, pero a menor
profundidad de secuenciacion. Adalsteinsson et al. correlacionaron las técnicas de WES
en tejido y en sangre con los datos obtenidos del andlisis realizado por ULP-WGS en
cfDNA en 520 pacientes metastasicos de cancer de préstata y de mama (171).
Demostraron que la fraccion tumoral estimada a través de ULP-WGS de cfDNA
concordaba con el WGS de la biopsia tumoral. Posteriormente realizaron WES de cfDNA
de los mismos pacientes y los correlacionaron con el WES de las biopsias detectando las
mismas alteraciones SCNA. Al comparar ULP-WGS y WES encontraron que existia una
alta correlacion cuando median la fraccion tumoral (ctDNA) y alta prediccion del SCNA.
Ademas, nosotros implementamos la misma herramienta que ellos, ichorCNA, que utiliza
algoritmos existentes disefiados para la cobertura de datos de WGS, predice
simultaneamente regiones de CNA y estima la fraccion de tumor por la técnica ultra low

pass whole genome sequencing (ULP-WGS) (figura 36).
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Figura 36. CNA para ULP-WGS de cfDNA x 0.1. Comparacién del nimero de ratios de
copias entre ULP-WGS de cfDNA a una profundidad de >10x y WGS de la misma
muestra de cfDNA. [Nota: Adaptado de “Scalable whole-exome sequencing of cell-free
DNA reveals high concordance with metastatic tumors”. Adalsteinsson VA.2017. Nat
Commun ((171)}

Un articulo publicado recientemente también utiliza la misma técnica de secuenciacion
en muestras de cancer de pulmén. Es una prueba de concepto para demostrar la validez
de la técnica sSWGS (0,1-0,5 x) para el anlisis de SCNASs en diferentes histologias de
cancer de pulmon comparandolo con muestras tisulares. Demuestra que existe una buena
correlacion entre el nimero de copias halladas en el tejido parafinado y las encontradas

en la biopsia liquida (195).

En nuestro estudio conseguimos, tal y como se describe en la literatura, destacar el papel
del SCNAs con la técnica de SWGS, si bien es cierto que hubiera tenido méas robustez si

se pudieran comparar los datos con las técnicas convencionales WES o WGS.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es que las biopsias se tomaron del primario o
de la metastasis pudiendo ser la biopsia per se un factor de confusion a la hora de utilizar

el SCNASs burden como biomarcador.

A pesar de que todos los pacientes han sido tratados con inmunoterapia, hay pacientes
tratados con combinaciones de inmunoterapia o con combinaciones de quimioterapia mas

inmunoterapia resultando una cohorte mas heterogénea.

Otra posible limitacidn es la falta de correlacion con el PD-L1, lo cual podria haber sido

un valor afiadido a la hora de poder definir mejor impacto en la SLP a inmunoterapia.
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Si nos fijamos en el estudio realizado en biopsia liquida el andlisis a los 80 dias hace que
se pierdan pacientes y no podamos ver qué ocurre con los hiperprogresores seleccionando

aquellos pacientes con mejor pronostico por tener per se mayor supervivencia.
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7. CONCLUSIONES

El SCNAs burden analizado en muestras de tumor por SWGS se asocio con SLP

a ICls; a mayor SCNAs burden menor SLP..

Existe una correlacion negativa entre el SCNAs burden y la infiltracion de las

celulas inmunes en el tumor, siendo ésta mas evidente en las mujeres.

Se observa una heterogeneidad tumoral, tanto a nivel del SCNAs burden como de
infiltracion inmune tumoral al tener en cuenta la localizacion de la biopsia

(primario o metastasis).

En la biopsia liquida el uso de SWGS para el analisis del ctDNA y SCNAs burden
pretratamiento puede ayudar a definir beneficio de SLP a ICls.
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8. LINEAS FUTURAS

1. Estudiar la correlacion entre los tres biomarcadores SCNAs burden, TMB 'y PD-L1y
relacion con la SLP a ICIs en biopsias pretratamiento como marcador predictivo de

respuesta a inmunoterapia.

2. Biopsias pareadas al diagndéstico, a la primera evaluacion y a la progresion para analisis
de SCNAs burden en tejido y su correlacion con la infiltracion inmune a través de paneles

de NanoString ©.

3. Correlacion de los niveles de ctDNA analizados por sSWGS durante el tratamiento con
ICIs y su correlacion con respuesta radioldgica tras la primera evaluacion e impacto en
SLP.

4. Correlacién de niveles de SCNAs burden pretratamiento analizado por SWGS entre la
biopsia liquida y la biopsia tumoral en aquellos pacientes que reciben tratamiento en

primera linea con quimioterapia mas inmunoterapia.
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