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1. Preambulo

El cancer gastrico (CG) y de la unién gastro-esofagica (CUGE) representa un problema a nivel
mundial; si bien es la 52 causa mas frecuente de cancer, se sitla la 32 como causa de muerte
por cancerl. El prondstico de los pacientes con CG metastdsico es muy adverso, con una
supervivencia a los 5 afios inferior al 5%, y la quimioterapia consigue un beneficio clinico en
alrededor de la mitad de los pacientes pero con una duracién limitada?. Aproximadamente
entre un 15-20% de los pacientes presentan sobrexpresién del receptor de crecimiento
epidérmico de tipo 2 (HER2)3. Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado selectivo
para HER2, ha sido el primer farmaco dirigido que ha demostrado mejorar el prondstico de
estos pacientes®.

El estudio TOGA randomizaba a los pacientes HER2 positivo a recibir una primera linea de
guimioterapia con o sin trastuzumab. La mediana en la supervivencia global de los pacientes
tratados con trastuzumab mejoraba significativamente, de 11.1 a 13.8 meses (Hazard ratio
(HR) = 0.74, p < 0.01). De todas formas, cuando se analizan los datos del estudio, se observa
que solo el 50% de los pacientes del grupo experimental se beneficiaba, en términos de
respuesta, y que en la mayoria de los pacientes la enfermedad acababa progresando.

La resistencia al tratamiento con trastuzumab se podria explicar por alteraciones moleculares a
nivel de las proteinas efectoras de las vias de sefializacion intracelular que activa HER2: la via
de las MAP-quinasas (MAPK) y la via de PI3K-AKT-mTOR, responsables mayoritariamente de la
proliferacién y de la supervivencia celular, respectivamente.

Esta tesis doctoral propone la identificacidon de las alteraciones moleculares responsables de
dicha resistencia, a partir de una muestra de 100 pacientes afectos de CG y de la CUGE con
sobrexpresién de HER2, en estadio localmente avanzado irresecable o metastdsico, y tratados
con una primera linea basada en quimioterapia y trastuzumab.

El andlisis molecular se realiza sobre las biopsias tumorales de estos pacientes. Se analiza el
estado de las ciclinas E y D1 (amplificacidon, sobrexpresién), de PIK3CA (amplificacidn,
secuenciacion), de PTEN (expresion), de HER3 (sobrexpresion), y de p95HER2 (sobrexpresion,
cuantificacion). Ademas, se correlacionan los hallazgos moleculares con los datos clinicos de
los pacientes.

La investigacion translacional integra la investigacidn basica de laboratorio con la clinica
hospitalaria. El conocimiento de los mecanismos moleculares de desarrollo y progresion del
cancer es indispensable para una practica clinica oncoldgica como la que entendemos a dia de
hoy, abordando la enfermedad desde el conocimiento de su biologia molecular. El
descubrimiento del papel de HER2 y del potencial terapéutico de trastuzumab marcaron el
punto de inflexidn en el CG, a partir del cual debemos continuar para poder mejorar el
prondstico de nuestros pacientes.

Esta tesis sigue la misma linea, e intenta incidir en la determinacién de potenciales
biomarcadores prondstico y/o predictivos de respuesta de pacientes afectos de CG avanzado
gue sobrexpresan HER2 tratados con trastuzumab, y que el estudio TOGA no pudo determinar.
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2. Introduccion

El cancer gastrico (CG) es uno de los tumores mas frecuentes a nivel mundial. En el afio 2012
se diagnosticaron casi un millén de nuevos casos (952.000 casos en todo el mundo, un 6,8%
del total), hecho que lo sitia como quinto cancer mas comun. Todavia mas preocupante es su
prondstico, dado que representa la tercera causa principal de muerte por cancer (723.000
muertes en todo el mundo, 8,8% del total)®. Datos del Instituto Nacional del Cdncer (NCI) de
Programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados (SEER) de Estados Unidos muestran que su
incidencia ha disminuido en los ultimos 10 afios, en un promedio de un 1,5% cada afo, asi
como también su tasa de mortalidad, en promedio un 2,6% cada afio durante 2004-2013°.

Por su parte, el cdncer de la unién gastro-esofagica (CUGE) es un tumor raro aunque
frecuentemente letal, y su incidencia ha aumentado de forma moderada en las ultimas
décadas. Dado que histéricamente su clasificacion no ha sido uniforme, los datos referentes a
este tumor podrian ser insuficientes. Los datos del programar SEER del Instituto Nacional del
Céncer y los estudios epidemioldgicos realizados en diferentes paises europeos muestran un
incremento de su incidencia desde la década de 1970,

15
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Figura 2.1(1). Curvas de Incidencia y Mortalidad del CG en Estados Unidos 1975-2013, para
todas las razas, ambos sexos, tasas ajustadas por edad®.
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Figura 2.1(2). Tendencia de la incidencia del cancer de esdfago, del CUGE, y del cancer de
estdmago no cardias en Estados Unidos de 1973 a 2008 (por cada 100.000, ajustada por edad,
raza y sexo de la poblacién estdndar de EE.UU. de 2000)**.
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Como puede apreciarse, aunque el cancer de eséfago de tipo adenocarcinoma muestra un
claro aumento en su incidencia, el aumento presentado por el CUGE es mads gradual y se
estabiliza a principios de 1990, después de haberlo hecho en casi 2,5 veces desde principios de
1970 (figura 3).

Incidence of adenocarcinoma of the GEJ
1973-2008, United States
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Figura 2.1(3). Tendencia de la incidencia del CUGE en Estados Unidos por raza y sexo, 1973 y
2008 (por cada 100.000 habitantes, ajustadas por edad a la poblacién estandar de los Estados
Unidos de 20001,

Las razones de estas tendencias que presentan tanto el CG como el CUGE no se entienden
completamente, aunque se sospecha que puedan estar relacionadas con la mejora del
procesamiento y almacenamiento de los alimentos y los cambios en la dieta.

En Espafia, se estima que en el 2014 se diagnosticaron 5.106 nuevos casos de CG en hombres y
3.248 en mujeres. Desde el afio 1993, se estima que la incidencia del CG ha disminuido en un
7%, mientras que la del cancer de es6fago ha aumentado en un 22.2%*2.

Factores de Riesgo

Los factores de riesgo para el CG incluyen la presencia de condiciones precursoras (tales como
la gastritis crdnica atréfica y metaplasia intestinal, anemia perniciosa, pdlipos adenomatosos

14-16

gastricos®3, y factores genéticos y medio-ambientales. Entre estos ultimos estarian el bajo

consumo de frutas y verduras, el consumo de sal y de ahumados, y de alimentos mal

conservados?’. Importante también mencionar el tabaquismo!®%

y la infeccion por
Helicobacter pylori*?. La infeccién por el Helicobacter pylori estd reconocida por la OMS

(Organizacién Mundial de la Salud) como factor carcinégeno de clase | desde 19942324,

Otros factores ambientales asociados mas especificamente al CUGE serian el reflujo gastro-

d?2%, y la dieta®. Se sugiere que una dieta alta en fibra se asociaria con

esofagico, la obesida
un menor riesgo de CUGE, mientras que una ingesta alta en grasa lo estaria con mayor riesgo;
la fibra dietética podria actuar para limitar hernias de hiato, promover la limpieza de las
toxinas del epitelio, o aumentar el aclaramiento de las células epiteliales dafiadas?’. Por el
contrario, la infeccién por Helicobacter pylori tendria un efecto protector en el CUGE?,

probablemente secundario a la reduccidn de la produccién de acido gastrico y la alteracion de
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la microbiota que causa esta infeccidn®. Finalmente, los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) también se habrian relacionado con un menor riesgo de CUGE®,

El prondstico de los pacientes con CG y CUGE depende principalmente de la extension del
tumor, recogida con la estadificacidon del tumor (TNM, del ing

és Tumor, Node, Metastasis)*.
Otros factores prondstico serian el grado histolégico, la edad, el estado funcional del paciente
al debut de la enfermedad, y la pérdida de peso > 10%*2.

Las tasas de supervivencia a 5 afios del CG resecado varian desde un 71% en el estadio IA, un
57% en el estadio IB, un 46% en el estadio IIA, un 33% en el estadio 1B, un 20% en el estadio
A, un 14% en el estadio 11IB, y menos del 10% en el estadio 11IC2.

Survival
rate
100
80
60
40
20
1 1 1 1 L 1
AtDx 1 2 3 4 5
—_— A 100.0 90.2 B4.8 79.8 T48 0.8
IB 100.0 874 779 69.9 62.7 574
A 1000 82.1 67.4 57.2 50.2 45.5
B 100.0 76.8 583 46.0 384 328
= A 100.0 66.5 424 29.9 235 19.8
= [IIB 1000 61.6 354 229 17.8 14.0
m— IIC 1000 474 21.8 14.2 11.0 9.2
Y 100.0 27.0 10.0 5.6 45 4.0

Figura 2.2(1). Tasas de supervivencia observadas de 10.601 pacientes con CG resecado,
diagnosticados entre los afios 1991 y 2000. Base de datos SEER 1973—-20052.

La supervivencia a los 5 afios de aquellos pacientes que debutan en estadios IV es inferior al
5%. Teniendo en cuenta que mas del 80% de los pacientes diagnosticados de CG o CUGE
debutan con metastasis, se confirma el especial mal pronéstico de este tipo de tumores.

La mediana de supervivencia de aquellos pacientes tratados Unicamente con paliacién es de
aproximadamente 3 meses®. La realizacidn de una primera linea de tratamiento con
guimioterapia basada en agentes platinados y fluoropirimidinas consigue mejorar el
prondstico de estos pacientes, aumentando su supervivencia hasta aproximadamente los 10
meses3**2, La reciente incorporacién de segundas lineas de tratamiento onco-especifico, asi
como de nuevas terapias dirigidas, ha mejorado la supervivencia de estos pacientes de forma
discreta, en algunos meses mas**3-4,

En el capitulo Tratamiento sistémico del CG y CUGE se detallaran los datos de los estudios que
soportan estas afirmaciones.
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En esta tesis se utilizan los términos “cancer gastrico” o “cancer de estomago” (CG) y el
término “cancer de la unidn gastro-esofdgica” (CUGE) para referirse Unicamente al subtipo
histolégico adenocarcinoma, que representa el 95% de los tumores que aparecen en estas
localizaciones®.

Histéricamente el CUGE se ha estudiado como parte del CG, especialmente los subtipos
Siewert Il y lll, que se corresponden con el CG de cardias y subcardial, respectivamente®. La
proximidad anatémica y su biologia molecular indica que se trata de dos tipos de tumores que

comparten suficientes similitudes como para justificar su analisis conjunto’°+%2,

En analisis que se ha realizado en esta tesis incluye pacientes afectos de CG y de CUGE.
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3. Biologia Molecular del Cancer Gastrico y de la Union Gastro-
esofagica

La carcinogénesis del CG no estd todavia bien establecida. En el 2007 Hanahan y Weinberg
sugirieron la existencia de una serie de alteraciones esenciales en la fisiologia celular que
determinaban su malignizacion®3; proceso responsable de la transformacion maligna de la
célula del epitelio del estémago hasta la célula cancerosa. Esta evolucion seria secundaria a la
combinacion no sélo de los factores ambientales y las variantes genéticas susceptibles, sino
también a la acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas®’.

Susceptibilidad

Carcinoma
gastrico

Figura 3.1(1). Factores de riesgo para el desarrollo del CG.

El CG esporddico se suele desarrollar en edades avanzadas (mediana de edad de 65 afos),
normalmente después de un largo periodo de gastritis atréfical’, aunque en un 10% de los
casos se produce antes de los 45 afios de edad. Este tipo de cancer que se desarrolla en
edades tempranas se reconoce como una entidad llamada EOGC, siglas del inglés que
corresponden a early onset gastric carcinoma®, en el cual el papel de la genética es
presumiblemente mayor, y los carcindgenos ambientales tiene menor impacto.

Debe considerarse también el CG hereditario y aquél aparecido en familias con cierta
agregacion, que se puede presentar tanto como CG convencional y como EOGC.

El componente ambiental

Los factores ambientales mas caracteristicos en la carcinogénesis del cancer gastrico incluirian
la infeccidn por Helicobacter pylori, el tabaco y la dieta’.

La causa mas comun de gastritis es la infeccidn por H. pylori?¥?*%; su papel causal ha sido

ampliamente estudiado en modelos animales®® y por ello catalogada por la OMS como factor
carcinégeno de clase | desde 1994224, E| riesgo de infeccién varia con la edad, la ubicacién
geografica y el origen étnico, pero en general del 15 al 20% de los pacientes infectados
desarrollan Ulceras gastricas, y menos del 1% desarrollan CG*. Debe destacarse el
reconocimiento que en los ultimos afios se ha dado al efecto causado por el microbioma
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intestinal; el efecto del Helicobacter pylori se produce en conjunto con las demas especies
bacterianas residentes en el estémago (microbiota)®’.

Junto con la infeccidn por Helicobacter pylori, el habito tabaquico seria el otro de los factores
mas importantes en la carcinogénesis del CG&%,

La dieta es también un factor etiolégico conocido, especialmente para el adenocarcinoma tipo
intestinal, en el que una ingesta adecuada de frutas y verduras parece disminuir el riesgo (el
acido ascérbico, los carotenoides, los folatos y los tocoferoles actuarian como
antioxidantes)®®*°, Se ha postulado también que el consumo de cereales puede reducir el
riesgo de CG, sobre todo el adenocarcinoma de tipo difuso®. La interaccién de la dieta sobre la
estabilidad genémica estd claramente reconocida’; se ha demostrado que sustancias tales
como el té verde pueden afectar el estado de metilaciéon de los genes®!. Algunos autores
defienden que la ingesta de sal se asocia fuertemente con el riesgo de CG y sus lesiones
precursoras®*®®, y este riesgo se incrementa en ciertos individuos predispuestos
genéticamente®; sin embargo, otros refutan la importancia de la sal como un factor de
riesgo®. Otros alimentos asociados con alto riesgo en algunas poblaciones incluyen los
alimentos ahumados o curados, los vegetales encurtidos y las guindillas®. En cuanto al alcohol
y a la exposicion ocupacional a las nitrosaminas y polvos inorgdnicos, aunque se ha estudiado
en varias poblaciones, no se ha podido demostrar un claro efecto causal®®. Finalmente,
reconocer el posible papel de la vitamina C como efecto protector, aunque controvertido®.

La inflamacién crénica altera la homeostasis gastrica, induciendo la patogénesis mediante la
creacion de radicales libres de oxigeno® % y nitrégeno®, que actuarian daflando directamente
el nacleo de las células y el cido desoxirriboucleico (ADN) mitocondrial” y limitando la
barrera que crea la mucosa de forma natural gracias a sus caracteristicas antioxidantes’®. Asi
mismo, la inflamacién crénica también modularia la respuesta inflamatoria?’.

Asi, la infeccién crénica por Helicobacter pylori ejerceria dafio a distintos niveles. Por un lado
tendria un efecto oxidativo directo’?, predispondria a un mayor riesgo de mutaciones
puntuales del gen supresor de tumores TP5373 via induccidn del gen AID (activation-induced
cytidine deaminase), también activaria la via apoptética de Fas y la caspasa 874, asi como
estimularia al Toll-like receptor (TLR) 47° del sistema inmunitario innato.

De hecho, en los ultimos afos el papel de la respuesta inmune en la patogénesis del CG ha
adquirido mas importancia’®’. La interaccién bacteriana estimularia el sistema inmune, que a
su vez jugaria un papel crucial desencadenando un proceso inflamatorio que acabaria
provocando la transformacién maligna. Estudios recientes han demostrado la sobrexpresion
de receptores PD-L1 hasta en un 65% de las células de cancer gdstrico, asi como la presencia
de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs, del inglés tumor infiltrating lymphocites)®®®2. Se ha
relacionado también la densidad de los TILs con un valor predictivo positivo de supervivencia®,

El correcto conocimiento del mecanismo por el que la inflamacidon puede conducir a la
carcinogénesis es crucial en el desarrollo de farmacos dirigidos a los sistemas de transduccion
de sefiales implicadas en esta progresion.
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Figura 3.1(2). Carcinogénesis del CG.

La predisposicion familiar

Aunque la mayoria del CG aparece de forma espordadica, en un 10% de los casos existe un
componente de agregacién familiar. En las regiones donde la incidencia del CG es baja, la
mayoria de los casos familiares son debidos a mutaciones patégenas hereditarias que

415 los casos verdaderamente hereditarios

aumentan su riesgo desde el nacimiento
representan sélo el 1-3% de los CG a nivel mundial, y comprenden principalmente el CG
hereditario difuso (HDGC) y el adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal del estdmago
(GAPPS). La identificacion de factores hereditarios entre los individuos con antecedentes

familiares de CG es indispensable para el diagndstico precoz de la enfermedad?®.

Tipos de cancer gastrico segiin componente genético

90% Esporadico

Cancer gastrico familiar (FGC)
10%  Agregacion familiar Cancer gastrico familiar tipo intestinal (FIGC)

Cancer gastrico familiar tipo difuso (FDGC)

Cancer gastrico hereditario tipo difuso (HDGC)

0 —
1% Hereditario Adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal del estdmago

(GAPPS)

Tabla 3.1(1). Tipos de CG seglin componente genético.
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El CG también puede desarrollarse en un contexto sindrémico, como por ejemplo asociado al
sindrome de Lynch, Li Fraumeni, y Peutz-Jeghers, al sindrome hereditario de cancer de mama-
ovario, a la poliposis adenomatosa familiar, o a la poliposis juvenil.

Sindrome Gen implicado Riesgo cancer gastrico
Sindrome de Lynch® MMR 1.6% CG de tipo intestinal
Sindrome de Li-Fraumeni® TP53 1.8-4.9% | Se presenta como EOGC
Sindrome de Peutz-Jeghers®® | STK11 29% La lesion precursora es el pdlipo
hamartomatoso

Poliposi t La lesid | poli

o) |995|:7adenoma 0sa APC 59 a lesidn precursora es el pélipo
familiar adenomatoso

SMAD4
L . 88 , o ., . A

Poliposis juvenil BMVPRIA 21% La lesion precursora es el pélipo gastrico

p h tari
Sllndrome ereditario -die BRCALyBRCA2 | 1.69%
cancer de mama-ovario

Tabla 3.1(2). EI CG en el contexto de un sindrome hereditario.

Cancer gastrico hereditario tipo difuso (HDGC)

Es el CG hereditario mds conocido histéricamente. Estd causado principalmente por
mutaciones hereditarias a nivel del gen de la E-cadherina (CDH1)%°, aunque también se
reconocen mutaciones en el gen de la alfa-E-catenina (CTNNB1)°%. Paralelamente, se han
hallado portadores de mutaciones en la linea germinal de CDH1 entre aquellos pacientes
diagnosticados de CG difuso de inicio temprano sin antecedentes familiares aparentes, hecho
que apoya el papel de la mutacion germinal de CDH1 en el inicio de la enfermedad®°3,

En las familias afectas de HDGC, el cancer de mama lobulillar es el segundo tipo mas
frecuente®. Aunque el cdncer colorrectal también se plantea como parte del espectro de
tumores en estas familias, no estd claro que exista un mayor riesgo®. Por ultimo, destacar
otras malformaciones congénitas que pueden aparec2ler en este contexto, tales como el labio
leporino o el paladar hendido®. De acuerdo con los datos publicados, la penetrancia del HDGC
en portadores de la mutaciéon en CDH1 es superior al 80% en hombres y mujeres de 80 afos de
edad, y la probabilidad en las mujeres de desarrollar cancer de mama lobulillar es del 60%°*. El
riesgo combinado de CG y cancer de mama en mujeres portadoras se ha calculado en el 90% a
los 80 afios de edad®.

La susceptibilidad genética y bases moleculares del HDGC fueron identificadas a partir de un
trabajo realizado en familias maories en el 1998%, corroborado posteriormente por otros
estudios®%® que apoyaron la hipétesis de las mutaciones en el gen CDH1. De todas formas, las
mutaciones germinales en CDH1 sélo se llegan a hallar en el 40% de los casos de HDGC®*,
Mientras que la correlacion genotipo-fenotipo es sencilla para las mutaciones troncales del
gen, se hace mas dificil en aquellos casos en los que se dan mutaciones puntuales a nivel de
aminodcidos. Las evaluaciones clinicas y genéticas de la patogenicidad de las variantes
missense deben tenerse en cuenta en los controles sanos consagrados dentro de las familias
portadoras®1%,
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Adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal del estdmago (GAPPS)

El GAPPS fue identificado en 2012. Se caracteriza por la transmisidn autosdmica dominante de
la poliposis de glandula fundica, que incluye lesiones displasicas o adenocarcinoma gastrico de
tipo intestinal, o ambos, hallados a nivel del estdmago proximal. El GAPPS no se asocia con la
poliposis colénica ni duodenal, ni con otros sindromes hereditarios de cancer
gastrointestinal'®l. Se caracteriza por una penetrancia incompleta; algunos pacientes
portadores en edad avanzada tienen endoscopias normales. La causa genética aln no se ha
identificado?0?,102,

Cancer gastrico familiar de tipo intestinal (FIGC)

El FIGC se considera que también podria tratarse de una entidad de CG hereditario. Se
caracteriza principalmente por ser de tipo intestinal, como su nombre indica, y por un patrén
de herencia autosdémico dominante, halldndose en muchas familias con CG de tipo
intestinal'®. En términos practicos, el FIGC debe ser considerado como posible diagndstico
cuando los informes histopatoldgicos se refieren a adenocarcinoma de tipo intestinal y dentro
de las familias sin poliposis gastrica. La causa genética es todavia desconocida®.

Clinical criteria Genetic screening Alterations described

Hereditary diffuse Two or more cases of gastric cancer, one confirmed case of diffuse gastric ~ Sequencing of CDH1 coding Mutations throughout the

gastric cancer cancer in someone younger than 50 years; sequences; CDH1 gene and deletions
Three or more confirmed diffuse gastric cancer cases in first-degree or Multiplex ligation-dependent mainly implicating flanking
second-degree relatives, independent of age of onset; probe amplification (large CDH1  untranslated regions;
Diffuse gastric cancer before age 40 years without a family history; rearrangements);
Personal or family history of diffuse gastric cancer and lobular breast Sequencing of CTNNA1 coding  One germline truncating
cancer, one of which must be diagnosed before age 50 years sequences mutation in CTNNA1

Gastric Gastric polyps restricted to the body and fundus with no evidence of No screening available No inherited inherited

adenocarcinomaand  colorectal or duodenal polyposis; mutations so far

proximal polyposis  More than 100 polyps carpeting the proximal stomach in the index case or

of the stomach more than 30 polyps in a first-degree relative of another case;

Mainly fundic gastric polyps, some with regions of dysplasia (or a family
memberwith either dysplastic fundic gastric polyps or gastric
adenocarcinoma);

Autosomal dominant pattern of inheritance;

Exclusions indude other heritable gastric polyposis syndromes and use of
proton-pump inhibitors*

Familial intestinal Two or more cases of gastric cancer in first-degree or second-degree No screening available No inherited inherited
gastric cancer relatives, with at least one confirmed case of intestinal histology in mutations so far
someone younger than 50 years;

Three or more confirmed cases of intestinal gastric cancer in first-degree or
second-degree relatives, independent of age

*Proton-pump inhibitors can induce a phenotype similar to that of gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach. Patients taking these drugs should
undergo a repeat endoscopy off-therapy to confirm diagnosis of gastric adenocarcinoma and proximal polyposis of the stomach.

Table 1: Clinical criteria, recommended screening, and inherited alterations of familial gastric cancer syndromes

Tabla 3.1(3). Principales sindromes hereditarios de CG, segun Oliveira et. al®.

Los determinantes genéticos y patogénicos de los sindromes hereditarios de CG todavia no
estan plenamente reconocidos, sobre todo en el caso del GAPPS y del FIGC. La identificacion
de los factores hereditarios entre los individuos con antecedentes familiares de CG es crucial
para su diagndstico precoz y consecuente tratamiento curativo.
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La Dra. Fatima Carneiro, directora del Departamento de Anatomia Patoldgica del Centro
Hospitalario S3o Jodo en Porto (Portugal), y presidente de la Sociedad Europea de Patologia,
propone en 2015 el siguiente esquema para entender la carcinogénesis del CG en el contexto
de los sindromes hereditarios!® (Figura 3.1(4)):

PATHWAYS OF GASTRIC CARCINOGENESIS ‘SPORADIC AND HEREDITARY)
I “Diffuse” type (30%) I | “Intestinal “ type (70%) l
| Normal gastric mucosa l | Normal gastric mucosa ]
l Superficial gastritis ]
s v
g | Chronic atrophic gastritis I
e y
2
= Intestinal
% metaplasia/SPEM
é y =
g Dysplasia Dysplasia
“ (intestinal phenotype) (gastric phenotype)
“Intestinal”type carcinoma “Intestinal”type carcinoma
“Diffuse” type carcinoma (intestinal phenotype) (gastric phenotype)
(Sporadic) (Sporadic) (Sporadic)
8
§ HDGC (“diffuse” type) GAPPS (“intestinal” type)
9 (Hereditary) (Hereditary )
g T T
; In situ carcinoma Dysplasia
etoid spread

% o 7 g 3 T % * 90% sporadic forms
v Proximal fund!c gland * 1-3% hereditary forms
£ l Normal mucosa I polyposis

Figura 3.1(4). Principales vias de carcinogénesis del CG, segun F. Carneiro, MD PhD.

3.2. Subtipos histoldgicos

Histoldgicamente, el CG exhibe una marcada heterogeneidad tanto a nivel arquitectural como
a nivel citolégico, pudiendo presentarse con diferentes patrones histoldgicos. Aunque existen
multiples clasificaciones propuestas, como por ejemplo las de Ming (1977), Goseki (1992), y
Carneiro (1997), las dos mas aceptadas son la clasificacion de Lauren (1965) y la de la OMS
(2010).

Clasificacion de Lauren

Durante el ultimo medio siglo la clasificacién histolégica del CG se ha regido por los criterios de
Lauren, que distinguia dos subtipos principales: el intestinal y el difuso, ademas del
indeterminado como variante infrecuente!®. Estos estaban representados en el 50%, 32%, y
18% de los casos, respectivamente.

El subtipo intestinal se caracteriza por formar estructuras glandulares de diferente grado de
diferenciacidn, ocasionalmente pobremente diferenciadas en el borde de avance del tumor.
Aparecen de manera habitual en el seno de mucosas con metaplasia intestinal. Suelen
diseminarse principalmente por via hematdgena, siendo las metdstasis hepaticas las mas
frecuentes. Son mas frecuentes en edades avanzadas y en hombres.
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El subtipo difuso estd constituido por células neoplasicas pobremente cohesionadas que
infiltran la pared gdstrica de manera difusa, con escasa o nula formacién de glandulas. La
apariencia de las células suele ser redonda y pequefia, dispuestas de manera aislada o en
pequenos acumulos que simulan glandulas o reticulos; en ellos es habitual encontrar pequenas
cantidades de mucina intersticial. La tasa mitética de estos tumores es inferior a la que
presentan los tumores de tipo intestinal, asi como es menos evidente la inflamacién asociada.
Por el contrario, el grado de desmoplasia es mayor. Al contrario que los tumores de tipo
intestinal, suelen extenderse por la superficie peritoneal en forma de carcinomatosis, y son
mas frecuentes en pacientes jévenes y en mujeres, y en aquellas familias con agregacion de CG
o con CG hereditario.

Subtipo intestinal Subtipo difuso

Figura 3.2(1). Principales subtipos histoldgicos de CG segun la clasificacién de Lauren?®,

Clasificacion de la OMS

En el 2010, la OMS propone una nueva clasificacién que reconoce 4 subtipos principales; el
tubular, el papilar, el mucinoso, y el pobremente cohesivo (que incluye las células en anillo de
sello), asi como variantes infrecuentes'®’. En la mayoria de los tumores predomina uno de
cuatro patrones principales, y el diagndstico se realiza en base al patron histoldgico
predominante.

El subtipo tubular contiene tubulos dilatados de manera prominente que varian en su
didmetro, pudiendo presentar estructuras acinares. Las células tumorales pueden ser
columnares, cuboideas o aplanadas por mucina intraluminal. Pueden detectarse también
células claras. Entre las variantes de este tipo histolégico se encuentra el Carcinoma Sélido,
variante pobremente diferenciada, y el Carcinoma Medular, caracterizado por un prominente
estroma linfoide.

El subtipo papilar suele estar mas representado en tumores exofiticos bien diferenciados, con
procesos papilares/digitales alargados y recubiertos de células cilindricas o cuboideas unidas a
una matriz de tejido conectivo fibrovascular. Algunos de estos tumores pueden mostrar
diferenciacién tubular o, mas raramente, una arquitectura micropapilar. Caracteristicamente
el borde tumoral suele estar bien delimitado de las estructuras adyacentes, y el propio tumor
puede estar infiltrado de manera aguda o crénica por células inflamatorias.
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WHO histological classification of gastric tumours’

Epithelial tumours Non-epithelial tumours
Intraepithelial neoplasia — Adenoma 8140/0° Leiomyoma 8890/0
Carcinoma Schwannoma 9560/0
Adenocarcinoma 8140/3 Granular cell tumour 9580/0
intestinal type 8144/3 Glomus tumour 8711/0
diffuse type 8145/3 Leiomyosarcoma 8890/3
Papillary adenocarcinoma 8260/3 Gl stromal tumour 8936/1
Tubular adenocarcinoma 821173 benign . . _ 8936/0
Mucinous adenocarcinoma 8480/3 uncertain malignant potential 8936/1
Signet-ring cell carcinoma 8490/3 : malignant 8936/3
Adenosquamous carcinoma 8560/3 Kaposi sarcoma 9140/3
Squamous cell carcinoma 8070/3 Others
Small cell carcinoma 8041/3 )
Undifferentiated carcinoma 8020/3 Malignant lymphomas
Others Marginal zone B-cell lymphoma of MALT-type 9699/3
Carcinoid (well differentiated endocrine neoplasm) 8240/3 thi?fT:: I‘:';?g{m?ﬂ:m — :m
Others
Secondary tumours

! The classification is modified from the previous WHO histological classification of tumours {2066} taking into account changes in our understanding of these lesions. In the case of
endocrine neoplasms, the classification is based on the recent WHO clinicopathological classification {1784}, but has been simplified to be of more practical utility in marphological
classification.

* Morphology code of the International Classification of Diseases for Onculngv IICD 0) {542} and the Systematized Nomenclature of Medicine (hitp://snomed.org). Behaviour is coded
/0 far benign tumours, /3 for malignant lumnurs and .f1 Ior unspscnﬁsd i Intrauplmellal neoplasia does nat have a generic code in ICD-0. ICD-0 codes
are available only for lesions categorized as gland | neoplai qrads 111 {8148/2), and adenocarcinoma in situ (8140/2).

Tabla 3.2(1). Subtipos de CG segun la clasificacidn histoldgica de la OMS,

El subtipo mucinoso también puede ser denominado carcinoma coloide. Por definicién, el 50%
de estos tumores contienen lagos de mucina extracelular. Presenta dos tipos de crecimiento
fundamental; en forma de glandulas delimitadas por un epitelio columnar secretor de mucina,
o en forma de cadenas o acumulos de células flotando en lagos de mucina. Ocasionalmente
pueden verse células en anillo de sello, aunque no son predominantes en la muestra.

Finalmente, el subtipo pobremente cohesivo con células en anillo de sello, formado por células
aisladas o por pequefios grupos de células en mas del 50% del tumor que contienen mucina
intracitoplasmatica. Estas células tumorales pueden tener 5 morfologias diferentes: a) un
nucleo desplazado hacia la membrana celular, provocando la clasica apariencia en anillo de
sello debido a un citoplasma globoide y dpticamente claro (mucina acida); b) células tumorales
con nucleo central que asemejan histiocitos con escasa o nula actividad mitdsica; c) células
pequefias profundamente eosinofilicas con pequefios pero prominentes citoplasmas
granulares que contienen mucina neutra; d) células pequefias con escasa o sin mucina; y e)
células anaplasicas con escasa o nula presencia de mucina. Estos 5 tipos celulares se
entremezclan unos con otros en diversas proporciones en el seno del tumor. Asimismo, los
tumores de células en anillo de sello pueden presentar un patrdn glandular trabecular junto a
zonas de infiltracion sdélida y difusa. Los carcinomas de células en anillo de sello son por
definicidn infiltrantes, con una relativamente pequefia proporciéon de células malignas y
abundante desmoplasia.
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Figura 3.2(2). Principales subtipos histolégicos de cdncer gastrico segun la clasificacion de la
oMS7,

OMS (2010) Lauren (1965)

Adenocarcinoma papilar Intestinal
Adenocarcinoma tubular

Adenocarcinoma mucinoso

Carcinoma con células en anillo de sello Difuso

Otros carcinomas pobremente diferenciados

Carcinoma mixto Indeterminado

Tabla 3.2(2). Equivalencia entre los subtipos de CG de las clasificaciones histoldgicas de la OMS
y de Lauren.
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3.3. Subtipos moleculares

Tal como se ha visto, el CG es una enfermedad heterogénea caracterizada por diferencias
epidemioldgicas e histopatoldgicas. En los Ultimos afios, la introduccién de técnicas de
secuenciacion de nueva generacidon y otras tecnologias gendmicas han hecho posible el
estudio exhaustivo de las mutaciones genéticas, las aberraciones cromosémicas, y la diferente
expresion génica y epigenética que se da en el CG. La integracién de todos estos datos de perfil
molecular ha permitido la identificacion de las vias moleculares aberrantes que conducen a su
carcinogénesis, asi como a diferentes propuestas de clasificacion molecular.

Primeros analisis moleculares

En el afio 2012 fueron publicados dos trabajos diferentes con hallazgos similares, en los que se
identificd hasta un 37% de los CG con amplificaciones en los genes implicados en las vias de
sefializacion MAPK y PI3K-AKT-mTOR.

El grupo de Dulak et al. (Dana-Farber Cancer Institute, Boston) analizé el perfil genédmico
mediante matrices de alta resolucién en 486 adenocarcinomas gastrointestinales (de los cuales
296 eran gastricos y esofagicos), identificando aberraciones en el nimero de copias somaticas
de los genes. Se identificd una elevada prevalencia de amplificaciones focales en los
adenocarcinomas gastricos y esofagicos, con respecto a los tumores colorrectales, con 64
regiones de amplificacién/deleccién recurrente. En los CG se objetivaron hasta un 37% de
genes amplificados, muchos de ellos dianas terapéuticas de moléculas dirigidas tales como
HER2, FGFR1, FGFR2, EGFR y MET®,
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Figura 3.3(1). Patrones de inestabilidad cromosdmica identificados en forma de amplificacion y

deleccién, entre los adenocarcinomas del tracto gastrointestinal®®,
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Figura 3.3(2). Diagrama de Venn de los eventos focales comunes en adenocarcinomas del
tracto gastrointestinal. Significativamente amplificados (A) o deleccionados (B)%,

El grupo de Deng et al. (Duke-National University, Singapur) realizé un estudio similar a partir
del andlisis de las alteraciones en el nimero de copias génicas mediante matrices de
polimorfismo de nucledtidos de alta resolucién, en un panel de 233 CG (193 tumores
primarios, 40 lineas celulares) y 98 muestras pareadas (no malignas)'®.

Deng et al. identificaron 22 alteraciones focales (13 amplificaciones y 9 delecciones) que
incluian tanto dianas terapéuticas de moléculas dirigidas (HER2, EGFR, FGFR2 y MET) como
otros genes novedosos (KLF5, GATA6). Asi mismo, estos los 4 genes (HER2, EGFR, FGFR2 y
MET) se hallaron amplificados de forma mutuamente exclusiva. También se describieron
amplificaciones a nivel de KRAS, de forma exclusiva con respecto a las otras mutaciones en
genes que codifican para receptores tirosina-quinasa (RTK). Estos hallazgos sugerian la
identificacion de hasta un 37% de casos de CG con la misma via de sefializacidon activada
(RTK/RAS), y por tanto potencialmente susceptibles a terapias dirigidas. Este analisis también
correlaciond estos hallazgos con un peor prondstico de los pacientes.

=72/193 (37.3%)

BFGFR2 mKRAS BERBB2 WEGFR BMET
BRTK/RAS Absent

Figura 3.3(3). Genes RTK/RAS mayormente amplificados en CG: FGFR2 (9.3%), KRAS (8.8%),
EGFR (7.7%) y HER2 (7.2%)®.
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Es interesante destacar que, a diferencia de otros tumores gastrointestinales como serian el
colon y el pancreas, las mutaciones de KRAS son infrecuentes (sélo se hallé una mutacién de
KRAS entre los 139 CG, mutacion en el coddn G13D); este hecho sugeriria que en CG la
amplificacion de KRAS seria el mecanismo por el cual se activaria proteina.

También se describen co-amplificaciones a nivel de los genes EGFR y MYC, asi como de HER2 y
ciclina E. Esta Ultima es especialmente interesante; en cancer de mama se ha descrito que la
amplificacion de la ciclina E podria actuar como factor de resistencia a la terapia anti-HER21%°,
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Figura 3.3(4). Alteraciones gendmicas mutuamente excluyentes y co-amplificadas en CG. Las
lineas azules indican pares de regiones focales (genes) que exhiben patrones de amplificacion
gendmica mutuamente excluyentes; las lineas de color naranja indican pares de regiones
focales (genes) que exhiben patrones de co-amplificacion®,

Clasificacion molecular de Lei

El grupo de Lei et al (Duke-National University, Singapur) propuso 3 firmas génicas para
clasificar el CG: proliferativo, metabdlico, y mesenquimal. Lei et al. realizaron este analisis
sobre una muestra de 248 casos de tumores gdstricos primarios, combinando los datos del
andlisis del ARN mensajero de 192 casos previamente reportado por su mismo grupo'!!, y de
otros 56 nuevos casos mas. Se analizaron los patrones de expresién génica mediante técnicas
no supervisadas de agrupacion jerarquica de consenso, y posteriormente se validaron en 70
tumores de otra poblacidon diferente (australiana), asi como se testd la sensibilidad a

diferentes tratamientos*2.

Table 1. Gastric Adenocarcinoma Classifications

Lauren (1965) Lei et al. (2013)
Diffuse Intestinal type Mesenchymal Proliferative Metabolic
Intestinal type morphology 0% 100%" 30%° 74%° 54%°
(T%F (71%)° (84%)°
Diffuse morphology 100%* 0%* 59%7 17%* 41%2
(83%)° (29%)° (16%)°
Intestinal metaplasia 55% 91%
Chronic gastritis 45% 88%
Copy number alteration Low High
Amplified genes CCNE1, MYC, ERBB2, KRAS
Aberrant methylation Hypermethylation Hypomethylation
TP53 mutations Low High Low

Tabla 3.3(1). Clasificacién del CG propuesta por Lei et al*'?, comparada con la clasificacién de
Lauren.
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Mientras que el subtipo mesenquimal se caracterizaba por la expresion de genes relacionados
con la transicidon epitelio-mesénquima, el subtipo proliferativo tenia activas las vias de
proliferacién oncogénicas, y el subtipo metabdlico se caracterizaba por la expresidon de genes
asociados a vias metabdlicas.

En el subtipo mesenquimal se hallaba la pérdida de expresién de la E-cadherina, y la mayoria
de los tumores contenian células en anillo de sello o habian sido catalogados como subtipo
difuso por la clasificacion de Lauren. Estos tumores mostraban un alto grado de
hipermetilacidn y un nivel mas alto de células madre tumorales (CSC, del inglés cancer stem
cells). No presentaba apenas mutaciones de TP53 ni variaciones en el nimero de copias.

La mayoria de los tumores clasificados en el subtipo proliferativo se correspondian con
tumores de tipo intestinal de la clasificacidn de Lauren. Estos tumores mostraban activacion de
genes tales como E2F, MYC, y aquellos implicados en la via de RAS. También se hallaron
mutaciones en genes como la ciclina E, MYC, HER2 y KRAS. Estos tumores no presentaban
metilaciones, aunque si mutaciones en TP53.

La novedad del andlisis de Lei et al. fue el hallazgo de un tercer subtipo (metabdlico), que
histolégicamente no correspondia a ninguno de los dos grupos de la clasificacién de Lauren.
Este grupo tampoco presentaba ninguna expresion génica caracteristica, y las mutaciones de
TP53 eran raras. Podria ser comprensible que por ello los tumores pertenecientes a este grupo
se perdieran entre los subtipos tipo intestinal y difuso. Sin embargo, cabe destacar que este
grupo de tumores incluia caracteristicas de la metaplasia que expresan los polipéptidos.

Finalmente, demostraron que los tumores incluidos en el subtipo metabdlico eran mas
sensibles a la quimioterapia con 5-fluorouracilo, y propusieron el tratamiento con terapias
dirigidas en los tumores del subtipo proliferativo.

Clasificacion molecular del TCGA

En 2014 el TCGA (Atlas del Genoma del Cancer; del inglés The Cancer Genome Atlas) propuso
isis de 295

la clasificacidon molecular del CG mds relevante hasta la fecha®?, a partir del ana
tumores gastricos de pacientes no tratados previamente.

Para ello se utilizaron 6 plataformas moleculares (77% de los tumores analizados en las 6
plataformas) que incluyeron matrices de analisis del nimero de copias somaticas,
secuenciacién génica, matrices de perfil de ADN metilado, secuenciacién de ARN mensajero,
secuenciaciéon de microARN, y matrices de proteinas de fase inversa. Se realizd6 también el
andlisis de la inestabilidad de microsatélites y la secuenciacion del genoma en 107
pares/tumores germinales. Para definir los subtipos moleculares se utilizaron técnicas no
supervisadas de agrupacién de datos, que clasificaron los tumores en cuatro subtipos. El
primer subtipo estaba formado por el 9% de los tumores, y se caracterizaba su relacion con la
infeccién por el virus Epstein-Barr (EBV); el segundo subtipo, formado por el 22% de la
muestra, se caracterizaba por presentar inestabilidad de microsatélites (MSl); los otros dos
subtipos se distinguieron basicamente en funcion del grado de aneuploidia (presencia o
ausencia de aberraciones somaticas en el nimero de copias o SCNAs, del inglés somatic copy-
number aberrations), siendo clasificados como tumores gendmicamente estables (GS),
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representando por el 20% del total, y tumores cromosémicamente inestables (CIN), el 50%
restante.

Ademas, se realizé una evaluacidn de las caracteristicas clinicas e histoldgicas de cada subtipo
molecular, que permitié la mejor caracterizacién de cada subtipo. Es importante destacar que
los cuatro subtipos se hallaron representados en todo el estdmago, aunque algunos fueron
mas caracteristicos de una zona determinada. No hubo diferencias entre pacientes asiaticos vs
no-asiaticos, ni tampoco en supervivencia. Finalmente, no se hallé correlacidén con la infeccion

por Helicobacter pylori, hecho que probablemente refleje la tendencia epidemioldgica.

EBV msli GS CIN
Frecuencia 9% 22% 20% 50%
Ausencia de Presencia de
SCNAs SCNAs
Género/Edad Hombres Mujeres Edades
Edades avanzadas tempranas
Localizacion N fundus y cuerpo A unién gastro-
esofagica, cardias
Tipo histologico Difuso Intestinal

Caracteristicas
principales

Hipermetilacion del
ADN asociada a la
infeccion por EBV
(hipermetilacion a
nivel del promotor
CDKN2A (p16) - no
a nivel de MLH1.

N mutaciones de
PIK3CA (diferentes
mutaciones en el
exon 20, presentes
en demas subtipos)

Amplificacion

CD44, JAK2, CD274
(PD-L1) y
PDCD1LG2 (PD-L2)

Mutaciones en
ARID1Ay BCOR

TP53
mutado

raramente

Tumores
hipermutados

indice mutacional
1 en genes que
codifican
proteinas
oncogénicas
targeteables

Hipermetilacion

del promotor
MLH1

TP53, KRAS,
ARID1A, PIK3CA,
HERS3, PTEN,
RNF43, APC,
CTNNB1, SMAD2,
SMAD4, RASAL,
HER2

Alteraciones MHC
clase | (B2M, HLA-
B)

Estadios precoces
Mutaciones de
RHOA o
reordenamientos
-fusiones a nivel
de la familia
RHOA (CLDN18 -
ARHGAP)

Mutaciones
somaticas en
CDH1

Mutaciones en
ARID1A (similar a
EBV)

Marcada
aneuploidia y
amplificaciones
focales a nivel de
receptores
tirosina-quinasa

T mutaciones
TP53

Activacion via
RTK-RAS:
amplificacion
EGFR, HER2,
HER3, FGFR2,
MET, VEGF-A,
KRAS/NRAS,

PIK3CA; deleccion
PTEN

Tabla 3.3(2). Principales caracteristicas diferenciales entre los subtipos moleculares del CG
descritos por el TCGA.

El subtipo EBV incluye tumores mas frecuentes en hombres y de localizacién en fundus/cuerpo
gastrico; los tumores presentan infeccidén por el virus del Epstein-Barr. Esta infeccién estaria
asociada, o seria la causa, de hallar una elevada tasa de mutaciones de PIK3CA (diferentes de
las tipicas halladas en el exdn 20), asi como de hallar amplificaciones a nivel de los genes
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relacionados con la respuesta inmune. Podriamos pensar que los tumores clasificados dentro
de este subtipo se beneficiarian de los nuevos tratamientos con inmunoterapia’®.

El subtipo MSI se correlacionaba con el diagndstico en edades avanzadas, y es mas frecuente
en mujeres. Los tumores de este subtipo se caracterizan por un alto nivel de hipermutaciones
probablemente secundarias a la hipermetilacién del promotor MLH1. Otra caracteristica son
las alteraciones halladas a nivel del complejo mayor de histocompatiblidad (MHC, del inglés
major histocompatibility complex) de clase 1. En este grupo también tendria sentido realizar un
tratamiento con inmunoterapia, dado que la respuesta inmune estaria activada por la alta tasa
de mutaciones’¥!13,

El subtipo GS comprende aquellos tumores clasificados como difusos segun Lauren et al.1%® , y
por ello encontrariamos mutaciones o reordenamientos a nivel de RHOA.

Finalmente, el subtipo CIN, caracterizado por un alto grado de aneuploidia. Este subtipo se
asociaria al subtipo histoldgico de tipo intestinal de la clasificacion de Lauren, e incluiria las
amplificaciones a nivel de genes implicados en la via RTK/RAS. Es en los tumores de este
subtipo en los que los deberiamos considerar tratamientos con terapias dirigidas.
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Figura 3.3(5). Mutaciones, cambios en el nimero de copias, y translocaciones en los distintos
subtipos moleculares de CG*2.
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Figura 3.3(6). Expresion génica de JAK2, PD-L1, PD-L2 entre los distintos subtipos moleculares
de CG>2,
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Figura 3.3(7). Figura resumen de los 4 subtipos de CG propuestos por el TCGA>2,

Otras clasificaciones moleculares

Recientemente han aparecido otras propuestas de clasificacion del CG, aunque se considera
gue la clasificacidon propuesta del TCGA es la mejor de ellas, dada la metodologia de andlisis
genético y de agrupacion de datos, que en ningln caso fue supervisada.

Entre las demads clasificaciones destacaria la publicada por el grupo asiatico (ACRG, Asian
Cancer Research Group)''4, porque tiene poder prondstico.

Cristescu et al. realizaron un andlisis gendmico de 300 muestras de pacientes operados de CG
en el Samsung Medical Center, de Seul. A partir de un andlisis genédmico que incluyd
secuenciacién de todo el genoma y estudio del nimero de copias por matrices, realizaron el
agrupamiento de los datos de forma semi-supervisada. Los grupos se separaban, en parte,
segln caracteristicas clinicas predefinidas. Esta “semi-supervision” de la agrupacién de los
datos moleculares es probablemente la causa por la que los subtipos se correlacionen con el
prondstico.

Es interesante destacar los 4 subtipos que reconoce el AGCR. Se identifica un subtipo MSI, muy
parecido al equivalente del TCGA, asi como un subtipo MSS/TP53, similar al subtipo CIN del
TCGA (con pérdida de expresidon de P53 y amplificaciones a nivel de los genes implicados en las
vias RTK/RAS).
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MSS/TP53

MSS/TP53*

MSI

MSS/EMT

Caracteristicas
clinicas

Prondstico
Tipo de
recurrencia
Alteraciones
genéticas

32 en prondstico

Metastasis
hepaticas
PIK3CA E542K
PIK3CA E545K

N mutaciones
TP53

Infeccién
frecuente EBV

22 en prondstico

PIK3CA E542K
PIK3CA E545K

Amplificaciones

HER2, EGFR,

ciclina E, ciclina

D1, MDM2,

ROBO2, GATAGS,
MYC (todas ellas

mutuamente
exclusivas)

Localizacidn antro
Tipo intestinal
Estadios I/l
Mejor prondstico
Metastasis
hepaticas

PIK3CA H1047R

Mutaciones MLH1

Hipermutados
KRAS, PI3K-PTEN-
mTOR, ALK,
ARID1A

Pérdida de CDH1
Edades precoces
Tipo difuso
Estadios III/IV
Peor prondstico
Metastasis
peritoneales
PIK3CA E542K
PIK3CA E545K

J mutaciones

Tabla 3.3(3). Principales caracteristicas de los subtipos moleculares de CG propuestos por el

ACRG.

Firmas de expresiéon inmunoldgica

El sistema inmunoldgico juega un papel muy importante en el desarrollo del CG, y durante los
Ultimos afios se ha producido un gran avance en cuanto a su caracterizaciéon e inicio de
terapias inmunoldgicas’®*5. EI CG es un tumor con elevado un indice mutacional*?, hecho que
se correlaciona con el constante estimulo inmunoldgico derivado de la presentacién de nuevos

epitopos.
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Figura 3.3(8). Frecuencia de mutaciones somaticas genéticas en el cancer!3,
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La proteina PD-L1, del inglés Programmed death-ligand 1, es una proteina transmembrana que
actua como co-estimulador inhibiendo la respuesta inmune. Foxp3 es otra proteina que actua
regulando a los linfocitos T reguladores. Ambas proteinas, PD-L1 y Foxp3, estdn
sobrexpresadas en los tumores gastricos, y su expresion se ha correlacionado con un peor
prondstico®82, Por otro lado, se ha demostrado que el CG asocia un numero elevado de TILs,
hecho que se correlaciona de forma significativa con la infiltracion linfatica regional y con la
supervivencia de los pacientes®?.

Si consideramos los subtipos moleculares del CG propuestos por el TCGA, los subtipos EBV y
MSI serian aquellos con mayor implicacién de la respuesta inmune. En los tumores EBV debido
a la estimulacién del virus, y en los tumores MSI por el alto nivel mutacional.

Por ultimo, destacar que se han hallado diferencias entre el CG diagnosticado en pacientes
asiaticos vs. no asiaticos. En los pacientes no asidticos existe una mayor representacion de TILs
y otras proteinas implicadas en la respuesta inmune. Se cree que estas diferencias podrian
explicar parte las diferencias de prondstico que existen entre ambas poblaciones’®,

El oncogén HER2/neu, también denominado c-erb-B2, ErbB2 o HER2, fue identificado por
primera vez como un oncogén activado por una mutaciéon puntual en neuroblastomas
quimicamente inducidos en roedores, motivo por el cual se denominé con el sufijo neu'?s;

identificindose posteriormente su sobreexpresién en carcinomas de mama humanos*Y’.

El potencial teérico de HER2 como diana para el tratamiento antitumoral fue comprobado en
los afios 80. Se demostré coémo los anticuerpos monoclonales dirigidos frente al dominio
extracelular del receptor HER2 lograban una inhibicidn del crecimiento de las células de cancer
de mama que sobrexpresaban HER2!®, Posteriormente, el empleo de modelos tumorales con
ratones modificados genéticamente para hacer que sus tumores de mama fueran altamente
dependiente de las sefales activadas a través de HER2, demostré cdmo la inactivacion de este
oncogén lograba la regresion tumoral hasta limites clinicamente indetectables!'®,12°, E|
reconocimiento de la funcién de HER2 como oncogén regulador de la evolucion del tumor ha
promovido el desarrollo de una amplia variedad de agentes antitumorales cuyo mecanismo de
accion se basa en interferir la funcion de HER2 y detener la sefializacién intracelular en cascada

gue sigue a la activacion del receptor.

Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1 selectivo anti-HER2, fue el primer
tratamiento que se reconocid para inhibir de la via de sefializacién de HER2, en cancer de
mama HER2 positivo'?. Posteriormente se han aprobado otros farmacos en la practica clinica
asistencial del tratamiento del cdncer de mama; lapatinib, pertuzumab y TD-M1%22124 En CG, el
uso de trastuzumab fue aprobado en el 2010 gracias a los resultados del estudio TOGA*.
Actualmente existen muchos otros farmacos dirigidos a inhibir la via de activacién de HER2
que estan siendo investigados a nivel de ensayo clinico, tanto en cancer de mama, CG, y en

otros tipos de tumores'?>%,
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Estructura y funcién

El oncogén HER2/neu es uno de los cuatro componentes de la familia de receptores
transmembrana tipo 1 con actividad tirosina-quinasa (Familia ErbB). En ella se incluyen junto a
HER2 (erb-B2) los receptores EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) o HER1 (erb-B1), HER3
(erbB3) y HER4 (erbB4). El proto-oncogén HER2/neu estd localizado en el cromosoma 17 y

codifica una proteina transmembrana de 185-kDa*?’.

Todos los componentes de la familia ErbB presentan una elevada homologia entre si. Se
componen de tres dominios funcionales: un dominio extracelular en el cual se produce la
union del ligando, un segmento dominio transmembrana con conformacién de hélice a, y un
dominio intracelular con actividad enzimdtica tirosina-quinasa.

transmembrane tyrosine C-terq'llinal
ectodomain domain kinase domain tal'
! I 1 T 1
| | 1
a - B e C’ cGFR
- B = vens
EXTRACELLULAR
SPACE CYTOPLASM
plasma
membrane

Figura 3.4(1). Estructura del receptor de la familia ErbB. Los receptores ErbB son proteinas
complejas con un dominio extracelular (verde), un dominio transmembrana (marrén), y un
dominio citoplasmético (rojo y azul)'¥’.

De manera genérica, la unién del ligando provoca un cambio conformacional en el receptor
que facilita la formacién de homodimeros o heterodimeros entre los diversos receptores. Estos
dimeros son capaces de desencadenar una serie de fosforilaciones en residuos tirosina de
moléculas relacionadas con diversas vias de senalizacién intracelular, interviniendo de este
modo en procesos fundamentales de la célula como son la proliferacién celular, la regulacién
de la apoptosis, la angiogénesis y la progresidn del ciclo celular.
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Figura 3.4(2). Via de sefalizacién de los receptores ErbB. Diferentes proteinas mensajeras
(ligandos; representados en los cuadrados verdes) interaccionan con los receptores de
membrana de la familia ErbB. Estos traducen la sefial al citoplasma (en gris), y a través de una
estructura compleja de vias de sefalizacion intracelular se acabard traduciendo a nivel del
nucleo (rosa) en una respuesta bioldgica (rectangulos amarillos)*?’.

Existen tres grupos de ligandos de los receptor erbB. El primero incluye el EGF, el factor de
crecimiento transformante- a, y la anfirregulina, que se unen especificamente al HER1. El
segundo incluye la betacelulina, el EGF de unidn a heparina (HB-EGF) y la epirregulina, que
muestran especificidad dual, vinculante tanto a HER1 como a HER4. El tercer grupo estd
compuesto por las neuregulinas (NRG), formado por dos subgrupos en funcién de su capacidad
para unirse a HER3 y HER4 (NRG1 y NRG2) o s6lo HER4 (NRG3 y NRG4). HER3 carece de
actividad quinasa intrinseca, mientras que HER2 parece no tener ligandos directos!?>128130,
HER2 ejerce su funcion principal como co-receptor: es el socio preferido de los demas
miembros de la familia ErbB, y el heterodimero HER-HER3 es el dimero de sefializacion
mitogénica mas potente!?®. La formacion de los homodimeros de HER2 no estd inducida por la
unidén de ningun ligando, sino que se daria por mecanismos alternativos. La sobrexpresion de
HER2 en la superficie de la célula tumoral conduce a la activacién HER2; presumiblemente al
aumento de las concentraciones de los receptores en la membrana plasmatica facilita la
formacién de heterodimeros y de homodimeros de HER2 de manera espontdnea, y por lo

tanto la activacién de las vias de sefializacidn intracelular secundarias?>*?¢,

Por otro lado, HER2 puede estar activado de manera aberrante por mutaciones espontaneas
en su secuencia®®,'32, Se han descrito variantes activadoras a nivel del receptor HER2 que
actian como mecanismo de resistencia a trastuzumab; como por ejemplo la forma truncada
del receptor HER2 que carece del dominio de unidn trastuzumab-extracelular, p95HER2, con
actividad quinasa constitutiva®®?
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Figura 3.4(3). Activacion del receptor erbB. La formacién de dimeros produce la fosforilacion
cruzada de cada uno de los 2 componentes del mismo, creando un cambio conformacional que
facilita el reclutamiento y la unién de los subsiguientes efectores de las vias a activar y la
transmision de la sefial intracelular?’.

Los dimeros de la familia erbB activan dos vias de sefializacién cruciales para la supervivencia
celular: la via de las MAP-quinasas (MAPK) y la via de PI3K-AKT-mTOR. La activacion de la via
MAPK conduce a la transcripcion de genes que impulsan la proliferacién celular, asi como la
migracion, la diferenciacién y la angiogénesis. La sefalizacion a través de la via PI3K-AKT-mTOR
conduce a diferentes objetivos celulares, principalmente a la supervivencia y a la sefalizacion
anti-apoptdtical?®134-136,
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Invasion and metastasis
Tumor-induced neoangiogenesis

Tra
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Figura 3.4(4). Vias de sefializacion claves activadas por los dimeros de la familia ErbB: via de las
MAPK, que estimula la proliferacidn, y via de PI3K-AKT-mTOR, que promueve la supervivencia
de las células tumorales'®*,
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Via se sefializacion MAP-quinasas (MAPK o MAP/ERK)
La via de sefializacién de las MAP-quinasas (MAPK o MAP/ERK, de las siglas en inglés Mitogen-

Activated Protein Kinases — proteina quinasa activada por mitdégenos) es una ruta de
transduccion de sefializacion intracelular que se activa a nivel de los receptores tirosina-
quinasa de la membrana celular. La sobre-activaciéon de la via de las MAPK es uno de los

principales fendmenos en la tumorigénesis37-13°,

Como ya se ha mencionado, la activacién de la cascada de sefializacion comienza cuando el
dominio tirosina-quinasa de alguno de los receptores efectores de membrana es fosforilado.
Tras este proceso, los grupos fosfato incorporados son capaces de atraer los dominios SH2 de
algunas de las proteinas activadoras de RAS que reciben el nombre en inglés de Guanine
Exchanging Factors (GEPs). Cuando esto sucede, los GEPs son a su vez fosforilados
produciéndose un cambio en su conformacién que les permite atraer y unirse a las proteinas
de la familia RAS. Las proteinas RAS (KRAS, HRAS y NRAS) son GTPasas, cuya funcién consiste
en unir moléculas de guanina trifosforiladas (GTP) y defosforilarlas, proceso mediante el cual
sufren un cambio en su conformacion que les permite interactuar con otras proteinas. Una vez
esta interaccidn se ha realizado, la proteina RAS recupera su conformacion inicial mediante la
defosforilaciéon de la molécula de GTP. A continuacién, el complejo activo RAS-GTP se une a
una proteina serina-treonina quinasa llamada RAF mediante su fragmento N-terminal. La
hidrolisis de RAS-GTP a RAS-GDP hace que RAF sea activado mediante fosforilacion y
posteriormente liberado. BRAF, miembro de la familia de proteinas RAF (A,B,C-RAF) es la
principal efectora de RAS en la via de las MAPK. Cuando BRAF es activada por RAS, ésta
interactia con CRAF para activar a MEK, que a su vez extiende la senal mitogénica a la
activacion de ERK (sefal extracelular quinasa regulada; del inglés extracelular signal-regulated
kinase) que finalmente se transloca al ndcleo celular donde activa los programas genéticos que
resultan en los efectos previamente descritos.

Via se sefializacion PI3K-AKT-mTOR
La via de PI3K-AKT-mTOR constituye un eje central en la sefializacién celular tanto en tejidos

sanos como en la mayoria de tipos tumorales. La desregulacién de esta via de sefializacion es
una de las alteraciones mas frecuentes en neoplasias humanas y se considera crucial para el
desarrollo tumoral®®®%, La sefial se desencadena con la estimulacién del receptor de
membrana, el dominio tirosina-quinasa del cual, una vez fosforilado, atrae hacia si el dominio
SH2 de la parte p85 de PI3K (siglas en inglés de Fosfo-Inositol quinasa). PI3K es una quinasa
lipidica formada por dos subunidades, p85 parte reguladora y p110 subunidad catalitica.
Cuando la subunidad p85 esta unida al grupo fosfato del receptor transmembrana, se produce
un cambio conformacional sobre p110 que le posibilita interactuar con las moléculas de fosfo-
inositol bifosfato (PIP2) fosforilandolas para dar fosfo-inositol trifosfato (PIP3), mecanismo que
también puede ocurrir por la unién de KRAS directamente a la subunidad p110. El PIP3 puede
ser reciclado a PIP2 por accion de la fosfatasa homodloga del tensindégeno (PTEN), que
antagoniza la funcion de PI3K actuando como represor de la via. PIP3 es capaz de fosforilar
AKT (proteina quinasa B) y PDK1 (proteina quinasa 1 dependiente de fosfoinositol), dos
proteinas situadas por debajo en la via, que a su vez tienen como funciones mds importantes
la activacion de los complejos mTOR 1y 2 (del inglés; mammalian target of rapamycin), P7056
quinasa y también la supresion de FOXO3a (del inglés Forkhead box 03), provocando la
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activacion del metabolismo, la adquisicidon de resistencia a la apoptosis, un incremento de la
motilidad celular, un aumento de la angiogénesis y la progresion del ciclo celular.

Cabe destacar ademds que existen numerosas interacciones entre las diferentes vias de
sefalizacion involucradas en la proliferacion y la progresiéon tumoral. Estas interacciones
establecerian mecanismos de escape que permitirian al tumor escaparse del bloqueo
farmacoldgico dirigido. Como ya se ha mencionado, las vias de MAPK y la de PI3K-AKT-mTOR
juegan un papel importante en la tumorigénesis a través de la fosforilizacién de distintas
proteinas y factores de transcripcion que directamente controlan el crecimiento, la
diferenciacion y la apoptosis’®’. Por ejemplo, mutaciones activadoras a nivel de PI3K, o la
pérdida de la funcién de PTEN¥%0 podrian estar activando la via independientemente del
estado de los receptores ErbB.

El estimulo de HER2 en la regulacidn del ciclo celular

El ciclo celular comprende dos periodos de latencia; G1, la fase entre M (divisién nuclear) y S
(sintesis del ADN), y G2, fase entre S y M. En estos periodos se monitorizan y corrigen los
posibles errores que se hayan producido durante la replicacién del ADN, aunque la fase G1 es
critica en cuanto a que en ella se integran las sefiales que decidiran si la célula se replica, hace
una pausa o sigue viva; hecho que ocurre de forma similar en la fase GO, en las células
diferenciadas, que quieren volver a entrar en el ciclo celular®®!,

Las células son expuestas de forma simultidnea tanto a sefales estimulatorias como
inhibitorias, que deben ser integradas antes de la decision de replicaciéon. Los factores de
crecimiento actuan a modo de red de sefializacién, tanto estimulando como inhibiendo la
replicacion, sobreponiéndose los unos a los otros. Las dos vias principales de sefializacién de
los factores de crecimiento son, tal como se ha visto, la cascada mitogénica MAPK, factor clave
de la transcripcion, y la via de PI3K-AKT-mTOR, clave para la supervivencia celular.

Las sefiales de ambas vias actuan de forma sinérgica para permitir la entrada y progresion del
ciclo celular, al tiempo que evitan los mecanismos que tratan de desencadenar la muerte
celular y la detencién del crecimiento. Asi pues, no sorprende que factores tales como RAS,

PI3K, o PTEN se hayan relacionado con el cdncer'#%142,

La progresion del ciclo de la fase G1 a S es un punto crucial en el ciclo celular. De hecho, en
esta fase se encuentra el punto R (del inglés restriction point), justo antes de la decisién de
entrar en la fase S y posterior duplicacion del ADN. El resultado de la integracion de las sefiales
creadas por los factores de regulacién decidira si la célula progresa a través del punto R, y se
ha descrito la pérdida de estos puntos de control en procesos cancerigenos!*!. En esta fase las
quinasas dependientes de ciclina (CDK, del inglés cycline-dependent kinases) juegan un papel
muy importante, ya que se encargan de conducir a la célula hacia el ciclo celular®,
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Figura 3.4(5). Sistema de regulacion y de sefalizacién del ciclo celular.

Las CDKs se unen a subunidades especificas llamadas ciclinas, formando complejos
heterodiméricos compuestos por la subunidad quinasa catalitica y la subunidad de ciclina
reguladora. Los complejos CDK-ciclina se pueden dividir en dos grupos, en funcién de su
funcién en el ciclo celular: (1) aquellos implicados en el componente central del ciclo celular,
como los complejos CDK4/6-ciclina D y CDK2-ciclina E, que fosforilan la proteina
retinoblastoma (Rb) para facilitar la transicion de G1 a S; y (2) aquellos implicados en la
progresion de la fase Sy la transicion de G2 a M, como los complejos dependientes de ciclina A
y B, con CDK143,

La desregulacidon de estos complejos conlleva una mayor proliferacion, y se ha descrito en

144145 |3 activacion de la via se puede producir por diferentes

diferentes tipos de cancer
mecanismos, incluyendo la amplificacion de genes o reordenamiento, la pérdida de
reguladores negativos, alteraciones epigenéticas, y mutaciones puntuales en componentes
clave de la vial®. En pacientes con cancer de mama receptor de hormona positivo en
progresidn a terapia endocrina, la combinacién de palbociclib (un inhibidor de CDK4/6) con
fulvestran (hormonoterapia) ha demostrado aumentar la supervivencia libre de progresion de

estas pacientes, comparado con fulvestran en monoterapia (p < 0.001).

Determinacion del HER2 en cancer gastrico

Los primeros trabajos sobre la amplificacidn del gen HER2 y su sobrexpresion proteica en el CG
fueron publicados en 1986, Desde entonces, multitud de estudios han corroborado su
funcién como oncogén en este tipo de cancer.

Los estudios iniciales afirmaban que existia entre un 8.2% y un 28% de los pacientes con CG

2314915 ‘mientras que su amplificacién se centraba entre

que sobrexpresaban la proteina HER
el 15 y el 27% de ellos**>>1%¢, La disparidad observada en la expresién inmunohistoquimica
(IHQ) se explica por causas multifactoriales, secundaria a las diferentes poblaciones
estudiadas, al empleo de técnicas diagndsticas no estandarizadas, y al diferente criterio de
interpretaciéon de los resultados empleados. La mejor concordancia de resultados de la
amplificacion del gen HER2 se debe principalmente al cardcter cuantitativo de las técnicas de

hibridacidn in situ (ISH), frente al semicuantitativo de la inmunohistoquimica. Las discrepancias
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entre los resultados de la sobreexpresion proteica y de la amplificacién génica se han atribuido
a la inmunorreactividad membranosa basolateral de las células glandulares, resultando en una
reactividad membranosa incompleta, y a una tasa importante de heterogeneidad tumoral en
el CG, en comparacion con el cdncer de mama®’.

En el estudio TOGA, el analisis del HER2 se realiz6 mediante una interpretacidn estandarizada a
nivel internacional, en base a un estudio previo de validacién (pre-TOGA) en el que se
correlacionaron los hallazgos de la IHQ y del ISH en 168 muestras de CG*’. Se modificé la
puntuacion (score) para la IHQ previamente establecida en el cancer de mama, y un paciente
era considerado HER2 positivo si mostraba 1+ en la tincién, independientemente del resultado
del ISH. De los casi 4000 pacientes analizados en el estudio TOGA, se hallé6 una tasa de
positividad del 22.1%3. Por otra parte, las tasas de positividad para HER2 fueron mayores en
los CUGE que en los gastricos (33% vs. 21%, p <0,001), y en el subtipo intestinal vs el difuso o
mixto (32,2% frente a 6,1% vs. 20,4%, p <0,001). La concordancia entre IHQ y el ISH fue del
87,5%. Mientras que en el cdncer de mama la mayoria de pacientes con IHQ 0 / 1 + tienen un
ISH negativo, en el CG la frecuencia de pacientes con IHQ 0/1+ y ISH positivo fue similar con
respecto a la frecuencia de pacientes con IHQ 2+ e ISH positivo (23% vs 26%).

En el afo 2010, y con la finalidad de identificar a todos aquellos pacientes que potencialmente
se podrian beneficiar del tratamiento con trastuzumab, Rischoff et al. propusieron una serie
de recomendaciones para la determinacién del HER2 en CG**8; recomendaciones que han sido
aceptadas a nivel internacional.

Gastric cancer Breast cancer
IHC Extent (Area  Biopsy specimens = 5 Cells Resection specimens: >10% =10% (230%)*
scoring  Cut-off)
Circularity Mostly missing (often only lateral in IHC2+/3+) A must in ITHC2+/3+

(F)ISH  Cellnumber 20 cohesive tumor cells showing highest gene count (add 20 new ifratto 20 cohesive tumor cells showing highest gene count (add 20

analysis 18-22) new if ratio 1.8-2.2)

Amplification Ratio =2.0 Ratio=2.0 [E_‘-._‘-)a
HER2 Tumor type  About 30% of intestinal-type GC about 15% of mixed-type about 5% of  15-25% of ductal type (G2/G3): almost never in subtypes
positivity diffuse type (signet ring type typically negative) such as lobular. medullar and ductal G1

Tumeor About 30% at cardiac/GE-junction about 15% of gastric cancer No correlation

location

Patient  FISHwvs.IHC IHC more predictive than FISH: IHC primary restb FISH only if IHC2+  FISH/THC equally predictive:
selection

Tabla 3.4(1). Diferencias en la interpretacién de HER2 entre pacientes afectos de CG y cancer
de mama®®,

Aplicando estas reglas, la tasa de positividad de HER2 en el estudio TOGA seria del 12.16% (del
total de 3665 pacientes analizados, 446 de ellos presentaron una IHQ 3+ o IHQ 2+ con
amplificacion del gen) (interpretacion de los datos publicados del estudio TOGA).
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Figura 3.4(6). Algoritmo de consenso para la determinacion y tratamiento de los pacientes con
CG HER2 positivo. IHQ, inmunohistoquimica; ISH, hibridacién in situ.

Correlacion de HER2 con otras variables clinicas

Multiples estudios apoyan que existe una mayor incidencia de casos con sobrexpresion
proteica y/o amplificacion del gen entre los tumores con tipo histoldgico intestinal de la
clasificacion de Lauren. En cuanto a la localizacion, en general se ha descrito mas
frecuentemente en CUGE 4155159,

Papel prondéstico y predictivo de HER2 en cancer gastrico

En cuanto a su papel como factor prondstico, los estudios muestran resultados
discordantes®™>!° Por supuesto, y al ser un biomarcador de respuesta, HER2 tiene un valor
predictivo de respuesta a trastuzumab bien demostrado®. Por otro lado, el nivel de
amplificacion del gen se correlaciona perfectamente con la sensibilidad y la supervivencia de
aquellos pacientes tratados con trastuzumab®®.
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4. Tratamiento sistémico del cancer gastrico y de la union gastro-
esofagica

Tal como se ha mencionado previamente, el 80% de los pacientes diagnosticados de CG vy
CUGE debutan con metdstasis sincrdnicas; de los pacientes que se tratan inicialmente de
forma radical, la mayoria desarrollan metastasis de forma metacrénica®.

La supervivencia media de los pacientes en fase metastdsica cuando sdlo reciben el mejor
tratamiento de soporte es de 3 meses, mientas que aumenta hasta aproximadamente 9 meses
si se realiza una primera linea de quimioterapia®. Mdltiples estudios fase Ill apoyan que el
mejor tratamiento de primera linea se base en la combinacién de un agente platinado con una
fluoropirimidina, tal como se describe en la tabla 5.1(1)3442161,

Disefio Estudio Numero Brazos de Supervivencia Riesgo
pacientes tratamiento global (meses) relativo
No- REAL-2 964 ECF 9.9 XvsF
inferioridad ECX 9.9 HR =0.86
EOF 9.3 OvsC
EOX 11.2 HR =0.92
(p=0.36)
ML17032 316 XP 10.5 HR =0.85
CF 9.3 p =0.00
JCOG9912 704 S1 11.4 HR =0.83
FU 10.8 p = 0.00
Superioridad V325 457 DCF 9.2 HR =1.29
CF 8.6 p =0.02
V306 333 IF 9.0 HR = 1.08
CF 8.7 p=0.53
JCOG9912 704 IP 12.3 HR =0.85
FU 10.8 p =0.055
SPIRITS 305 S1P 13.0 HR =0.77
S1 11.0 p=0.04
TOP-002 326 IS1 12.8 HR =0.85
S1 10.5 p=0.23
FLAGS 1053 S1P 8.6 HR =0.92
CF 7.9 p=0.20
START 639 DS1 12.5 HR =0.84
S1 10.8 p=0.03
French 416 FOLFIRI 9.5 HR =1.01
Intergroup ECX 9.7 p=0.95
Tabla 4.1(1). Principales estudios fase Ill realizados para evaluar la primera linea de

tratamiento en pacientes con CG o CUGE. ECF: epirrubicina, C o P: cisplatino, O: oxaliplatino, F
o FU: 5-fluorouracilo, X: capecitabina, S1: S1, D: docetaxel, I: irinotecan, FOLFIRI: irinotecan
mas 5-fluorouracilo mas leucovorin, HR: riesgo relativo (del inglés, hazard ratio).
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En los ultimos afios se ha demostrado que realizar una segunda linea de quimioterapia es
beneficioso, y que ofrece a estos pacientes aproximadamente otros 5 meses mas de
supervivencia (tabla 5.1(2))***“t. Este beneficio se ha demostrado incluso en pacientes con
regular estado general (PS, performance status, de 2) y en pacientes cuyos tumores progresan
rdpidamente a la primera linea de tratamiento®2.

Disefio Estudio Numero Brazos de Supervivencia | Riesgo

pacientes | tratamiento global (meses) | relativo

Superioridad AIlO Study 40 Irinotecan 4.0 HR =0.48
(120) BSC 2.4 p=0.02

NCT00821990 | 202 22|inea(Dol) 6.3 HR =0.58
BSC 3.7 p =0.00

COUGAR 02 165 Docetaxel 5.2 HR =0.72
BSC 3.6 p=0.04

No- WJOG4007 219 Irinotecan 8.4 HR=1.13
inferioridad Paclitaxel 9.5 p =0.38

Tabla 4.1(2). Principales estudios fase Ill realizados para evaluar la segunda linea de

tratamiento en pacientes con CG o de la CUGE. D: docetaxel, I: irinotecan, HR: riesgo relativo
(del inglés, hazard ratio).

Tal como se ha descrito, la quimioterapia sistémica ofrece un beneficio importante aunque
limitado en tiempo. Historicamente el CG y CUGE se ha estudiado como una Unica entidad; el
conocimiento de su biologia molecular ha demostrado que hasta casi un 40% de los tumores
tienen diferentes amplificaciones a nivel de los genes implicados en la via de sefializacién
MAPK y PI3K-AKT-mTOR>21%8109 " Dyrante los Ultimos afios se han estudiado diferentes

estrategias con terapias dirigidas.

A continuacién se resumen los principales ensayos clinicos fase lll realizados. De todas las
terapias dirigidas analizadas, tan sélo trastuzumab y ramucirumab han llegado a demostrar
que son eficaces (objetivo principal del estudio cumplido)*4”8, Tal como se discute al final del
capitulo, el hecho de que la mayoria de estudios con terapias dirigidas hayan sido negativos se
debe probablemente a la falta de seleccion de los pacientes en base al estado molecular de sus
tumores.

Inhibicién de los receptores del factor de crecimiento EGFR y HER2

Diana Estudio Linea de N Brazos de Supervivencia | Riesgo
terapéutica tratamiento tratamiento global relativo
EGFR EXPAND 12 904 | XP 9.4 HR =1.00
XP + cetuximab 10.7 p =0.95
REAL-3 12 553 | EOX 11.3 HR =1.37
EOX + panitumumab | 8.8 p=0.01

Tabla 4.2(1). Estudios fase Il que evaltan la inhibicidn de EGFR en CG. X: capecitabina, P:
cisplatino, O: oxaliplatino, HR: riesgo relativo (del inglés, hazard ratio).
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Tal como se puede ver en la tabla 5.2(1), dos estudios fase Ill evaluaron el papel de la
inhibicion de EGFR: el estudio EXPAND y el estudio REAL-3, con cetuximab y panitumumab
respectivamente!®®%4, Cetuximab y panitumumab son anticuerpos monoclonales especificos
para EGFR/HER1; panitumumab tiene la particularidad de ser un anticuerpo totalmente
humano, hecho que evita la posible destruccién por parte del sistema inmune innato del
paciente. Desafortunadamente, ninguno de los dos estudios consiguié demostrar un beneficio
con la adicién del anticuerpo.

Cabe destacar que no se realizd una pre-seleccion molecular de los pacientes en base a la
sobrexpresién de EGFR. Importante también mencionar el sub-andlisis del estudio EXPAND,
que revela una baja expresién de EGFR entre la poblacion seleccionada (mediana en la tincion
IHQ de 0), y una tendencia a un mejor prondstico con el tratamiento con cetuximab en
aquellos pacientes con mayor expresion de EGFR. Por su lado, en el sub-andlisis del estudio
REAL-3 se objetiva un nimero no despreciable de pacientes con mutaciones en genes que
codifican para proteinas como KRAS, BRAF, PIK3, PTEN y HER2, que podrian haber ofrecido
resistencia al tratamiento con panitumumab, y justificar asi los resultados.

Diana Estudio Linea de N Brazos de Supervivencia | Riesgo
terapéutica tratamiento tratamiento global relativo
HER2 TOGA 12 584 | XP/XF 11.1 HR=0.74
XP/XF + trastuzumab | 13.8 p<0.01
LOGIC 12 545 | XELOX 10.5 HR=0.91
XELOX + lapatinib 12.2 p=0.34
TITAN 22 Paclitaxel 8.9 HR =0.54
Paclitaxel + lapatinib | 11.0 p=0.21
GATSBY | 22 415 | T-DM1 7.9 HR=1.14
Taxano 8.6 p=0.31

Tabla 4.2(2). Estudios fase Ill que evaldan la inhibicion de HER2 en CG. X: capecitabina, P:
cisplatino, F: 5-fluorouracilo, XELOX: combinacién de capecitabina y oxaliplatino, HR: riesgo
relativo (del inglés, hazard ratio).

El estudio TOGA* fue el primer estudio en demostrar la eficacia de una terapia dirigida.
Trastuzumab demostré aumentar la supervivencia de aquellos pacientes considerados HER2-
positivo, cuando se afiadia a una primera linea de quimioterapia basada en cisplatino y
fluoropirimidinas (capecitabina o 5-fluorouracilo). Es este estudio, y tal como se ha comentado
previamente, se consideraba HER2 positivo cualquier tincion IHQ de 1+ a 34,
independientemente del estado del gen'’. Para la poblacién global incluida en el estudio,
trastuzumab anadia un beneficio significativo en supervivencia de 2.7 meses (mediana de 11.1
a 13.8 meses), con un riesgo relativo (HR, del inglés hazard ratio) de 0.74. En el sub-analisis de
aquellos pacientes que hoy en dia considerariamos HER2 positivos (aquellos con IHQ 3+ o
IHQ2+/ISH+)™8, los pacientes tratados con trastuzumab llegaron a vivir una mediana de 16
meses (HR = 0.65). La tasa de respuestas en el brazo de tratamiento con trastuzumab fue del
47%, mientras que en el grupo control fue del 35% (Odds ratio de 1.70, p < 0.01). Se describe
una toxicidad aceptable en ambos brazos de tratamiento.

Otros dos estudios han evaluado el papel de inhibir HER2 a nivel intracelular, con el receptor
tirosina-quinasa lapatinib: los estudios TRIO/LOGIC y TYTAN, en primera y segunda linea
respectivamente!®*%, Ninguno de los dos estudios consigue demostrar un beneficio con la
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adicion de lapatinib, aunque debe mencionarse que ambos estudios incluyeron pacientes
considerados HER2 positivo por tincion IHQ de 1+ a 3+, y que el estudio TYTAN fue positivo en
el sub-andlisis de la poblacidon con alta sobrexpresién de HER2 (HR = 0.59, p = 0.01). Otra
explicacion plausible se basa en la toxicidad derivada de la combinacién escogida (oxaliplatino
con lapatinib y paclitaxel con lapatinib, respectivamente).

Finalmente, el estudio GATSBY®’, que comparaba la eficacia de T-DM1, trastuzumab anclado a
DM1, con taxanos. Este estudio tampoco consigui® demostrar mejoria con el farmaco
experimental.

Inhibicién de mTOR
Diana Estudio Linea de N Brazos de Superviv | Riesgo relativo
terapéutica tratamiento tratamiento encia
global
mTOR GRANITE1 | 22y 32 656 | BSC 4.34 HR=0.9
Everolimus 5.39 p=0.12

Tabla 4.2(3). Unico estudio fase Ill que evalta la inhibicién de mTOR en CG. BSC: mejor
tratamiento de soporte (del inglés, best supportive care), HR = riesgo relativo (del inglés,
hazard ratio).

El estudio GRANITE-1 evaluaba el papel de everolimus, inhibidor alostérico de mTOR, en
pacientes con CG refractario. Para una poblacidn no seleccionada molecularmente, everolimus
no consiguié demostrar un beneficio en la supervivencia global®®®.

Inhibicion de la via del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

Diana Estudio Lineade | N Brazos de tratamiento Superviven- | Riesgo
terapéu- trata- cia global relativo
tica miento
VEGF y AVAGAST 12 774 | CX/CF 10.1 HR =0.87
VEGFR2 CX/CF + bevacizumab 12.1 p=0.10
REGARD 22 355 | BSC 3.8 HR =0.77
Ramucirumab 5.2 p =0.047
RAIBOW 22 665 | Paclitaxel 7.36 HR =0.80
Paclitaxel+ramucirumab | 9.63 p =0.02
Apatinib 32 267 | BSC 4.7 HR=0.71
Apatinib 6.5 p=0.01
INTEGRATE 32 147 | BSC -
Regorafenib -

Tabla 4.2(4). Estudios fase Ill que evaluan la inhibicién de la via del VEGF en CG.

El estudio AVAGAST!® fue el primer estudio que evaluaba la inhibicién de la via de VEGF. El
estudio randomizaba a los pacientes a recibir una primera linea basada en cisplatino y
fluoropirimidinas mas/menos bevacizumab, un anticuerpo monoclonal que bloquea VEGF.
Desafortunadamente no cumplid su objetivo principal, demostrar un beneficio significativo en
términos de supervivencia global. De todas formas, cabe mencionar que tanto la supervivencia
libre de progresion como la tasa de respuestas fueron mejores en el grupo de pacientes
tratados con bevacizumab, significativamente. Ademas, para la poblacidon de pacientes no-
asiaticos, el objetivo principal si se cumplid. El sub-analisis de biomarcadores demuestra que
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tanto unos niveles plasmaticos altos de VEGF-A como unos niveles tisulares bajos de
neurofilina-1 se podrian correlacionar con un mejor beneficio a bevacizumab'°.

Ramucirumab, un anticuerpo monoclonal humanizado contra el receptor 2 de VEGF, ha
demostrado su eficacia en segunda linea de CG, en dos estudios fase lll. Tanto en el estudio
REGARD?, en el que los pacientes eran randomizados a recibir ramucirumab vs el mejor
tratamiento de soporte, como en el estudio RAINBOW*, en el que los pacientes eran
randomizados a recibir paclitaxel mas/menos ramucirumab, demostraron un beneficio en
términos de supervivencia en aquellos pacientes que recibieron ramucirumab.

Para pacientes refractarios a como minimo dos lineas previas de tratamiento, el tratamiento
con apatinib, un inhibidor tirosina-kinasa del receptor 2 de VEGF, demostro su eficacia cuando
se comparaba con el mejor tratamiento de soporte, en poblacidon asidtical’?.

Por ultimo mencionar el estudio INTEGRATE, un estudio fase Il que analizé el tratamiento con
regorafenib en pacientes refractarios a quimioterapia (poblacion australiana). Regorafenib, un
inhibidor tirosina-quinasa que inhibe el receptor 2 de VEGF y TIE2 (angiopoetina 2), consiguio
alargar la supervivencia libre de progresidon de estos pacientes, de 3.9 a 11.1 semanas (HR =
0.41, p = < 0.01)'”2, Tendremos que esperar los resultados del estudio randomizado fase Il
para poder confirmar el efecto verdadero de este farmaco.

Inhibicién de la via del receptor de crecimiento de los hepatocitos (MET)

Diana Estudio Linea N Brazos de Superviven- | Riesgo relativo
terapéu- de tratamiento cia global
tica trata-
miento
MET RILOMET-1 12 609 ECX 11.5 HR =1.37
ECX + rilotumumab 9.6 p=0.01
METGastric 12 562 FOLFOX 11.3 HR =0.82
FOLFOX + 11.0 p=0.24
onartuzumab MET 2+/3+: MET 2+/3+:
9.7vs 11.0 HR 0.64 (p 0.06)

Tabla 4.2(5). Estudios fase lll que evaldan la inhibicion de la via de MET en CG. E: epirrubicina,
C: cisplatino, X: capecitabina, FOLFOX: oxaliplatino + 5-fluorouracilo + leucovorin, HR: riesgo
relativo (del inglés, hazard ratio):

Basados en los resultados positivos de un estudio inicial fase 1173, se realizaron de forma
paralelas dos estudios con inhibidores de MET; el estudio RILOMET-1%"4, con rilotumumab, un
anticuerpo monoclonal humanizado que neutraliza el factor de crecimiento de los hepatocitos
(HGF, del inglés hepatocite growth factor), y el estudio METGastric'’®>, con onartuzumab,
anticuerpo monoclonal que inhibe la accién del HGF mediante la unién a su receptor c-MET.

Ambos estudios se finalizaron de forma precoz. La decisidn de finalizar el estudio RILOMET-1
fue en base al analisis intermedio, que demostré un efecto detrimental en los pacientes
tratados con rilotumumab. En el caso del estudio METGastric, la decisidon se realizé cuando se
conocieron los resultados del estudio fase Il pre-METGastric, en los que se vio que
onartuzumab no conseguia un adecuado beneficio. De todas formas, el estudio METGastric se
habia disefiado con dos objetivos primarios: detectar un aumento en la supervivencia tanto en
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el grupo global como en el grupo de aquellos pacientes con alta expresién de MET
(determinado por IHQ). El grupo de pacientes con alta expresién de MET se beneficia
parcialmente del tratamiento con onartuzumab, aunque de forma no significativa.

Inhibicién del receptor del factor de crecimiento de los fibroblastos tipo 2 (FGFR 2)

Diana Estudio Linea de N Brazos de Resultados

terapéutica tratamiento tratamiento

FGFR SHINE 22 71 AZD4547 No diferencias
Placebo

Tabla 4.2(6). Estudio fase Il con el anticuerpo AZD4547, inhibidor de FGFR2, en CG.

Hasta la fecha no se ha podido demostrar que la inhibicion de FGFR2 en pacientes con CG sea
eficaz. En el estudio SHINE los pacientes fueron seleccionados en funcién de la amplificacion o
polisomia del gen FGFR2 y se randomizaron a recibir AZD4547, un inhibidor selectivo de
FGFR1-3 con actividad preclinica en modelos FGFR2 amplificados, frente a placebo. Los
pacientes no obtuvieron ningin beneficio al ser tratados con este farmaco. De todas formas, el
estudio de biomarcadores revelé una elevada heterogeneidad intratumoral y una baja

concordancia entre la amplificacién del gen y su expresion'’®.

Nuevos estudios con terapias dirigidas

A dia de hoy existen muchos estudios clinicos que siguen evaluando el papel de las terapias
dirigidas, los principales pueden verse representados en la Tabla 4.2(7).

Diana Nombre del estudio y referencia | Linea de | Tipo de tratamiento
terapéutica (ClinicalTrials.gov) tratamiento
HER2 JACOB (NCT01774786) 12 Linea CT + Ttz +/- pertuzumab
INNOVATION (NCT02205047) Perioperatorio CT + Ttz +/- pertuzumab
RTOG 1010 (NCT01196390) Perioperatorio CRT +/- Ttz
EGFR NCT01813253 22 Linea Irinotecan +/- nimotuzumab
VEGFR2 RAINFALL (NCT02314117) 12 Linea CT +/- ramucirumab
mTOR AlO-ST-0111 (NCT01248403) 22 Linea Paclitaxel +/- everolimus
FGFR NCT01719549 22 Linea Dovitinib
NCT01921673 22 Linea Paclitaxel +/-dovitinib
MET AMG2013011S-1 (NCT02016534) | 22/32 Linea AMG337
Tabla 4.2(7). Principales estudios activos con terapias dirigidas en CG, en fase Ill. Ttz =
trastuzumab
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Segln Hanahan y Weinberg!?’

, el tumor esta constituido por un conjunto de diferentes tipos
celulares (parénquima) envueltos de un estroma caracteristico que incluye tanto células del
endotelio vascular como aquellas implicadas en los procesos inflamatorios. El conjunto es el
gue permite el crecimiento y la progresidn tumoral, aunque la célula tumoral es la base. La
célula tumoral es homogénea al principio, pero la progresion del tumor conlleva a una
hiperproliferacién combinado con un aumento de inestabilidad genética, por lo que la célula
progresa en distintas subpoblaciones clonales. La célula madre tumoral conserva la capacidad
de originar, mantener y expandir los tumores, asi como dar lugar a las metdastasis y recidivas.
Esta célula madre tumoral es mas resistente a los tratamientos convencionales, y por tanto

supone un reto en la oncologia.

Cancer Stem Cell (CSC)

Cancer-Associated Fibroblast

(CAF) )

©
Endothelial Cell (EC)

Immune
Pericyte (PC) I?cizla)mmatory Cells
\ s
Sog
© Local & Bone marrow- -
g derived Stromal Stem
& Progenitor Cells
© 9 Invasive Cancer Cell

Figura 4.3(1). Conjunto de diferentes tipos de células que constituyen el tumor®,

BBI608 es un nuevo fadrmaco capaz de bloquear la reproduccién de las células madre
tumorales, e inducir su muerte celular, principalmente mediante la inhibicién de STAT3. STAT3
es un miembro de la familia STAT, oncogén que se activa en respuesta a citoquinas y a factores
de crecimiento, y a través de la activacion de JAK traslada sefiales de transcripcidn nuclear.

La actividad de BBI608 se ha demostrado en modelos preclinicos y en un estudio fase I/Il en
combinacion con paclitaxel. Actualmente existe un estudio fase lll en marcha, para pacientes
con CG refractarios a una primera linea de tratamiento, en combinacién con paclitaxel
(ClinicalTrials.gov NCT02178956).
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Tal como se ha comentado anteriormente, la respuesta del sistema inmune juega un papel
muy importante en la tumorigénesis del CG”7°, y sobre todo en los subtipos EBV y MSI
propuestos por el TCGA>2. La incorporacidn de los nuevos farmacos inhibidores de los puntos
de control, en inglés checkpoint inhibitors, representa una nueva opcién de tratamiento para
estos pacientes.

B7-2 (CD86) —”? PPP YYYY—CD28 — Activation
B7-1(CD80) —..—> @—W—cruu (CD152)— Inhibition

™

.‘—PD-U —> Inhibition
Antigen-
&g

resentin MHC TCR
g g ==

cell
PD-L1 (B7-H1) —..—» .—-——YY—PD-1—> Inhibition

PD-L2 (B7-DC) —..><'..— B7-1—> Inhibition

Figura 4.4(1). Presentacion del antigeno al linfocito T. La célula inmune se activa con la
presentaciéon del antigeno dentro del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), las
sefiales de co-estimulo (interaccién B7-CD28), y liberacién de citoquinas. Este proceso puede
verse inhibido por la interaccidon de otras moléculas checkpoint, como serian la unién de CTLA
a B7, o la interaccidn de PD1 con PDL1Y".

Los resultados de los primeros ensayos fase I/Il demuestran el beneficio de esta estrategia,

traducido en unas tasas de respuesta y supervivencia excepcionales’8183,

Tal como puede observarse en la Tabla 4.4(1), los inhibidores de checkpoints prometen ser una
buena estrategia dentro de los tratamientos del CG. Con pembrolizumab por ejemplo, en
pacientes seleccionados por altos niveles de PD-L1, se consiguen tasas de respuesta de un 22%
y supervivencias de hasta 11 meses'’®. Considerando que se trata de una poblacién refractaria
a tratamiento estandar, estos datos son muy alentadores.
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1 respuesta parcial
Tremelimumab 1] 22 linea 18
CTLA-4 4 estabilizaciones

Ipilimumab 1l Mantenimiento 114

. Tasa de respuesta 22%
PDL1 positivos

Pembrolizumab lb , 39 Mediana de supervivencia
>22 |inea
global 11 meses
PD-1 Nivolumab | EBV positivo
Tasa de respuesta 12%
. ali
el Wil >22 linea = Mediana de supervivencia libre
de progresion 7.1 meses
Durvalumab | >22 |inea 16/346 Tasa de respuesta 25%
Atezolizumab | >22 linea 1 1 respuesta parcial
PD-L1
Avelumab ,
22 linea 20 Tasa de respuesta 15%
(pacientes Ib o
Mantenimiento 55 Tasa de respuesta 7.3%
Japoneses)

Tabla 4.4(1). Principales estudios realizados con inmunoterapia en CG.
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Histéricamente, y tal como se puede deducir de los estudios con quimioterapia y de los
primeros estudios con terapias dirigidas, el CG y CUGE se ha considerado como una Unica
entidad. Gracias a las distintas clasificaciones histoldgicas y, sobre todo, a su clasificacién

molecular, se puede afirmar que se trata de una entidad heterogénea®>'%’,

El tratamiento con quimioterapia es eficaz, aunque su beneficio llega a un plateau®. El
tratamiento con nuevas terapia dirigidas intenta conseguir superar este limite, aunque sélo

trastuzumab y ramucirumab han podido demostrar ser eficaces**”4%,

Si nos fijamos en el disefo de la mayoria de los estudios, podemos observar que no existe una
seleccion molecular. Teniendo en cuenta que la proporcién de alteraciones moleculares de
forma individual es < 10%, es légico pensar que si administramos un farmaco sin seleccionar
previamente al paciente, la posible eficacia queda diluida.

Por ejemplo, el estudio AVAGAST es negativo para supervivencia global (objetivo principal),
pero positivo para otros objetivos secundarios'®. Este hecho refleja cierta eficacia del farmaco.
Si ademas tenemos en cuenta los resultados positivos conseguidos con ramucirumab y
apatinib?#%17! podriamos pensar que bevacizumab probablemente es activo en una parte de
los pacientes.

Por lo tanto, se confirma que la identificacién de biomarcadores de respuesta es indispensable
para poder tratar correctamente a los pacientes.

Los resultados de las terapias con inhibidores de las células madres del cancer, y sobre todo los
anhelados resultados de los estudios con inmunoterapia, ayudaran a mejorar el prondstico de
estos pacientes.

Practica clinica habitual

A dia de hoy, los pacientes con CG o CUGE se tratan con una 12 linea de quimioterapia basada
en un agente platinado y una fluoropirimidina. Ademas, es mandatorio determinar el HER2 al
diagnédstico; y en aquellos en los que se halla positivo, se debe afiadir trastuzumab a la
quimioterapia.

La 22 linea de estos pacientes se puede realizar con taxanos o con irinotecan. La reciente
aprobacién del ramucirumab por parte de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS) ha promovido que se haya iniciado su uso en algunas comunidades
auténomas del pais.

El ensayo clinico es normalmente una de las mejores opciones terapéuticas. La incorporacion
de las técnicas de seleccién molecular facilitara la identificacion de terapias eficaces en cada
caso.
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5. Justificacion

Trastuzumab es el primer farmaco dirigido que demuestra un beneficio en términos de
supervivencia y supervivencia libre de progresion (SLP) en pacientes con CG y CUGE,
especificamente en aquellos tumores con el receptor HER2 positivo.

Los resultados del estudio TOGA demuestran que la administracion de trastuzumab junto con
cisplatino y fluoropirimidinas en 12 linea de tratamiento aporta un aumento en la
supervivencia mediana de estos pacientes de 11.1 a 13.8 meses (HR = 0.74, p < 0.01)*. Para
aquellos pacientes considerados HER2 positivos en base a los criterios actuales (IHQ 3+ o IHQ
2+/ISH positivo)8, la supervivencia mediana alcanza los 16.0 meses (HR = 0.65).

La tasas de respuesta entre los pacientes tratados con trastuzumab es del 47%, mientras que
en el grupo control es del 35% (Odds ratio de 1.70, p < 0-01). La mediana de duracién de la
respuesta también es mayor entre el grupo de pacientes tratados con trastuzumab (6.9 vs 4.8
meses; HR = 0-53, p <0-01).

De estos resultados se puede inferir que, aunque el andlisis sea positivo de forma global en
todos los pacientes incluidos en el estudio TOGA (pacientes con HER2 sobrexpresado 1+ a 3+),
no todos los pacientes responden (resistencia primaria) y, al final, la mayoria progresan al
tratamiento tras una respuesta inicial (resistencia secundaria).

En esta tesis doctoral se estudian las alteraciones moleculares de algunos genes/proteinas
implicadas en las vias de crecimiento y regulacién del ciclo celular que podrian estar
relacionadas con la resistencia primaria al tratamiento con trastuzumab.
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6. Hipotesis

Se propone la identificacion de las siguientes alteraciones moleculares de efectores implicados
en la tumorigénesis gastrica, y que podrian ser la causa de la resistencia primaria al
tratamiento con quimioterapia y trastuzumab, en pacientes afectos de CG o CUGE con HER2

positivo.

Alteraciéon molecular | Funcién celular Estudio

Ciclina E Regulacion del ciclo celular Amplificacion del gen
Sobrexpresién de la proteina

Ciclina D1 Regulacion del ciclo celular Amplificacion del gen
Sobrexpresion de la proteina

PIK3CA Crecimiento tumoral Amplificacion del gen
Mutacidn del gen

PTEN Crecimiento tumoral Pérdida de expresion de la proteina

HER3 Crecimiento tumoral Sobrexpresidn de la proteina

P95 Crecimiento tumoral Sobrexpresién de la proteina
Cuantificacién de la proteina

Tabla 6(1). Alteraciones moleculares analizadas, potencialmente responsables de la resistencia
primaria a trastuzumab.

Tal como se ha comentado anteriormente, las ciclinas E y D1 actian regulando la transicién del
ciclo celular en el punto R, de la fase G1 a S}, Las ciclinas se unen a las CDK para formar los
complejos CDK2-ciclina E y CDK4/6-ciclina D1, respectivamente. La desregulaciéon de estos
complejos se ha descrito en diferentes tipos de cancer’**'*, La activacion de los complejos
CDK-ciclina puede ocurrir por diferentes mecanismos, incluyendo la amplificacion de los genes
de la ciclina E y D1, Debido a su importancia en el ciclo celular, estdn empezando a
estudiarse como candidatas prometedoras para el tratamiento del cancer. Palbociclib, un
inhibidor de las CDK4/6, ha demostrado ser eficaz en pacientes con cancer de mama con
receptor hormonal positivo!¥’, y a nivel preclinico se ha demostrado cémo la inhibicién de
CDK4/6 es capaz de re-sensibilizar el cdncer de mama HER2 positivo al bloqueo EGFR/HER28,

En CG, se ha descrito la sobrexpresion de la ciclina E hasta en un 25-33% de los casos'®1%6,
correlacionandose con un peor prondstico. La sobrexpresiéon de ciclina D1 también ha sido
identificada en el CG, entre un 40.5-72%1%, aunque no ha sido tan claramente
correlacionada con el pronéstico.

La amplificacion/sobrexpresién de ciclina E se ha identificado como mecanismo de resistencia
a trastuzumab, en pacientes con cancer de mama HER2 positivol?®,
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PIK3CA juega un papel crucial en la via de sefializacién de los receptores de crecimiento
epidérmico; la via de PI3K-AKT-mTOR, eje central de sefalizacidn celular. La desregulacién de
esta via es una de las alteraciones mas frecuentes en neoplasias humanas y se considera
crucial para el desarrollo tumoral'®*, Las mutaciones y amplificaciones de PIK3CA son las dos
principales causas de sobre-activacién de esta via en el cancer.

Se han descrito mutaciones en PIK3CA en CG, en aproximadamente el 4-7% de los
cas0s>>1891%0 | as amplificaciones se han descrito méas frecuentemente, entre un 10-65% de los

52,108,109,189,190

casos , y se ha correlacionado con un peor prondstico.

Las mutaciones de PIK3CA se han identificado como mecanismo de resistencia a trastuzumab,

en pacientes con cancer de mama HER2 positivo!¥1%,

La proteina PTEN es también clave en la regulacién de la via de sefalizacion PIK3CA-AKT-
mTOR. PTEN actua como freno de la via, induciendo la de-fosforilizacion de PIP3 a PIP2 y por
tanto antagonizando la funcion de PIK3CA®*,

La pérdida/baja expresion de PTEN se ha descrito en un 20% — 60% de los CG, y se ha asociado

a un peor prondstico®1941%,

El papel que juega PTEN como mecanismo de resistencia a trastuzumab en pacientes con
cancer de mama HER2 positivo es controvertido*®'¥, La falta de estandarizacién de su
determinacion podria ser la causa de esta controversia'®’.

Dentro de los posibles dimeros que pueden crearse a nivel de los receptores de crecimiento

epidérmico, HER2-HER3 es el heterodimero de sefializaciéon mitogénica mas potente®?®,

La sobrexpresion de HER3 se ha descrito en un 20% - 60% de los CG, y se ha asociado a un peor

prondstico!¥8200,

La sobrexpresién de HER3 podria actuar como factor de resistencia a inhibidores de otros
receptores de crecimiento epidérmico de membrana, como EGFR/HER1 y HER2%%%2%2 |3
asociaciéon de pertuzumab, anticuerpo que inhibe la dimerizacién HER2-HER3, a la combinacién
de quimioterapia y trastuzumab en pacientes con cdncer de mama HER2 positivo ha
demostrado aumentar la eficacia del tratamiento®,
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El receptor HER2 puede estar activado de forma aberrante por su forma truncada p95HER2,
que carece del sitio de unidn a trastuzumab-, pero contiene un dominio quinasa hiperactivo!®.

En cancer de mama HER2 positivo, la expresion de p95HER2 se consideré como un mecanismo
de resistencia a la terapia basada en trastuzumab®332032%% 3unque actualmente se ha revocado
esta afirmacidn, y se considera un biomarcador positivo de respuesta?®>?°®, Tanto los niveles
altos de HER2 como de p95HER2 se correlacionarian positivamente con la respuesta a la
combinacion de lapatinib, inhibidor tirosina-quinasa de HER2, y trastuzumab en pacientes con
cancer de mama HER2 positivo?®. Este hallazgo se debe probablemente a la estrecha
asociacion que existe entre los niveles de p95HER2 y HER2.

La sobrexpresidon de p95HER2 ha sido descrita en un 77% de CG HER2 positivo, en una sola
serie (24 casos, de 31 totales)?”, y se ha correlacionado con la resistencia a trastuzumab en
modelos preclinicos®®,
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7. Objetivos

Esta tesis doctoral tiene dos objetivos principales: (1) realizar un analisis descriptivo en
pacientes con CG y CUGE HER2 positivos de las alteraciones moleculares descritas en el
capitulo anterior, y (2) correlacionar dichos hallazgos con la supervivencia de los pacientes y
con el tipo de respuesta que realizan al tratamiento con trastuzumab.

Los datos del estudio TOGA muestran que hasta un 50% de los pacientes considerados HER2
positivo presentan una resistencia primaria al tratamiento con quimioterapia y trastuzumab,
hecho que se podria explicar por alteraciones moleculares ocurridas nivel de las proteinas
efectoras de las vias se sefializacién intracelular que activa HER2: la via de las MAP-quinasas
(MAPK) vy la via de PIK3CA-AKT-mTOR, responsables mayoritariamente de la proliferacién y de
la supervivencia celular, respectivamente.

El estudio se realiza en una muestra de 100 pacientes afectos de CG y CUGE HER2 positivo, en
estadio localmente avanzado irresecable o metastdsico, tratados con una primera linea basada
en quimioterapia y trastuzumab. Se analizan las biopsias tumorales de los pacientes, obtenidas
previo al inicio del tratamiento, con el objetivo de determinar el estado de las ciclinas Ey D1
(amplificacidn, sobrexpresiéon), PIK3CA (amplificacion, secuenciacién), PTEN (expresién), HER3
(sobrexpresion), y p95HER2 (sobrexpresion, cuantificacion).

Dada la baja frecuencia de CG y CUGE HER2 positivo, ha sido imprescindible reunir muestras de
varios centros para tener un nimero de casos significativos. No existen series publicadas que
recojan estas alteraciones en CG y CUGE HER2 positivo, y por lo tanto la descripcion de los
hallazgos moleculares se considera inédita.

Ademas, se correlacionan los resultados del analisis molecular con los datos clinicos de los
pacientes, con el objetivo de hallar si alguna de las alteraciones moleculares estd mas
representada en algln subtipo determinado de pacientes, asi como para valorar si alguna de
ellas juega un papel prondstico y/o predictivo de respuesta al tratamiento con trastuzumab.
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8. Métodos

Estudio observacional no-EPA (se entiende por EPA aquel Estudio Post-Autorizacion, segun la
clasificacion de la AEMPS). Dada la confidencialidad de los datos a observar y analizar de los
pacientes incluidos en el estudio, este proyecto se presenté al Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC) del Hospital Universitario Vall d’'Hebron de Barcelona, valorandose positivamente
y autorizando su realizacién segun dictamen del mismo con fecha 26 de Mayo de 2014.

La muestra estd compuesta por 100 casos correspondientes a pacientes diagnosticados y
tratados en 10 hospitales de Espafia.

Se contactd con los médicos oncdlogos responsables del CG de los hospitales seleccionados,
solicitandose su colaboracién. Cada investigador debia seleccionar a los pacientes, recoger los
datos clinicos respectivos, y enviar una muestra de tejido tumoral.

De los 126 pacientes de la serie inicial, el analisis final sélo incorpora 100. Las principales
causas de pérdida de casos han sido el incumplimiento de alguno de los criterios de inclusién,
la falta de suficiente cantidad de células tumorales en la biopsia recogida, asi como
incongruencias en los datos.

Criterios de inclusién/exclusion de la poblacion a incluir

Se han seleccionado pacientes diagnosticados de CG o CUGE localmente avanzado irresecable
y/o metastasico HER2 positivo.

Los pacientes debian haber iniciado (al menos) una 12 linea de tratamiento con quimioterapia
basada en un agente platinado y una fluoropirimidina, asociado a trastuzumab. Se requeria el
seguimiento clinico del paciente durante el tratamiento onco-especifico. Se requeria la
evaluacidn de los pacientes mediante los criterios de evaluacidn de respuesta de tumores
sélidos (RECIST v1.1)%%°,

Los pacientes debian aceptar su participacidon de forma voluntaria, autorizandola mediante la
firma del consentimiento informado (véase Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento
Informado, al final del capitulo). Para aquellos pacientes fallecidos en el momento de la
inclusion en el estudio, el CEIC dio autorizacién para el uso de sus muestras tumorales asi
como su informacién clinica, eximiéndose la obtenciéon del consentimiento informado, de
acuerdo con el articulo 24 del RD 1716/2011.

Se solicitaba muestra de tejido tumoral de cada paciente obtenida previamente al inicio del
primer tratamiento onco-especifico, considerandose validas aquellas muestras con un grosor
minimo de 40 um.
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Procedimientos utilizados para garantizar la confidencialidad de los datos

Con el objetivo de mantener la identidad de cada paciente en el anonimato, la informacion

clinica y el bloque tumoral de cada paciente se asociaron a un cddigo.

En un principio se seleccionaron los principales hospitales de Cataluia. Dado el bajo
reclutamiento inicial, se decidid incluir otros hospitales de diferentes comunidades auténomas

de Espaiia.
Hospital Ciudad Investigador Principal
Hospital Universitario Vall d’Hebron Barcelona Dra. Maria Alsina
Hospital Clinico San Carlos Madrid Dr. Javier Sastre
ICO - Hospital Universitari Dr. Josep Trueta Girona Dra. Raquel Guardefio
Hospital Clinic Barcelona Dra. Estela Pineda
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla Santander Dr. Fernando Rivera
ICO — Hospital Universitari Germans Trias i Pujol Badalona Dr. Jose Luis Manzano
Hospital Universitario Reina Sofia Cérdoba Dr. Enrique Aranda
ICO — Hospital Duran i Reynals Barcelona Dra. Maica Galan
Hospital Universitario Ramon y Cajal Madrid Dr. Federico Longo
Hospital del Mar Barcelona Dra. Laura Visa

Tabla 8.3(1). Relacidn entre los centros participantes.

Cada investigador ha recogido los datos clinicos de los pacientes mediante documentos
individuales en formato Excel. Todos los documentos se revisaron e incorporaron a una base

de datos global.
Los datos clinico-patolégicos recogidos son los siguientes:

e Datos epidemioldgicos: fecha de nacimiento, sexo.

e Datos relacionados con la biopsia: fecha de obtencién y localizacién de la biopsia, tipo
histolégico, grado de diferenciacion, estado de HER2.

e Datos clinicos: fecha del debut del tumor primario y de las metastasis, estadiaje clinico
y patoldgico (en caso de aplicar), localizacién del tumor primario (CG vs CUGE),
localizacién de la afectacién metastdsica, tratamiento de 12 linea metastasica (tipo,
tiempo, numero de ciclos, tipo de respuesta, causa de fin de tratamiento, toxicidades
graves), tratamientos posteriores (mismas variables que en el tratamiento de 12 linea),
estado del paciente (vivo vs muerto), fecha de ultimo seguimiento, fecha de éxitus (en

caso de aplicar).
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Se realiza un primer analisis del tejido tumoral en los laboratorios de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitario Vall d’Hebron de Barcelona, concretamente en el VHIO -Vall d’Hebron
Instituto de Oncologia, liderados por los Dres. Paolo Nuciforo y Javier Hernandez.

Posteriormente se realiza un segundo analisis en los Laboratorios Monogram Biosciences, de
San Francisco, Estados Unidos, liderado por el Dr. Jeff Sperinde, en colaboracién con el
laboratorio de Memorial Sloan Kettering Cancer Center, liderado por el Dr. Maurizio Scaltriti.

Los analisis moleculares realizados se resumen en la tabla siguiente:

Alteracién  Anilisis Técnica Laboratorio
Ciclina E Amplificacion del gen ISH Dr. Paolo Nuciforo
Sobrexpresion de la proteina  IHQ Dr. Paolo Nuciforo
Ciclina D Amplificacion del gen ISH Dr. Paolo Nuciforo
Sobrexpresién de la proteina  IHQ Dr. Paolo Nuciforo
PIK3CA Amplificacion del gen ISH Dr. Paolo Nuciforo
Mutacion del gen Secuenciacion directa Dr. Javier Hernandez
PTEN Sobrexpresidn de la proteina  IHQ Dr. Paolo Nuciforo
HER3 Sobrexpresion de la proteina  IHQ Dr. Javier Hernandez
p95HER2 Sobrexpresién de la proteina  IHQ Dr. Paolo Nuciforo
p95HER2 Cuantificacion de la proteina  Fluorescencia Drs. Scaltriti/Sperinde
HER2 Cuantificacion de la proteina  Fluorescencia Drs. Scaltriti/Sperinde

Tabla 8.5(1). Cuadro de determinaciones moleculares realizadas. ISH: hibridacion in situ; IHQ:
inmunohistoquimica.

Aclaracién sobre las muestras biolégicas

Este estudio tiene un cardcter retrospectivo. Las muestras tumorales analizadas son restantes
derivados de las biopsias que en su momento se obtuvieron con finalidad asistencial
(diagndstico histoldgico de la enfermedad oncoldgica). Toda aquella parte sobrante y no
utilizada en este estudio se ha depositado en una coleccién (n? de registro C0003160),
guardada en el Laboratorio de Oncologia Molecular en las instalaciones de Anatomia
Patoldgica del Hospital Universitario Vall d’Hebron.
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Técnicas Moleculares

Hibridacién in situ (ISH)

Para el analisis del ISH de las ciclinas E y D1 se utilizan las sondas RP11-345J21/RP11-995M24 -
Chr19 (Genome Resources Facility, Hospital for Sick Children, Toronto, Canada) y ZytoLight®
SPEC CCND1/CEN 11 Dual Color Probe (Zytovision), respectivamente. Se evallan
como minimo 20 células representativas en un minimo de 3 areas tumorales, y se obtiene un

numero medio de copias de genes (GEN) y de centromero (CEP), asi como la relacion (ratio)
GEN/CEP. La amplificacién del gen se considera cuando las muestras presentan una ratio
GEN/CEP de > 1.511%18 y de > 2 (segun criterio genético mas comun). La variacién del niumero
de copias se considera con un nimero medio de copias 25y > 6.

Para el analisis del ISH de PIK3CA se utilizan las sondas ZytoLight® SPEC PIK3CA/CEN 3 Dual
Color Probe (Zytovision). La amplificacidn del gen se considera cuando las muestras presentan
una ratio GEN/CEP = 2 (segun criterio genético mas comun). La variacidon del nimero de copias
se considera con un nimero medio de copias25y 2 6.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Las biopsias analizadas, muestras de tejido tumoral fijadas en formol e incluidas en parafina
(FFPE, del inglés formalin-fixed paraffin-embedded), son cortadas y tefiidas con los respectivos
anticuerpos monoclonales.

Para el andlisis de las ciclinas E y D1 se utilizan los anticuerpos anti-Cyclin E, clone HE12 —
(Millipore) y Cyclin D1 (92G2) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology), respectivamente. Dado
gue no existe consenso, se ha interpreta la sobrexpresidon de las ciclinas como variable
continua.

Para el analisis de PTEN se utiliza el anticuerpo monoclonal de DAKO (clon 6H2.1). La pérdida
de PTEN se considera cuando el H-Score es < 50, evaluado en el componente invasivo del area
tumoral. Se consideran un primer analisis en tres categorias posibles: expresién nula (ningin
tipo de tincién), baja (H-Score entre 1-49), y alta (H-Score > 50), y un segundo analisis con dos
categorias: positivo (si la expresidn es baja o alta) y negativo (si la expresidn es nula).

Para el andlisis de HER3 se utilizada el anticuerpo monoclonal Rabbit policlonal 1/75%2. Se
considera un primer andlisis con tres categorias posibles: expresion ausente o leve (sin
expresion IHQ, o leve en < 10% de las células neoplasicas), moderada (tincion moderada en
>10% de las células neoplasicas) y alta (fuerte expresion). En un segundo analisis se clasifican
los casos en dos categorias: positivo (si la expresidn es alta) y negativo (cuando la expresion es
ausente-leve-moderada).

Para el anélisis de la sobrexpresién de p95HER2 se utiliza el anticuerpo monoclonal 32H22%,

Dado que no existe consenso, se interpreta la sobrexpresién de p95HER2 como una variable
continua.

Técnicas de secuenciacion

Se realiza la extraccién del ADN de los bloques FFPE con el Biorobot EZ1, siguiendo el
protocolo de la casa comercial EZ1-DNA Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany). Para la deteccion
de las mutaciones en el gen PIK3CA se siguen las instrucciones del kit comercial CLART® CMA
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KRAS-BRAF-PI3K de la casa comercial GENOMICA. Las mutaciones PIK3CA que puede detectar
son E542K, E545D, E545K y H1047R. Ademas, se realiza la comprobacién de los casos positivos
a través de la amplificacion de los exones 9 y 20 del gen PIK3CA, y su posterior secuenciaciéon
por el método Sanger.

Técnicas utilizadas para cuantificar p95HER2 y HER2

La cuantificacidon (expresidon del total de la proteina) de p95HER2 y de HER2 se realizada
mediante técnicas de fluorescencia VeraTag?'?!2, Para la identificacién de p95HER2 se utiliza

el anticuerpo monoclonal p95 (D9, Monogram Biosciences)?3,

El andlisis estadistico se realiza utilizando la aplicacién informatica SPSS version 12.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). Se han considerado como diferencias estadisticamente significativas aquellas
en las que la p es < 0.05.

El estudio estadistico consta de dos partes:

Analisis descriptivo
Se realiza un analisis descriptivo de las diferentes variables clinicas y moleculares:

e Distribucion de frecuencias absolutas y relativas (porcentajes) en las variables
cualitativas.

e Determinacion de la media y mediana y sus intervalos de confianza (IC) del 95%
respectivos.

e Correlaciones entre las variables clinicas.

e Correlaciones entre las variables moleculares y las variables clinicas.

e Curvas ROC en aquellas variables cuantitativas en las que no existe ningun valor de
corte (cut-off) de consenso. Las curvas ROC (Caracteristica Operativa del Receptor, del
inglés Receiver Operating Characteristic) es una representacion grafica de la
sensibilidad frente a (1 — especificidad) para un sistema clasificador binario segun se
varia el umbral de discriminacion. En este estudio, el estado de la variable continua
(positivo vs negativo) se realiza en base a la variable “tasa de control de la
enfermedad” (DCR, del inglés disease control rate).

Supervivencia y supervivencia libre de progresion (SLP)

La supervivencia global se entiende como el tiempo transcurrido entre el diagndstico de la
enfermedad metastasica y la muerte. Los casos vivos en la fecha del cierre de datos se han
considerado como censurados.

La supervivencia libre de progresién (SLP) se entiende como el tiempo transcurrido entre el
inicio del primer ciclo de tratamiento de 12 linea y la fecha de progresién. Los casos no
progresados en la fecha del cierre de datos se han considerado como censurados.
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Se analiza la supervivencia y la SLP e la muestra globalmente, y en funcion de cada una de las
variables.

El objetivo final de este analisis es detectar si algunas de las variables (clinicas y moleculares)
tiene impacto en la supervivencia global (a efectos de considerarlas como factores prondstico)
o en la SLP (para considerarlas como factores predictivos de respuesta a quimioterapia y
trastuzumab).

Consideraciones estadisticas

En todos los andlisis realizados se considera un riesgo bilateral, o nivel de significacién, a =
0.05.

A efectos de analizar si existen relaciones entre las variables, se realizan los siguientes test:
Chi-Cuadrado de Pearson, test exacto de Fisher, coeficiente de correlacién de Pearson,
coeficiente de Correlacion Tau de Kendall.

Para analizar si existen diferencias significativas entre las medias y las medianas de diferentes
grupos, se realizan los siguientes contrastes: test de Wilcoxon, test de Kruskal-Wallis, test U de
Mann-Whitney.

Para intentar establecer un punto de corte (cut-off) de aquellas variables continuas en las que
no existe consenso, se realizan las curvas de ROC.

El analisis de la Supervivencia y de la SLP se realiza mediante las curvas de Kaplan-Meier, y se

han seleccionado las curvas de supervivencia significativas mediante el test de Mantel-

C0X214,215
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Proyecto de investigacién titulado “Caracterizacion molecular del cancer gastrico; mecanismos de resistencia al
tratamiento con anticuerpos monoclonales dirigidos”.

Objetivos

Le solicitamos su participacion en este proyecto cuya finalidad es la investigacion de las alteraciones oncogénicas en
vias de sefializacidn celular y su posible significacion pronostica y/o predictiva en el cdncer gastrico.

Beneficios

Es posible que de su participacion en el estudio no se obtenga un beneficio directo. Sin embargo, la identificacion de
posibles factores prondsticos y/o predictivos del cancer podria beneficiar en un futuro a otros pacientes que la
sufren y contribuir a un mejor conocimiento y tratamiento de esta enfermedad.

El ADN es un elemento que esta presente en todas sus células; lleva un cddigo en forma de “genes” que determina
las caracteristicas y funcion de cada célula. EI ADN tumoral es aquél que se encuentra en la célula tumoral, y por
tanto la diferencia de la célula normal. El conocimiento de las caracteristicas del ADN tumoral es imprescindible
para que entendamos el porqué y el como se desarrolla el cancer, y para que podamos anticipar la respuesta del
mismo a los tratamientos onco-especificos.

Procedimiento del estudio

Le solicitamos su autorizacion para la utilizacidon de sus muestras de tumor, que estan conservadas en el servicio de
Anatomia Patoldgica de su hospital.

Molestias y posibles riesgos
Participar en este estudio no le causara ninguna molestia.
Lugar de realizacion del analisis

Las muestras de tumor serdn analizados en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Vall
d’Hebron y del VHIO (Vall d’'Hebron Instituto de Oncologia), asi como en el Laboratorio del Memorial Sloan
Kettering Cancer Center, Nueva York, USA.

Proteccion de datos personales

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, los datos personales que se obtengan
seran los necesarios para cubrir los fines del estudio. En ninguno de los informes del estudio aparecera su nombre, y
su identidad no sera revelada a persona alguna salvo para cumplir con fines del estudio, y en el caso de urgencia
médica o requerimiento legal. Cualquier informacidon de caracter personal que pueda ser identificable sera
conservada por métodos informaticos en condiciones de seguridad por el Hospital Universitario Vall d’'Hebron, o por
una institucion designada por ella. El acceso a dicha informacién quedara restringido al personal de Base de datos,
designado al efecto o a otro personal autorizado que estard obligado a mantener la confidencialidad de la
informacién.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales; asimismo, y si esta justificado,
tiene derecho a su rectificacion y cancelacion. Si asi lo desea, debera solicitarlo al médico que le atiende en este
estudio.

Implicaciones de la informacion obtenida en el estudio
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Si decide participar en el estudio, es posible que en el andlisis de sus muestras bioldgicas se obtenga informacion
relevante para su salud o la de su familia. De acuerdo con la legislacidn vigente, tiene derecho a ser informado de
los datos genéticos que se obtengan en el curso del estudio.

Si quiere conocer los datos genéticos relevantes para su salud que se obtengan, inférmese a través de su médico
sobre las implicaciones que esta informacion puede tener para su persona y su familia. Esta informacién se le
comunicara si lo desea; en caso de que prefiera no ser informado, su decision se respetara.

Uso futuro de las muestras

Ademas le pedimos su consentimiento para que autorice al investigador a almacenar su muestra para realizar
posibles futuros estudios genéticos relacionados con el cancer y en la misma linea de investigacion. Sus datos se
mantendrdn codificados a fin de garantizar la confidencialidad en su utilizacién, tal como prevé la legislacion
vigente.

Sus muestras se conservaran en el servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Vall d’'Hebron. Su
muestra sélo se utilizara en proyectos de investigacién aprobados por el Comité de Etica de la Investigacién del
Hospital.

Derecho de revocacion del consentimiento

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria y para ello es necesario que usted dé su consentimiento por
escrito. No percibird ninguna recompensa econdémica o de otro tipo por las muestras y datos proporcionados y éstas
no tendran valor comercial.

Si usted decide no participar en el estudio, su asistencia médica estara igualmente garantizada y puede cancelar su
participacién cuando lo desee.

Si cambia de opinidén después de dar las muestras bioldgicas para el estudio de investigacion biomédica, puede
pedir que se destruyan las muestras; para ello puede contactar con el responsable del estudio.

En el caso de que usted lo solicite, se le podra facilitar informacidn acerca de los estudios de investigacidén en los
que hayan utilizado las muestras.

Si tiene dudas o preguntas referentes a su participacién puede ponerse en contacto con el médico que le ha
ofrecido la participacién o con la investigadora principal del estudio, la Dra. Maria Alsina (telf. 932746000; extension
6608).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE

Proyecto titulado “Caracterizacion molecular del cancer gastrico; mecanismos de resistencia al tratamiento con
anticuerpos monoclonales dirigidos”.

Yo, , he leido la hoja

de informacidn que se me ha entregado y he entendido los objetivos del estudio de alteraciones oncogénicas asi
como de los riesgos y beneficios potenciales de mi participacion en él.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He hablado con (nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Estoy de acuerdo en participar seglin las condiciones y los procedimientos establecidos y entiendo que puedo
cancelar mi participacion cuando lo desee, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados
médicos.

DOY NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que pueda realizarse el estudio sobre

posibles factores genéticos relacionados con el cancer en mi muestra de tejido.

DOY NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mi muestra tumoral se almacene

para utilizarla en otros estudios sobre factores genéticos relacionados con el cédncer. Mi tejido y mi ADN se
identificardan con un nimero codificado y mi identidad se mantendra en secreto.

Entiendo que es poco probable que mi participacién en los estudios efectuados tenga implicaciones directas para mi
salud. No obstante, si la informacidn obtenida tuviera una importancia directa para el desarrollo de enfermedades
en mi o en mi familia

DOY NO DOY permiso para que me comuniguen esta informacion.
Paciente, familiar o representante legal (sefialar) Fecha
Investigador Fecha
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9. Analisis Descriptivo
La descripcion de las variables se realiza en un total de 100 pacientes diagnosticados de CG o
CUGE, HER2 positivos, cuyo debut metastdsico se reporta entre Julio del 2006 y Julio del 2015.

A continuacién se detallan los resultados del anadlisis descriptivo de las variables clinicas y
moleculares.

Del total de 100 casos estudiados, 83 debutan con enfermedad diseminada y 17 desarrollan
metastasis a distancia durante la evolucién de su enfermedad. El 75% son varones y la edad
media al diagndstico del debut de las metdstasis es de 65 afos.

El comportamiento de los datos epidemioldgicos se describe mediante las habituales medias
de sintesis y sus correspondientes intervalos de confianza (IC):

Caracteristicas Clinicas Valor

N N =100

Edad debut (afios) Media: 64.8 afios (IC 95% 62.7 — 66.9)
Mediana: 65.0 afios (IC 95% 64.0— 69.0).

Edad debut metastasis Media: 65.2 afios (IC 95% 63.1 — 67.4)
Mediana: 66.0 afios (IC 95% 64.0— 69.0)

Sexo: Hombre/Mujer 75 (75%) — 25 (25%)

Tumor Primario:

Géstrico - CUGE 59 (59%) — 41 (41%)

Tipo Histoldgico: N =79 (en 21 casos desconocido)

Intestinal — difuso — mixto — indiferenciado 58 (73.4%) — 10 (12.7%) — 10 (12.7%) — 1 (1.2%)

Grado Histolégico: N = 65 (en 35 casos desconocido)

Bien — moderado — pobremente diferenciado 8 (12.3%) —29(38.7%) — 28 (43.0%)

Tabla 9.1(1). Caracteristicas clinicas epidemioldgicas.

En la fecha del corte de datos, la media de seguimiento desde el diagndstico de las metastasis
es de 16.5 meses (IC del 95% de 13.6 — 19.5), y la mediana de 12.8 meses (IC 95% 10.6— 15.2).
En aquellos pacientes vivos en el momento del corte de datos (23), la media de seguimiento es
de 30.1 meses (IC 95% 19.9 —40.2), y la mediana de 21.7 meses (IC 95% 19.7—- 27.7).

Andlisis de relaciones entre variables clinicas

A fin de determinar las posibles relaciones entre las variables estudiadas se realizan los
siguientes analisis:

e Histologia del tumor en funcidn del sexo: el test Chi Cuadrado (excluyendo el Unico
caso indiferenciado para evitar frecuencias inferiores a 5) objetiva que los tumores se
dan en ambos sexos sin diferencias significativas (p = 0.979).

e Grado histoldgico en funcidn del sexo: el test Chi Cuadrado tampoco objetiva que haya
relacion (p = 0.788).
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e Localizacion del tumor en funcién del sexo: la prueba aplicada es el test exacto de
Fisher. La localizacién del tumor primario no es independiente
pacientes (p < 0.001).

del sexo de los

Mujer Varén Total
22 37 59
CG
88.0% 49.3% 59%
3 38 41
CUGE
12.0% 50.7% 41%
25 75 100
Total
100% 100% 100%

Tabla 9.1(2). Cross-tab entre el sexo (mujer vs vardn) y la localizacién del tumor primario (CG
vs CUGE).

El riesgo de tener CUGE es 7.5 veces mds alto en hombres que en mujeres; el 93% de los CUGE
se han diagnosticado en hombres y sélo un 7% en mujeres. En cuanto al riesgo relativo de un
tumor sobre el otro para cada sexo por separado, mientras las mujeres tienen 5.1 veces mds
riesgo de tener CG que CUGE, los hombres tienen 1.5 veces mas riesgo de tener CUGE que CG
(véase tabla 9.1(2)).

e Localizacion del tumor primario en funcidon de la histologia: el test Chi Cuadrado
(excluyendo el Unico caso indiferenciado para evitar frecuencias inferiores a 5)
concluye que no existe relacidon entre ambas variables (p= 0.214).

e Localizacion del tumor primario en funcién del grado histolégico: en este caso, el test
Chi Cuadrado constata que existe relacién entre ambas variables (p = 0.029).

Bien diferenciado | Mod diferenciado | Mal diferenciado | Total
3 16 23 42
CG
37.5% 55.2% 82.1% 64.6%
5 13 5 23
CUGE
62.5% 44.8% 17.9% 35.4%
8 29 28 65
Total
100% 100% 100% 100%

Tabla 9.1(3). Cross-tab entre la localizacion del tumor primario y el grado histoldgico.

Mientras que los tumores moderadamente diferenciados se comportan casi por igual en los
dos tipos de localizacion, los tumores mal diferenciados se observan mas en CG que en CUGE
(82.1% vs 17.9%) (Tabla 9.1(3)).

e Edad del debut de las metastasis en funcién de la histologia: el test Kruskal-Wallis no
objetiva diferencias significativas entre ambas variables (p = 0.962).

e Edad del debut de las metastasis en funcién del grado histolégico: el test Kruskal-
Wallis no objetiva diferencias significativas entre ambas variables (p = 0.35).
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e Edad del debut de las metastasis en funcién de la localizacidon del tumor primario: la
edad difiere segun la localizacidon del tumor primario (p = 0.002, test U de Mann-
Whitney). Los CUGE se diagnostican en edades mas tempranas (véase tabla 9.1(4)).

Media 67.97 anos
(IC95% 65.6 — 70.3)

CG
Mediana 69.0 afos
(IC95% 65 - 74)
Media 61.3 anos
(IC95% 57.5 — 65.0)
CUGE

Mediana 64.0 afios
(IC95% 59 — 66)
Tabla 9.1(4). Edad del diagndstico de las metdstasis en funcién de la localizaciéon del tumor
primario.

Teniendo en cuenta el debut de las metdastasis (sincrénicas vs metacronicas), no se hallan
ninguna relacion con respecto las variables anteriores; ni con la edad (p = 0.085, test U de
Mann-Whitney), ni con la localizacién del tumor primario (p = 0.418, test exacto de Fisher), ni
con el tipo histoldgico (p = 0.138, test Chi Cuadrado), ni con el grado histolégico (p = 0.087, test
Chi Cuadrado).

La media de localizaciones metastésicas por paciente es de 1.8 localizaciones (IC 95% 1.62-
1.94) y una mediana de 2 (IC 95% 1-2). Las metastasis mas frecuentes son las hepaticas y
adenopaticas, seguidas de la carcinomatosis peritoneal y de la afectacion pulmonar.

Localizacion de la metastasis N (%)
Hepatica 60 (34%)
Adenopatica 53 (30%)
Carcinomatosis peritoneal 26 (15%)
Pulmonar 17 (9%)
Osea 8 (4%)
Loco-regional 3(1.7%)
Suprarrenal 3(1.7%)
SNC 3(1.7%)
Otras 5(2.8%)
Total localizaciones 178 (100%)

Tabla 9.2(1). Localizaciéon de las metastasis. Se valoran las localizaciones como casos
independientes; por ejemplo, dos metdstasis en un mismo paciente se consideran dos casos
diferentes.

Al estudiar la posible relacién entre la localizacién de las metdstasis mas frecuentes y las
demas variables clinicas (sexo, edad, localizacién del tumor primario, tipo histolégico, grado
histolégico) se han constatado las siguientes relaciones:
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e El sexo esta relacionado con la localizacién de las metastasis en el peritoneo (p =
0.001, test Exacto de Fisher; Odds ratio 5.15). Las mujeres tienen mas probabilidad de
presentar metdstasis en el peritoneo.

e La edad de debut de las metdstasis es significativamente inferior en los pacientes con
metadstasis pulmonares (p = 0.001, test U de Mann-Whitney). La mediana de edad en
los pacientes con metastasis pulmonares es 63 anos (IC 95% 50 — 65), mientras que la
del resto de pacientes es de 67 afios (IC 95% 65 - 70).

80
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40

no si

Pulmonar

Figura 9.2(1). Box-plot de la edad de debut de las metastasis en funcidon de la localizacion
pulmonar (si vs no).

e Lalocalizacidn del tumor primario aparece relacionada con las metdstasis hepaticas, la
carcinomatosis peritoneal y las metdstasis pulmonares. Las metdstasis hepaticas se
observan en el 73% de los pacientes con CUGE, mientras que este porcentaje baja al
50% en los pacientes con CG (p = 0.004, test Exacto de Fisher; Odds ratio 2.64). La
carcinomatosis peritoneal es mas tipica en los CG que en los CUGE (p = 0.011, test de
Exacto de Fisher; Odds ratio 3.98). En cambio las metastasis pulmonares se observan
mas frecuentemente en los CUGE (p < 0.001, test Exacto de Fisher; Odds ratio 9.68).

e En cuanto a la histologia, las metdstasis hepdticas se asocian mas con el subtipo
intestinal (p = 0.053, test Chi Cuadrado), mientras que las 6seas se dan muy poco en
este subtipo (p = 0.040, test Chi Cuadrado).

e El grado histolégico aparece relacionado con las metdstasis peritoneales (p=0.025, test
Chi Cuadrado): el 68% presentan grado mal diferenciado, frente a un 31% moderado y
un 11% bien diferenciado. También se constata relacion con las metdstasis
pulmonares, que una gran mayoria aparece con grado moderado (80%) (p = 0.041, test
Chi Cuadrado).

Todos los pacientes han recibido una primera linea de tratamiento basada en un agente
platinado y una fluoropirimidina, asociada a trastuzumab. Doce pacientes (12%) reciben
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tratamiento dentro del ensayo clinico JACOB (con el nimero de registro NCT01774786, en
Clinicaltrials.gov), de los que no sabemos si han sido tratados con pertuzumab o placebo,
asociado al trastuzumab.

Tipo de Tratamiento N
Cisplatino + Capecitabina + Trastuzumab 37
Cisplatino + 5-fluorouracilo + Trastuzumab 26
Cisplatino + Capecitabina + Trastuzumab + Pertuzumab-Placebo 10
Oxaliplatino + Capecitabina + Trastuzumab 10
Carboplatino + Capecitabina + Trastuzumab 8
Oxaliplatino + 5-fluorouracilo + Trastuzumab 4
Cisplatino + 5-fluorouracilo + Trastuzumab + Pertuzumab-Placebo 2
Carboplatino + 5-fluorouracilo + Trastuzumab 2
Irinotecdn + Trastuzumab 1
Total 100

Tabla 9.3(1). Tipos de tratamiento recibidos en 12 linea.

Los pacientes han recibido una media de 11.98 ciclos con trastuzumab (IC 95% 8.3-15.7), y una
mediana de 8 ciclos (IC 95% 7-10). La media de ciclos con quimioterapia es 8.33 (IC 95% 6.5-
10.1), y la mediana 6 ciclos (IC 95% 6-7).

Cincuenta y tres pacientes (53%) han experimentado alguna toxicidad grado 3-4. La media de
toxicidades por paciente es de 0.85 (IC 95% 0.64 — 1.06), y la mediana es de 1 (IC 95%, 0-1).
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Figura 9.4(1). Box-plot del nimero de toxicidades presentadas por paciente.

En la siguiente tabla se resume las toxicidades grado 3-4 reportadas, segun los criterios CTCAE
v 4.0.
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Tipo de toxicidad grado 3-4 N (%)
Hematoldgica 27 (35.1%)
Gastro-intestinal 20 (26.0%)
Astenia 17 (22.1%)
Sindrome mano-pie 4 (5.2%)
Neuropatia 3 (3.9%)
Anorexia 2 (2.6%)
Otras 4 (5.2%)
Total 77 (100%)

Tabla 9.4(1). Toxicidades grado 3-4 reportadas durante el tratamiento de primera linea. Se
valoran las toxicidades como casos independientes; es decir, si un mismo paciente presenta
varias toxicidades diferentes se han contado como casos separados.

La tasa de control de la enfermedad, definida como la suma de aquellos pacientes en los que
se objetiva una respuesta completa o parcial, o una estabilidad durante mas de = 4.2 meses
(equivalente a 6 ciclos de tratamiento), es del 74.7%.

Mejor respuesta N %
Respuesta completa 11 11%
Respuesta parcial 46 46%
Estabilidad 23 23%
Progresion 19 19%
Desconocido 1 1%
Control de la enfermedad 74 74.7%
Total 100 100%

Tabla 9.5(1). Mejor respuesta conseguida durante el tratamiento de primera linea.

Con respecto a las causas de finalizacién del tratamiento de primera linea, la progresién de la
enfermedad es la mas frecuente (74%).

Razon fin tratamiento N

Progresion 74
Protocolo

En curso
Toxicidad
Comorbilidad
Exitus

R N W b N

Cirugia radical
Total 100
Tabla 9.5(2). Causas de finalizacién del tratamiento de primera linea.

Existe un paciente que finaliza el tratamiento con el fin de llevar a cabo una cirugia radical;
este paciente sigue libre de progresidn en la fecha del cierre de datos.
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La mejor respuesta obtenida en los pacientes no se relaciona de forma significativa con
ninguna de las variables consideradas: ni con histologia (p= 0.866, test Chi-Cuadrado), ni con el
grado tumoral (p= 0.594, test Chi-Cuadrado), ni con la localizacion del tumor primario (p=
0.313, test Chi-Cuadrado), ni con el tipo de positividad de HER2 (IHQ 3+ vs 2+) (p= 0.759, test
Chi-Cuadrado).

Cincuenta pacientes (50%) han recibido una segunda linea, y 20 de ellos (20%) han recibido 3 o
mas lineas.

Tratamientos de segunda linea N %
Tratamiento basado en taxanos 25 50
Tratamiento basado en irinotecdn 10 20
Otros ensayos clinicos 5 10
Re-tratamiento con platinos y fluoropirimidinas y trastuzumab 5 10
Taxanos y trastuzumab 3 6
Re-tratamiento con platinos y fluoropirimidinas 2 4
Total 50 100

Tabla 9.6(1). Tipos de tratamiento de segunda linea recibidos.

Tratamientos de tercera linea N %
Tratamiento basado en irinotecdn 10 50
Ensayo clinico 7 35
Tratamiento basado en taxanos 3 15
Total 20 100

Tabla 9.6(2). Tipos de tratamiento de tercera linea recibidos.

Andlisis de HER2

El estado de HER2 no se ha podido analizar de forma centralizada dado que se priorizaron las
demds determinaciones, y el material sobrante fue insuficiente. Se han considerado como
validos los resultados hallados en los respectivos centros hospitalarios.

En 71 pacientes (71.7%) el HER2 es positivo por tincion IHQ de 3+, y en 28 (28.3%) por tincion
IHQ 2+ y amplificacion génica (ISH positivo). Existe 1 paciente (1%) del que no sabemos por
gué motivo se dio como positivo.

Analisis de la ciclinas Ey D1

El andlisis del estado de las ciclinas E y D1 se ha realizado tanto a nivel del gen (amplificacién)
como de la proteina (sobrexpresion).
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Amplificacion de los genes de las ciclinas Ey D1

Tal como se explica en el capitulo de “Métodos”, la amplificacion de los genes que codifican
para las proteinas E y D1 se ha considerado en aquellos casos que presentaban una ratio
GEN/CEP de > 1.5y de =2, 0o un nimero medio de copias=5y > 6.

En la tabla siguientes se describen la media y mediana del ratio GEN/CEP, para las ciclinas E y
D1.

Ciclina E Media 1.88 IC95%  1.50-2.27

Mediana  1.09 IC95% 1.06-1.18

Ciclina D1 Media 1.54 IC95% 1.34-1.74

Mediana  1.22 IC95% 1.14-1.33

Tabla 9.7(1). Media y mediana de la ratio GEN/CEP de las ciclinas Ey D1.

El test Wilcoxon concluye que no existen diferencias significativas entre las medianas de los
tipos de ciclinas (p = 0.528). El coeficiente de correlaciéon lineal tampoco objetiva correlacién
entre ellas (p = 0.636).

De los 95 pacientes en los que se ha podido analizar el estado de la ciclina E, 18 (18.9%)
presentan una ratio GEN/CEP > 2,y 25 (26.3%) > 1.5.

De los 99 pacientes en los que se ha podido analizar la ciclina D1, 15 (15.2%) presentan una
ratio GEN/CEP > 2,y 33 (33.3%) 2 1.5.
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Figura 9.7(1). Box-plot de la amplificacién de la ciclinas E'y D1, segtn ratio GEN/CEP.
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Si consideramos la amplificacién en funcién del nimero de copias del gen, entre un 13.7% -

15.8% de los pacientes presentan amplificacién de la ciclina E, mientras que entre un 12.1% -

14.1% presentan amplificacion de la ciclina D1.

Ciclina E N (%) Ciclina D1 N (%)

<5 80 (84.2%) <5 85 (85.9%)
>5 15 (15.8%) >5 14 (14.1%)
<6 82 (86.3%) <6 87 (87.9%)
>6 13 (13.7%) 26 12 (12.1%)
Total 95 Total 99

Tabla 9.7(2). Amplificacidn de las ciclinas E y D1 considerando el n2 de copias del gen (= 5/2 6).

Las diferencias en la proporcién de la amplificacién de las ciclinas E y D1 no son significativas
(p=0.685 considerando el valor de 5, y p=0.351 considerando el valor 6; test exacto de Fisher).

Sobrexpresion de las proteinas ciclinas Ey D

Tal como se explica en el capitulo de “Métodos”, se ha interpretado la sobrexpresion de la
ciclina E/D1 considerando el resultado de la tincidon IHQ como variable continua.

La ciclina E se encuentra mds frecuentemente sobrexpresada con respecto a la ciclina D1 (p <

0.001, test de Wilcoxon). La media y mediana de la sobrexpresion de las ciclinas E y D1 se
describen en la tabla 9.7(3).

Media 40.66% IC 95% 33.89% - 47.42%
Ciclina E

Mediana 32.50% IC 95% 25.00% - 50.00%

Media 14.52% IC 95% 9.95% - 19.09%
Ciclina D1

Mediana 5.00% IC 95% 1.00% - 10.00%

Tabla 9.7(3). Media y mediana de expresidn de las ciclinas E/D1.

100

80+

607

207

43
*

96 44
*

82
*

100
o]
ay_3r
o]

i

Ciclina D1

Ciclina E

Figura 9.7(2). Box-plot de la expresién de las ciclinas E y D1.
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Correlacién entre la amplificacién y la sobrexpresion de las ciclinas Ey D1
Se analiza si existe correlacidn entre la amplificacion del gen y la sobrexpresién de cada una de
las ciclinas.

En el caso de la ciclina E, el coeficiente de correlaciéon lineal de Pearson muestra una
correlacién positiva (r = 0.51, p = 0.000); que no existe en el caso de la ciclina D1 (r =0.091, p =
0.372). La conclusion es la misma en base al calculo de coeficiente Tau de Kendall (ciclina E: T =
0.378, p = 0.000; y ciclina D1: t=-0.003, p = 0.966).
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Figura 9.7(3). Correlacidn lineal de Pearson entre la amplificacion y la sobrexpresion de ciclina
E (r=0.51, p = 0.000).

Es importante destacar el comportamiento de la correlacién que existe entre la amplificacion
génica y la expresién de la ciclina E. Si nos fijamos en la figura 9.7(3), podemos ver dos
comportamientos distintos, hecho que sugiere que la relaciéon entre la sobrexpresién y la
amplificacion de la ciclina E es diferente para valores altos y bajos. La amplificacion del gen de
la ciclina E explica su sobrexpresién (cuadrante superior derecho). De todas formas, existen
otras causas que hacen que la ciclina E esté sobrexpresada (cuadrante superior izquierdo).
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Figura 9.7(4). El coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre la amplificacion y la
sobrexpresién de ciclina D1 no muestra que haya ninguna correlacion (r =0.091, p = 0.378).
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Curvas ROC para las ciclinas Ey D1

Para determinar el cut-off 6ptimo para definir qué consideramos “amplificacion” vy
“sobrexpresion” de las ciclinas E y D1, se realiza el andlisis de la curva ROC.
Desafortunadamente, los resultados no han permitido identificar en ningln caso el cut-off.
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Figura 9.7(5). Curva ROC de la ratio GEN/CEP de la ciclina E (area bajo la curva = 0.542, p =
0.556). Al posicionar el valor “2”, escogido a priori como cut-off por su légica genética, en la

curva de ROC se estima que en este punto la sensibilidad es del 22.7% y la especificidad es del
81.9%.
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Figura 9.7(6). Curva ROC de la ratio GEN/CEP de la ciclina D1 (area bajo la curva = 0.506, p =
0.925). Al posicionar el valor “2”, escogido a priori como cut-off por su légica genética, en la

curva de ROC se estima que en este punto la sensibilidad es del 20.0% y la especificidad es del
86.3%.
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Figura 9.7(7). Curva ROC de la sobrexpresién de la ciclina E (area bajo la curva = 0.518, p =
0.784)
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Figura 9.7(8). Curva ROC de la sobrexpresion de la ciclina D1 (area bajo la curva = 0.555, p =
0.414)
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Andlisis de PIK3CA

Se ha estudiado el estado de PIK3CA a nivel del gen, tanto analizando su posible amplificacién
como secuenciandolo con la intencién de hallar posibles mutaciones.

Amplificacion de PIK3CA
Tal como se explica en el capitulo de “Métodos”, se ha considerado la amplificaciéon de PIK3CA

a partir de una ratio GEN/CEP 2> 2, o un nimero medio de copias =5y > 6.

La media/mediana de amplificacién de PIK3CA es de 1.11/1.00. Sélo 4 pacientes (4%) lo
presentan amplificado.

PIK3CA  Media 1.11 IC95% 1.04-1.17

Mediana 1.00 IC 95% 1.00-1.03

Tabla 9.7(4). Media y mediana de la ratio GEN/CEP de PIK3CA.
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Figura 9.7(9). Box-plot de la amplificacion de PIK3CA.

Si consideramos la amplificacién en funcidn del nimero de copias del gen, sélo un 3%-4% de
los pacientes presentan dicha amplificacidn, dependiendo el cut-off escogido.

PI3K N (%)
<5 94 (96%)
>5 4 (4%)
<6 95 (97%)
>6 3 (3%)
Total 98

Tabla 9.7(5). Amplificacién de PIK3CA considerando el n2 de copias del gen (> 5/ 6).
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Secuenciacién de PIK3CA
Se han podido secuenciar 97 casos. Tres pacientes (3.1%) presentan mutaciones de PIK3CA:
dos en p.E545K (exdn 9, dominio helical) y uno en p.H1047R (exdn 20, dominio catalitico).

Curva ROC para PIK3CA

El resultado del analisis de la curva de ROC no permite determinar el cut-off de la amplificacidn
de PIK3CA.
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Figura 9.7(10). Curva ROC de la ratio GEN/CEP de PIK3CA (area bajo la curva = 0.639 p=0.04). Si
consideraramos valido el test, el valor cut-off que mejor discriminaria el comportamiento de la
ratio GEN/CEP de PIK3CA seria 1.2, con una sensibilidad del 60% y una especificidad de 70%,
aproximadamente. Cuando buscamos el valor “2”, escogido a priori como cut-off por su logica
genética, vemos que se sitla en el punto que tiene una sensibilidad es del 0% vy la especificidad
del 97.2%.

Andlisis de PTEN

Tal como se ha explicado en el capitulo de “Métodos”, se han considerado un primer analisis
con tres categorias: expresion nula (ningun tipo de tincion), baja (H-Score 1-49), y alta (H-Score
> 50); y un segundo andlisis con sélo dos categorias: expresidon nula (ningun tipo de tinciéon) vs
positiva (H-Score > 1).

Sobrexpresién de PTEN N (%)
Nula 4 (4%)
Baja 11 (11%)
Alta 85 (85%)
TOTAL 100

Tabla 9.7(6). Sobrexpresion de PTEN considerando tres categorias.
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Sobrexpresion de PTEN N (%)
Nula 4 (4%)
Positiva 96 (96%)
TOTAL 100

Tabla 9.7(7). Sobrexpresion de PTEN considerando dos categorias.

Andlisis de HER3

El estado de la proteina HER3 se ha analizado mediante IHQ sobre el 85% de la muestra. Tal
como se ha explicado en el capitulo de “Métodos”, se ha considerado un primer analisis con
tres valores posibles: expresidon ausente o leve (sin expresién IHQ, o leve en < 10% de las
células neopldsicas), expresion moderada (tincion moderada en >10% de las células
neoplasicas), y expresion alta (fuerte expresion). En un segundo analisis se han dividido los
casos en positivos (si la expresidn era alta), y negativos (si la expresién era ausente-leve-
moderada).

Tal como puede verse en la tabla 9.7(8), la distribucion de la expresién de HER3 es muy

homogénea.
Sobrexpresion de HER3 N (%)
Ausente o leve 19 (22.4%)
Moderada 33 (38.8%)
Alta 33 (38.8%)
TOTAL 85 (100%)

Tabla 9.7(8). Sobrexpresion de HER3 considerando tres categorias.

Sobrexpresion de HER3 N (%)

Ausente, leve o moderada 52 (61.2%)
Alta 33 (38.8%)
TOTAL 85 (100%)

Tabla 9.7(9). Sobrexpresion de HER3 considerando dos categorias.

Analisis de p95HER2

Sobrexpresidon de p95HER2
Tal como se explica en el capitulo de “Métodos”, se ha analizado el H-Score de p95HER2 como

una variable continua (tabla 9.7(10)).

p95 Media 56.0 IC 95% 37.7-74.3

Mediana 0.00 IC 95% 0.00-12.00
Tabla 9.7(10). Media y mediana de la expresion de p95HER?2.

Tal como puede verse en el siguiente box-plot, esta variable es muy dispersa y claramente
asimétrica por la derecha, y por tanto la media no es representativa
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Figura 9.7(11). Box-plot del H-Score de p95HER?2.

En la tabla 9.7(11) puede observarse que p95HER2 es positivo en un 43% o en un 27% de los

casos, en funcién de que se considere como positivo su representacion = 10% como H-Score o
como tincién 3+, respectivamente.

H-Score de p95HER2 N (%)
<10 57 (57%)
>10 43 (43%)
IHQ 3+ de p95HER2 N (%)
<10 73 (73%)
>10 27 (27%)
Total 100

Tabla 9.7(11). Sobrexpresion de p95HER2, segiin H-Score y tincidén IHQ 3+.
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Curva ROC de p95HER2

No se puede identificar un cut-off para la sobrexpresion de p95HER2, dado el comportamiento
de esta variable.

Curva ROC
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Figura 9.7(12). Curva ROC para el H-Score de p95HER2 (area bajo la curva 0.597, p = 0.147)
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Figura 9.7(13). Curva ROC para la tincién IHQ 3+ de p95HER2 (4rea bajo la curva 0.609, p =
0.103)
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Cuantificacion de HER2 y p95HER2

Se cuantifican tanto a HER2 como p95HER2, y se analiza su posible relacién mediante la
correlacién de Pearson, en valores absolutos y en base logaritmica. Tal como puede verse en

las tablas 9.7(12) y 9.7(13), existe una correlacion positiva entre ambas variables.

HER2 p95HER2
(RF/sgmm) (RF/sgmm)

HER2 Correlacién Pearson 1 0.280"

(RF/sqgmm) Sig. (2-colas) 0.019
N 90 70
P95SHER2 Correlacién Pearson 0.280" 1

(RF/sgmm) Sig. (2- colas) 0.019

N 70 70

Tabla 9.7(12). Correlacion de Pearson entre HER2 y p95HER2. *La correlacion es significativa
con nivel de 0.05 (2-colas). RF/sgmm: promedio de expresion tumoral, expresado en unidades
de fluorescencia relativa por milimetro cuadrado de tumor.

Log Log ratio
Log HER2 | p95HER2 | p95/HER2
Log HER2 Correlacion Pearson 1 0.529 -.886
Sig. (2- colas) 0.000 0.000
N 90 70 70
Log p95HER2| Correlacion Pearson .529 1 -.074
Sig. (2- colas) .000 0.544
N 70 70 70
Log ratio Correlacion Pearson -.886 -,074 1
p95/HER2
Sig. (2- colas) .000 0.544
N 70 70 70

Tabla 9.7(13). Correlacién de Pearson entre HER2 y p95HER2 en base logaritmica. *La
correlacidn es significativa en el nivel 0.05 (2-colas).
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Figura 9.7(14). Correlacidon entre los valores absolutos de la determinacion de p95HER2 y
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Figura 9.7(15). Correlacidn entre los valores de p95HER2 y HER2, en base logaritmica.
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Figura 9.7(16). Correlacion entre los valores de HER2 y la ratio p95HER2/HER2, en base
logaritmica. En valores relativos, hay menos cantidad de p95HER2 cuanta mds cantidad de

HER2.

Curvas ROC para HER2 y p95HER2

Tampoco se ha podido hallar un cut-off significativo a partir del cual podamos discriminar los

casos positivo/negativos en funcién de

la cuantificaciéon de HER2, p95HER2,

ratio

p95HER2/HER2 (areas bajo la curva de 0.529 con p=0.722, 0.509 con p = 0.915, y 0.454 con p =
0.579, respectivamente).
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Figura 9.7(17). Curvas Roc para los logaritmos de HER2, p95HER?2, y ratio p95HER2/HER2.
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10.Supervivencia y supervivencia libre de progresion (SLP)

La mediana de supervivencia de toda la poblacién incluida en el estudio es de 12.71 meses (IC
95% 10.30 — 15.13), y la mediana de SLP es de 7.26 meses (IC 95% 6.71 — 7.81).
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Figura 10.1(1). Curva de supervivencia de la poblacién total incluida en el estudio.
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Figura 10.1(2). Curva de SLP de la poblacion total incluida en el estudio.
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No hay diferencias en supervivencia ni en SLP en funcion del sexo (p = 0.575 y p = 0.882
respectivamente, test de Mantel-Cox). La mediana de supervivencia en hombres es de 14.42
meses (IC 95% 10.45 — 18.40), y en mujeres de 11.93 meses (IC 95% 9.08 — 14.77). La mediana
de SLP en hombres es de 7.29 meses (IC 95% 6.80 — 7.79), y en mujeres de 6.97 meses (IC 95%
3.91-10.02).
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Figura 10.1(3). Curvas de supervivencia en funciéon del sexo, no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.575).
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Figura 10.1(4). Curvas de SLP en funcidn del sexo, no existen diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.882).
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En cuanto a la localizacion del tumor primario, no existen diferencias estadisticamente
significativas en supervivencia (p = 0.925, test Mantel-Cox); la mediana de supervivencia es de
12.58 meses (IC 95% 9.49 — 15.67) en CG, y de 14.16 meses (IC 95% 7.61 — 20.71) en CUGE. En
cambio, si que existen diferencias en cuanto a la SLP (p = 0.024, test Mantel-Cox); la mediana

de SLP es de 7.69 meses (IC 95% 7.02 — 8.36) en CG, y de 6.83 meses (IC 95% 6.26 — 7.41) en
CUGE.
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Figura 10.2(1). Curvas de supervivencia en funcién de la localizacién del tumor primario, no
existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.925).
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Figura 10.2(2). Curvas de SLP en funcién de la localizacién del tumor primario, con diferencias

estadisticamente significativas (p = 0.024). La SLP es de 7.69 meses en CG, y de 6.83 meses en
CUGE.
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En cuanto a la histologia, no se evidencian diferencias estadisticamente significativas ni en
supervivencia ni en SLP (p = 0.377 y p = 0.607 respectivamente, test Mantel-Cox). Los tumores
de tipo intestinal presentan una supervivencia mediana de 14.23 meses (IC 95% 9.06 — 19.39),
mientras que los de tipo difuso de 9.72 meses (IC 95% 5.96 — 13.49); y los tumores de tipo
mixto de 12.58 meses (IC 95% 8.87 — 16.30). Con respecto a la SLP, la mediana es de 7.26
meses (IC 6.32 — 8.20) en el tipo intestinal, de 7.00 meses (IC 95% 4.40 — 9.59) en el tipo difuso,
y de 7.49 meses (IC95% 6.27 — 8.71) en el tipo mixto.
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Figura 10.3(1). Supervivencia en funcion del subtipo histolégico, no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.377).
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Figura 10.3(2). SLP en funcién del subtipo histolégico, no existen diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.607).
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Atendiendo al grado histolégico tumoral, tampoco existen diferencias estadisticamente
significativas en supervivencia ni en SLP (p = 0.370 y p = 0.399 respectivamente, test Mantel-
Cox). Los pacientes con tumores bien diferenciados presentan una supervivencia mediana de
22.73 meses (IC 95% 17.17 — 28.30), mientras que en aquellos con tumores moderadamente y
mal diferenciados las medianas son inferiores: 15.70 meses (IC 95% 11.33 — 20.07) y 10.51
meses (IC 95% 8.26 — 12.77), respectivamente. En cuanto a la SLP, la mediana en los pacientes
con tumores bien diferenciados es de 9.56 meses (IC 95% 2.55 — 16.57), en moderadamente
diferencias es de 7.82 meses (IC 95% 6.95 — 8.69), y en mal diferenciados es de 7.00 meses (IC
95% 5.08 — 8.91).
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Figura 10.3(3). Supervivencia en funcién del grado tumoral, no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.370).
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Figura 10.3(4). SLP en funcién del grado tumoral, no existen diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.399).
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Considerando el numero de localizaciones metastdsicas, los pacientes con sdlo una localizacién
metastdsica no presentan una mejor supervivencia respecto a los demas (p = 0.115, test
Mantel-Cox). La mediana de supervivencia es de 15.24 meses (IC 95% 11.56 — 18.93) para
aquellos pacientes con sdlo una localizacion metastdsica, comparado con 11.01 meses (IC 95%
8.64 — 13.37) para los que debutan con > 1 localizaciéon metastdsica.
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Figura 10.4(1). Supervivencia en funcién del nimero de localizaciones metastasicas, no existen
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.115).

En cambio, si presentan diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la SLP (p =
0.015, test Mantel-Cox). La mediana de SLP de los pacientes con una unica localizacidn
metastasica es de 8.48 meses (IC 95% 6.54 — 10.41), comparado con los 6.70 meses (IC 95%
5.78 — 7.62) en el resto de los pacientes.
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Figura 10.4(2). SLP en funcién de una o mas localizaciones metastasicas, con diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.015). La SLP de los pacientes con una Unica localizacién
metastdsica es de 8.48 meses vs 6.70 meses en el resto de los pacientes.
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Existen diferencias estadisticamente significativas (aunque muy discretas y probablemente sin
significacién clinica) en supervivencia entre los pacientes que realizan la 12 linea dentro del
ensayo clinico JACOB (12 pacientes) vs los demas (p = 0.043, test Mantel-Cox). La mediana de
supervivencia en el grupo de pacientes tratados dentro del ensayo JACOB no se ha podido

estimar dado que la gran mayoria de los pacientes siguen vivos, y la mediana en los demas
pacientes es de 12.32 meses (IC95% 9.50 — 15.14).
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Figura 10.5(1). Curvas de supervivencia en funcién del tratamiento recibido (ensayo clinico
JACOB si vs no), con diferencias estadisticamente significativas (p = 0.043).

Sin embargo, no se evidencian diferencias significativas en cuanto a la SLP (p = 0.260, test
Mantel-Cox). Los pacientes tratados dentro del ensayo clinico JACOB presentan una mediana

de SLP de 7.82 meses (IC 95% 3.97 — 11.67), mientras que en los demds de 7.19 meses (IC 95%
6.62 —7.77).
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Figura 10.5(2). SLP en funcién del tratamiento recibido (ensayo clinico JACOB si vs no), no
existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.260).
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Como cabia esperar, existen claras diferencias en funcion de la respuesta al tratamiento (p =
0.000, test de Mantel-Cox). En supervivencia, la mediana en los pacientes con respuesta
completa es de 44.35 meses (IC 95% no se ha podido estimar dado que la mayoria de los
pacientes siguen vivos), en los pacientes con respuesta parcial es de 16.26 meses (IC 95%
11.67 — 20.85), en los pacientes con estabilidad es de 10.97 meses (IC 95% 9.79 — 12.16), y en
aquellos con progresién es de 7.10 meses (IC 95% 5.97 — 8.22).

Igualmente, en SLP se evidencian diferencias estadisticamente significativas (p = 0.000, test de
Mantel-Cox). Los pacientes con respuesta parcial, estabilidad y progresidon presentan medianas
de 7.95 meses (IC95% 7.19 — 8.71), 6.50 meses (IC 95% 5.42 — 7.58), y 2.56 meses (IC 95% 1.93
—3.19), respectivamente. La mediana de SLP en los pacientes con respuesta completa no se ha
podido estimar dado que la mayoria de ellos no han progresado.
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Figura 10.6(1). Diferencias en supervivencia en funcidon de la respuesta al tratamiento de
primera linea, estadisticamente significativas (p = 0.000).
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Figura 10.6(2). Diferencias en SLP en funcion del tipo de respuesta al tratamiento de primera
linea estadisticamente significativas (p = 0.000).
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Considerando la tasa de control de la enfermedad, y en la misma linea que el analisis del
apartado anterior, también existen diferencias singificativas en cuanto a la supervivenciay a la
SLP (p = 0.000 y p = 0.000 respectivamente, test Mantel-Cox). Aquellos pacientes con control
de la enfermedad presentan una mejor superviencia (mediana de 16.26 meses, IC 95% 12.71 —
19.82) que los que no la presentan (mediana de 6.90 meses, IC 95% 5.72 — 8.08). La mediana
de SLP es de 8.02 meses (IC 95% 7.05 — 8.99) en los pacientes con control de la enfermedad, y
de 2.66 meses (IC 95% 1.70 — 3.63) en los demas.
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Figura 10.6(3). Diferencias en supervivencia en funcion del control de la enfermedad (si vs no),
estadisticamente significativas (p = 0.000).
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Figura 10.6(4). Diferencias en SLP en funcién del control de la enfermedad (si vs no),
estadisticamente significativas (p = 0.000).
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La supervivencia entre los pacientes HER2 positivos seglin IHQ 2+ vs 3+ no presenta diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.576, test Mantel-Cox). La supervivencia mediana es de
13.63 meses (IC 95% 11.22 — 16.05) en los pacientes con IHQ 3+, y de 11.07 meses (IC 95% 7.96
— 14.18) en los pacientes con IHQ 2+. Tampoco se observan diferencias en SLP (p = 0.210, test
Chi-Cuadrado). La SLP mediana es de 7.42 meses (IC 95% 6.76 — 8.09) en los pacientes con IHQ
3+, y 6.87 meses (IC 6.06 — 7.68) en los pacientes con IHQ2+.
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Figura 10.7(1). Supervivencia en funcién de la IHQ del HER2, no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.576).

ol 1 _ e IHQ2+

e |HQ 3+

Supervivencia acumulada
-
1

029 T4

0,09

T T T T T T
0o 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Supervivencia Libre de Progresion

Figura 10.7(2). SLP en funcién de la positividad IHQ de HER2, no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.210).
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La supervivencia de los pacientes en funcién de la amplificacion de la ciclina E es

significativamente diferente (p = 0.016, test Mantel-Cox), aunque no lo es la SLP (p = 0.309,
test Mantel-Cox).

Considerando la ratio GEN/CEP > 2, la supervivencia mediana de los pacientes con
amplificacion de la ciclina E es de 8.61 meses (IC 95% 7.31 — 9.91), mientras que para los
demas es de 14.23 meses (IC 95% 10.60 — 17.85). La mediana de SLP en los pacientes con
amplificacion de la ciclina E es de 6.50 meses (IC 95% 3.57 — 9.44), y en los demas es de 7.49
meses (IC 95% 6.89 — 8.09).
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Figura 10.8(1). Curvas de supervivencia considerando la amplificacién de la ciclina E segun ratio
GEN/CEP > o < 2, con diferencias estadisticamente significativas (p = 0.016). Mediana de 8.61
meses para los pacientes con amplificacion de la ciclina E, y de 14.23 meses para los demas.

H e (iclina E normal

. e (Ciclina E amplificada
0,5 |

0,6 |

0,4 i

Supervivencia acumulada

0,0

T T T T T T T
00 20,00 40,00 60,00 80,00 10000 120,00

Supervivencia Libre de Progresion

Figura 10.8(2). Curvas de SLP considerando la amplificacion de la ciclina E segun ratio GEN/CEP
> 0 < 2, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.309).
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Considerando la amplificacidon seguin el nimero de copias del gen, las curvas en supervivencia
también presentan diferencias estadisticamente significativas (p = 0.014 y p = 0.028 segun
consideremos el punto de corte en 5 o 6 copias del gen, respectivamente; test Mantel-Cox). La
supervivencia mediana segln n2 copias =2 0 < 5 es de 9.20 meses (IC 95% 7.75 — 10.65) vs 14.23
meses (IC 95% 10.40 — 18.05), respectivamente. Segln n? copias 2 0 < 6, es de 9.20 meses (IC
95% 7.85 —10.55) vs 14.16 meses (IC 95% 11.39 — 16.93), respectivamente.

La SLP en estos casos no presenta diferencias estadisticamente significativas (p = 0.255y p =
0.331 segln consideremos el punto de corte en 5 o 6 copias del gen, respectivamente; test
Mantel-Cox). La mediana de SLP segulin n? copias 2 0 < 5 es de 6.54 meses (IC 95% 4.26 — 8.82)
vs 7.49 meses (IC 95% 6.99 — 7.99), respectivamente; y seglin n2 copias = 0 < 6 es de 6.54
meses (IC 95% 4.34 — 8.74) vs 7.49 meses (IC 95% 6.94 — 8.04), respectivamente.
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Figura 10.8(3). Curvas de supervivencia considerando la amplificacion de la ciclina E seguin = o
< 5 copias del gen, con diferencias estadisticamente significativas (p = 0.014). La supervivencia
mediana segln n? copias 20 < 5 es de 9.20 meses vs 14.23 meses, respectivamente.
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Figura 10.8(4). Curvas de supervivencia considerando la amplificacion de la ciclina E segin = o
< 6 copias del gen, con diferencias estadisticamente significativas (p = 0.028). La supervivencia
mediana segln n? copias 20 < 6 es de 9.20 meses vs 14.16 meses, respectivamente.
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Figura 10.8(5). Curvas de SLP considerando la amplificacién de la ciclina E segin 2 o < 5 copias

del gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.255).
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Figura 10.8(6). Curvas de SLP considerando la amplificacidn de la ciclina E seglin = o < 5 copias

del gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.331).
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No se hallan diferencias significativas en supervivencia ni en SLP en funcién de la amplificaciéon

de la ciclina D1 considerando los casos amplificados por una ratio GEN/CEP 22 (p=0.225y p =
0.682 respectivamente, test Mantel-Cox).

La supervivencia mediana es de 11.93 meses (IC 95% 3.479 — 20.06) en los pacientes con
amplificacion de la ciclina D1, y de 13.71 meses (IC 95% 9.27 — 16.16) en aquellos sin dicha
amplificacion. La SLP mediana es de 6.96 meses (IC 95% 4.73 — 9.20) en los pacientes con
amplificacion de la ciclina D1,y de 7.29 meses (IC95% 6.67 — 7.91) en el resto.
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Figura 10.9(1). Curvas de supervivencia considerando la amplificaciéon de la ciclina D1 (segun
ratio GEN/CEP > o < 2), no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.225).
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Figura 10.9(2). Curvas de SLP considerando la amplificacion de la ciclina D1 (segun ratio
GEN/CEP = o < 2), no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.682).
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Si consideramos la amplificacién segin el nimero de copias del gen, tampoco existen
diferencias en cuanto a la supervivencia (p = 0.637 y p = 0.880 segun consideremos el punto de
corte en 5 0 6 copias del gen, respectivamente; test Mantel-Cox) ni ala SLP (p =0.824 y p =
0.983 segln consideremos el punto de corte en 5 0 6 copias del gen, respectivamente; test
Mantel-Cox). La mediana de supervivencia segin n2 copias > 0 < 5 es de 11.93 meses (IC 95%
8.67 — 15.18) vs 12.85 meses (IC 95% 9.37 — 16.32), respectivamente; y la mediana en
supervivencia segln n2 copias 2 0 < 6 es de 12.09 meses (IC 95% 4.38 — 19.80) vs 12.71 meses
(IC 95% 9.59 — 15.83), respectivamente. La mediana de SLP segln n? copias 20 < 5 es de 7.49
meses (IC 95% 5.68 — 9.30) vs 7.26 meses (IC 95% 6.60 — 7.92), respectivamente; y segin n?

copias 2 0 < 6 es de 7.95 meses (IC 95% 3.77 — 12.13) vs 7.26 meses (IC 95% 6.73 — 7.79),
respectivamente.
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Figura 10.9(3). Curvas de supervivencia considerando la amplificacidn de la ciclina D1 segun 2 o
< 5 copias del gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.637).
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Figura 10.9(4). Curvas de supervivencia considerando la amplificacion de la ciclina D1 segun = o
< 6 copias del gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.880).
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Figura 10.9(5). Curvas de SLP considerando la amplificacion de la ciclina D1 segin 2 0 < 5
copias del gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.824).
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Figura 10.9(6). Curvas de SLP considerando la amplificacién de la ciclina D1 segin 2 0 < 6
copias del gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.983).

Considerando su amplificacion segun ratio GEN/CEP > 2, no se hallan diferencias significativas

en funcién de la amplificaciéon de PIK3CA en supervivencia ni en SLP (p =0.476 y p = 0.319, test
Mantel-Cox).

La supervivencia mediana de los pacientes con amplificacién de PIK3CA es de 14.23 meses (IC
95% 4.97 — 23.48), vs 12.58 meses (IC 95% 9.64 — 15.52) en los demas. La SLP de los pacientes

con amplificacion de PIK3CA es de 10.41 meses (IC 95% 0.58 — 20.25), versus 7.26 meses (IC
95% 6.72 — 7.80) en el resto.
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Figura 10.10(1). Curvas de supervivencia considerando la amplificaciéon de PIK3CA segun ratio
GEN/CEP = o < 2, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.476).
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Figura 10.10(2). Curvas de SLP considerando la amplificacion de PIK3CA segun ratio GEN/CEP >
0 < 2, no existen diferencias estadisticamente significativas, (p = 0.319).

Considerando su amplificaciéon segun el nimero de copias del gen (2 5 y 2 6), tampoco se
hallan diferencias significativas en supervivencia (p = 0.582 y p = 0.368 seguin consideremos el
punto de corte en 5 0 6 copias del gen, test Mantel-Cox) y ni en SLP (p = 0.336 y p = 0.225
segun consideremos el punto de corte en 5 o 6 copias del gen, test Mantel-Cox)

La supervivencia mediana segln n? copias =2 0 < 5 es de 12.58 meses (IC 95% 8.17 — 17.00) vs
12.32 meses (IC 95% 9.17 — 15.47), respectivamente; y la supervivencia mediana seglin n2
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copias 2 0 < 6 es de 14.23 meses (IC 95% 11.60 — 16.85) vs 12.32 meses (IC 95% 9.38 — 15.26),
respectivamente.

La mediana de SLP segln n2 copias 2 0 < 5 es de 7.62 meses (IC 95% 4.27 — 10.97) vs 7.19
meses (IC 95% 6.57 — 7.82), respectivamente; y seglin n2 copias > 0 < 6 es de 10.41 meses (IC
95% 5.95 — 14.88) vs 7.19 meses (IC 95% 6.62 — 7.77), respectivamente.
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Figura 10.10(3). Curvas de supervivencia considerando la amplificacidon de PIK3CA segin>20<5
copias del gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.582).
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Figura 10.10(4). Curvas de supervivencia considerando la amplificacién de PIK3CA segin >0<6
copias del gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.368).
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Figura 10.10(5). Curvas de SLP considerando la amplificacion PIK3CA seglin 2 o < 5 copias del

gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.336).
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Figura 10.10(6). Curvas de SLP considerando la amplificacién PIK3CA seglin = o < 6 copias del

gen, no existen diferencias estadisticamente significativas (p = 0.225).
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La supervivencia de los pacientes es independiente del estado de PTEN (p = 0.801, test Mantel-
Cox). Los pacientes con PTEN alto - bajo - nulo tienen una mediana de supervivencia de 12.85
meses (IC 95% 9.08 — 16.61) — 12.71 meses (IC 95% 5.98 — 19.45) — 12.32 (IC 95% 7.62 — 17.02),
respectivamente.
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Figura 10.11(1). Supervivencia segun estado de PTEN, no existen diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.801).

La SLP también es independiente del estado de PTEN (p = 0.477, test Mantel-Cox). La mediana
de SLP segln PTEN alto — bajo — nulo es de 7.42 meses (IC 95% 6.86 — 7.99) — 5.55 meses (IC
95% 3.57 — 7.54) — 4.17 meses (IC 95% 0.00 — 11.35), respectivamente.
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Figura 10.11(2). SLP segun estado de PTEN, no existen diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.477).

Considerando sélo dos valores de PTEN: positivo vs nulo, tampoco se hallan diferencias
significativas en supervivencia (p = 0.510, test Mantel-Cox) ni en SLP (p = 0.623, test Mantel-
Cox). La mediana de supervivencia en los pacientes con PTEN positivo y nulo es de 12.71 meses
(IC 95% 9.40 — 16.03) y 12.32 meses (IC 95% 7.62 — 17.02), respectivamente. La mediana de
SLP en los pacientes con PTEN positivo y nulo es de 7.26 meses (IC 95% 6.72 — 7.80) y 4.17
meses (IC 95% 0.00 — 11.35), respectivamente.
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Figura 10.11(3). Supervivencia segln estado de PTEN (positivo vs nulo), no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.510).
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Figura 10.11(4). SLP segun estado de PTEN (positivo vs nulo), no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.623).

Si consideramos la expresiéon de HER3 en tres categorias (ausente, moderada, alta), los
pacientes no presentan diferencias significativas en supervivencia (p = 0.105, test Mantel-Cox)
ni en SLP (p = 0.583, test Mantel-Cox).

La supervivencia mediana es de 21.88 meses (IC 95% 13.98 — 29.78), 11.33 meses (IC 95% 9.67
— 13.00), y 14.16 meses (IC 95% 9.62 — 18.70) segln expresion ausente, moderada, y alta,
respectivamente. La SLP mediana es de 7.13 meses (IC 95% 5.96 — 8.30), 7.26 meses (IC 95%
5.60 — 8.92), y 7.62 meses (IC 95% 6.45 — 8.79) segln expresidén ausente, moderada, y alta,
respectivamente.
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Figura 10.12(1). Supervivencia segun estado de HER3 (ausente, moderado, alto), no existen
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.105).
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Figura 10.12(2). SLP segun estado de HER3 (ausente, moderado, alto), no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.583).

Cuando soélo consideramos dos valores: positivo (expresion alta) vs negativo (las demas),

tampoco existen diferencias significativas en cuanto a supervivencia (p = 0.161, test Chi-

Cuadrado). Para aquellos pacientes con alta expresion de HER3 (positivos) la mediana de
supervivencia es de 14.16 meses (IC 95% 9.62 — 18.70), mientras que es de 12.32 meses (IC
95% 7.32 — 17.32) en los demas (negativos).
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Figura 10.12(3). Supervivencia en funcién del estado de HER3 (positivo vs negativo), no existen

diferencias estadisticamente significativas (p = 0.161).
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Tampoco hay diferencias en cuanto la SLP (p = 0.966, test Mantel Cox). La mediana de SLP es
de 7.19 meses (IC 95% 6.62 — 7.78) vs 7.62 meses (IC 95% 6.45 — 8.79), segln expresion
negativa o positiva, respectivamente.
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Figura 10.12(4). SLP en funcién del estado de HER3 (positivo vs negativo), no existen
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.966).

En cuanto a p95HER2, no pueden concluirse diferencias significativas en supervivencia (p =
0.079 y p = 0.112 segun consideremos la positividad por el H-Score o la tinciéon IHQ 3+,
respectivamente; test Mantel-Cox), pero si en SLP (p =0.022 y p = 0.018 segln consideremos la
positividad por el H-Score o la tincion IHQ 3+, respectivamente; test Mantel-Cox).

Considerando el H-Score 2 o0 < 10, la supervivencia mediana de los pacientes es de 16.39 meses
(1C 95% 8.09 — 24.69) vs 11.33 meses (IC 95% 9.42 — 13.24), respectivamente. Considerando su
tincién IHQ 3+ 2 o0 < 10, la supervivencia mediana de los pacientes es de 21.42 meses (IC 95%
14.41 - 28.43) vs 11.93 meses (IC 95% 9.94 — 13.91), respectivamente.
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Figura 10.13(1). Supervivencia segun H-Score de p95HER2 > o < 10, no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.079).
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Figura 10.13(2). Supervivencia segun tincion IHQ3+ de p95HER2 > o0 < 10, no existen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.112).

Considerando el H-Score > 0 < 10, la mediana de SLP es de 7.95 meses (IC 95% 6.73 — 9.17) vs
6.83 meses (IC 95% 5.79 — 7.87), respectivamente; y considerando la tincién IHQ 3+ 2 0< 10, la
mediana de SLP es de 8.74 meses (IC 95% 6.01 — 11.47) vs 6.87 meses (IC 95% 5.83 — 7.91),
respectivamente.
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11.Discusion

El CG y el CUGE representan un problema a nivel mundial; si bien es la 52 causa mas frecuente
de cancer, se sitla en la 32 posicidn como causa de muerte por cancer?®. El pronédstico de los
pacientes con CG metastasico es muy desfavorable; la quimioterapia consigue un beneficio
limitado en el tiempo33. Trastuzumab y ramucirumab son los primeros farmacos dirigidos que
han demostrado mejorar el prondstico de estos pacientes, aunque de forma discreta®4’ 42,

La investigacidon de los mecanismos moleculares de desarrollo y progresiéon del cancer ha
permitido conocer los eventos genéticos y epigenéticos fundamentales, asi como las
principales vias de sefializacién celular necesarias para su progresién, supervivencia, y
potencial metastasico. Se requiere de una investigacién translacional que integre la
investigacion bdsica con la clinica, para poder disefiar nuevas drogas dirigidas que ayuden a
mejorar el prondstico de estos pacientes. En CG y CUGE, el descubrimiento del papel de HER2
y del potencial terapéutico de trastuzumab marcaron el punto de inflexidon hacia una practica
clinica oncolégica como la que entendemos a dia de hoy, abordando la enfermedad desde el
conocimiento de su biologia molecular; se abria un nuevo paradigma para estos pacientes.

La amplificacion/sobrexpresion de HER2 es un biomarcador indispensable de respuesta a
trastuzumab, aunque no suficientemente especifico. De los datos del estudio TOGA, sabemos
gue hasta un 50% de los pacientes no responden, y de los que si lo hacen, la mayoria acaban
progresando®. Se desconocen las causas de esta resistencia primaria al tratamiento con
trastuzumab.

HER2 juega un papel fundamental como uno de los receptores de la familia de receptores del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR o HER). La dimerizacién de este receptor activa las
principalmente vias de proliferacién y supervivencia celular, via de MAPK (o ERK) y via de
PIK3CA-AKT-mTOR, respectivamente. Cualquier alteracion molecular en los efectores
implicados en alguna de estas vias podria potencialmente activarlas de forma independiente, y
ser la causa de la resistencia a trastuzumab.

Analisis descriptivo

Se analiza una muestra de 100 pacientes afectos de CG o CUGE localmente avanzado
irresecable o metastasico, con estado HER2 positivo y que habian sido tratados como minimo
con una 12 linea con quimioterapia y trastuzumab.

Por las caracteristicas clinicas descritas, pensamos que se trata de una muestra de pacientes
representativa de este tipo de poblacién. La edad media del debut metastasico (65 afos) asi
como la mayor representacion de varones (75%) y del subtipo intestinal (73.4%) concuerdan
con los datos descritos en la literatura el CG o CUGE HER2 positivo.
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Otros datos que también apoyan esta representatividad de la poblacién serian las relaciones
que existen entre la localizacidon del tumor primario con el sexo (p < 0.001), con el grado
histolégico (p = 0.029), y con la edad (p = 0.002). Los CUGE son mas frecuentes en hombres
gue en mujeres, son los mas agresivos (grado histoldgico), y su debut se produce en edades
m4ds tempranas en comparacion con el CG%11216,

Las relaciones en funciéon de la localizacién metastasica también serian concordantes con los
datos descritos en la literatura®'’. Las metdastasis hepdticas (34%) y adenopaticas (30%) son las
mas frecuentes, seguidas por la carcinomatosis peritoneal (15%) y las metastasis pulmonares
(9%). Otras localizaciones tales como hueso (4%), suprarrenal (1.7%) y SNC (1.7%) son
infrecuentes. Las metastasis hepaticas estan mas representadas en los CUGE (73%) que en los
CG (50%) (p = 0.004). Por otro lado, la carcinomatosis peritoneal es mas frecuentes en mujeres
(p = 0.001), en CG (p = 0.011), y en los tumores mal diferenciados (p = 0.025). En cambio, las
metastasis pulmonares son mas tipicas de pacientes jovenes (p = 0.001) y de los CUGE (p <
0.001). Finalmente, las metastasis dseas raramente se observan en el subtipo intestinal (p =
0.040).

Todos los pacientes incluidos en el estudio han recibido como minimo una primera linea de
tratamiento con quimioterapia basada en un agente platinado y una fluoropirimidina, con
trastuzumab. Doce de ellos (12%) tuvieron la oportunidad de recibir, ademas, pertuzumab
(pacientes incluidos dentro del ensayo clinico JACOB), aunque no sabemos cudntos de ellos
por ser un estudio a doble ciego. La media de ciclos de quimioterapia es de 8.33 y la media de
ciclos de trastuzumab es de 11.98. Se describen hasta 77 toxicidades grados 3-4, hecho que se
traduce en una mediana de 1 toxicidad grado 3-4 por paciente (IC 95% 0-1). En el 74.7% de los
pacientes se logré el control de la enfermedad, entendiendo como control aquellas respuestas
completas/parciales y las estabilizaciones de > 4.2 meses (6 ciclos). Un 50% de los pacientes
reciben una segunda linea de tratamiento onco-especifico, y un 20% recibe tres o mas lineas.
Debe destacarse que un 7% de los pacientes todavia contintda con el tratamiento de primera
linea, sin progresion.

El tiempo de seguimiento es el que se observa en la literatura referenciada con una media de
16.5 meses (IC 95% 13.6 — 19.5) y mediana de 12.8 meses (IC 95% 10.6 — 15.2). Para aquellos
pacientes vivos en el momento del corte de datos, la media de seguimiento es de 30.1 meses
(1C 95% 19.9 —40.2) y la mediana de 21.7 meses (IC 95% 19.7 — 27.7).

Supervivencia y supervivencia libre de progresion (SLP)

Las medianas en supervivencia (12.7 meses) y en SLP (7.26 meses) de los pacientes incluidos
en el estudio tienen un comportamiento que consideramos normal. Se debe considerar que se
trata de pacientes afectos de CG o CUGE HER2 positivos tratados mayoritariamente de forma
asistencial #3. La mediana de SLP en los pacientes con CUGE es mds baja en comparacién a la
de los pacientes con CG (mediana de 6.38 vs 7.69 meses respectivamente, p = 0.024), hecho
que refleja el peor prondstico ya descrito que presentan estos pacientes!®?'’. La mediana de
SLP de los pacientes con sélo una localizacién metastdsica es mejor con respecto a los demds
(mediana de 8.48 vs 6.70 meses respectivamente, p = 0.015), concordante con la literatura?:®,
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Las diferencias en supervivencia (p = 0.043) que se observan entre los pacientes que reciben
pertuzumab con respecto al resto no se consideran clinicamente relevantes y podrian
explicarse por distintas razones. Por un lado el bajo nimero de pacientes que recibe
pertuzumab, que hace que el andlisis sea poco valorable (considerando que cada uno de los
pacientes incluidos en el ensayo clinico JACOB tenia un 50% de posibilidades de recibir o no
pertuzumab, el nimero real de pacientes que recibe pertuzumab es muy bajo). Por otro lado,
el menor seguimiento de estos pacientes (supervivencia mediana no estimada dado que la
mayoria de pacientes siguen vivos), asi como el hecho de que son pacientes incluidos en
ensayo clinico y por tanto con mejor prondstico, podria justificar esta diferencia hallada en
supervivencia. La mediana de SLP entre ambos grupos no varia (p = 0.260), dato que corrobora
las afirmaciones anteriores.

Obviamente, los pacientes que presentan control de la enfermedad presentan mejor
supervivencia (p = 0.000) y SLP (p = 0.000), en comparacion a los demas.

Hay pocas series de casos de CG o de CUGE que describan las alteraciones moleculares
analizadas en este trabajo. Ademads, la mayoria de ellas consideran el CG independientemente
del estado de HER2. De todas formas, lo que hace que este trabajo sea Unico es que todos los
pacientes de la serie tienen tumores HER2 positivos y han recibido tratamiento especifico con
trastuzumab. Ademads, en este estudio se han correlacionado las alteraciones moleculares
presentes con las caracteristicas clinicas y los resultados clinicos. Si afiadimos la falta de
consenso en cuanto a (1) el tipo de andlisis y (2) el valor cut-off a partir del cual clasificar los
hallazgos, nos encontramos frente a un tipo de poblacién muy poco estudiada.

Ciclina E

La amplificacién de la ciclina E se ha descrito en aproximadamente el 30% de los CG#1%6,
independientemente de HER2, y se ha correlacionado con un peor prondstico. En cancer de
mama se ha demostrado que es estd implicada en la resistencia al tratamiento con
trastuzumab™?°,

En este estudio, la ciclina E se encuentra amplificada en aproximadamente una cuarta parte de
los pacientes (18.9% si consideramos la ratio GEN/CEP > 2, 26.3% si consideramos la ratio
GEN/CEP > 1.5, 15.8% si consideramos el n2 de copias del gen >5).

La amplificacién y la expresion de la ciclina E estan positivamente correlacionadas (r =0.51, p =
0.000). Es interesante observar cdmo se comporta esta correlacion (figura 9.7(3)): la
amplificacion del gen claramente provoca la sobrexpresion de la proteina (cuadrante superior
derecho de la figura), pero este evento no explica el total de casos de sobrexpresién de la
ciclina E (cuadrante superior izquierdo de la figura). Deben existir otras causas responsables de
la sobrexpresion de la ciclina E, independientes del estado del gen.

Por otro lado, de acuerdo con los datos descritos para CG y CUGE, la amplificacidn de la ciclina
E se asocia a un peor pronéstico: la supervivencia de los pacientes con amplificacién de la
ciclina E presentan peor supervivencia en comparacion a los demas (mediana de 8.61 vs 14.23
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meses considerando la ratio GEN/CEP > 2, p = 0.016; y mediana de 9.20 vs 14.23 meses
considerando el n2 de copias del gen >0 < 5, p = 0.028).

Debe destacarse que no existen diferencias en SLP, ni considerando la ratio GEN/CEP > 2 ni
considerando el n? de copias del gen > o < que 5/6. Este hallazgo se contradice con los
hallazgos previos en cancer de mama HER2 positivo, en el que parece que la amplificacién de
la ciclina E podria ser causa de la resistencia a trastuzumab?*°,

En el laboratorio de Anatomia Patolégica del VHIO se testé, a modo experimental, la
combinacion de trastuzumab y roscovitine (inhibidor de CDK2/7/9) en un modelo PDX
(xenoinjerto de tumor derivado de paciente)generado a partir de un paciente afecto de CG
HER2 positivo que habia sido incluido en este estudio, y que presentaba amplificacidn de la
ciclina E. Desafortunadamente no se logrd revertir la resistencia a trastuzumab (datos no
publicados); este experimento apoyaria de forma indirecta los resultados del presente estudio
en CGy CUGE.

Ciclina D1

La amplificaciéon de la ciclina D1 se ha descrito en un 40-70% de los casos de CG, y su

185187 En este estudio, que valora Unicamente

correlacién con el pronédstico es dudosa
pacientes HER2 positivos, la amplificaciéon de la ciclina D1 es menos frecuente (15.2% si
consideramos la ratio GEN/CEP > 2, 14.1% si consideramos el n2 de copias del gen 25).
Ademas, no existe correlacidn entre la amplificacion del gen y la sobrexpresion de la proteina
(p = 0.378). Tampoco existen diferencias significativas en supervivencia ni en SLP entre los

pacientes con o sin la amplificacion de la ciclina D1.

PIK3CA

El gen PIK3CA se encuentra amplificado/mutado en un 4-7% de los pacientes con CG y
CUGE™1%_ Entre los pacientes HER2 positivos incluidos en este estudio se recogen un 4% de
amplificaciones (considerando una ratio GEN/CEP 2 2, o el n2 de copias del gen 2 5) y un 3.1%
de mutaciones (dos en el dominio catalitico — E545K — y una en el dominio helical — H1047R -,
ambas conocidas causas de incremento de la actividad catalitica de la subunidad p110a de
PIK3CA)**. El hecho de que la tasa de amplificaciones/mutaciones sea tan baja hace que no
podamos valorar el papel pronéstico y/o predictivo de dicho hallazgo.

PIK3CA actla como efector de la via de sefializacidn que lleva su nombre, PI3K-AKT-mTOR, y su
amplificacion y/o mutacion estd descrita en procesos cancerigenos®*®. Tal como se ha
explicado anteriormente, en el estudio GRANITE-1 no se pudo demostrar la eficacia de
everolimus (inhibidor de mTOR)8, Dado la baja probabilidad en que PIK3CA se encuentra
alterado, los resultados de este estudio podrian explicarse por la falta de seleccion molecular
de los pacientes.
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PTEN

La pérdida de expresidon de PTEN se ha descrito en un 20 — 60% de los pacientes con CG%41%,
En este estudio, considerando sélo pacientes HER2 positivos, se describe un 4% de expresion
nulay un 11% de expresion baja.

PTEN antagoniza la funcién de PIK3CA actuando como represor de la via, aunque cabe
mencionar que su posible accion como factor de resistencia a trastuzumab no estd claramente
demostrada®®'’, En concordancia con estos datos, la supervivencia y SLP de los pacientes
incluidos en este estudio es independiente de la expresion de PTEN.

HER3

La sobrexpresion de HER3 se ha descrito en un 20 - 60% de los pacientes con CG y se ha
asociado a un peor prondstico'®2?%; ademads, se ha demostrado como causa de resistencia a

tratamientos con inhibidores de receptores de factores de crecimiento epidérmico?°%2%2,

Una tercera parte de los pacientes incluidos en el estudio presenta sobrexpresién alta de
HERS3. La supervivencia y la SLP de los pacientes no varian en funcion del estado de HER3.

A dia de hoy existen multiples estudios que combinan estrategias dirigidas a inhibir tanto HER2
como HER3, como mecanismo sinérgico'?®. Los resultados del estudio JACOB, que evalian el
papel de pertuzumab (anticuerpo que bloquea el punto de unién HER2-HER3), aportaran un
mejor conocimiento de la verdadera funcion que ejerce HER3 en CG.

p9SHER?

p95HER2 representa una forma truncada del receptor HER2 que carece de dominio
extracelular, y actualmente se considera un biomarcador de respuesta positiva a trastuzumab
en pacientes con cancer de mama HER2 positivo?*>2%, En CG HER2 positivo se ha descrito en
un 77% (de 31 casos analizados), mientras que es muy infrecuente en CG HER2 negativo?”’.

En este estudio entre un 27% (tomando como referencia una tincion IHQ 3+ > 0 < de 10) y un
43% (tomando como referencia un H-Score > o < de 10) de los pacientes presentaban
sobrexpresiéon de p95HER2.

No se ha podido demostrar que p95HER2 ejerza un papel como factor prondstico, aunque si
como factor de respuesta predictivo al tratamiento con trastuzumab. La SLP es claramente
mejor entre los pacientes con sobrexpresion de p95HER2, en comparacion con los demas (p =
0.022 y p = 0.018, considerando el H-Score 2 o < 10 y la tincion IHQ 3+ > o< 10
respectivamente). La mediana de SLP es de 8.74 meses vs 6.87 meses (segun H-Score > o < 10),
y de 7.95 vs 6.38 meses (segun tincion IHQ 3+ = o< 10).

Ademas, existe una correlacién positiva entre los niveles de HER2 y de p95HER2 (figura
9.7(15), p = 0.000), pero negativa entre los niveles de HER2 vy la ratio p95HER2/HER?2 (figura
9.7(16), p = 0.000); en valores relativos, a mas cantidad de HER2, menos cantidad de p95HER2.
Este hallazgo justifica el papel predictivo positivo que ejerce p95HER2.
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Los resultados son concordantes con la literatura descrita en pacientes con cancer de mama
HER2 positivo®®.

Curvas ROC

Con la intencion de determinar el cut-off éptimo para definir a partir de qué valor
consideramos “amplificacion” o “sobrexpresion” de aquellas variables moleculares continuas,
se realiza el analisis de la curva de ROC en cada una de ellas.

Desafortunadamente, los resultados no han permitido identificar en ningln caso el cut-off,
probablemente debido al bajo nimero muestral.

Cuantificacion de p95HER2 y HER2

El andlisis de la correlacién entre la cantidad de p95HER2 y HER2 muestra una correlacidn
positiva entre ambas variables (r = 0.28, p = 0.019), que es mas claro cuando se analizan en
base logaritmica (r = 529, p = 0.000). A mas cantidad de HER2, mads cantidad de p95HER2. Se

207

concluye, de acuerdo con la literatura®’, que p95HER?2 estaria representado en aquellos casos

con cantidades suficientes de HER2.

Légicamente, la correlacién del logaritmo de HER2 con el logaritmo de la ratio p95HER2/HER2
es negativa. En valores relativos, la cantidad de p95HER2 es mas baja a mas cantidad de HER2.

En cdncer de mama HER2 positivo se ha demostrado que las formas truncadas p95HER2
ofrecen resistencia a trastuzumab®®2%, aunque su cuantificacién es estd correlacionada
positivamente con la respuesta a trastuzumab?®. De hecho, la resistencia que ofrece estd
mutacion truncada de HER2 se revierte con farmacos como lapatinib, que bloquean tanto el
receptor HER2 como su forma truncada®®. En el laboratorio de Anatomia Patoldgica del VHIO
se ha iniciado, a modo experimental, el tratamiento con trastuzumab y un anticuerpo bi-
especifico HER2/p95HER2 en el mismo modelo PDX generado a partir del paciente con CG
HER2 positivo, que presentaba tanto amplificacion de la ciclina E como sobrexpresidon de
p95HER2. Todavia no se dispone de resultados de eficacia de este planteamiento terapéutico.
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Aportaciones y limitaciones del estudio

Este estudio presenta dos limitaciones importantes, (1) el tamafio muestral relativamente
pequefio (100 casos), y (2) el caracter retrospectivo del analisis.

De todas formas, debe considerarse que el CG y el CUGE no es una entidad frecuente, en
comparacién a otros tumores como seria el cancer de colon o el cancer de mama HER2
positivo, y que ademds los pacientes HER2 positivos representan soélo 15% de ellos,
aproximadamente. Se constata, por tanto, la gran dificultad para realizar estudios en esta
poblacién tan especifica. Asi, este estudio representa uno de los andlisis de CG y de CUGE
HER2 positivo con mayor nimero de pacientes.

Por otro lado, se evalian de forma paralela alteraciones moleculares en genes y proteinas
poco descritas a dia de hoy; en las ciclinas E y D1, en PIK3CA, en PTEN, en HER3, y en p95HER2.
Se describe, no sdlo las frecuencias de dichas alteraciones, sino que se correlacionan con las
caracteristicas clinicas de los pacientes y las caracteristicas anatomo-patoldgicas de sus
tumores, asi como con la supervivencia y la SLP. El caracter retrospectivo del analisis del
estudio queda justificado por la falta de informacién clinica, necesaria previamente a la
valoracion de un estudio prospectivo.
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12.Conclusiones

1. El conocimiento de la biologia molecular del cancer es indispensable para el desarrollo
de nuevas terapias dirigidas, y consecuente aplicacién clinica. El descubrimiento del
papel HER2 en el cancer gastrico (CG) y cancer de la union gastro-esofagica (CUGE),
junto con los resultados del estudio TOGA, representaron el punto de inflexién en este
tipo de cancer.

2. El receptor HER2 tiene un papel indispensable como activador de las vias de
proliferacién y supervivencia celular, vias MAPK y PIK3CA-AKT-mTOR respectivamente.
Trastuzumab, anticuerpo monoclonal especifico contra HER2, mejora el prondstico de
los pacientes con CG y CUGE HER2 positivo. A pesar de ello, hasta un 50% de pacientes
no responden al tratamiento.

3. Esta tesis doctoral analiza posibles alteraciones moleculares en proteinas efectoras de
las vias de sefalizacidon intracelular MAPK y PIK3CA-AKT-mTOR como posible causa de
resistencia primaria a trastuzumab, en una cohorte de 100 pacientes afectos de CG y
CUGE HER2 positivo.

4. En este estudio, el 25% de los pacientes presenta amplificacién de la ciclina E, y este
hecho se asocia a un peor prondstico. La amplificacion de la ciclina E es causa de su
sobrexpresién. No se demuestra que la amplificacion de la ciclina E tenga valor
predictivo de respuesta a trastuzumab.

5. El 15% de los pacientes presenta amplificacién de la ciclina D1. La supervivencia y SLP
no difiere en funcién de este hallazgo. La sobrexpresion de la ciclina D1 no estd
correlacionada con la amplificacion del gen.

6. Un 4% de los pacientes presentan amplificacién a nivel del gen de PIK3CA, mientras
que un 3.1% presentan mutaciones a nivel de los dominios helical y catalitico del gen.

7. Un 4% de los pacientes presentan pérdida de la expresion de PTEN, y un 11%
presentan baja expresion. El estado de PTEN no influye en la supervivencia ni en la SLP
de los pacientes.
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8.

10.

11.

12.

Una tercera parte (39%) de los pacientes presentan sobrexpresién de HER3. No se
demuestra que HER3 tenga un papel prondstico ni predictivo de respuesta.

Entre un 27% y un 43% de los pacientes(segin método utilizado para su cuantificacién)
presentan sobrexpresion de p95HER2. La mediana de SLP de los pacientes con
sobrexpresiéon de esta proteina truncada constitutivamente activa de HER2 es
significativamente mejor. Se describe por primera vez el valor predictivo de la
sobrexpresiéon de p95HER2 en pacientes con CG y CUGE; y se corrobora, por tanto,
como factor predictor de respuesta al tratamiento con trastuzumab.

La cuantificaciéon de p95HER5 se correlaciona positivamente con HER2, y por tanto
apoya a que se estudie la doble inhibicion (tanto del receptor HER2 como de su forma
truncada p95HER2).

La seleccidn de los pacientes en base a la caracterizacion molecular de los tumores es
fundamental. El desarrollo de los nuevos farmacos dirigidos a alteraciones moleculares
especificas requiere profundizar en el conocimiento del funcionamiento de estas vias
de seializacidn celular, que promueven el crecimiento, progresién y metastatizacién
del cancer.

La clasificacion molecular del CG y del CUGE es un objetivo primordial en la
investigacion de esta entidad, indispensable para el desarrollo de terapias dirigidas
gue impacten en la supervivencia de estos pacientes.
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Figura 10.12(1). Supervivencia segun estado de HER3 (ausente, moderado, alto).

Figura 10.12(2). SLP segun estado de HER3 (ausente, moderado, alto).

Figura 10.12(3). Supervivencia en funcién del estado de HER3 (positivo vs negativo).

Figura 10.12(4). SLP en funcion del estado de HER3 (positivo vs negativo).

Figura 10.13(1). Supervivencia seguin H-Score de p95HER2 > o < 10.

Figura 10.13(2). Supervivencia segun tincion IHQ3+ de p95HER2 > o < 10.

Figura 10.13(3). SLP segun H-Score de p95HER2 > 0 < 10.

Figura 10.13(4). SLP segun tincion IHQ3+ de p95HER2 > o < 10.
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Estudio fase Il que con AZD4547, inhibidor de FGFR2.
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trastuzumab.
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Cross-tab entre la localizacién del tumor primario y el grado histoldgico.

Edad del diagnédstico de las metastasis en funcidn de la localizacidn del tumor primario.
Localizacion de las metdstasis.

Tipos de tratamiento recibidos en 12 linea.

Toxicidades grado 3-4 reportadas durante el tratamiento de primera linea.

Mejor respuesta conseguida durante el tratamiento de primera linea

Causas de finalizacion del tratamiento de primera linea.

Tipos de tratamiento de segunda linea recibidos.

ipos de tratamiento de tercera linea recibidos.

Media y mediana de la ratio GEN/CEP de las ciclinas Ey D1.
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Sobrexpresion de HER3 considerando tres categorias.

Sobrexpresidon de HER3 considerando dos categorias.

Tabla 9.7(10). Media y mediana de la expresion de p95HER2.
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Tabla 9.7(13).Correlacidn de Pearson entre HER2 y p95HER2 en base logaritmica.
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Abreviaciones

ACRG Grupo Asiatico de investigacion del cancer (del inglés, Asian Cancer Research Group)
ADN Acido desoxirriboucleico

AEMPS Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

AID Del inglés, activation-induced cytidine deaminase

AINE Farmaco antiinflamatorio no esteroideo

BSC Mejor tratamiento de soporte (del inglés, best supportive care)

CDH1 Gen de la E-cadherina

CKD Quinasas dependientes de ciclina (del inglés, cycline-dependent kinases)

CG Céncer géstrico

CIN CromosOmicamente inestables

CcscC Células madre tumorales (del inglés, cancer stem cells)

CTNNB1 Gen de la alfa-E-catenina

CUGE Céncer de la unién gastro-esofagica

Cut-off Punto limite o tope

DCR Tasa de control de la enfermedad (del inglés, disease control rate)

EBV Virus Epstein-Barr

EGF Factor de crecimiento epidérmico

EGFR Del inglés, Epidermal Growth Factor Receptor

ErbB Receptores transmembrana tipo 1 con actividad tirosina-quinasa

ERK Sefial extracelular quinasa regulada (del inglés, extracelular signal-regulated kinase)
EOGC Early onset gastric carcinoma

FDGC Cancer gastrico familiar tipo difuso

FFPE Del inglés formalin-fixed paraffin-embedded

FGC Cancer gastrico familiar

FIGC Cancer gastrico familiar tipo intestinal

FOX03a Del inglés, forkhead box O3

GAPPS Adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal del estémago

GEP Del inglés, Guanine Exchanging Factors

GS Gendmicamente estable

HDGC Cancer gastrico hereditario tipo difuso

HER2 Receptor de crecimiento epidérmico de tipo 2

HGF Del inglés, hepatocite growth factor

HR Riesgo relativo (del inglés, hazard ratio)

IC Intervalo de confianza

IHQ Inmunohistoquimica

ISH Hibridacion in situ

MAPK Proteina quinasa activada por mitogenos (del inglés, Mitogen-Activated Protein Kinases)
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, major histocompatibility complex
MIS Inestabilidad de microsatélites

MTOR Del inglés; mammalian target of rapamycin

NCI Instituto Nacional del Cancer

RNG Neuregulinas

OoMS Organizacion Mundial de la Salud

PD-L1 Del inglés, Programmed death-ligand 1

PDX Xenoinjerto de tumor derivado de paciente

PIK Del inglés, Fosfo-Inositol quinasa

PIP2 y PIP3 Del inglés, fosfo-inositol bifosfato (PIP2) y fosfo-inositol trifosfato

PS Del inglés, performance status

Punto R Del inglés, restriction point, entre la fase G1y S del ciclo celular

PTEN Del inglés, fosfatasa homdloga del tensinégeno

RF/sgmm Promedio de expresion tumoral (unidades de fluorescencia relativa /milimetro cuadrado de tumor)
ROC, curva Caracteristica Operativa del Receptor (del inglés, Receiver Operating Characteristic)
RTK Receptor tirosina-quinasa

SEER Programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados, del NCI

SCNAs Aberraciones somaticas en el nimero de copias, del inglés somatic copy-number aberrations
SLP Supervivencia libre de progresion

TCGA Atlas del Genoma del Céncer (del inglés, The Cancer Genome Atlas)

TIE-2 Angiopoetina 2

TILs Linfocitos infiltrantes de tumor (del inglés, tumor infiltrating lymphocites)

TLR Del inglés, toll-like receptor

TNM Del inglés, tumor, node, metastasis
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