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“Y una vez que la tormenta termine, no recordards como lo lograste, como sobreviviste.
Ni siquiera estards seguro de si la tormenta ha terminado realmente.
Pero una cosa si es segura.

Cuando salgas de esa tormenta, no serds la misma persona que entré en ella”

Haruki Murakami
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Resumen

1. RESUMEN

En céancer, la desregulacion de la via del FGFR:FGF se ha asociado a un
crecimiento tumoral descontrolado, una angiogénesis aberrante y una mayor
capacidad de metastatizacion. En este contexto, en la tltima década se ha
realizado un gran esfuerzo en desarrollar farmacos dirigidos contra esta diana
terapéutica. Los datos de eficacia incipientes con la primera generacion de
inhibidores de la via, farmacos multi-tirosina quinasa (MTKI), han sido mas
bien limitados, con un significativo porcentaje de efectos secundarios no
deseados —off target-. Por este motivo, se estan desarrollando nuevos
inhibidores mas selectivos y potentes del FGFR (FGFRinh), pero aun existe
controversia sobre cudles de estas alteraciones podrian ser los mejores

biomarcadores de prediccion de respuesta al bloqueo con FGFRinh.

Con este proyecto de tesis, pretendemos contribuir a la definicion de una
estrategia terapéutica Optima para los pacientes con alteraciones de la via del
FGFR:FGF, mediante una mejor seleccion de aquéllos que més pueden
beneficiarse de estos FGFRinh. Con tal objetivo, esta memoria para la defensa
de tesis consta de dos estudios principales. El primero se trata de un estudio
retrospectivo de una cohorte de pacientes con cancer avanzado, pre-
seleccionados por ser portadores de tumores con aberraciones en los genes del
FGFR y FGFs detectadas dentro del programa de pre-screening VHIO, e
incluidos en ensayos fase 1 donde se estaba testando un FGFRinh. Se
presentan los datos del andlisis exploratorio de biomarcadores realizado tras la
correlacion estadistica de los datos clinico-patologicos y de eficacia a los
FGFRinh disponibles. La mayoria de estos estudios partian de la hipdtesis de
que cualquier alteraciéon molecular en la via del FGFR:FGF podia servir como
biomarcador predictivo de respuesta a los FGFRinh, independientemente del
subtipo tumoral. Sin embargo, con este analisis retrospectivo pretendemos
identificar entre los respondedores a un subgrupo de pacientes portadores de

una alteracion especifica comin FGFR:FGF. Nuestro objetivo es delimitar
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Resumen

con mayor precision cudles de estos determinantes moleculares son en realidad
biomarcadores fiables y discernir si, en realidad, estan al mismo nivel en
relacion a la prediccion de respuesta en los distintos contextos histoldgicos
(p.ej. alteraciones a nivel del ADN —amplificaciones, mutaciones,

translocaciones- versus nivel mRNA versus proteina).

El segundo estudio en cambio, se trata de un estudio prospectivo cuyo objetivo
es generar una coleccion de muestras de pacientes con cancer avanzado
seleccionados molecularmente por sus alteraciones en los genes de la via
FGFR:FGF. Se presentan datos sobre el desarrollo del protocolo
investigacional FGFR 360° RESISTANCE, la plataforma traslacional
implementada para obtener muestras seriadas (biopsias tumorales pre-, en
curso y post- tratamiento, plasma e incluso autopsias en caliente) en diferentes
momentos de la enfermedad de estos pacientes. Este valioso repositorio de
muestras ha servido para generar xenoinjertos derivados de pacientes (PDXs),
utilizados en nuestro laboratorio para validar in vivo algunas de las hipotesis
previamente observadas, asi como integrar el conocimiento obtenido del
analisis molecular de las muestras més relevantes de algunos respondedores

inusuales seleccionados.
La presentacion de cada uno de estos estudios se acompafia de una discusion

de los resultados obtenidos, asi como un sumario final de las conclusiones

alcanzadas y las futuras lineas de investigacion asociadas.
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Summary

2. SUMMARY

Among cancers, deregulation of the FGFR:FGF pathway has been widely
associated with uncontrolled tumoral growth, aberrant angiogenesis and
increased metastatic dissemination rates. In this context, several efforts have
been done during the last decade in order to develop targeted agents against
this molecular pathway. However, early efficacy data seen with first-
generation FGFR inhibitors, namely multi-tyrosin kinase inhibitors (MTKI),
has been limited, with a significant proportion of off-target effects. Hence,
more potent and selective second-generation FGFR inhibitors (FGFRinh) are
currently under development, although there is a lack of consensus regarding
which FGFR:FGF molecular alteration could represent a reliable predictive

biomarker of response to FGFR blockade.

With this thesis project, we aim to contribute in the definition of an optimal
therapeutic strategy for patients whose tumours harbour FGFR:FGF pathway
alterations, by better selecting those patients more likely to respond to
FGFRinh. With this purpose, this thesis encompasses two principal studies.
The first study is a retrospective study performed in a cohort of refractory
FGFR:FGF-aberrant cancer patients, pre-selected within the molecular pre-
screening program at VHIO, and treated with novel FGFRinh in ongoing phase
1 clinical trials. Here we present the biomarker exploratory analysis,
statistically correlating the clinic-pathological characteristics of these patients
with the efficacy signals observed. The vast majority of these studies were
based on the hypothesis that any molecular alteration in the FGFR:FGF
pathway could serve as predictive biomarker to FGFRinh, independently of
the tumor subtype. However, this retrospective analysis is seeking to identify a
subgroup of patients sharing a common molecular alteration of the
FGFR:FGF pathway among the responders. Our aim is to delineate more
precisely which of these molecular determinants are actually reliable

biomarkers and to discern if, in fact, they are at the same level in terms of
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predicting response in different histological contexts (eg. DNA alterations —

amplifications, mutations, translocations- versus mRNA versus protein).

The second study instead is a prospective study whose objective is to generate
a valuable collection of biological samples from advanced cancer patients,
molecularly-selected by their FGFR:FGF gene alterations. Here we present
the results of the development of the investigational protocol FGFR 360°
RESISTANCE, the traslational platform implemented to obtain serial patient
samples (tumoral biopsies pre-/on-/post-treatment, blood samples and warm
autopsies, if feasible) at different timepoints of their disease. This valuable
repository of samples has served to generate patient-derived xenografts
(PDXs), used for validating in vivo some of our previous observed hypothesis,
as well as to integrate the molecular knowledge acquired from deep-

sequencing the most relevant samples from selected unusual responders.
The presentation of each one of these two studies is accompanied by a

discussion of the results obtained, together with a final summary of the

conclusions reached and the future lines of research associated.
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3. INTRODUCCION

3.1. Desarrollo clinico precoz de nuevos farmacos y poblaciones de

pacientes seleccionados molecularmente.

A pesar de los avances médicos alcanzados en los ultimos afios, el cancer
sigue siendo una causa importante de morbimortalidad. Hasta finales de los
afios noventa, los farmacos quimioterdpicos eran practicamente la unica
herramienta disponible para el tratamiento del cancer. Sin embargo, desde
entonces numerosos avances cientificos han permitido desentraiar parte de los
mecanismos implicados en la carcinogénesis. Hanahan y Weinberg
describieron lo que se consideran los diez rasgos distintivos para entender
mejor la enfermedad neoplasica: 'proliferacion celular ilimitada, eliminacion
de las senales supresoras del crecimiento, Jevasion del sistema inmunologico,
*inmortalidad replicativa, “promocion del microambiente inflamatorio,
Sactivacion de la invasion y capacidad de metastatizacion, 'induccion de la
angiogénesis, ‘inestabilidad gendmica con acumulacion de dafios en el ADN,
’resistencia a la apoptosis, y 'alteracion de los mecanismos de regulacion

energéticos de la célula (1, 2).

El reconocimiento de estas caracteristicas tumorales se ha traducido en un
revolucionario enfoque moderno de la biologia molecular del cancer,
estableciendo como objetivo el desarrollo de farmacos que sean precisamente
capaces de inhibir algunas de estas capacidades adquiridas que diferencian las
células tumorales de las células o tejidos normales. En el ambito del desarrollo
precoz de nuevos farmacos, este cambio ha implicado el auge de las nuevas
terapias dirigidas molecularmente, drogas que actuan modulando alguno de

estos sellos distintivos de las células cancerigenas (3).

El imatinib mesilato, una pequeiia molécula inhibidora de la actividad tirosina

quinasa de BCR-ABL y c-kit, fue el primer farmaco dirigido que se aprobd
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para el tratamiento de pacientes con leucemia mieloide crénica. En estos
pacientes portadores del “cromosoma Filadelfia”, la fusiéon génica BCR-ABL
sirve como potente biomarcador predictivo de respuesta al imatinib (4).
Posteriormente, los resultados positivos de los ensayos clinicos desarrollando
imatinib en tumores del estroma gastrointestinal metastasicos c-kit-positivos
(5-8), avalaron la hipotesis de que la inhibicion de una via de sefializacion
molecular a la cual el tumor fuera adicto era util. De hecho, estos estudios
sirvieron como prueba de concepto de que ciertos receptores tirosina quinasa
podian representar dianas criticas para el tratamiento de algunos tumores
solidos. Cabe destacar que el desarrollo del imatinib marcé un cambio de
paradigma en la historia de los farmacos diana, aunque se demord casi 41 afos,
tiempo que transcurri6 desde el descubrimiento del “cromosoma Filadelfia”
hasta su aprobacion por parte de las agencias regulatorias (9). Sin embargo,
desde entonces el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos se ha acelerado de
forma notable (10). Uno de los mejores ejemplos es el del crizotinib, que en
solo tres afios, fue aprobado en 2011 para el tratamiento de pacientes afectos
con céancer de pulmdn no microcitico portadores de una fusion en el gen ALK
(11). EI caso de los inhibidores de ALK es un ejemplo muy ilustrativo que
traduce el cambio de tendencia en el proceso de desarrollo clinico de los
farmacos (12), pues demuestra que ensayos clinicos bien disefiados desde sus
fases tempranas podrian acelerar la puesta a punto de nuevas drogas,
especialmente cuando éstas suponen una opcidn de tratamiento para tumores

de mal pronostico sin otras alternativas terapéuticas (13).

De hecho, el éxito de algunos de los muchos agentes dirigidos actualmente
utilizados en el campo de la Oncologia ha puesto en evidencia precisamente
que el uso eficiente de este tipo de medicamentos estd respaldado por la
disponibilidad de biomarcadores predictivos apropiados. Los biomarcadores
predictivos son caracteristicas tumorales que pueden determinarse
objetivamente y que se consideran indicadores de la respuesta farmacologica
que puede presentar el paciente a cierto medicamento (14). Las técnicas de
ultra-secuenciacion génica modernas han permitido recientemente la

identificacion de nuevas alteraciones moleculares potencialmente inductoras
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de la carcinogénesis en los distintos tipos tumorales, algunas con clara

relevancia terapéutica.

En 2017, pembrolizumab, un anticuerpo monoclonal desarrollado como
inmunoterapia del cancer, fue el primer firmaco en la historia de la Oncologia
en recibir la aprobacion por parte de la agencia regulatoria del medicamento
en Estados Unidos (FDA) de forma agndstica para la histologia. Esta
aprobacion acelerada incluia el tratamiento de cualquier tipo tumoral
independientemente de su 6rgano de origen, siempre y cuando éste tuviera el
biomarcador predictivo validado y definido como alta inestabilidad de
microsatélites (MSI-H) o defectos en la reparacion de los errores de
emparejamiento (IMMR) (15). La aprobacion acelerada de pembrolizumab
fue respaldada por los datos obtenidos en sélo 149 pacientes MSI-H/dMMR
que habian sido incluidos en cinco ensayos clinicos no randomizados,
objetivandose una tasa de respuesta objetiva (ORR) del 39.6% en este

subgrupo de pacientes (intervalo de confianza (IC) 95%, 31.7-47.9).

Otro ejemplo muy ilustrativo es el caso de las translocaciones en los genes del
NTRK (16). Aunque las translocaciones de NTRK se conocian desde hace mas
de tres décadas, las nuevas tecnologias han sido las que han revelado su
presencia en una amplia gama de tipos tumorales, especialmente en casos
pediatricos y entre histologias consideradas raras. En este contexto, durante el
desarrollo de algunos de los inhibidores de primera generacion de TRK, los
pacientes ya fueron pre-seleccionados para participar en los ensayos fase 1/2
mediante un criterio de selecciéon molecular predefinido con alteraciones de
los genes NTRK1/2/3 (17, 18). Mediante esta estrategia de enriquecimiento, el
pan-inhibidor selectivo de TRKA/B/C larotrectinib, demostré6 una ORR del
81% (IC 95%, 72-88) entre los 122 pacientes NTRK-translocados tratados (19).
Con esta clara evidencia de que las fusiones de NTRK son potentes
biomarcadores predictivos para los inhibidores de TRK, el 26 de noviembre
del 2018, larotrectinib fue aprobado por la FDA para el tratamiento de
pacientes con cancer avanzado portadores de alguna fusion de los genes NTRK,

independientemente de la histologia tumoral, de la edad del paciente y del tipo
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de fusion/gen NTRK asociado. Esta designacion ha permitido que puedan
tratarse de forma dirigida un subgrupo de pacientes afectos de céncer
avanzado sin alternativas terapéuticas efectivas. Sin este desarrollo precoz
guiado por un biomarcador fiable, la comercializacion de los inhibidores de
TRK hubiera resultado poco probable debida a su escasa demanda, por tratarse

de una patologia que afecta menos del 5% global de los pacientes oncologicos.

Los casos de pembrolizumab y larotrectinib son dos claros ejemplos de coémo
la aplicacion de las nuevas tecnologias estd permitiendo obtener un perfil
molecular tnico y especifico de cada paciente, que guia la 6ptima seleccion de
un tratamiento personalizado (20). En este contexto, los estudios fase 1 estan
adquiriendo progresivamente un papel mas central en el proceso de desarrollo
de nuevos farmacos, enriqueciendo la poblacion participante de acuerdo con
biomarcadores exploratorios pre-especificados para identificar tendencias y
senales que puedan ayudar a definir sub-poblaciones de respondedores (21).
En un proceso similar, los mecanismos de resistencia a dichas terapias
dirigidas han empezado a describirse precozmente como resultado de la
investigacion traslacional realizada conjuntamente en estos ensayos fase 1 (22).
Estamos, por lo tanto, siendo testigos de como la investigacion clinica y
traslacional se han ido acercando, con tal de desarrollar en paralelo los mejores
agentes dirigidos y alinearlos con sus biomarcadores predictivos dptimos para

que orienten su uso adecuado.

Protocolos investigacionales que permiten la obtencion de muestras de estas
pequenias poblaciones de pacientes seleccionados molecularmente (biopsias de
tejido tumoral, muestras de sangre o autopsias en caliente), han demostrado
ser factibles de implementar en paralelo al curso de ensayos clinicos (23). Tal
y como ilustra la figura 1, se trata de iniciativas traslacionales disefiadas para
intentar generar lineas celulares y xenoinjertos derivados de pacientes (PDXs),
ademads de permitir la obtencidon de valiosas muestras biologicas cuyo analisis
mediante técnicas de ultra-secuenciacion resulta crucial para avanzar en el

conocimiento de una via de sefalizacion y sus agentes dirigidos (24).
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Figura 1. Identificacion de poblaciones de pacientes seleccionados molecularmente y aplicacién de
protocolos traslacionales. La identificacion de alteraciones moleculares concretas permite el
enriquecimiento de los pacientes candidatos a participar en ensayos clinicos con nuevas terapias
dirigidas. La implementacion de estrategias traslacionales en paralelo a estos ensayos con la finalidad
obtener muestras bioldgicas de estos pacientes (biopsias tumorales y muestras de sangre en distintos
momentos de la enfermedad, autopsias en caliente), es una herramienta muy valiosa para poder disponer
de muestras de tejido y generar xenoinjertos derivados de pacientes (PDXs), que permitan realizar
estudios preclinicos correlativos para incrementar el conocimiento sobre las distintas dianas moleculares.

3.2. Biologia molecular de la via del FGFR:FGF.

El eje del receptor del factor de crecimiento fibroblastico (FGFR) y sus
ligandos (FGFs) es una via de sefalizacion intracelular compleja que estd
implicada en multiples procesos de la homeostasis celular normal (25).
Filogenéticamente existen hasta 22 tipos distintos de FGFs, polipéptidos que
se agrupan en siete subfamilias (26). Aunque gran parte de ellos median sus
funciones actuando como ligandos de los FGFR (FGF1-10 y FGF15-23),
existen algunos como FGF11-14 que acthan a nivel intracelular
independientemente de su uniéon a un receptor tirosina quinasa (27). A
excepcion de estos ligandos FGF11-14 de secrecion intracrina, la mayoria de
los FGFs son secretados por los distintos tejidos del cuerpo de forma paracrina

(FGF1-10/16-18/20/22) o endocrina (FGF15/19/21/23), y en el caso de los
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FGF1-2, éstos son liberados directamente en contexto de dafio celular bajo
condiciones de estrés, independientes de la via estdndar de exocitosis (28). En
condiciones basales, gran parte de estos ligandos se encuentran secuestrados a
nivel de la matriz extracelular, a través del entramado de fuerzas
electrostaticas que conforman los glicosaminoglicanos del heparan sulfato
(HSPGs) y de las proteinas klotho, proteoglicanos que interactuan
especificamente con los FGFs hormonales. Las interacciones que se establecen
entre FGFs:HSPGs o klotho contribuyen a crear un reservorio local de los
distintos ligandos, de modo que éstos se encuentran protegidos de la
degradacion en el espacio extracelular pero disponibles segin varien los
requerimientos homeostasticos de la célula en determinadas circunstancias.
Las proteasas de la matriz extracelular se encargan de degradar selectivamente
los proteoglicanos, liberando el subtipo de FGF que la célula precisa en cada

momento (29).

Una vez liberados, los FGFs se unen a uno de los cuatro distintos receptores
FGFR1-4, induciendo la dimerizacion del receptor y con ello la fosforilacion
del dominio tirosina quinasa intracelular. Los FGFR son receptores tirosina
quinasa altamente conservados a lo largo de la evolucién humana, y como tal,
comparten la estructura clasica compuesta por una porcion extracelular, una
porcioén intramembranosa y un dominio carboxi-terminal intracelular. De
hecho, existe un quinto receptor FGFRS, en realidad conocido como FGFRLI1,
que puede unirse a ligandos pero no tiene actividad tirosina quinasa. Se
postula que este FGFRL1 actia como co-receptor transmembrana para la
dimerizacién de otros receptores tirosina quinasa, y como mecanismo de

feedback negativo a la activacion de FGFR1-4 (30).

En la porcion extracelular de FGFRI1-4 se diferencian tres dominios de
caracteristicas inmunoglobulina (Igl-III), que se encargan de modular la
actividad del receptor y de refinar su afinidad por los distintos ligandos: 'el
extremo mas distal amino-terminal, contiene una region rica en aminoacidos
serina a nivel Igl-II que se conoce como la caja 4cida, y que desempefia un

papel fundamental en la auto-inhibicién del receptor; “los proteoglicanos de la
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matriz extracelular estan anclados a nivel de la porcion Igll del FGFR,
controlando de forma estricta la liberacion de FGFs; y °la region IgII-III
contiene el punto critico de uniéon de los FGFs para desencadenar el cambio

conformacional del receptor y su activacion subsecuente.

La union del ligando con el receptor induce el acoplamiento-fosforilacion de
otras proteinas adaptadoras, como la proteina sustrato 2 del FGFR (FRS2),
desencadenando asi la activacion sucesiva de maultiples cascadas de
sefializacion intracelular como PI3K/AKT/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK y
JAK/STAT, que finalmente activan la transcripcion de genes implicados en
aquellos procesos biologicos en los que el eje FGFR:FGF desempefia un
papel crucial (31). La figura 2 resume de forma esquematica la complejidad

del eje FGFR:FGF descrito.
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Figura 2. Esquema de la via del FGFR:FGF.

La via del FGFR desempefia un rol fundamental en multiples procesos
biologicos en el individuo sano, que van desde la organogénesis, el

metabolismo y la angiogénesis. De hecho, se postula que ya desde etapas muy
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tempranas del desarrollo embrionario, se organiza una distribucion temporo-
espacial muy especifica para cada uno de los receptores y sus ligandos,
sugiriendo que los perfiles de expresion de los FGFR y sus FGFs determinan
los efectos bioldgicos de esta via de sefializacion en los distintos contextos
celulares. De hecho, su papel crucial en la migracion celular y diferenciacion
de los tejidos se conoce desde hace muchos afios, pues hay descritos en la
literatura multiples sindromes de displasias esqueléticas asociados a un
funcionamiento aberrante de la via, en la mayoria de casos por mutaciones

germinales en los genes del FGFR (32).

Por otro lado, los ligandos endocrinos constituyen una subfamilia de FGFs que
estan implicados en la regulacion fina de ciertos procesos metabdlicos del
organismo. FGF19/21 presentan la particularidad de que requieren del
proteoglicano beta-klotho (Bklotho) para formar el complejo terciario
FGFR:FGF:Bklotho, y esto condiciona su area de actuacion en el organismo.
La especificidad por el receptor FGFR4:Bklotho limita que FGF19 desempeiie
sus funciones sobretodo a nivel hepdatico, suprimiendo la gluconeogénesis,
inhibiendo la sintesis de los 4cidos biliares y estimulando la glicogénesis (33).
En cambio, FGF21 puede unirse a otros receptores en distintas zonas del
cuerpo, y desempefia acciones antagdnicas, estimulando la gluconeogénesis y
reprimiendo la lipogénesis (34). FGF23 se encarga del ajuste de los niveles de
calcio-fosfato del cuerpo, mediante la co-regulacion con las glicoproteinas de
membrana alfa-klotho y el FGFRI expresados a nivel de la glandula

paratiroidea, el tibulo distal renal y el hueso (35).

Finalmente, numerosos trabajos han descrito el papel de la via del FGFR a
nivel de la angiogénesis. FGFR1-2 se expresan normalmente en la superficie
de los vasos sanguineos, y mediante la union de los ligandos FGF1-2 inducen
la proliferacion de nuevas células endoteliales y de factores que promueven la
adhesion celular. Asi pues, FGFR:FGF estaria implicado fundamentalmente
en la formacion de neo-vasos en respuesta a cicatrizacion de heridas, como
mecanismo complementario al que desempenan VEGFR:VEGF en la

formacion de nuevos vasos en condiciones de homeostasis basal (36).
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3.3. Alteraciones génicas en la via del FGFR:FGF y relevancia en la

carcinogénesis humana.

La aplicacion de nuevas técnicas de secuenciacion génica ha permitido
detectar en los ultimos afios una gran variedad de alteraciones moleculares en
los genes codificantes para los cuatro receptores FGFR y sus ligandos entre
los diferentes tipos de tumores sélidos. La mayoria de estas alteraciones
pueden inducir las distintas etapas de la carcinogénesis en aquellas células
cuya transformacion neopldsica es dependiente de estos oncogenes,
favoreciendo su proliferacion incontrolada y angiogénesis aberrante, asi como
su capacidad de metastatizacion y la resistencia a farmacos (37). Asi pues, la
via del FGFR:FGF ha suscitado un renovado interés en el campo de la
investigacion oncologica, emergiendo como una via clave para optimizar las

opciones terapéuticas de los pacientes con cancer.

Las distintas isoformas de los FGFR y sus ligandos se distribuyen
desigualmente por los distintos tejidos del cuerpo, lo que traduce
probablemente el papel diferencial que cada uno de ellos tiene en las distintas
etapas de la embriogénesis humana. Del mismo modo, esta distribucion
organo-especifica parece mantenerse durante la carcinogénesis, por lo que
ciertas alteraciones moleculares son altamente especificas de ciertos tipos
tumorales. Muchas de estas alteraciones moleculares, independientemente del
subtipo de receptor afecto o del tipo histolégico, conllevan unos rasgos de
mayor desdiferenciacion tumoral, asociandose a resistencia a las terapias

convencionales y a una supervivencia reducida.

Las translocaciones cromosomicas son el desplazamiento de un segmento de
un cromosoma a un nuevo lugar del genoma, una reordenacion del material
genético entre cromosomas, sin que haya pérdida o ganancia de informacion
genética. Este proceso de translocacion puede dar lugar a genes de fusion,
genes que se originan por la unidn de partes procedentes de dos genes distintos,
dando lugar a una nueva proteina de fusion. Actualmente, estas

translocaciones del FGFR y sus genes de fusion generados de novo se
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encuentran precisamente en el foco de atencion del desarrollo de nuevos
farmacos, ya que proporcionan objetivos terapéuticos muy atractivos. Pero
existen también otras alteraciones moleculares, como mutaciones Yy
amplificaciones del FGFR:FGF, que se estan estudiando con mayor detalle

por su potencial implicacion en la carcinogénesis de tumores F'GFR-alterados.

La tabla 1 recoge las principales alteraciones moleculares descritas en los
genes codificantes de los FGFR y de los ligandos FGF3-4-19 (11q), aquellos
tipos tumorales en los que es mas frecuente detectarlas y algunas de las

caracteristicas fenotipicas que se han asociado con ellas.
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Tabla 1. Principales alteraciones moleculares de los genes de la via del FGFR:FGF en tumores solidos y sus implicaciones clinicas.

FGFR1 Amplificacion Carcinoma no microcitico pulmén escamoso 10-20% Mayor afectacion linfética. (38, 39)
Carcinoma no microcitico pulmoén adenocarcinoma | 6% Resistencia a tratamiento anti-EGFR. (40, 41)
Carcinoma microcitico pulmoén 6% Quimio-resistencia (42,43)
Carcinoma escamoso del area cabeza y cuello 10% Mutuamente exclusivo con infeccion por HPV y peor pronéstico. (44, 45)
Carcinoma escamoso de es6fago 9-12% Peor pronostico. (46, 47)
Carcinoma mama receptores hormonales + 10% Resistencia endocrina y metastatizacion precoz. (48, 49)
Carcinoma triple negativo mama 4% Tumores mas vascularizados. (50, 51)
Carcinoma ovario 4% Resistencia a platinos. (52, 53)
Adenocarcinoma endometrio 4% No evaluado especificamente. (54)
Carcinoma urotelial invasivo 11% No evaluado especificamente. (55)
Adenocarcinoma de prostata 8% Resistencia a la castracion en pacientes hormono-naive. (56)
Osteosarcoma 18% Quimio-resistencia. (57
Mutacién Melanoma 4% Variante de significado incierto. (58)
11q Amplificacion Carcinoma no microcitico pulmén escamoso 12% Posible dependencia de la co-amp del FGFR1 para activaciéon de la | (39, 59)
Carcinoma no microcitico pulmén adenocarcinoma | 4% via. (41)
Carcinoma mama receptores hormonales + 15% (48,59)
FGFR2 Amplificacion Adenocarcinoma géstrico 7% Tumores sin HER2/METamp con mayor invasion linfovascular. (60-62)
Carcinoma triple negativo mama 4% No evaluado especificamente. (63)
Mutacién Adenocarcinoma endometrio 12% Mutuamente exclusivo con KRASmut. (64, 65)
Melanoma 9% Variante de significado incierto. (58)
Translocacion Vias biliares 8-13% Mutuamente exclusivo con KRAS/BRAFmut. (66, 67)
FGFR3 Mutacién Carcinoma escamoso cérvix 25% No evaluado especificamente. (68)
Carcinoma urotelial invasivo 15% Subtipo luminal-papilar. (55, 69)
Translocacién Carcinoma pulmén no microcitico 1% Tumores mas grandes, pobremente diferenciados. (70)
Carcinoma urotelial invasivo 6% Subtipo luminal-papilar. (55, 69)
Glioblastoma 3-7% Mutuamente exclusivo con MET/PDGFR/EGFRamp. (71,72)
FGFR4 Amplificacion o | Hepatocarcinoma 15-40% Niveles elevados de afeto-proteina, pobre diferenciacion. (73,74)
sobreexpresion Adenocarcinoma colon 4% Resistencia a tratamiento anti-EGFR. (75)
Mutacién Melanoma 4% Variante de significado incierto. (58)
Rabdomiosarcoma 8% Quimio-resistencia. (76)

Abreviaciones: Prev (prevalencia); Ref (referencia); amp (amplificacion); mut (mutacion); HPV (Virus del Papiloma Humano).
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3.4. Desarrollo de farmacos inhibidores del FGFR.

Dado que las alteraciones moleculares en la via del FGFR:FGF parecen ser un
denominador comun en distintos tumores, en los ultimos anos se ha hecho un
esfuerzo en desarrollar estrategias terapéuticas con tal de bloquear su efecto
sobre la proliferacion celular. Algunos estudios in vitro han demostrado que la
inhibicion de la via ocasiona la muerte celular en lineas celulares de cancer de
mama FGFRI-amplificado, demostrando que estas células dependen de la
activacion FGFR para su viabilidad (77). Asimismo, estudios de eficacia in
vivo utilizando modelos de xenoinjerto de ratdon con carcinoma endometrial
FGFR2-mutado han demostrado su sensibilidad a inhibidores tirosina quinasa
del FGFR, avalando la dependencia oncogénica de los tumores portadores de

estas aberraciones (78).

En segundo lugar, es conocido el papel de la via del FGFRI-2 y de sus
ligandos en la formacion de vasos aberrantes tumorales y como mecanismo de
resistencia a la terapia anti-angiogénica. De hecho, se ha demostrado un
aumento de FGF a la progresion en pacientes afectos de glioblastoma tratados
con cediranib, un inhibidor multi-tirosina quinasa que bloquea VEGF (79).
FGF1-2 ejercerian su papel de factores pro-angiogénicos como mecanismo
compensatorio para facilitar la formacion de nuevos vasos cuando la
angiogénesis basal mediada por VEGFR:VEGF esta bloqueada mediante
farmacos anti-VEGF (80). El aumento de los niveles de FGF detectado en
pacientes afectos con cancer de colon tratados previamente con bevacizumab

también avala esta hipotesis (81).

Finalmente, se ha demostrado que la activacion de FGFR1:FGF2 promueve la
transformacion epitelio-mesénquima (EMT) en lineas celulares de cancer de
pulmén FGFRI-amplificadas, mediante la sefializacion intracelular a través
del eje FGFRI/ERK1-2/SOX2 (82). Este paso de EMT resultaria crucial para
la adquisicion de capacidad invasiva de estos tumores y su posterior

diseminacion metastasica. Asi pues, mediante la inhibicion combinada de tres
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de los rasgos mads distintivos de las células tumorales, como son Ia
proliferacion celular, la angiogénesis y capacidad de metastatizacion, los
nuevos farmacos inhibidores del FGFR han emergido como una opcion

terapéutica prometedora para el tratamiento del cancer.

Actualmente, distintos farmacos inhibidores del FGFR se encuentran en
proceso de desarrollo. La mayor parte de estos inhibidores del FGFR pueden
clasificarse segun el grado de selectividad que presentan para inhibir
especificamente el receptor FGFR: 'inhibidores no-selectivos del FGFR de
primera generacion (MTKI), pequefias moléculas con biodisponibilidad oral
que pueden ocasionar efectos secundarios adicionales por la inhibicion
paralela de multiples quinasas; inhibidores selectivos del FGFR (FGFRinh), la
mayoria farmacos orales que incluyen los ‘pan-inhibidores de segunda
generacion, con actividad altamente dirigida hacia los FGFR o FGFs (ICsg <10
nmovL) asi como los 3inhibidores ultra-selectivos de tercera generacion,
disefiados para bloquear la activacion mediada por un tinico FGFR especifico,
Asimismo, se han disefiado algunos anticuerpos endovenosos FGFRinh,
potenciando sinérgicamente en algunos casos la citotoxicidad celular mediada
por anticuerpo (ADCC) (83). En cualquiera de los tres casos, la mayoria de
estos farmacos han demostrado actividad anti-proliferativa y anti-angiogénica
en experimentos preclinicos in vitro con lineas celulares y en modelos in vivo
(25). Sin embargo, existen ciertas diferencias notables a nivel mecanistico que
explican las diferencias de eficacia y de toxicidad evidenciadas entre los dos

grandes grupos de MTKI y FGFRinh.

Los MTKI se conocen como inhibidores multi-tirosina quinasa de amplio
espectro, pues no solo obtenemos los efectos dirigidos contra el receptor
tirosina quinasa deseado, en este caso el FGFR, sind que también aparecen los
efectos colaterales derivados de la inhibiciéon de otros receptores tirosina
quinasa. El motivo de esta inhibicion mas amplia se debe en parte a que los
receptores tirosina quinasa son receptores transmembrana cuya estructura esta
altamente preservada a lo largo de la evolucion humana (84). A pesar de los

avances en biotecnologia, esta proximidad filogenética del FGFR con otros
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receptores tirosina quinasa es tan cercana, que resulta muy complejo obtener
inhibidores dirigidos limitados a un tUnico receptor. Aunque a veces, esta
peculiaridad bioldgica se ha aprovechado también como ventaja a la hora de
disefiar los MTKI, para que asi engloben un abanico de acciones mas amplio

contra mas de uno de los sellos distintivos de las células tumorales.

Muchos de los MTKI han sido desarrollados como farmacos anti-angiogénicos
en primera instancia, como es el caso del lenvatinib, un MTKI con actividad
inhibitoria de FGFR1-4/VEGFRI1-3/PDGFRo/c-KIT/RET (85), cuyo
desarrollo se centr6 en el tratamiento de los tumores tiroideos refractarios al
radio-yodo (86). También ocurridé con el nindetanib, firmaco angio-quinasa
triple inhibidor de FGFR/VEGFR/PDGFR (87), cuyos resultados en
monoterapia fueron limitados y pas6 a desarrollarse en multiples regimenes,
aprobandose tras los resultados del ensayo fase 3 LUME-Lung [ en
combinacion con docetaxel para el tratamiento de segunda linea del cancer de
pulmoén no microcitico metastasico (88). En otros casos, el MTKI dovitinib,
inhibidor de FGFR1-3/VEGFR1-3/PDGFRa-f/c-KIT/FLT3, demostrd desde
sus etapas precoces actividad in vivo e in vitro en modelos especificos de
tumores de endometrio FGFR2-mutado (89) y mama FGFRI-amplificado (90),
siendo desarrollado entonces dirigidamente en sendos ensayos fase 2 para
estas histologias. En el caso del cancer de endometrio, el estudio fue
considerado negativo dado que las diferencias en supervivencia libre de
progresion (SLP) no fueron estadisticamente significativas en un primer
analisis interino (SLP a las 18 semanas del subgrupo FGFR2-mutado 35%
versus FGFR2-no mutado 25%) (91). Sin embargo, en el caso de las 81
pacientes con cancer de mama metastasico reclutadas en el ensayo fase 2
multi-cohorte, se objetivd una respuesta parcial no confirmada o estabilizacion
de la enfermedad en el 25% de pacientes del subgrupo FGFRI-amplificado
(90). El hecho de que so6lo 1 paciente sin dicha alteracion molecular presentara
beneficio sugiri6 que en realidad el farmaco tenia actividad sélo en las

pacientes con tumores dependientes de la via FGFR.
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Con esto datos, posteriores MTKI se desarrollaron ya enfocados en algunas
poblaciones de pacientes seleccionados molecularmente segln sus alteraciones
en los genes del FGFR:FGF. Soria JC. et al (92) reportaron en 2014 datos
muy esperanzadores en el subgrupo de 12 pacientes con céncer de mama
FGFRI-amplificado tratadas en el ensayo fase 1 con lucitanib, MTKI anti-
FGFR1-3/VEGFR1-3/PDGFRa-B/c-KIT/CSF-1R. Se objetivo una tasa global
de respuesta parcial segun criterios RECIST del 50% entre estas pacientes
FGFR-alteradas (6 de 12 pacientes), con respuestas precoces en la primera
valoracion de respuesta y duraciones de mas de 1 afio en algunos de los casos.
Desafortunadamente, atin a dia de hoy no se han reportado datos adicionales
del analisis de biomarcadores predictivos en dicho subgrupo de pacientes
respondedoras. El analisis exploratorio dentro del posterior ensayo fase 2
FINESSE, sugirid6 que el beneficio al lucitanib era mayor entre aquellas
pacientes con cancer de mama FGFRI-amplificado con alta expresion de la
proteina FGFR1, evaluada mediante técnicas inmunohistoquimica (IHC, H-

score >50) (93).

ODM-203 con actividad anti-FGFR1-4/VEGFR1-3/PDGFRo/RET/SIK2, ha
demostrado ser activo también en pacientes pre-seleccionados, objetivandose
una respuesta en un tumor mioepitelial FGFR2-mutado y estabilizaciones
radioldgicas en un colangiocarcinoma FGFR2-translocado, un céncer de
mama FGFRI-amplificado y un carcinoma tiroideo FGFR2-deleccionado (94).
Derazantinib, MTKI con actividad pan-FGFR1-4/VEGFR1-3/PDGFRa-
B/RET/KIT, ha demostrado actividad entre los 18 pacientes con alteraciones
de la via del FGFR incluidos en su ensayo fase 1, destacando dos respuestas
parciales en dos colangiocarcinomas intrahepaticos FGFR2-translocados y en

un carcinoma urotelial con co-amplificacion del FGFR2/FGF19 (95).

Sin embargo, cabe destacar que estos MTKI han presentado un significativo
porcentaje de efectos secundarios no deseados, derivados precisamente de su
potente accion anti-VEGFR (p.ej. proteinuria, hipertension, diarreas, astenia).

Este perfil dominado por la toxicidad VEGFR-mediada podria haber limitado
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la posibilidad de mantener una adecuada intensidad de dosis para bloquear la
via del FGFR por parte de estos fairmacos, minimizando asi su potencial

terapéutico en los pacientes con alteraciones de la via del FGFR.

En los tultimos afios se han desarrollado los FGFRinh selectivos, con el
objetivo de bloquear mas selectivamente la quinasa dependiente de activacion
del receptor FGFR pero disminuyendo los efectos secundarios derivados del
bloqueo de otras quinasas. En general, la mayoria de estos FGFRinh han sido
desarrollados en multiples tipos tumorales, pero pre-seleccionando ya desde
fases muy tempranas a aquéllos individuos con mayores posibilidades de
beneficiarse tras detectarseles una alteracion molecular en alguno de los genes
del FGFR:FGF. Los FGFRinh pueden sub-clasificarse ademas segun el tipo
de unidon que tengan con el sitio catalitico del FGFR. Los inhibidores
reversibles se unen al dominio tirosina quinasa de forma transitoria, mientras
que los inhibidores irreversibles reaccionan de forma covalente con el receptor,
impidiendo su actividad enzimética de forma permanente (96). Esto se traduce
en que los FGFRinh irreversibles mantienen un efecto inhibitorio mas potente
y que perdura mas alla de su anclaje con el receptor, de hecho hasta que el
complejo FGFR:FGFRinh es transportado en una vesicula de endocitosis para

su degradacion hacia los lisosomas de la célula.

La tabla 2 recoge algunos de los FGFRinh desarrollados en poblaciones
molecularmente seleccionadas y su mecanismo de accion, asi como las sefiales
incipientes de eficacia objetivadas durante los ensayos fase 1 y las toxicidades
que han ayudado a redefinir su dosis Optima para los subsecuentes ensayos

fase 2.
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Tabla 2. Ensayos fase 1 desarrollando FGFRinh en poblaciones de pacientes molecularmente seleccionados.

FGFRinh

Pan-FGFRinh selectivos 2

RP2D Signos iniciales eficacia

neracion

Introduccion

Pan-FGFRinh reversibles
AZDA4547 FGFR1-3 80 mg vo. BD Fallo renal - Escalada: 1 PR FGFR1amp escNSCLC, 4 SD (2 FGFR3mut vejiga, 1 FGFRlamp | (97-
continuo Mucositis mama, 1 FGFR1amp escNSCLC). 100)
Alteracion fx hepética | - Expansién FGFR1amp escNSCLC: 1 PR, 4 SD.
Hiperfosfatemia - Expansion FGFR2amp gastrico: 1 PR, 4 SD.
Infigratinib FGFR1-3 125 mg vo. OD Transaminitis 7 PR (4 FGFR1amp escNSCLC, 3 FGFR3mut vejiga), otras SD (FGFR1/2amp- (101)
(BGJ398) intermitente Hiperfosfatemia FGFR3mut mama, FGFR2trans/mut vias biliares).
(3sem/1) Toxicidad corneal - Cohorte FGFR1amp escNSCLC: 4 PR, 14 SD.
- Cohorte FGFR3mut vejiga: 3 PR, 3 SD.
Debio1347 FGFR1-3 80 mg vo. OD Sequedad mucosas 6 PR (2 FGFR3trans ca. urotelial, I FGFR2amp endometrio, 1 FGFR2trans CCA, 1 (102)
continuo Estomatitis FGFR2amp/mut cérvix, 1 FGFR1amp/FGFR2trans mCRC), 16 SD.
Hiperamilasemia
Hipercalcemia
Hiperfosfatemia
Hiperbilirrubinemia
Rogaratinib FGFR1-4 800 mg vo. BD No alcanzadas - Escalada: 1 PR FGFR3 mRNAh escORL, 1 FGFR1 mRNAh ACC lengua, 1 (103-
(BAY1163877) continuo FGFR1 mRNAh escNSCLC, 5 SD (1 FGFR3 mRNAh gastrico, 1 escNSCLC, 1 105)
adeNSCLC; 1 FGFR2 mRNAh mama; 1 FGFR1 mRNA hemangioendotelioma).
- Expansion FGFRalt ca.urotelial: 12 CR o PR.
LY2874455 FGFR1-4 16 mg vo. BD Hiperfostatemia - Escalada: 1 PR gastrico, 14 SD. (106)
continuo Transaminitis - Expansion NSCLC: 11 SD.
Fatiga - Expansion gastrico: 1 PR, 12 SD.
Erdafitinib FGFR1-4 10 mg vo. OD Transaminitis - Escalada: 5 PR (3 FGFR2/3trans ca. urotelial, ] FGFR3trans glioblastoma, 1 (107-
(INJ42756493) intermitente FGFR2trans endometrio). 110)
(1sem/1) - Cohorte FGFRalt ca. urotelial: 12 CR/PR.
- Cohorte FGFRalt CCA: 3 CR/PR.
FP-1039 FGF trap 20 mg/kg ev. Urticaria No clara eficacia en pacientes no FGFRalt seleccionados. SD (41% de pacientes, 1 | (111)
intermitente Perforacion GI mCPRC -20% reduccion tumoral durante >7 meses y descenso de captacion FDG-
(4sem/2) Neutropenia PET).
Debilidad muscular
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Pan-FGFRinh irreversibles

Futibatinib FGFR1-4 20 mg vo. OD Transaminitis - Escalada: 4 PR (3 FGFR2trans CCA, 1 FGFRImut ODG). (112,

(TAS120) continuo Hiperbilirrubinemia - Cohorte FGFRalt CCA: 10 PR (7 FGFR2trans, 2 FGFR2rear, 1 co-rear/amp), 113)
Elevacion CPKs 15 SD FGFR2trans.

PRN1371 FGFR1-4 Pendiente No alcanzadas 1 SD (FGFR1mut mama). (114)

FGFRinh ultra-selectivos de 3* generacion

Bemarituzumab FGFR2b 15 mg/kg ev. 2w No alcanzadas Cohorte FGFR2b-over gastrico: 5 PR -4 confirmadas-. (83)

(FPA144) (isoform2b)

MGFR1877S FGFR3 30 mg/kg ev. q28d Trombocitopenia 9 SD (5 ca. urotelial, 2 ACC, 2 carcinoides). (115)

Roblitinib FGFR4- 120 mg vo. OD | Transaminitis Cohorte HCC: tasa global de respuesta 8% (116)

(FGF401) Bklotho (posologia en ayunas) | Hiperbilirrubinemia

Fisogatinib FGFR4 600 mg vo. OD Dolor abdominal Cohorte HCC FGF19 IHC+: 1 CR, 4 PR, 6 SD. (117)

(BLUS54) continuo Fatiga

Abreviaciones: RP2D (Dosis Recomendada para el Ph2); DLTs (Toxicidad Limitante de Dosis); Ref (referencia); vo (via oral); ev (via endovenosa); BD (dos veces al dia); OD (una vez
al dia); q2w (dosificacion cada 2 semanas); q4w (dosificacion cada 28 dias); PR (Respuesta Parcial); SD (estabilizacion); amp (amplificado); mut (mutado); trans (translocado); rear
(re-ordenamientos génicos); over: sobreexpresion, mRNAh (niveles altos de expresion ARN mensajero); FGFRalt (alteraciones del FGFR); escNSCLC (carcinoma de pulmén no
microcitico histologia escamosa); adeNSCLC (carcinoma de pulmén no microcitico histologia adenocarcinoma); ca. urotelial (carcinoma urotelial); CCA (colangiocarcinoma); mCRC
(cancer colorrectal metastasico); escORL (carcinoma escamoso del area de cabeza y cuello); ACC (Carcinoma Adenoide quistico); perforacion GI (perforacion Gastrolntestinal);
mCPRC (Céncer de Prostata Resistente a la Castracion metastasico); CPKs (enzimas creatinina quinasa); ODG (OligoDendroGlioma); HCC (HepatoCarcinoma); FGF19 ITHC+
(ImmunoHistoquimica positiva para la expresion del ligando FGF19).

34



Introduccién

De hecho, algunos de los FGFRinh ya estan en fases avanzadas del desarrollo:
por ejemplo, erdafitinib, ha sido el primer inhibidor selectivo aprobado por la
FDA como farmaco anti-canceroso para el tratamiento para el carcinoma
urotelial refractario con mutaciones o translocaciones del FGFR2/3, a la
progresion durante o tras primera linea de quimioterapia con platinos (118).
Ademas, recientemente la FDA también ha dado su aprobacion acelerada a
otro FGFRI1-3inh reversible, pemigatinib, para colangiocarcinomas con
translocaciones o fusiones del FGFR2, en base a los resultados del ensayo fase

2 FIGHT-202 (119).

En la actualidad, atin queda por discernir si el efecto anti-tumoral observado
con los MTKI en comparacion con los FGFRinh se debe o no a su inhibicion
simultanea del VEGFR y/o sobre otras quinasas, y si los efectos secundarios
indeseados de estos MTKI podrian ahorrarse optimizando los FGFRinh en
poblaciones de pacientes molecularmente seleccionados. Lo que parece claro
es que el éxito de los ensayos desarrollando FGFRinh dependera de que
seamos capaces comprender mejor su mecanismo de accion y de identificar
con mayor precision biomarcadores predictivos de respuesta que nos permitan
seleccionar de forma aquellos pacientes que pueden obtener un mayor
beneficio de estos farmacos. El anexo 1 resume la relacion actual de algunos

de los ensayos desarrollando FGFRinh en monoterapia en tumores solidos.

3.5. Potenciales biomarcadores predictivos de respuesta a los FGFRinh.

A medida que los distintos FGFRinh van avanzando en las distintas etapas de
su desarrollo, resulta fundamental analizar algunos de los datos de eficacia
obtenidos hasta la fecha para intentar identificar los posibles determinantes
moleculares de respuesta a estos farmacos (ver tabla 2). En global, las
alteraciones moleculares de la via FGFR:FGF son raras, y de hecho, se

detectaron en so6lo un 7.1% de los pacientes (66% amplificaciones, 26%
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mutaciones, 8% translocaciones) de una cohorte de mas de 4.853 muestras

tumorales, incluyendo 47 subtipos histologicos distintos (120).

Por lo general, las translocaciones del gen FGFR resultan en una activacion
constitutiva del receptor, debido a la fusion del dominio quinasa intracelular
del FGFR con la porcion N-terminal de otro gen que contiene algin dominio
que promueve la dimerizaciéon continua del receptor resultante, con su
consecuente fosforilacion intracelular y activacion oncogénica de la via (71).
Precisamente han sido los pacientes con translocaciones del FGFR aquellos
que han presentado una mayor eficacia en los ensayos fase 1 iniciales
evaluando estos FGFRinh. Los 3 pacientes con colangiocarcinoma FGFR2-
alterado (2 translocados y 1 mutado) tratados en el ensayo fase 1 con BGJ398
presentaron una reduccion del tamafio tumoral (101), y estos datos impulsaron
el posterior desarrollo del ensayo fase 2 especifico en esta poblacion
seleccionada (121). La DCR reportada en el ensayo fase 2 fue del 83.6% (IC
95%, 72.5-91.5) en el subgrupo de 71 pacientes FGFR2-translocados (122).
Asimismo, entre los 28 pacientes afectos de colangiocarcinoma FGFR2-
translocado tratados con TAS-120, se objetivaron 7 respuestas parciales
confirmadas (113). Cabe destacar que 3 de estas respuestas ocurrieron en
pacientes previamente tratados con un FGFRinh reversible, avalando asi los
estudios preclinicos in vitro que demuestran que los FGFRinh covalentes
podrian ser efectivos en aquellos casos en los que la resistencia a un FGFRinh

previo es mediada por mutaciones en el residuo catalitico del FGFR (123).

No so6lo las fusiones en FGFR2 serian eventos oncogénicos en los
colangiocarcinomas, sin6 que se han descrito respuestas en relacion con otras
translocaciones en distintas histologias: cuatro carcinomas uroteliales FGFR3-
TACC3 y uno FGFR2-BICCI/FGFR2-CASP7, un céancer de colon FGFR2-
INA, un glioblastoma FGFR3-TACC3 y un carcinoma endometrial FGFR2-
BICCI1/FGFR2-OFDI, entre otras (107, 124). Las implicaciones de estos
resultados suponen un nuevo reto en el ambito de la medicina de precision,
dado que serd necesario un esfuerzo adicional para mejorar las técnicas de

secuenciacion para ser capaces de detectar estas raras translocaciones y
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entender las consecuencias funcionales de los nuevos genes de fusion

resultantes (125).

En segundo lugar, las mutaciones del FGFR3 en carcinomas uroteliales son el
ejemplo mas frecuente de mutaciones F'GFR entre los tumores solidos, y los
datos disponibles confirman la actividad de los FGFRinh en este subgrupo de
pacientes (97, 98, 101, 107). La eficacia objetivada en forma de 11 respuestas
parciales en la cohorte de carcinoma urotelial FGFR-alterado del estudio fase
1 con erdafinitib, fue validada en el ensayo fase 2 posterior, con una DCR de
hasta 80% -incluyendo pacientes con translocaciones y mutaciones de los

genes FGFR2/3- (126, 127).

A diferencia de las mutaciones activadoras del gen del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), la mayoria de las mutaciones del FGFR
ocurren fuera del dominio tirosina quinasa. Estos cambios de aminoécidos en
la porciéon extracelular o transmembrana del receptor favorecen su
dimerizacion, generalmente mediada por un incremento de la afinidad al
ligando o mediante la formacion de puentes disulfuro. Sin embargo, no todas
las mutaciones se traducen en una activacion constitutiva de la via del FGFR,
y serdn necesarios futuros estudios funcionales para discernir mejor cuéles de
estas mutaciones son en realidad activadoras y sensibles de responder a un

FGFRinh (128).

Ademas, y a pesar de ser la alteracion molecular FGFR mas frecuente en los
tumores sélidos, aun queda por determinar el impacto que la amplificacion de
genes del FGFR y/o FGFs puede tener en la eficacia de los FGFRinh. La
amplificacion del gen FGFRI estd asociada con la respuesta tumoral a
FGFRinh en células de carcinoma escamoso de pulmoén (129), pero hay datos
que indican que no todos los casos con amplificacion del FGFRI presentan
sobreexpresion del ARN mensajero (mRNA) (130), sugiriendo que los niveles
de mRNA FGFRI podrian servir como un mejor biomarcador predictivo en
cancer de pulmoén (131). En esta linea, también se ha observado un mayor

beneficio clinico de los FGFRinh en pacientes con cancer de mama que
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presentan mayores niveles de amplificacion del FGFRI (97), precisamente
donde la ganancia en el nimero de copias del gen parece correlacionarse
estrechamente con altos niveles de expresion del mRNA que se traducirian en
mayores niveles de proteina (48). Estudios recientes sefialan que los FGFRinh
solo deberian utilizarse en pacientes que presenten ambas alteraciones, la
amplificacion génica del FGFRI con su correspondiente elevada expresion
proteica (132). Sin embargo, hay que tener en cuenta que a veces existe una
pobre correlacion entre los resultados gendomicos y los niveles de expresion
proteica de los receptores tirosina quinasa (133), y se deberian implementar
métodos de andlisis protedmico (o transcriptdmico) mas precisos para evaluar

adecuadamente los niveles de proteinas FGFR.

Adicionalmente, en el caso de algunos tumores como ocurre en el cancer
gastrico, no solo seria un requisito tener un alto nivel de amplificacion del
FGFR2 con su correspondiente sobreexpresion de mRNA y/o proteina, sind
que incluso el grado de homogeneidad con que exista la amplificacion clonal
del gen FGFR2 y la isoforma FGFR2 C3 que se exprese, serian factores
necesarios para predecir la sensibilidad al bloqueo del FGFRinh (134).
Ademas, la co-amplificacion de los genes que codifican para los ligandos
FGF3/4/19 ha demostrado aumentar la sensibilidad a los FGFRinh en lineas
celulares con amplificacion del FGFR (59). La caracterizacion gendmica del
locus del gen FGFRI a nivel del amplicon 8pl2 en tumores FGFRI-
amplificados ha demostrado un frecuente incremento de la expresion de genes
colindantes (BAG4, LSM1, WHSCILI), por lo que los andlisis de expresion
génica podrian ser cruciales para entender mejor los mecanismos de

sensibilidad a los FGFRinh en estos casos de co-dependencia (135).

En medio de este entramado de complejidad, los niveles de expresion del
mRNA FGFR han emergido como un posible biomarcador predictivo maés
fiable que las alteraciones gendmicas utilizadas hasta ahora, véase
translocaciones, mutaciones o amplificaciones. En un ensayo in vivo con
PDXs de madltiples tipos tumorales, debiol347 fue capaz de inducir

regresiones tumorales en el 33% de los modelos que presentaban alguna
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alteracion en el nimero de copias de los genes del FGFR o alguna fusion-
mutacion, pero llamativamente, también se objetivaron respuestas en el 29%
de modelos sin alteraciones genOmicas conocidas. Andlisis dirigidos
demostraron que precisamente todos los PDXs con beneficio presentaban
niveles elevados de expresion del mRNA (mRNAh) de al menos uno de los
FGFR (136). A raiz de esta creciente evidencia, algunos ensayos fase 1 ya han
empezado a implementar metodologias de pre-seleccion de los pacientes
candidatos basadas en la secuenciacion del ARN (RNAseq), identificando
pacientes sensibles a FGFRinh entre histologias en las que tradicionalmente no
se consideraba una carcinogénesis FGFR-mediada (p.ej. carcinoma adenoide
quistico de lengua FGFRI mRNAh y carcinoma escamoso del area de cabeza
y cuello FGFR3 mRNAh) (104). Una de las grandes incdgnitas que acompafia
estos hallazgos sera el de como establecer un punto de corte para definir qué
tumores se consideran FGFR-dependientes en funcion de sus niveles de
expresion del FGFR mRNA, sobretodo teniendo en cuenta que la via del
FGFR desempeia un papel clave en muchos procesos biologicos de la célula
sana, y que cada tejido presenta una dependencia selectiva por alguno de los
receptores (137). Ademas, se ha objetivado que no siempre existe buena
correlacion entre las alteraciones del ADN con el mRNA y/o proteina asociada,
por lo que es controvertido establecer cudl seria la mejor estrategia de
seleccion de candidatos: los métodos basados en ADN podrian estar
excluyendo pacientes que, ain sin alteracion gendémica sobreexpresan mRNA-
proteina. Asimismo, los métodos de transcriptdmica o proteémica podrian
perder la deteccion de aquellos pacientes con alteraciones del ADN
activadoras sin sobreexpresion (p.ej. mutaciones del FGFR sin sobreexpresion

mRNA ni proteina FGFR).

La figura 3 ilustra algunos de los potenciales biomarcadores predictivos
identificados, asi como las principales técnicas de deteccion empleadas como
métodos de pre-seleccion molecular que han permitido enriquecer las

poblaciones de pacientes en los ensayos fase 1 testando FGFRinh.
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Figura 3. Potenciales biomarcadores predictivos a los FGFRinh y métodos de deteccion. Hasta la
fecha, las técnicas de deteccion de alteraciones a nivel genomico (ADN) han sido de las mas utilizadas
para el cribado molecular de pacientes con tumores FGFR-alterados (técnicas de ultra-secuenciacion
genomica (NGS), hibridacion in-situ fluorescente (FISH), hibridacion in-situ cromogénica (CISH) y
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)). Sin embargo, hay datos que sugieren que los niveles de
expresion del FGFR mRNA podrian ser un mejor biomarcador predictivo al bloqueo FGFR (técnicas de
secuenciacion del mRNA (RNAseq; Nanostring©), hibridacion in-situ RNA (RNA-ISH) y reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (QRT-PCR)), o incluso los niveles de proteinas FGFR
detectados mediante inmunohistoquimica. Sin embargo, todavia queda por discernir el rol que
desempeiian la sobreexpresion de los ligandos FGFs, el subtipo de isoforma FGFR y la homogeneidad
clonal con se que expresen estas alteraciones, y por lo tanto, cudl sera también la mejor forma de
evaluarlos en la practica clinica. Mientrastanto, la deteccion de las distintas alteraciones del FGFR en
ADN tumoral circulante (ADNct) estd emergiendo como una estrategia prometedora para mejorar la
seleccion de los pacientes candidatos a recibir terapia con FGFRinh.

Es importante reflexionar detenidamente que los estudios preclinicos
disponibles al inicio del desarrollo precoz de estos FGFRinh no fueron
suficientes para predecir las alteraciones génicas que resultarian mejores
biomarcadores predictivos. Sin embargo, la capacidad de adaptacion y
desarrollo de nuevas estrategias en el ambito del desarrollo precoz de nuevos
farmacos, como la implementacion de ensayos de tipologia cesta o “basket”
que incluyen pacientes con multiples tipos tumorales pre-seleccionados segun
su alteracion FGFR, han sido capaces de aportar informacién muy valiosa para
guiar el posterior desarrollo de un FGFRinh en subgrupos concretos de
pacientes respondedores (138). De hecho, las agencias regulatorias ya se han

dado cuenta de la importancia de estos ensayos fase 1/2 bien disefiados, y han
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empezado a adaptar la tradicional via de aprobacion de nuevos farmacos en

poblaciones pequefias de pacientes con alteraciones moleculares infrecuentes.

En resumen, existen resultados prometedores que avalan el desarrollo de
FGFRinh en ciertos subtipos histologicos y genomicos, incluyendo 'los
carcinomas uroteliales FGFR3-mutado/translocados, los “colangiocarcinomas
FGFR2-translocados y *cualquier tipo tumoral con una fusién en los genes
FGFRI-3, inclusive para el tratamiento de tumores del sistema nervioso
central con FGFRinh que cruzan la barrera hematoencefalica (107). Sin
embargo hasta ahora, las amplificaciones del FGFR y el /1g han sido poco
fiables como biomarcadores predictivos para esta clase de agentes dirigidos
(139) y todavia hay una limitada evidencia sobre el papel que pueden
desempefiar los niveles de mRNA-proteina del FGFR:FGF, la expresion de
isoformas especificas o la detecciéon de estas alteraciones en ADN tumoral
circulante (ADNct) en plasma. Por ello, resulta crucial continuar refinando
nuestra comprension sobre las alteraciones que conducen a la adiccion de esta
via y desarrollar métodos mas fiables para medir todas estas aberraciones

moleculares con mayor precision (140).

3.6. Mecanismos de resistencia a los FGFRinh y papel de la

heterogeneidad tumoral.

A pesar del esfuerzo por determinar aquellos biomarcadores predictivos que
nos permitan identificar a los pacientes con mayor probabilidad de
beneficiarse de un FGFRinh, la realidad es que no todos los pacientes cuyos
tumores sean portadores de dicha alteracion molecular van a responder al
tratamiento. Se calcula que entre el 40-50% de los pacientes seleccionados
para una alteracion oncogénica no responderd nunca a dicha terapia dirigida ya
de entrada (resistencia primaria o intrinseca). Otros en cambio, pueden
presentar un alto indice de respuesta, seguido del desarrollo de resistencia al

agente diana y posterior recidiva del tumor (resistencia secundaria o adquirida).
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Tradicionalmente, se han utilizado modelos preclinicos para identificar los
mecanismos de resistencia a algunas de las primeras terapias dirigidas, como
ocurrid con los inhibidores de BRAF en melanoma (141). Sin embargo, las
altas tasas de eficacia objetivadas con el bloqueo de la via en los melanomas
BRAF V600E-mutado no fueron extrapolables en el caso de los canceres de
colon con la misma alteracion molecular, y es que en este caso, los modelos
preclinicos no fueron capaces de replicar todos los factores de la enfermedad
en humanos (142). Por esto, en los tltimos afios, se han ido implementando
estudios correlativos en el marco de ensayos clinicos, con el objetivo de
evaluar los mecanismos de resistencia primaria y secundaria en muestras

obtenidas de los propios pacientes (22).

Una de las principales dificultades en la caracterizacion molecular de los
tumores es precisamente la heterogeneidad tumoral. Los tumores humanos no
son entidades homogéneas sino que estan compuestos por distintas clonas de
células tumorales, cada una de las cudles tiene sus caracteristicas diferentes
(143). Esta variabilidad no se limita a los eventos genéticos, sino
practicamente a todas las caracteristicas fenotipicas (144). Las nuevas
tecnologias, como la ultra-secuenciacion gendmica (145) o los perfiles de
expresion génica (146) han ayudado a demostrar la evolucion clonal de los
tumores en humanos, dejando entrever claramente que la heterogeneidad
genética no solo existe entre las diferentes células que componen un tumor
(heterogeneidad espacial), sind que también existe entre el tumor primario y
sus metastasis a distancia (heterogeneidad temporal). Esta heterogeneidad
tumoral supone todo un desafio para el desarrollo de terapias dirigidas en
poblaciones de pacientes molecularmente seleccionados. En algunos casos,
como en el carcinoma de pulmén no microcitico EGFR-mutado, algunos
subclones del tumor primario ya son intrinsecamente resistentes a la terapia
dirigida con farmacos anti-EGFR antes de iniciar el tratamiento por albergar
mutaciones en el gen KRAS (147), y en cambio, en otros casos todas las
células son inicialmente sensibles, aunque algunos de los subclones
desarrollan resistencia al estar bajo presion terapéutica, adquiriendo la

mutacion EGFR T790 de novo (148).
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En 2012, Gerlinger M. et al fueron pioneros en ilustrar esta heterogeneidad
tumoral, calculando que solo aproximadamente el 30% de las mutaciones
presentes en todas las muestras de un paciente podrian identificarse con una
unica biopsia de la lesion tumoral (149). Asi pues, la implementacion de
multiples biopsias tumorales, espacial (dentro del propio tumor primario) y
temporalmente separadas (previo inicio terapia dirigida, en el momento de
maxima respuesta, a la progresion de las distintas metastasis y en el momento
del fallecimiento (autopsia en caliente)), la recogida de liquidos biologicos
(liquido ascitico o pleural) y plasma (estudio de ADNCct), han demostrado ser
una herramienta extremadamente util para el estudio de dicha heterogeneidad
tumoral (150). La aplicacion de estas estrategias traslacionales en paralelo a
las fases precoces del desarrollo de los firmacos ha permitido que en la
actualidad ya estemos identificando mecanismos de resistencia adquirida a
terapias dirigidas entre los pacientes tratados en los ensayos fase 1 (151, 152).
La valiosa informacion obtenida con la secuenciacion de estas muestras ha
guiado el posterior desarrollo racional de inhibidores de segunda generacion
disefiados para revertir estas resistencias, como es el caso del inhibidor de
TRK Loxo-195, que ha llegado incluso a ser validado en la misma cohorte de

pacientes donde se han descubierto estas resistencias (153).

Mientras que la resistencia a los inhibidores tirosina quinasa es un hecho en la
practica clinica actual, todavia no se ha estudiado en profundidad la resistencia
a los inhibidores del FGFR. Gran parte de la informacion de la que
disponemos se basa en estudios preclinicos. Igual que ocurre con otros
inhibidores tirosina quinasa, en ocasiones la resistencia puede causarla la
seleccion de poblaciones clonales que presentan mutaciones puntuales en
aminoacidos del dominio tirosina quinasa, conocidas como gatekeeper, cuya
alteracion implica probablemente un reposicionamiento de algunos residuos
criticos que rodean el sitio de union al ATP del receptor, desestabilizando asi
las interacciones con sus inhibidores competitivos (154). De ahi que los
inhibidores irreversibles hayan demostrado eficacia en pacientes previamente

tratados con inhibidores reversibles (155). Estas mutaciones gatekeeper han
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sido ya descritas en tres de los receptores FGFRI-3, como son la FGFRI-
V651M (156), FGFR2-N550K/H (157) o FGFR3-V555M (158), por ejemplo.
La activacion de la via de PI3K/AKT (159), en ocasiones como consecuencia
de la pérdida o inactivacion del gen PTEN (160), o la transicion de epitelio a
mesénquima (161), también han sido descritos como potenciales mecanismos
de insensibilidad a los inhibidores del FGFR. Asimismo, la activacion
sinérgica de otros receptores tirosina quinasa podria atenuar la respuesta al
bloqueo FGFR, incluyendo los de la familia de EGFR (162), MET (163),
IGFR (164) o PDGFRa (165), entre otros. Esta activacion alternativa de
receptores de membrana explicaria la baja tasa de respuestas objetivada en el
subgrupo FGFRI-amplificado (166) y avalaria la necesidad de combinar
distintos agentes diana para conseguir un bloqueo completo de las sefiales
inductoras de supervivencia (167). Sin embargo, hay que tener en cuenta que
la doble inhibicion con otro agente dirigido podria no ser suficiente en algunos
casos, si existiera ademas una reactivacion redundante de la via MAPK
subyacente (168), asociada en algunos casos a la mutacion de KRAS o

amplificacion de NRAS (169).

Algunos grupos ya han identificado los primeros mecanismos genéticos de
resistencia clinicamente relevantes entre pacientes tratados con inhibidores del
FGFR. Goyal L. et al demostraron la aparicion de mutaciones policlonales
secundarias en el gen FGFR2 como mecanismo de resistencia adquirido en
tres pacientes con colangiocarcinoma FGFR2-translocado respondedores a
infigratinib (170). El andlisis molecular integral del ADNct recogido en
distintos puntos de la enfermedad, asi como de las muestras de los tumores
primarios y de las metéstasis a la progresion, dejo entrever un sorprendente
grado de heterogeneidad intra- e inter-lesional, con el hallazgo de diferentes
mutaciones puntuales FGFR2 entre las distintas metastasis de un mismo
paciente: N549H, N549K, V564F, E565A, K659M, L617V y K641R. Estos
datos confirman la heterogeneidad tumoral y la aparicion de mutaciones
gatekeeper en el dominio tirosina quinasa del FGFR como dos de los
principales mecanismos de resistencia a los FGFRinh, asi como Ila

sefializacion AKT-mediada a través de mutaciones activadoras en PI3KCA o
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inactivadoras en PTEN, como un posible mecanismo adicional de resistencia

FGFR-independiente (171).

En el caso de los pacientes FGFR2-amplificados, se ha descrito la aparicion de
una translocacion FGFR2-ACSL5 como mecanismo de resistencia en un
paciente con cancer gastrico que presentdé una dramatica y prolongada
respuesta al bloqueo con LY2874455 (172). Ademas, en un modelo PDX con
carcinoma gastrico difuso, se ha demostrado que los tumores FGFR2-
amplificados cuya supervivencia es altamente FGFRZ2-dependiente desarrollan
rapidamente resistencia a AZD4547, a través de la inhibicion de GSK3f
mediante su fosforilacion por la proteina quinasa C (PKC) (173). La figura 4
ilustra algunos de los potenciales mecanismos de resistencia a los inhibidores

del FGFR aqui descritos.
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Figura 4. Potenciales mecanismos de resistencia a los FGFRinh. La heterogeneidad intra-tumoral, o
existencia de distintos clones (A, B, C) dentro de un mismo tumor primario (TP), y la heterogeneidad
inter-tumoral, o distribucion metastasica diferencial de los distintos clones de un tumor a lo largo de su
evolucion, son conocidos mecanismos de resistencia a las terapias dirigidas. Ademas, a nivel celular, se
han descrito distintos mecanismos de resistencia a los FGFRinh: 'las mutaciones puntuales gatekeeper
en el dominio tirosina quinasa intracelular de los receptores (FGFRmut); *la activacion de la via de
PI3K/AKT; *la transicion de epitelio a mesénquima (EMT); “la activacion sinérgica de otros receptores
tirosina quinasa (RTKs); “la reactivacién redundante de la via RAS/MAPK o ®la adquisicién de nuevas
translocaciones del FGFR (FGFRtrans).
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3.7. Modelos de PDXs con aberraciones del FGFR como modelos

preclinicos in vivo.

Se ha postulado que una de las principales causas de la falta de éxito de
algunos de los nuevos farmacos desarrollados en el campo de la Oncologia es
la falta de modelos preclinicos precisos, que sean capaces precisamente de
recapitular las caracteristicas de heterogeneidad intrinseca de los tumores
humanos. En el caso de las lineas celulares expandidas in vivo, parece obvio
presuponer que estas células cancerosas hayan adaptado sus caracteristicas a
las condiciones de crecimiento fuera del microambiente tumoral. Ademas, la
divergencia genética entre el tumor original y la linea celular derivada de éste

puede exacerbar todavia mas dichas diferencias (174).

Por esto, en los ultimos afios se hecho un esfuerzo por establecer protocolos
para el desarrollo de xenoinjertos derivados de pacientes (PDXs) a partir de
muestras de biopsias de tumores de pacientes, modelos que son histologica e
inmuno-histoquimicamente indistinguibles del tumor de origen, muestran
respuestas a tratamientos similares y son bastante estables tras la transferencia
a sucesivas generaciones (175). En el campo del desarrollo precoz de farmacos,
estos PDXs han evolucionado como uno de los mejores modelos para ensayos
co-clinicos de eficacia a realizar en paralelo al tratamiento de pacientes -
modelos avatar- con nuevos agentes diana (176). Ademas, la obtencion de
cultivos primarios tridimensionales derivados estas mismas muestras
tumorales, ha permitido la perpetuacion de las muestras para ampliar las

herramientas disponibles para desarrollar investigacion traslacional (177).

Una de las principales limitaciones a la hora de establecer estos PDXs ha sido
la dificultad para obtener muestras tumorales de Optima calidad: en algunos
casos, algunas de las biopsias tumorales apenas alcanzan la celularidad
requerida para el diagndstico histoldgico del cancer, siendo insuficientes para
su implantacioén en un modelo de ratdn; en otras circunstancias, la localizacion
del propio tumor o las condiciones basales del paciente contraindican la

realizacion de una maniobra invasiva, por el riesgo vital que conllevaria dicha
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punciéon. Pero los investigadores han sabido adaptarse a las adversidades,
adaptando nuevos protocolos para la generacion de PDXs a partir incluso de
liquidos biologicos, como la implantacion de células provenientes del ultra-
centrifugado de liquido ascitico (173, 178) o a partir de células tumorales
circulantes (CTCs) de muestras sanguineas (23). La figura 5 resume un
posible protocolo de generacion de PDXs y lineas celulares a partir de
muestras de pacientes FGFR-alterados y su utilidad como herramienta

investigacional.
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Figura 5. Protocolo de generacion de PDXs y lineas celulares FGFR-alteradas y su utilidad como
herramienta investigacional. Los xenoinjertos derivados de pacientes (PDXs) suelen generarse
mediante la implantaciéon de muestras de tejido procedentes de biopsias tumorales de pacientes FGFR-
alterados (FGFRalt). Ademas, también se han obtenido PDXs generados tras la implantacion del
remanente celular obtenido del ultra-centrifugado de liquido ascitico o pleural, y aunque en fase todavia
experimental, del aislamiento de células tumorales circulantes (CTCs) de la sangre de pacientes. La
generacion de PDXs y lineas celulares FGFRalt es una valiosa herramienta para realizar estudios
preclinicos en el marco de proyectos traslacionales en poblaciones de pacientes seleccionados
molecularmente.

La caracterizacion gendmica de PDXs ha permitido profundizar en la biologia
molecular de la via del FGFR:FGF, la heterogeneidad de los tumores que
albergan sus alteraciones asociadas y sus incipientes mecanismos de
resistencia a los FGFRinh, como los modelos PDXs FGFR2-amplificados de
cancer gastrico (172, 173) o FGFR2-translocados de colangiocarcinoma (179).
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Sin embargo, todavia hacen falta nuevos modelos PDXs FGFR-alterados que
nos permitan ampliar el horizonte del conocimiento sobre la carcinogénesis
diferencial FGFR-mediada en los distintos subtipos histologicos (p.ej. mama
versus vias biliares versus vejiga), las diferencias subyacentes entre las
distintas alteraciones moleculares (p.ej. amplificaciones versus translocaciones
versus mutaciones) que afectan los genes de los diferentes receptores FGFR
(p.ej. FGFRI versus FGFR2 versus FGFR3), la capacidad de predecir
respuestas de los potenciales biomarcadores (p.ej. ADN versus mRNA versus
proteina) y la validacion de mecanismos de resistencia ya identificados o aun

nuevos por descubrir.

Adicionalmente, estos PDXs podrian resultar extremadamente ttiles para el
estudio del mecanismo de accion de los distintos inhibidores del FGFR,
detallando exactamente su papel en el bloqueo de la angiogénesis, uno de los
puntos clave para el crecimiento tumoral y desarrollo de metastasis. El
incremento de la regulacion del VEGFR:VEGF se ha observado en distintos
tipos tumorales, siendo VEGFR2 el principal mediador de la angiogénesis
inducida por VEGF en modelos preclinicos (37). Bevacizumab (BVZ), es un
anticuerpo monoclonal humanizado con alta afinidad por el VEGF-A humano
(hVEGF-A), que bloquea la activacion de VEGFRI1-2. Sin embargo, la
aplicabilidad de BVZ en modelos preclinicos estd limitada, pues BVZ presenta
menor afinidad por el VEGF-A murino (mVEGF-A) debido a diferencias
estructurales inter-especies del VEGF (180). DC101, un anticuerpo especifico
anti-VEGFR2 murino (mVEGFR?2), ha demostrado la inhibicion eficaz de la
angiogénesis in vivo (181). El bloqueo anti-angiogénico con DC101 permitiria
estudiar con mas precision el papel de la angiogénesis en modelos PDXs
FGFR-alterados. La figura 6 ilustra las posibles estrategias disponibles para

inhibir la angiogénesis en modelos preclinicos in vivo.
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Figura 6. Bloqueo de la angiogénesis en modelos PDXs FGFR-alterados. Con la implantacion de la
muestra tumoral (FGFRalt células hTumorales), se generan neovasos de origen murino (células
mEndoteliales) que expresan el receptor murino del VEGFR2 (mVEGFR2). La activacion (+) de la
angiogénesis induce una secrecion auto/paracrina de VEGF-A por parte de las propias células
endoteliales murinas (mVEGF-A), que es la que mayoritariamente activa los mVEGFR2. En paralelo, la
activacion de la via del FGFR en las células tumorales, induce la secrecion autocrina de VEGF-A
humano (hVEGF-A), para perpetuar la activacion de la angiogénesis mediante la activacion del
mVEGFR2. Bevacizumab (BVZ - anti-hVEGEF-A-) y DC101 (anti-mVEGFR2), permiten el estudio in
vivo del papel de la angiogénesis en PDXs, bloqueando la activacion del mVEGFR2, tanto si es por el
mVEGF-A como por el h VEGF-A.
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4. HIPOTESIS

4.1. Los modelos PDXs caracterizados gendmicamente permiten identificar

biomarcadores predictivos de respuesta a los FGFRinh.
4.2. El analisis de la muestra tumoral de los pacientes con las herramientas de
analisis apropiadas, permite identificar aquellos pacientes que se pueden

beneficiar mas del tratamiento con FGFRinh.

4.3. El mecanismo de accion de los FGFRinh se puede caracterizar mediante

estudios de eficacia en PDXs.

4.4. La heterogeneidad tumoral es un factor asociado a la resistencia a los

FGFRinh.
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5. OBJETIVOS

Objetivo principal

5.1. Correlacionar la actividad anti-tumoral de los FGFRinh en PDXs, con tal
de identificar potenciales determinantes moleculares de sensibilidad al
bloqueo de la via.

Objetivos secundarios

5.2. Mejorar las herramientas gendmicas disponibles para detectar alteraciones

moleculares del FGFR:FGF.

5.3. Caracterizar la actividad anti-proliferativa y anti-angiogénica de los

FGFRinh en PDXs con alteraciones moleculares del FGFR.

5.4. Estudiar mecanismos de resistencia (primaria y secundaria) en pacientes

tratados con FGFRinh basados en la heterogeneidad tumoral.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. ESTUDIO RETROSPECTIVO: Analisis exploratorio de
biomarcadores predictivos de respuesta en pacientes con cancer avanzado
tratados con pan-inhibidores del receptor del factor de crecimiento
fibroblastico (FGFRinh).

6.1.1. Diserio del estudio.

Estudio retrospectivo de una cohorte de pacientes con cancer avanzado
tratados con FGFRinh en el contexto de ensayos clinicos fase 1, durante el
periodo 2011-2016, dentro de la Unidad de Investigacion y Terapia Molecular
(UITM)-La Caixa del VHIO, en el Hospital Universitario Vall d’Hebron
(HUVH) de Barcelona. El objetivo era identificar a un subgrupo de pacientes
portadores de una alteracion especifica en la via del FGFR:FGF entre aquellos

pacientes respondedores a la terapia con FGFRinh (182).

Este estudio se ha realizado de acuerdo a la normativa del Comité Institucional
de Revision de Protocolos (IRB) HUVH, y no ha sido preciso un

consentimiento informado especifico dado su caracter retrospectivo.

6.1.2. Seleccion de la muestra: circuito de derivacion a la UITM.

La UITM-VHIO es una Unidad de ensayos fase 1 focalizada actualmente en el
desarrollo clinico precoz de nuevos farmacos dirigidos. Los pacientes con
tumores solidos avanzados, refractarios y en progresion, para los que no exista
una terapia convencional disponible, son derivados a la UITM para valorar su

posible inclusion en un ensayo fase 1.
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Con esta finalidad, se le explica al paciente candidato la posibilidad de realizar
un estudio de cribado molecular, con el objetivo de identificar ciertas
alteraciones genéticas en el tejido sobrante tumoral de su diagndstico o biopsia,
pues el conocimiento de estas alteraciones moleculares puede ser importante
para intentar predecir el comportamiento del tumor y determinar el tratamiento
optimo. De acceder, el paciente firma de forma voluntaria el consentimiento
informado del proyecto de investigacion VHIO “Perfil genético de tumores de
pacientes candidatos a recibir tratamiento en el VHIO: muestras recogidas
durante el pre-screening y al momento de la progresion (PR(AG)147-2009)”,
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del HUVH

(Gltima version marzo 2018).

Los resultados del perfil molecular obtenido de cada paciente son evaluados
de forma multidisciplinar en un Comité de Fase 1, una reunién semanal en la
que los investigadores clinicos discuten el valor predictivo de las distintas
alteraciones detectadas y la idoneidad de recibir un agente dirigido. Segun la
disponibilidad de ensayos en la Unidad, el médico responsable decide, junto
con el paciente, la posibilidad de inclusidon en un ensayo fase 1 con una terapia

dirigida (183).

6.1.3. Criterios de inclusion y exclusion.

A partir de los pacientes con andlisis molecular disponible dentro del
programa de pre-screening VHIO, se han seleccionado aquéllos con tumores
portadores de aberraciones en los genes del FGFR:FGF e incluidos en

ensayos fase 1 donde se estaba testando un FGFRinh.

Se trata de pacientes mayores de 18 afios, con multiples tipos tumorales,
refractarios a sus respectivos tratamientos convencionales segiin cada subtipo
histologico. Los pacientes fueron incluidos en diferentes protocolos

investigacionales, dependiendo de la disponibilidad de los ensayos en el
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momento de su valoracion en la UITM, y por lo tanto, firmaron el
consentimiento informado respectivo de cada uno de dichos estudios. Todos
los pacientes tenian evidencia de progresion confirmada de su enfermedad
antes de su inclusion, cumplian con todos los criterios de elegibilidad

requeridos por cada estudio y recibieron al menos una dosis del FGFRinh.

Todos los pacientes disponian de datos epidemioldgicos y clinico-patologicos
en curso de ensayo accesibles a través de las bases de datos digitales del

hospital (SAP).

6.1.4. Variables clinico-patologicas recogidas.

Los siguientes datos han sido recogidos en una base de datos excel para su

posterior correlacion estadistica:

e Datos epidemiologicos: fecha de nacimiento, sexo.

e Datos de patologia molecular: tipo tumoral y subtipo histologico,
herramienta de andlisis molecular utilizada, el nivel de amplificacion —
ratio y n° de copias totales del gen FGFR en el caso del FISH-,
alteracion molecular del FGFR:FGF y otras co-alteraciones detectadas
en el pre-screening molecular.

e Datos clinicos: numero de lineas previas para el tratamiento de la
enfermedad metastésica, tipo de FGFRinh recibido dentro de ensayo
fase 1, mejor respuesta radioldgica alcanzada y porcentaje de cambio
en las lesiones diana, status en el ensayo en el momento de la revision,
fecha de la progresion confirmada, fecha del ultimo control y/o del

fallecimiento, en caso de aplicar.

La eficacia a los FGFRinh se ha analizado siguiendo los criterios de

evaluacion de respuesta en tumores solidos (RECIST v.1.1.) (184).
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El beneficio clinico (ClinBen) se ha definido como cualquier reduccion del
tamano tumoral mas el control de la enfermedad durante al menos > 4 meses.
El tiempo a la progresion tumoral (TTP) se ha definido como el tiempo entre

el inicio de FGFRinh y la finalizaciéon por cualquier motivo.

6.1.5. Herramientas de analisis molecular de los pacientes.

El analisis molecular se ha realizado en muestras de archivo parafinadas
procedentes del tumor primario o de lesiones metastdsicas, segun
disponibilidad en el momento de valoracion del paciente. AUn asi, se ha
intentado priorizar la utilizaciéon de la muestra obtenida mas reciente, y a
poder ser, de la lesidbn metastasica en progresion al ultimo tratamiento

especifico recibido.

e Translocaciones del FGFR: El andlisis de translocaciones del FGFR se
ha realizado utilizando la tecnologia nCounter ® (NanoString@©) (185),
mediante el panel optimizado VHIO fusion v.4.0. para el pre-screening
local, que actualmente permite la deteccion de hasta 81 nuevos genes
de fusion (ver amexo 2). Este panel incluye algunas de las
translocaciones del FGFR mas frecuentemente reportadas en la
literatura como oncogénicas, incluyendo 3 del FGFRI, 19 del FGFR2
y 10 del FGFR3.

e Mutaciones del FGFR y otros genes: La deteccion de mutaciones se ha
realizado utilizando técnicas de ultra-secuenciacion génica (NGS)
(186): mediante la plataforma AmpliconSeq (MiSeq/HiSeq 2000
IHllumina©), utilizando la VHIO OncoCarta optimizada para su
programa de pre-screening local, o bien mediante el test de
Foundation One® (Foundation Medicine©), en el caso del pre-
screening central realizado en el marco de un ensayo clinico.

Actualmente, con la ultima version de esta VHIO OncoCarta
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AmpliconSeq panel v.3.0 es posible analizar mutaciones puntuales
establecidas —conocidas como hotspots- entre 59 oncogenes, con una
cobertura méxima en la secuenciacion de los 4 genes del FGFRI-4

(ver anexo 3).

Amplificaciones del FGFR y FGF3-4-19: Las amplificaciones de los
genes del FGFRI-2 y de los genes de los ligandos FGF3-4-19 han sido
analizadas mediante técnicas de hibridacion in situ fluorescente
(FISH). La sonda utilizada para la determinacién de la amplificacion
del gen del FGFRI ha sido la ZytoLight® SPEC FGFR1/CEN 8 Dual
Color Probe con referencia Z-2072-200 y para la determinacion de la
amplificacion del gen del FGFR2 se ha utilizado la sonda ZytoLight®
SPEC FGFR2/CEN 10 Dual Color Probe con referencia Z-2122-200.
Sin embargo, en el caso de la amplificacion de los ligandos FGF3-4-
19, no se disponia de una sonda FISH especifica; dado que los genes
de estos ligandos co-localizan con el gen de la ciclina DI a nivel del
cromosoma 11q, se ha inferido el resultado obtenido mediante la sonda
FISH del gen ciclina D1, la ZytoLight® SPEC CCNDI1/CEN 11 Dual
Color Probe con referencia Z-2071-200. Todas las sondas utilizadas
son de Zytovision©. En los tres casos, el criterio para definir que un
paciente se consideraba FGFRI-2 o [lg-amplificado era un ratio
gen/centromero > 2.2, o si el nimero total de copias del gen era > a 6,

segun la evidencia cientifica disponible actualmente (92).

Algunos de los pacientes habian sido pre-identificados como
amplificados con la tecnologia nCounter ® (NanoString ©), en este caso
mediante el panel optimizado VHIO copy number v.2.0. para la
deteccion de variaciones en el numero de copias de hasta 59 genes
implicados en la carcinogénesis humana (ver anexo 4). Entre ellos, se
podian detectar alteraciones en el numero de copias de los genes
FGFRI-4 y de los tres principales ligandos FGF3-4-19, aunque su

amplificacion debia confirmarse via FISH, bajo los criterios antes
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mencionados.

e Niveles mRNA del FGFR y 11q: El andlisis de los niveles de
expresion del mRNA de los genes de los receptores FGFR y sus
ligandos FGF3-4-19 se ha realizado también mediante la tecnologia
nCounter® (NanoString©). En este caso, se ha utilizado el panel
optimizado VHIO fusion v.4.0. de expresion génica, que actualmente
permite la deteccion de los niveles de expresion del mRNA de 26

genes (ver anexo 2), incluyendo FGFRI-4 y los ligandos FGF3-4-19.

Asimismo, en algunos casos, los niveles de expresion del mRNA
FGFR se han evaluado mediante la técnica de la reaccion en cadena de

la polimerasa con transcriptasa inversa (QRT-PCR) (187).

6.1.6. Evaluacion del valor oncogénico de las mutaciones.

6.1.6.1. Plataforma bioinformatica OncoKB.

Mediante la plataforma bioinformatica OncoKB se ha realizado un analisis de
prediccion del valor oncogénico de las mutaciones detectadas en  nuestra
cohorte de pacientes FGFR-mutados tratados con FGFRinh (188). OncoKB
dispone de una extensa base de datos que, en la actualidad, recoge la
informacion disponible en relacion a >3000 mutaciones somaticas y otras
alteraciones moleculares, como amplificaciones y fusiones, asociadas a mas de
671 genes descritos hasta en 48 tipos distintos de cancer. Con el objetivo de
actualizar toda la evidencia disponible de forma periddica, OncoKB recopila la
informacion procedente de las nuevas aprobaciones de la FDA, de las
recomendaciones incorporadas en las guias de la NCCN, de las
recomendaciones de grupos de expertos, asi como de los resultados

presentados en congresos recientes y en la literatura cientifica.
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Esta herramienta bioinformatica pretende facilitar la interpretacion de la

accionabilidad de los hallazgos gendmicos obtenidos en muestras de pacientes,

y es accesible publicamente a través del enlace http://oncokb.org.

6.1.6.2. Tecnologia Functional Annotation for Cancer Treatment (FACT™).

En paralelo a la revision en OncoKB, la funcionalidad de las mismas variantes

detectadas en los 6 pacientes FGFR-mutados tratados con FGFRinh se ha

evaluado mediante la tecnologia FACT™ (NovellusDx®©), utilizando el perfil

molecular obtenido mediante el andlisis NGS de sus muestras (ver esquema

FACT™ en anexo 5). Las distintas variantes génicas de los pacientes han sido

caracterizadas mediante ensayos celulares funcionales in vitro, basados en la

prediccion de activacion de las vias de sefializacion y la inhibicion posterior

con agentes dirigidos (189):

Ensayo celular in vitro: Las distintas mutaciones de los pacientes han
sido clonadas en un vector de expresion wild-type (WT) y asociadas a
un marcador especifico de la via intracelular correspondiente. En este
caso, el marcador se trataba de una proteina marcada con fluorescencia,
proteinas que forman parte de la via y cuya translocacion del
citoplasma al nucleo celular suele ocurrir tras la activacion la
senalizacion. Seguidamente, las variantes han sido transfectados a
células vivas (células epiteliales HeLa), con el objetivo de inducir la

expresion génica de dichas mutaciones.

La sintesis de las variantes se ha realizado utilizando el kit de
mutagénesis Q5 (New England Biolabs, Cat.# E0554S), verificado
mediante la secuenciacion de Sanger. Se han sembrado las células
HeLa en placas transparentes recubiertas de poli-L-lisina. A las 24h

posteriores de la siembra, se han transfectado las células con una
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mezcla de plasmidos WT, con mutaciones de los genes a estudio y los
distintos marcadores etiquetados con EGFP (reactivo FUGENE HD
Promega, Cat. # E2312). Después de la transfeccion, las células se han
incubado durante 24h mas para permitir una expresion adecuada de los
genes. Posteriormente, se han  fijado las placas con
paraformaldehido, y se ha realizado una tincion nuclear (DAPI). Las
placas han sido fotografiadas utilizando un microscopio NIKON Ti
Eclipse, y las imagenes han sido procesadas por un sistema de software
NIS-Elements de analisis de imagen. Este software de alto rendimiento
ha permitido delinear diferencialmente los bordes celulares y los
bordes nucleares, con tal de cuantificar la intensidad del marcador

fluorescente en cada uno de estos compartimentos.

Prediccion de la actividad oncogénica: Una vez establecido el ensayo
celular, se ha escaneado con un microscopio para localizar el marcador
y correlacionarlo con la activacion de la via de sefalizacion asociada,
mediante un algoritmo de cuantificacion nuclear de la fluorescencia
(ver figura 2). En el caso de activacion, se ha objetivado un
incremento de la fluorescencia nuclear de Rel4 en la via NFkB (190),
STAT3 en la via JAK/STAT (191) y ERK2 en la via de las
MAPK/ERK (192). Sélo en ¢l caso de FoxO3, la activacion de la via
PI3K/AKT ha favorecido la localizacion de este factor a nivel
citosdlico, disminuyendo asi la presencia del marcador fluorescente en
el ntcleo celular (193). La activacion de la via se ha representado con
las medianas normalizadas del ratio nucleo-citoplasma (NCR) en cada
caso, comparando cada variante génica con la forma no mutada del gen
o WT y con una mutacién oncogénica conocida (rango de valores entre
0%-100%, correspondientes a la actividad de la forma WT y de la
mutacion conocida, respectivamente). S6lo aquellas variantes con una
incremento del NCR > 20% respecto a la forma WT se han
considerado activas. Todos los experimentos han sido repetidos al

menos tres veces.
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e Prediccion de la respuesta a terapia dirigida: Para medir la respuesta de
una de las variantes a un inhibidor especifico, se han testado curvas
dosis-respuesta de 6 puntos con un FGFRinh (debiol347 2.5-2500
nmol). La droga se ha incubado 6h después de la transfeccion en cada
una de las dosis correspondientes. Todos los experimentos han sido
repetidos al menos tres veces. La inhibicion de la respuesta ha sido
evaluada siguiendo el mismo criterio descrito previamente,
considerando como inhibicién de la via un descenso de la actividad
oncogénica >20% en cualquier dosis respecto a la actividad observada

en condiciones de no tratamiento.

6.1.7. Analisis estadistico.

El anélisis estadistico se ha realizado mediante el programa de sofiware R

version 3.2.4.

Se ha realizado un andlisis descriptivo de las distintas variables clinico-
patologicas y moleculares de los pacientes de la cohorte a estudio. Las
variables categoricas se han descrito con niimeros y/o porcentajes, mientras

que las variables continuas se han descrito con la mediana y el rango.

La correlacion entre el nivel de amplificacion del FGFR y el ClinBen
alcanzado a los FGFRinh se ha evaluado mediante un test de Wilcoxon,
considerandose los valores de p < 0.05 estadisticamente significativos para

todos los analisis.

La actividad oncogénica de las distintas variantes génicas del estudio
funcional FACT™ se ha analizado mediante un test ANOVA unidireccional,
para determinar que el incremento >20% del NCR es estadisticamente

significativo.

63



Material y métodos

6.2. ESTUDIO PROSPECTIVO: Implementacion del proyecto
traslacional FGFR 360° RESISTANCE.

6.2.1. Diserio del estudio.

Estudio prospectivo con el objetivo de generar una coleccion de muestras de
pacientes con cancer avanzado seleccionados molecularmente por sus
alteraciones en los genes del FGFR:FGF, y evaluados para ser tratados con
distintos inhibidores del FGFR dentro de ensayos fase 1 desarrollados en la
UITM-VHIO durante el periodo 2014-2018. Con esta finalidad, se ha
desarrollado el protocolo investigacional llamado FGFR 360° RESISTANCE
(figura 7), una plataforma traslacional para obtener muestras seriadas
(biopsias tumorales pre-, en curso y post- tratamiento, plasma e incluso
autopsias en caliente) en diferentes momentos de la enfermedad de estos
pacientes, con tal de generar PDXs FGFR-alterados para validar potenciales
biomarcadores predictivos, definir mejor los mecanismos de accion de los

inhibidores del FGFR e identificar mecanismos de resistencia (194).

Este estudio se ha realizado de acuerdo a la normativa del /RB HUVH,
implementando el consentimiento informado especifico del proyecto “360°
RESISTANCE: Aplicacion de un modelo traslacional para estudiar la eficacia,
los mecanismos de resistencia y la heterogeneidad tumoral en pacientes
tratados con farmacos dirigidos a dianas moleculares (PR(AG)293/2014)”,
aprobado por el CEIC HUVH (Gltima version 5.0 noviembre 2017) (anexo 6).
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Figura 7. Proyecto traslacional FGFR 360° RESISTANCE.

6.2.2. Seleccion de la muestra: criterios de inclusion y exclusion.

Los candidatos han sido seleccionados entre todos aquellos pacientes que han
participado en el programa de pre-screening molecular del circuito UITM-

VHIO (ver 6.1.2).

Se trata de pacientes con multiples tipos tumorales, refractarios y en
progresion confirmada a su tltima linea, cuyos tumores han sido identificados
como portadores de aberraciones en la via del FGFR:FGF 'y valorados para su
inclusion en algun ensayo clinico fase 1 testando un inhibidor del FGFR

(tabla 3).
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Tabla 3. Ensayos fase 1 con pacientes en curso de tratamiento con inhibidores del FGFR en UITM-
VHIO durante el periodo 2014-2018.
CODIGO Phl DROGA DIANA IC50 MoA clinicaltrial.gov  Ref

(ML)
E-3810-1-01 lucitanib FGFR1-3 17.5-82.5 MTKI NCTO01283945 (92,
VEGFR1-3 | 7-25 195)
PDGFRa/p | 175-525
c-KIT 456
CSF-1R 5
KIDES-203 ODM-203 FGFR1-4 11-35 MTKI NCTO01283945 (94,
VEGFR1-3 | 5-26 196)
CBGJ398X2101 ‘ infigratinib | FGFR1-3 0.9-14 FGFRinh NCTO01004224 (101,
rev 197)
CBGJ398X2102 infigratinib | FGFR1-3 0.9-14 FGFRinh NCTO01928459 (198,
+ alpelisib | PI3Ka 4.6 rev + 199)
PI3K(a)inh
Debiol347-101 debiol347 FGFR1-3 9.3-22 FGFRinh NCTO01948297 (102,
rev 200)
42756493EDI1001 ‘ erdafitinib FGFR1-4 1.2-5.7 FGFRinh NCTO01703481 (107,
rev 201)
TPU-TAS-120-101 ‘ futibatinib FGFR1-4 3.9-8.3 FGFRinh NCT02052778 (155,
irr 202)
PRN1371-001 ‘ PRN1371 FGFR1-4 0.6-19.3 FGFRinh NCT02608125 (96,
irr 203)
CFGF401X2101 roblitinib FGFR4 1.1 FGFRinh NCT02325739 (204)
rev

Abreviaciones: Phl (ensayo fase 1); IC50 (Concentracion Inhibitoria del 50%); nM/L (nanoMolar/Litro);
MoA (Mecanismo de Accion); Ref (Referencia); MTKI (Inhibidores Multi-Tirosina Kinasa); FGFRinh
(inhibidores selectivos del FGFR); PI3K(a)inh (inhibidor alfa-selectivo del PI3K); rev (reversible); irr
(irreversible).

Las distintas alteraciones del FGFR:FGF de los pacientes candidatos a
participar en este proyecto FGFR 360° RESISTANCE han sido identificadas con
las herramientas de andlisis molecular descritas previamente en el apartado

6.1.5.

La inclusién en uno u otro ensayo dependia de su disponibilidad en el momento
de la valoracion del paciente en UITM-VHIO, y todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado respectivo de cada uno de dichos ensayos, en
paralelo con la firma voluntaria del consentimiento especifico del proyecto
FGFR 360° RESISTANCE. Sin embargo, a pesar de cumplir con todos los
criterios de elegibilidad, algunos nunca llegaron a recibir una dosis del inhibidor
del FGFR por ser finalmente fallo de screening del ensayo. Todos los pacientes
disponian de datos epidemiolédgicos y clinico-patologicos en curso de estudio

accesibles a través las bases de datos digitales del hospital (SAP).
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6.2.3. Variables clinico-patologicas recogidas.

Los siguientes datos han sido recogidos en una base de datos excel para su

posterior analisis:

Datos epidemiologicos: fecha de nacimiento, sexo.

Datos de patologia molecular: tipo tumoral y subtipo histologico,
localizacion del tumor primario, herramienta de andlisis molecular
utilizada, el nivel de amplificaciéon —ratio y n° de copias totales del
gen FGFR-, origen de la muestra utilizada para el cribado molecular y
disponibilidad como material de archivo, alteracion molecular del
FGFR:FGF y otras co-alteraciones detectadas en el pre-screening.
Datos clinicos: nimero de lineas previas para el tratamiento de la
enfermedad metastasica, fecha de firma del consentimiento informado
del ensayo fase 1 especifico, tipo de inhibidor FGFR recibido y fecha
su primera dosis, mejor respuesta radiologica alcanzada y porcentaje
de cambio en las lesiones diana, evolucion de los marcadores
tumorales, niveles de fosfato en cada evaluacion de respuesta, status en
el ensayo en el momento de la revision, fecha de la progresion
confirmada, fecha del ultimo control y/o del fallecimiento, en caso de
aplicar.

Datos traslacionales: fecha de la firma del consentimiento informado
especifico del proyecto 360° RESISTANCE, fecha de obtencion de las
muestras de plasma, autorizacion de necropsia y su fecha en caso
afirmativo, fechas de realizacion de las biopsias pre-/en-/post-
tratamiento, con su correspondiente localizacion tumoral y técnica de
biopsia, asi como los datos de generacion del PDX asociado
(laboratorio VHIO/nomenclatura del PDX/status del modelo). Para
todas las muestras bioldgicas obtenidas en los distintos momentos de la
enfermedad, se ha recogido su referencia de codificacion para facilitar

su trazabilidad posterior.
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La eficacia a los inhibidores del FGFR se ha analizado siguiendo los criterios

de RECIST v.1.1. El ClinBen se ha definido como cualquier reduccion del

tamafio tumoral mas el control de la enfermedad durante al menos > 4 meses.

6.2.4. Circuitos de obtencion de muestras biologicas.

Para llevar a cabo este proyecto se han desarrollado tres circuitos especificos

para obtener muestras de los pacientes incluidos:

Circuito VHIO de generacion de PDXs FGFR 360° RESISTANCE: En
colaboracion con el laboratorio de patologia molecular y los
investigadores de los diferentes laboratorios traslacionales VHIO, se ha
establecido un circuito para facilitar el desarrollo de nuevos modelos
PDXs, a partir de las biopsias de los pacientes FGFR-alterados. La
doctoranda ha sido la encargada de identificar a los pacientes
candidatos a participar en este proyecto traslacional, solicitar la prueba
radiologica adecuada en cada caso para obtener la biopsia de la lesion
tumoral mas facilmente accesible, y coordinar al equipo de patologia
molecular con los distintos laboratorios traslacionales VHIO el dia de
la realizaciéon del procedimiento bidpsico, para la recogida e

implantacion de las biopsias tumorales.

Circuito VHIO de obtencion de muestras de seroteca FGFR 360°
RESISTANCE: En colaboracion con enfermeria de la UITM-VHIO, se
ha establecido un circuito protocolizado para recoger muestras de
plasma para el analisis de ADNct de los pacientes. De este modo, se ha
generado un documento fuente con tal de especificar la cantidad de
muestra a extraer, su procesamiento y codificacion, para su posterior

conservacion apropiada (ver anexo 7).
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e C(Circuito VHIO de autopsias de investigacion FGFR 360°
RESISTANCE: En colaboracion con el departamento de Anatomia
Patologica HUVH, se ha establecido un circuito protocolizado para
solicitar autopsias calientes de aquellos pacientes del proyecto que
fallezcan en el ambito hospitalario. De este modo, se ha generado un
documento fuente con tal de recoger la informacién relevante del caso
a estudio y detallar los tramites legales necesarios para llevar a cabo la
autopsia, estableciendo una referencia de codificacion de las lesiones a
biopsiar, asi como un circuito de recogida y conservacion del material,
durante los dias laborables y festivos. Finalmente, se ha generado un

circuito de traslado de pacientes desde un centro externo (ver anexo 8).

6.2.5. Experimentos in vivo con modelos PDXs FGFR-amplificados.

Todos los procedimientos realizados para la generacion de nuevos PDXs
FGFR-amplificados de cancer de mama, desde la implantacion de la biopsia
tumoral y la monitorizacion de su crecimiento, su caracterizacion molecular y
los distintos experimentos in vivo aqui descritos, han sido efectuados por
Monica Sanchez-Guixé en el laboratorio del Grupo de Terapias

Experimentales VHIO (Investigadora Principal Dra. Violeta Serra).

Los modelos FGFR-amplificados utilizados para correlacionar in vivo la
eficacia anti-tumoral de los inhibidores de FGFR con potenciales
determinantes moleculares de sensibilidad han sido seleccionados entre la
coleccion VHIO de PDXs con cancer de mama de la que ya disponiamos de
datos moleculares (tabla 4). De todos los modelos seleccionados, 11 PDXs
formaban parte de una coleccion de modelos existente (n=15), cuya
generacion se habia llevado a cabo a partir de biopsias de pacientes con cancer
de mama, identificadas mayoritariamente en la Unidad de Cancer de Mama
HUVH. Ademads, se han seleccionado algunos modelos PDXs FGFR-

amplificados adicionales entre la nueva coleccion generada a partir de biopsias
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implantadas en el proyecto FGFR 360° RESISTANCE, cuya finalidad era
precisamente expandir la coleccion de modelos preclinicos, pero con muestras

de pacientes de distintas histologias FGFR:FGF-alterados.

Tabla 4. Coleccion VHIO de PDXs con cancer de mama FGFR-alterados caracterizados

gendémicamente.
PDX SUBTIPO ALTERACION CO-ALTERACIONES DEL PDX
TUMORAL FGFR :FGF
VS-PDX153 HER2+ FGFRlamp ERBB2-RPTOR-MY Camp;
PI3KCAmut
VS-PDX291 Triple negativo FGFRlamp AKT3-MYCamp; TP3fs; ERBB3mut
VS-PDX302 Triple negativo FGFR1amp gBRCA2mut splice site; TP52fs,
CCND3amp
VS-PDX342 Luminal B FGFR1lamp
JAL-PDX173 HER2+ FGFRlamp
VS-PDX156 Triple negativo FGFR1lamp EGFR-RICTOR-CCND1-MY Camp;
11g-amp TP53mut
VS-PDX191 ER+/Luminal B FGFR1amp CCNDI1-GNAS-MYCamp
11g-amp
VS-PDX131 Luminal B 11g-amp MY Camp; PTENmut
VS-PDX293 Triple negativo 11g-amp FGFR3del; TP53 fs; PIK3CA mut
VS-PDX251 Luminal B FGF3/4amp PIK3CDdel; PIK3CA-TP53mut
VS-PDX225 Luminal B FGFR4amp MY Camp; AKT1-TP53mut
VS-PDX039 ER+/luminal B FGFR4amp RPTORamp; AKTdel; TP53mut
VS-PDX222 HER2+ FGFR4amp ERBB2-EGFR-RET-MYC-ARamp
VS-PDX4 ER+/HER2- FGFR3mut (1285V) | PTPRTamp; IRS1-AKTdel; MTORmut
VS-PDX179 Triple negativo FGF7mut (I100L) gBRCAfs; PTEN-PIK3R1del,
MAP3K13-TP53mut

Abreviaciones: amp (amplificado); mut (mutado); fs (del inglés frameshifi); del (deleccion); g (germinal).

El modelo animal utilizado en este proyecto esta basado en la implantacion
subcutanea de los fragmentos tumorales procedentes de las biopsias en fresco
de pacientes en ratones atimicos HsdCpb:NMRI-Fox1™ (Harlan Laboratories)
o ratones NOD.Cg-Prkdc scid I12rg tm1Wjl/Szj (Charles River). Todos los
experimentos se han llevado a cabo siguiendo los principios éticos de la WMA
de la Declaracion de Helsinki, segun la directiva de cuidado animal de la
Union Europea (2010/63/EU), y aprobados debidamente por el Comité Etico
de Experimentacion Animal del Instituto de Recerca de Vall d’Hebréon (VHIR).

Para el ensayo de eficacia tumoral y evaluacion de biomarcadores, 2-5 ratones
han sido implantados con muestras tumorales de 3x3 mm del mismo modelo
PDX. A los animales se les ha administrado un suplemento hormonal de 1uM

17B-estradiol en el agua, permitiendo que los tumores crecieran hasta alcanzar
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el tamafio recomendado (100-300 mm®), antes ser randomizados

aleatoriamente a recibir uno de los brazos de tratamiento:

e Rogaratinib: FGFRinh reversible con actividad inhibitoria FGFR1, 2,
3,4, con IC50 de 1.8, <1, 9.2 y 1.2 nM, respectivamente (205). La dosis
administrada por sonda oral ha sido de 108 mg/kg/dia dos veces al dia
6 veces a la semana.

e Lucitanib, MTKI con actividad inhibitoria FGFR1-2-3, VEGFR1-2-3,
PDGFRo-B, ¢-KIT, CSF-1R, con IC50 de 17.5/82.5/237.5, 7/25/10,
175/525, 456 y 5 nM, respectivamente (195). La dosis administrada
por sonda oral ha sido de 20 mg/kg/dia 6 veces a la semana.

e Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal endovenoso anti-VEGF-A
humano, con una afinidad Kp 58 pM (206). La dosis admnistrada ha
sido de 0.125 mg/raton dos veces a la semana (mar-vie).

e DCI101, un anticuerpo monoclonal endovenoso anti-VEGFR2 murino,
con una afinidad Kp 110 pM (207). La dosis administrada ha sido de

0.8 mg/raton dos veces a la semana (lun-jue).

El crecimiento tumoral se ha monitorizado dos veces por semana mediante
palpacioén (medicion del calibre de los implantes tumorales), desde el primer
dia de administracion del inhibidor. Los ratones han sido sacrificados cuando
los tumores alcanzaban 1500 mm® o bien en caso de pérdida de peso severa, de
acuerdo a las guias institucionales. La actividad antitumoral se ha determinado
comparando el porcentaje de cambio en el volumen tumoral [% cambio
Volumen = (Volumen ;; gas - Volumen inicia )/ Volumen inicias X 100. Para
clasificar la respuesta de los PDXs se han utilizado los criterios RECIST v.1.1.
modificados, en base al porcentaje de cambio en el volumen tumoral:
Respuesta Completa (CR), si mejor respuesta < 95%; Respuesta Parcial (PR),
si 95%< mejor respuesta < -30%; Enfemedad Estable (SD) , si -30%< mejor
respuesta < +20% (mantenida al menos durante 35 dias); Progresion de

Enfermedad (PD), si la mejor respuesta > + 20%.
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Muestras congeladas y en parafina de los implantes tumorales han sido
recogidas 2h después de dosificar cada ratébn en todos los brazos de
tratamiento. Los posibles biomarcadores predictivos de respuesta al FGFRinh
han sido evaluados en cada modelo PDX FGFR:FGF-amplificado, mediante

las herramientas de andlisis molecular descritas en el apartado 6.2.7.

Para caracterizar el mecanismo de accion diferencial de los FGFRinh versus
MTKI, 7 modelos seleccionados por su distinta sensibilidad al FGFRinh han
sido tratados durante 15 dias con rogaratinib o lucitanib, y se ha evaluado la
expresion diferencial de mRNA de sus potenciales dianas terapéuticas
(FGFRI1-4/FGFs, VEGFRI-2-3/VEGFA-B-C, PDGFRa-[/PDGFA-B-C, entre
otras). Ademads, se han realizado estudios comparativos de la eficacia de
FGFRinh con combinaciones de firmacos anti-angiogénicos (Bevacizumab y

DC101) versus MTKI.

La figura 8 resume el protocolo de seleccion de los modelos PDXs de cancer
de mama FGFR:FGF-amplificados utilizados para llevar a cabo los distintos

experimentos in vivo planificados en este proyecto:

1. Pre-screening molecular 2. Biopsia tumoral 3. PDXs eficacia FGFRinh/MTKI
(FISH, NGS) y analisis molecular

2/ DD
m) () @ —> -

» Proteina: IHC, western blot

UITM-VHIO FGFR:FGF-amp Generacion PDXs
Candidatas ensayo phl Ca. mama seleccion  Seleccion molecular

» mRNA: qRT-PCR, nCounter®, HTG EdgeSeq®

» DNA: FISH, NGS MSK-IMPACT™!

=}
2]

» Cohorte pacientes Ca.mama tratadas MTKI

Accion

» Eficacia MTKI vs FGFRinh en PDXs FGFR1amp

Mecanismo de

» Combinaciones DC101+Bevacizumab

Abreviaciones: FISH (Hibridacion /n-Situ fFuorescente); NGS (técnicas de ultra-secuenciacion gendmica): phl (fase 1); amp (amplificados):
FGFRinh (inhibidor selectivo del FGFR): MTKI (Inhibidor Multi-Tirosina quinasa); IHC (inmunohistiquimica); qRT-PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa).

Figura 8. Esquema de la generacion de PDXs FGFR:FGF-amplificados de cidncer de mama
seleccionados para experimentos in vivo y caracterizacion molecular.
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6.2.6. Cohorte de validacion de pacientes tratadas con MTKI.

Las muestras de una cohorte de 9 pacientes afectas de cancer de mama han
sido utilizadas para validar los hallazgos de potenciales biomarcadores
predictivos de respuesta a los FGFRinh. Todas las pacientes habian sido
tratadas con MTKI dentro de ensayos fase 1 previa a la implementacion del
proyecto FGFR 360° RESISTANCE, y de todas ellas disponiamos de datos
epidemioldgicos y clinico-patologicos en curso de ensayo accesibles a través

de las bases de datos digitales del hospital (SAP).

Estas pacientes habian sido seleccionadas mediante el circuito de derivacion a
la UITM-VHIO, y por consiguiente, habian firmado el consentimiento
informado que autorizaba el andlisis de sus muestras dentro del programa de
pre-screening molecular VHIO (ver 6.1.2). No ha sido preciso un
consentimiento informado especifico para utilizar dichas muestras como

cohorte de validacion dado su caracter retrospectivo.

6.2.7. Herramientas de andlisis molecular.

6.2.7.1. Caracterizacién molecular de los PDXs.

Cada uno de los PDXs FGFR:FGF-amplificados utilizados en los
experimentos in vivo ha sido caracterizado por Monica Sanchez-Guixé en el
laboratorio del Grupo de Terapias Experimentales VHIO (Investigadora

Principal Dra. Violeta Serra):

e Nivel ADN: la deteccion de la variacion en el nimero de copias (CNA)
de los genes FGFR:FGF se ha realizado utilizando técnicas de NGS,
mediante el panel MSK-IMPACT™ del Memorial Sloan Kettering
Cancer Center (MSKCC) (208), que incluye los genes del FGFRI-4'y
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del FGF3/4/19 en su panel de 410 genes. Los PDXs se consideraron
amplificados si el nimero absoluto de copias del gen era > 4, segun el

punto de corte establecido en el IMPACT™.

Ademas, las amplificaciones del FGFR1-2/4/11q que se han detectado
por el panel han sido corroboradas mediante sus respectivos FISH. La
sonda utilizada para la determinacion de la amplificacién del gen del
FGFRI ha sido la ZytoLight® SPEC FGFR1/CEN 8 Dual Color Probe
con referencia Z-2072-200, para el gen del FGFR2 se ha utilizado la
sonda ZytoLight® SPEC FGFR2/CEN 10 Dual Color Probe con
referencia Z-2122-200 y para gen del //g, que co-localiza con el gen
de la ciclina D1, ha sido la ZytoLight® SPEC CCND1/CEN 11 Dual
Color Probe con referencia Z-2071-200, todas de Zyftovision©. Para la
determinacion de la amplificacion del gen del FGFR4 se ha utilizado la
sonda SureFiSH® FGFR4 (NSDI1) con referencia cat #G101226R-8,
de Agilent Technologies©. En los cuatro casos, el criterio FISH para
definir que un paciente se consideraba FGFRI-2/4 o 11g-amplificado
era un ratio gen/centromero > 2.2, o si el numero total de copias del
gen era > a 6, segin la evidencia cientifica disponible actualmente
(92). No se ha detectado ninguna amplificacion del FGFR3 mediante
NGS, por lo que no ha sido necesario validar la técnica FISH del

FGFR3.

Nivel mRNA: la deteccion de los niveles de mRNA FGFR1-4 y FGF3-
4-19 se ha realizado mediante la tecnologia nCounter ® (NanoString©)

con el panel local VHIO fusion-expresion génica v.4.0 (ver anexo 2).

La qRT-PCR se ha utilizado para validar los hallazgos de expresion de
cada uno de los receptores FGFR1-4, utilizando ensayos predisefiados
de TagMan™: primers y sondas FAM-MGB Hs00915142 ml para el
FGFR1, Hs01552918 ml para el FGFR2, Hs0019829 ml para el
FGFR3 y Hs01106908 m1 para el FGFR4.
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No ha sido técnicamente posible realizar qRT-PCR de los diferentes
FGFs, por lo que adicionalmente, se ha utilizado un andlisis
transcriptomico con la herramienta HTG EdgeSeq® (HTG Molecular
Diagnostics©) (209). Mediante el panel de biomarcadores en
oncologia (OBP) de HTG EdgeSeq®, se han podido evaluar los niveles
de mRNA de hasta 2545 genes, permitiendo la evaluacion de la
expresion génica de los distintos componentes de la via del
FGFR:FGF (FGFRI-4/FGFRLI,y los ligandos FGF1-2/4-14/16-23),
pero también al mismo tiempo, la de genes implicados en la vias de
las MAPKs (KRAS, BRAF), PI3K (PI3KCA, AKT) o de la angiogénesis
(VEGFRI1-2-3/VEGFA-B-C, PDGFRa-p/PDGFA-B-C), entre otras

(ver anexo 9).

e Nivel proteina: la deteccion de los niveles de proteina FGFR2 se ha
realizado cualitativamente mediante inmunohistoquimica (IHC),
utilizando el anticuerpo FGFR2 Cat#NB200-642 de Novus
Biologicals©. Ademas, se ha realizado un valoracion cuantitativa
mediante western blot de FGFR1 y FGFR3, utilizando los
anticuerpos FGFRI1 (D8E4) Cat#9740, y FGFR3 (C51F2) Cat#4574,
ambos de Cell Signaling Technologies ©.

No ha sido posible realizar las determinaciones del FGFR4 ni de los
FGFs con ninguna de ambas técnicas, por no estar optimizadas en los

laboratorios VHIO.

6.2.7.2. Analisis de muestras de pacientes seleccionados.

Las muestras de pacientes de especial interés han sido analizadas con

tecnologias NGS de tltima generacion, mediante secuenciacion completa del
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exoma (WES) (210) y secuenciacion del RNA (RNAseq) (211) en el MD
Anderson Cancer Center (MDACC), y el panel OBP de HTG EdgeSeq® (209).
La prevalencia celular (PC) de las clonas detectadas mediante WES indica el
nimero estimado de células tumorales portadoras de una mutacidon concreta en
la muestra secuenciada. El valor de dicha PC se ha estimado a partir del
contenido de células tumorales en la muestra, el nimero de copias y la
fraccion alélica de cada mutacion. Los valores de PC se han reportado en un
rango del uno al cero (1-0), asumiendo como eventos clonales aquellos més

proximos al uno.

El valor oncogénico de las distintas alteraciones génicas detectadas se ha
evaluado mediante la informacion disponible en la literatura, realizando una
revision a través de las plataformas bioinformaticas OncoKB

(http://oncokb.org) y cBioportal (https://www.cbioportal.org), asi como las

bases de datos GeneCards® (https://www.genecards.org) y PubMed

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

6.2.8. Analisis estadistico.

Se ha realizado un andlisis descriptivo de las distintas variables clinico-
patologicas, moleculares y traslacionales de los pacientes incluidos en el
proyecto FGFR 360° RESISTANCE. Las variables categdricas se han descrito
con nimeros y/o porcentajes, mientras que las variables continuas se han
descrito con la mediana y el rango. La representacion grafica de los pacientes,
mejor porcentaje de respuesta y tipos tumorales se ha realizado mediante el

programa de software R version 3.2.4.
Los test estadisticos han sido realizados con el programa GraphPad Prism

version 6.01. Las diferencias entre grupos de tratamiento se han analizado

mediante un #-fest o un test ANOVA.
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La evaluaciéon de biomarcadores predictivos de respuesta se ha realizado
mediante curvas ROC (Caracteristica Operativa del Receptor), comparando la
sensibilidad (verdaderos positivos en relacion con verdaderos positivos y
falsos negativos) y la especificidad (verdaderos negativos en relaciéon con
verdaderos negativos y falsos positivos) (212). Se ha considerado que la curva
ROC asociada a un potencial biomarcador predictivo fiable seria aquella que
se situaria en un punto de la esquina superior izquierda, o coordenada (0,1)
del espacio ROC, representando un 100% de sensibilidad (ningin falso
negativo) y un 100% también de especificidad (ningiin falso positivo); es el
punto (0,1) que se conoce como una clasificacion perfecta. En el caso de
FGFR1-4 mRNAM, las diferencias estadisticas entre respondedores versus no-
respondedores se han analizado mediante un test U Mann-Whitney, debido a

una distribucion no-Gaussiana de los datos.
Los valores de p estadisticamente significativos para los analisis representados

en las leyendas de las figuras son los siguientes: * (0.01 < p < 0.05); ** (0.001
<p <0.01); *** (0.0001 <p <0.001); **** (p <0.0001).
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7. RESULTADOS

7.1. ESTUDIO RETROSPECTIVO: Analisis exploratorio de
biomarcadores predictivos de respuesta en pacientes con cancer avanzado

tratados con pan-inhibidores del receptor del factor de crecimiento
fibroblastico (FGFRinh).

Desde 2011 hasta 2016, 36 pacientes con tumores FGFR:FGF-amplificados
(FGFRamp; n=25), altos niveles de expresion del FGFR mRNA (mRNAh;
n=5) o FGFR-mutados (FGFRmut; n=6) recibieron tratamiento dentro de
ensayos clinicos fase 1 con FGFRinh en curso en UITM-VHIO. La tabla 5
recoge las principales caracteristicas de los FGFRinh con los que fueron

tratados estos pacientes:

Tabla 5. Ensayos fase 1 con pacientes en curso de tratamiento con FGFRinh en UITM-VHIO
durante el periodo 2011-2016.

|
‘ CODIGO Phl FGFRinh DIANA clinicaltrial.gov  Ref
|
|
|
|

CBGJ398X2101 infigratinib NCTO01004224 (101, 197)
CBGJ398X2102 infigratinib | FGFR1-3 | 0.9-1.4 rev NCT01928459 (198, 199)
+ alpelisib | PI3Ka 4.6
Debio1347-101 debio1347 FGFR1-3 | 9.3-22 rev NCT01948297 (102, 200)
42756493EDI1001 erdafitinib FGFR1-4 | 1.2-5.7 rev NCTO01703481 (107, 201)
TPU-TAS-120-101 futibatinib FGFR1-4 | 3.9-8.3 irr NCT02052778 (155, 202)
PRN1371-001 PRN1371 FGFR1-4 | 0.6-19.3 | irr NCT02608125 (96, 203)
‘ CFGF401X2101 roblitinib FGFR4 1.1 rev NCT02325739 (204)

Abreviaciones: FGFRinh (inhibidores selectivos del FGFR); Phl (ensayo fase 1); IC50 (Concentracion
Inhibitoria del 50%); nM/L (nanoMolar/Litro); MoA (Mecanismo de Accion); Ref (Referencia); rev
(reversible); irr (irreversible).

La mediana de edad de todos los pacientes incluidos fue de 55 afios, y habian
recibido una mediana de 3 lineas previas con intencion paliativa. Los tipos
tumorales incluidos en el anélisis fueron mama (n=17), colon (n=3), esofago
(n=3), higado (n=3), pulmon (n=3), endometrio/anejos (n=2), vejiga (n=2),
cabeza y cuello (n=2) y estémago (n=1). En total, se incluyeron 30 pacientes

en el subgrupo FGFRamp/mRNAh (25/5), algunos de los cuales presentaban
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mas de una aberracion molecular en FGFR:FGF, y 6 pacientes en el subgrupo

FGFRmut.

El global de casos tratados con FGFRinh fue de 38 casos, dado que 2 de los
pacientes FGFRmut fueron incluidos sucesivamente en 2 ensayos diferentes,
recibiendo un FGFRinh irreversible a la progresion tras recibir un FGFRinh
reversible. En total, 23 casos recibieron un FGFRinh reversible, 11 casos un
FGFRinh irreversible, 3 casos un FGFRinh ultra-especifico del FGFR4 y 1
caso recibid tratamiento con una combinaciéon FGFRinh mas un inhibidor de
PI3K(  )-selectivo. La tabla 6 detalla la caracteristicas clinico-patologicas de

los casos:

Tabla 6. Caracteristicas clinico-patolégicas de los casos FGFRalt incluidos en el andlisis

retrospectivo VHIO.

Pacientes Pacientes
FGFRamp/mRNAh (%) FGFRmut (%)
n casos 25(83)/5(17) 8 (100)
Sexo d 12 (40)/ Q 18 (60) 3337/ 25(63)
Mediana edad (rango) 56 (34-76) 57 (49-76)
Metastasicos al diagnéstico 14 (47) 2 (25)
Mediana tratamientos previos (rango) 3 (0-8 3(2-4)
INHIBIDOR FGFR ESPECIFICO
Pan-FGFRinh reversible 21 (70)
Pan-FGFRinh irreversible 6 (20) 5(63)
FGFR4inh ultra-selectivo 3(10) 0 (0)
Combinacion FGFRinh+PI3KCAinh 0(0) 1(12)
Abreviaciones: FGFRalt (FGFR-alterados); FGFRinh (inhibidor selectivo FGFR); PI3KCAinh
(inhibidor PI3K); FGFRamp (FGFR-amplificado); FGFR mRNAh (altos niveles de expresion FGFR
mRNA); FGFRmut (FGFR-mutado).

La mediana de TTP en los 38 casos analizados fue de 1.67 meses (IC 95%;
1.40-2.87). En cuanto a la evolucion de los casos en curso de terapia con
FGFRinh, casi la mitad de la cohorte global, un 52.6% de los casos (15 casos
FGFRamp/mRNAh y 5 casos FGFRmut), presentaron progresiéon como mejor
respuesta alcanzada. Cabe destacar que tan sélo se objetivd una unica
respuesta parcial en un paciente del subgrupo FGFRamp/mRNAM, sin ninguna
respuesta completa reportada. En el momento del analisis, s6lo once pacientes
seguian vivos, todos pertenecientes al subgrupo FGFRamp/mRNAh. La

mayoria de los casos habian finalizado la terapia con FGFRinh a causa de
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progresion confirmada de la enfermedad (n=31), aunque tres casos habian
interrumpido definitivamente el tratamiento por culpa de la toxicidad
inaceptable presentada al firmaco, y uno de ellos habia decidido retirar el
consentimiento del ensayo en el que participaba de forma voluntaria. Solo tres
casos FGFRamp/mRNAh continuaban en curso de ensayo con FGFRinh. La
tabla 7 recoge los datos de la evolucion de todos los casos durante el

tratamiento con FGFRinh:

Tabla 7. Evolucion de los casos FGFRalt durante el tratamiento con FGFRinh.

Pacientes Pacientes
MEJOR RESPUESTA ALCANZADA FGFRamp/mRNAh (%) FGFRmut (%)
Progresion 15 (50) 5(62)
Estabilizacion 13 (44) 3 (38)
Respuesta parcial 1(3) 0(0)
Respuesta completa 00 0(0)
Desconocida 1(3) 0(0
CAUSA FINALIZACION TRATAMIENTO
Progresion confirmada 23 (77) 8 (100)
Toxicidad inaceptable 3 (10) 0(0)
Retirada del consentimiento 1(3) 0(0)
En curso de tratamiento 3 (10) 0(0)

Abreviaciones: FGFRalt (FGFR-alterados); FGFRinh (inhibidor selectivo FGFR); PI3KCAinh

(inhibidor PI3K); FGFRamp (FGFR-amplificado); FGFR mRNAh (altos niveles de expresion FGFR

mRNA); FGFRmut (FGFR-mutado).

7.1.1. Andlisis en el subgrupo de pacientes FGFRamp/mRNAh.

En el subgrupo FGFRamp/mRNAh (n=30 casos), 7 casos alcanzaron ClinBen
(23%): 2 casos con cancer de pulmon, 2 casos con hepatocarcinoma, 1 caso
con cancer de mama, 1 caso con cancer de vejiga y 1 caso con cancer de
cabeza y cuello (carcinoma indiferenciado de cavum). La figura 9 detalla el
porcentaje de cambio en las lesiones diana de los casos FGFRamp/mRNAh

segun el subtipo tumoral y sus caracteristicas moleculares.

De estos 7 casos con ClinBen, destaca que 4 casos presentaban FGFR
mRNAh: 2 casos con hepatocarcinomas FGFR4 mRNAh, 1 caso con céncer
de mama FGFR2amp con FGFR2 mRNAh y 1 caso con cancer de vejiga
FGFR3 mRNAh. No fue posible determinar los niveles de FGFR mRNA de
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los 2 casos con cancer de pulmén FGFR1amp con ClinBen, dada la ausencia
de material de archivo. Asimismo, no fue posible evaluar la presencia de
amplificaciones/mutaciones/translocaciones génicas en los casos con
hepatocarcinomas y céncer de vejiga debido al mismo motivo. El caso con
cancer de cabeza y cuello FGFR2amp no presentaba mRNAh de ninguno de
los FGFR. Dos de los casos con ClinBen presentaban co-amplificacion del
11qg: 1 caso con cancer de mama FGFR2amp y un caso con céncer de cabeza y

cuello FGFR2amp.
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Abreviaciones: CNA (Alteracion Namero de Copias); amp (amplificado); mRNA (altos niveles expresion mRNA): N/E (No Evaluado).

Figura 9. Porcentaje de cambio en las lesiones diana en casos con FGFRamp/mRNAh segin el
subtipo tumoral y caracteristicas moleculares de los pacientes. En el grafico se objetiva como 7 casos
de distintos tipos tumorales alcanzan ClinBen: 2 pulmones FGFR1lamp, 2 hepatocarcinomas FGFR4
mRNAMh, 1 vejiga FGFR3 mRNAh, 1 mama y 1 tumor de cabeza y cuello, ambos con co-amplificacion
FGFR2 y del 11q. En el caso de la paciente con cancer de mama, ademas presentaba FGFR2 mRNAh.

Finalmente, evaluamos la posible correlacion entre el ClinBen observado y el

nivel de amplificacion del gen FGFR (ratio amplificacion gen:centrémero),
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siendo ésta estadisticamente no significativa en la poblacion general de 25
pacientes FGFRamp (p=0.449) como se observa en la figura 10. Debido a que
el subgrupo de pacientes mama FGFRamp era el mayoritario (casos n=16), se
evalud por separado la correlacion entre ClinBen y el ratio de FGFRamp en
este subgrupo, resultando igualmente no estadisticamente significativa

(p=0.29).

Beneficio Mediana Rafivo
Clinico " FGFR ratio &
Si 4 pts 2.78 1.54-9.93
No 21 pts 3 1.42-15.58

Wilcoxon rank sum test p-value = 0.449

Figura 10. Correlaciéon entre ClinBen a FGFRinh y nivel de amplificacién génica del FGFR en el
subgrupo pacientes FGFRamp. En la grafica estan representados el subgrupo de pacientes FGFRamp
(n=25). No puede establecerse un ratio de amplificacion del FGFR que se asocie a ClinBen (pacientes
con FISH ratio > 2.2 considerados positivos en la mayoria de ensayos para su inclusion, pueden o no
beneficiarse).

7.1.2. Andlisis en el subgrupo de pacientes FGFRmut.

El subgrupo de seis pacientes FGFRmut incluye 4 tipos tumorales distintos,
incluyendo endometrio (FGFR3mut T689M) y FGFR2mut (N549D)), colon
(FGFR1mut (I529M) y FGFR2mut (G238R)), mama (FGFR1mut (N546K)) y
vejiga (FGFR3mut (S249C)). Para el objetivo de este andlisis retrospectivo se
consideraron 8 casos, dado que 2 pacientes recibieron un FGFRinh irreversible

a la progresion tras su tratamiento con un FGFRinh reversible.

Ante la controversia sobre la relevancia terapéutica que tienen las mutaciones
del FGFR como posibles biomarcadores predictivos, revisamos la evidencia

cientifica disponible mediante la plataforma bioinformatica OncoKB. Cabe
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destacar que inicialmente, cuando se obtuvieron los resultados del cribado
molecular de estos pacientes FGFRmut, se considero6 la idoneidad de que éstos
recibieran un FGFRinh precisamente en base a los datos disponibles en la

literatura, predicciones de respuesta in silico en la mayoria de los casos.

En nuestra cohorte, sdlo en el paciente afecto de cancer de vejiga FGFR3mut
(S249C) existia evidencia clinica que apoyaba dicha mutacion como
predictiva de respuesta al bloqueo FGFR en esta histologia concreta, aunque ni
el biomarcador ni la droga se consideraban tratamiento estandar en el
momento de la decision terapéutica (213). En cambio, en los pacientes con
cancer de mama FGFRImut (N546K) y céancer de endometrio-tubarico
FGFR2mut (N549D), s6lo existia evidencia biologica que respaldara estas
mutaciones del FGFR como posibles biomarcadores predictivos a los

FGFRinh (157, 214).

En el resto de pacientes, los dos pacientes afectos de cancer de colon,
FGFR1Imut (I529) y FGFR2mut (G238R), y una de las pacientes con cancer
de endometrio FGFR3mut (T689M), se detectaron variantes de significado
incierto, mutaciones cuya relevancia oncogénica ain no estaba definida. A
pesar de esta limitada evidencia, se discutio con los pacientes la posibilidad de
administrar terapia experimental dirigida dentro de ensayos clinicos con
FGFRinh, dado que se trataba de casos refractarios a sus respectivos

tratamientos oncoldgicos estandar.

En segundo lugar, revisamos los datos de clonalidad de los pacientes
FGFRmut, objetivandose que so6lo en la mitad de los pacientes, las mutaciones
del FGFR eran eventos clonales, ambos pacientes con cancer de endometrio
FGFR3mut (T689M) y FGFR2mut (N549D), y el paciente afecto de cancer de
vejiga FGFR3mut (S249C). Ademas, también evaluamos la presencia de otras
mutaciones concomitantes detectadas mediante los paneles de NGS utilizados
en el cribado molecular de estos 6 pacientes. Destacaba que en 5 de los
pacientes se detectaron otras co-alteraciones afectando algunos de los genes de

las vias MAPKs y PI3K, dos de las principales vias de sefalizacion
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intracelular: mutaciones en los genes PI3KCA (n=3), PTEN (n=2), KRAS
(n=1) y BRAF (n=1).

Al establecer la correlacion de eficacia con las caracteristicas moleculares del
subgrupo FGFRmut, Unicamente el caso del paciente afecto de cancer de
vejiga con una mutacion clonal en FGFR3 (S249C), descrita como oncogénica
activadora, y sin ninguna otra co-alteraciéon molecular, obtuvo ClinBen, tal y
como se objetiva en la figura 11. En este caso concreto, el paciente obtuvo
ClinBen en curso de su terapia inicial con un FGFRinh reversible, pero sin
embargo, progresd rapidamente cuando a la progresion de este primer
inhibidor recibi6 tratamiento con un FGFRinh irreversible. El resto de los
casos FGFRmut que no se beneficiaron del bloqueo FGFR presentaban
eventos subclonales, con co-existencia de otras mutaciones en las otras vias de
sefalizacion de las MAPKs o PI3K, con algunas de las mutaciones del FGFR

descritas como variantes de significado incierto.

Ante estos hallazgos, decidimos analizar mas detalladamente el valor
oncogénico in vitro de cada una de estas mutaciones del FGFR, con tal de
revisar su prediccion de respuesta al bloqueo FGFR en el contexto biologico
concreto de cada uno de estos pacientes FGFRmut, especialmente en aquéllos
en que se trataba de variantes de significado incierto del FGFR y/o coexistian

con otras co-alteraciones moleculares.
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CLONALIDAD si Si NO NO NO Si
CO-ALTERACION PI3KCAmut PTENmut KRASmut BRAFmut PI3BKCAmut NO

(R88Q) (R130Q) (G120) (D594G) (H1047R)

PTENmut
(R173C)

PI3KCAmut
(ESIK)

Abreviaciones: mut (mutado): VSI (Variante de Significado Incierto).
Figura 11. Porcentaje de cambio en las lesiones diana en casos con FGFRmut segiin el subtipo
tumoral y caracteristicas moleculares de los pacientes. En el grafico se objetiva como sdlo el caso de
un paciente afecto de una neoplasia de vejiga (Pt6) alcanza ClinBen. El Pt6 se benefici6 de recibir un
FGFRinh reversible, pero progresé rapidamente después cuando recibiéo un FGFRinh irreversible, tras el
fracaso del primer agente dirigido. Precisamente, el Pt6 era el tinico que presentaba una mutacion clonal
FGFR3 (S249C) oncogénica, sin ninguna otra co-alteracion molecular.
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7.1.2.1. Andlisis in vitro del valor oncogénico de las mutaciones detectadas en

el subgrupo de pacientes FGFRmut.

. Sy . .., . . TM
Para realizar el andlisis de prediccion mediante la herramienta FACT ™, se
consideraron variantes de significado incierto aquellas variantes para las que

no existian analisis in silico y sin evidencia disponible en la literatura.

En primer lugar, se evalu6 in vitro el potencial oncogénico de las mutaciones
del FGFR (figura 12). El analisis demostrd6 que dos de las variantes de
significado incierto detectadas, FGFRI (1529M) y FGFR2 (G238R), no eran
variantes oncogénicas, tras confirmarse su falta de activacion respectiva de la
via del FGFR:FGF. En cambio, en el caso de la tercera variante de significado
incierto, FGFR3 (T689M), el andlisis funcional detectd que se trataba en
efecto de una variante activadora de la via. Las 3 mutaciones del FGFR ya
descritas en OncoKB como oncogénicas, FGFR2 (N549D), FGFR1 (N546K)
y FGFR3 (S249C), fueron confirmadas como activadoras, y por lo tanto,
posibles predictores de respuesta a los FGFRinh.

A. Via JAK/STAT B. Via NFkB C. Via NFkB
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TR @ Q¢ .
o« z 50 i
g 2
5 b2 =4
5 2 z,
£ &
] 3§
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1 1 . -y
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Figura 12. Prediccion in vitro de la actividad oncogénica de las mutaciones FGFR detectadas en el
subgrupo de pacientes FGFRmut. La activacion de la sefializacion intracelular asociada a las variantes
del FGFR ha sido evaluada mediante la cuantificacion nuclear de proteinas marcadas con fluorescencia
para la via NFkB (Reld) y JAK/STAT (STAT3). La actividad oncogénica de las variantes a estudio
(rojo), representada por la mediana normalizada del ratio nicleo-citoplasma (NCR), se ha comparado
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con la actividad del gen no mutado o wild-type (WT) (azul oscuro) y con una mutaciéon oncogénica
conocida ( ). Las VSI FGFRI (I1529M) y FGFR2 (G238R), se han considerado inactivas
debido a que existia < 20% de incremento del NCR respecto a la forma WT (paneles A-B). La variante
de significado incierto (VSI) FGFR3 (T689M), presentaba un incremento >20% del NCR respecto a la
forma WT, confirmandose como una variante oncogénica (panel C), asi como las mutaciones FGFR2
(N549D), FGFRI (N546K) y FGFR3 (S249C), ya descritas previamente como activadoras (paneles D-
F).

Posteriormente, se decidié confirmar in vitro el potencial oncogénico del resto
de mutaciones detectadas en este subgrupo de pacientes mediante los analisis
NGS (figura 13). El analisis demostrd que 4 de las variantes descritas en la
literatura como probablemente oncogénicas, PI3KCA (R88Q; E81K) (215,
216) y PTEN (R130Q; R173C) (217), eran efectivamente activadoras de sus
respectivas vias intracelulares. En el caso de las mutaciones KRAS (G12C)
(218) y PI3KCA (H1047R) (219), el analisis confirmo su potencial oncogénico
ya conocido, aunque en el caso de la variante BRAF (D594G) (220) solo se

objetivé un funcionalismo intermedio.

A. Via PI3K/AKT B. Via NFkB C. Via PI3K/AKT
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¢ |
o
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é 4 .
2 : g
! wi l'ﬂl“l‘l RE8Q ! wi £542¢ 81K ! wT GAD R130Q R173C
PI3KCA (R88Q) PI3KCA (ESIK) PTEN (R130Q; R173C)
D. Via MAPK/ERK E. Via PI3BK/AKT F. Via MAPK/ERK
MAPK/ERK Pathway MAPK/ERK Pathway
7
6 5] «
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1 " G_ R wr IO HIOAZR 1 wr K‘ D5MG
KRAS (G12C) PI3KCA (H1047R) BRAF (D594G)

Figura 13. Prediccion in vitro de la actividad oncogénica de las co-alteraciones detectadas en el
subgrupo de pacientes FGFRmut. La activacion de la sefializacion intracelular asociada a las variantes
de los genes PI3KCA, PTEN, KRAS y BRAF ha sido evaluada mediante la cuantificaciéon nuclear de
proteinas marcadas con fluorescencia para la via PI3K/AKT (FoxO3), NFkB (Reld) y MAPK/ERK
(ERK2). La actividad oncogénica de las variantes a estudio (rojo), representada por la mediana
normalizada del ratio nicleo-citoplasma (NCR), se ha comparado con la actividad del gen no mutado o
wild-type (WT) (azul oscuro) y con una mutaciéon oncogénica conocida ( ). Mediante los
ensayos celulares in vitro se ha confirmado que las cuatro mutaciones descritas en la literatura como
probablemente oncogénicas, son efectivamente activadoras (paneles A-C): en el caso de la mutacion
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PI3KCA (E81K) se ha objetivado un incremento >20% del NCR RelA respecto a la forma WT, mientras
que en el caso de las mutaciones PI3KCA (R88Q) y PTEN (R130Q; R173C) se ha objetivado un
descenso 220% del NCR respecto a la forma WT, teniendo en cuenta que los niveles nucleares de FoxO3
disminuyen con la activacion de la via PI3K/AKT. Se ha confirmado el funcionalismo de las mutaciones
KRAS (G12C) y PI3KCA (H1047R), descritas previamente como activadoras (paneles D y E). En el
caso de la mutacion BRAF (D594G) descrita como oncogénica, el analisis in vitro s6lo ha demostrado
una activacion intermedia de la via MAPK/ERK (panel F).

Al comparar todos los datos de funcionalismo de las mutaciones detectadas
(tabla 8), objetivamos que al menos dos de las variantes de significado
incierto detectadas en los dos pacientes afectos de cancer de colon, FGFRI
(I529M) y FGFR2 (G238R), carecian de actividad oncogénica in vitro. En
cambio, el analisis FACT™ demostré que la variante de significado incierto
FGFR3 (T689M), era activadora de la via del FGFR:FGF. En los otros 3
pacientes con variantes FGFR confirmadas como activadoras pero sin ClinBen
a los FGFRinh, FGFR3 (T689M), FGFR2 (N549D) y FGFRI (N546K), el
andlisis funcional confirmé que las mutaciones detectadas simultdneamente en
PI3KCA, PTEN, KRAS y BRAF, eran asimismo activadoras de sus respectivas

vias de senalizacion.

Tabla 8. Comparacion del valor oncogénico de las mutaciones detectadas en la cohorte de

pacientes FGFRmut tratados con FGFRinh.

. . . Potencial oncogénico Droga Clin
Paciente Tumor Mutaciéon | Variante OncoKB FACT™ eethin Ben
Pt1 . FGFR3 T639M VSI Activa .

Endometrio 5130 T R88Q | Probable | Activa | | OrRunhrev | NO
pPt2 FGFR2 N549D | Oncogénica | Activa FGFRinh rev NO
Endometrio PTEN R130Q Probable Activa | +PI3KCAinh
-tubarico PTEN R173C Probable Activa S
PI3KCA | ESIK | Probable | Activa | | Cfrunir | NO
Pt3 FGFR1 1529M VSI Inactiva L
Colon KRAS G12C_| Oncogenica | Activa | | OFRinhir | NO
Pt4 FGFR2 G238R VSI Inactiva
Colon BRAF D594G | Oncogénica Actlya FGFRinh irr NO
media
Pt5 FGFR1 N546K | Oncogénica | Activa o
Mama PI3KCA | HI1047R | Oncogénica | Activa | | OrRinhirr | NO
Pt6 . . . FGFRinhrev | Si
Vejiga FGFR3 S249C Oncogénica Activa FGFRinh irr NO

Abreviaciones: FGFRmut (FGFR-mutado); FGFRinh (inhibidor selectivo FGFR); ClinBen (Beneficio
Clinico); VSI (Variante de Significado Incierto); PI3KCA (inhibidor PI3KCA); rev (reversible); irr
(irreversible).

En el caso de la paciente afecta de cancer de endometrio-tubarico FGFR2

(N549D), PI3KCA (E81K) y PTEN (R130Q; R173C), todas las mutaciones
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demostraron valor oncogénico, confirmado in vitro individualmente. Ademas,
con el analisis conjunto FACT™ de las mutaciones FGFR2 (N549D) y
PI3KCA (E81K), se objetivd que ambas mutaciones potenciaban la activacion
de la via de sefalizacion (figura 14A). Cabe destacar que el andlisis de
prediccion de respuesta in vitro a la terapia dirigida con FGFRinh fue positivo,
objetivandose inhibicion de la via FGFR:FGF mediante un FGFRinh
reversible en un modelo celular FGFR2mut (N549D) (figura 14B).

Paciente 2.
A. Via NFkB B. Via NFkB -
Debio 1347
NFkB Pathway

9 24
g 7 S 2
4 4
c 6 =
3 % 8
=z 5 ) )
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w1 FGFR2NS49D PIK3CAESIK NS49D + ES1K Untreated 0 25 10 40 156 625 2500

Debio 1347 (nMol)

= FGFR2 N54SD

Figura 14. Ejemplo de la prediccion de respuesta in vitro con un agente diana de la variante génica
activadora identificada en un caso del subgrupo FGFRmut. A. En este caso, la co-existencia de
ambas mutaciones activadoras FGFR2 (N549D) y PI3KCA (E81K) ( ), aumenta la
sefializacion de la via NFkB de forma sinérgica (roja), confirmandose un incremento del ratio ntcleo-
citoplasma (NCR) RelA >20% respecto a la actividad de los genes no mutados o wild-type (WT) (azul
oscuro). B. La forma FGFR2 WT es insensible al FGFRinh reversible debiol347, por lo que no se
observan cambios en la mediana NCR RelA (naranja). En cambio, la mutacién oncogénica FGFR2
(N549D) induce activacion de la via NFkB, que se traduce en un incremento de RelA nuclear: debio1347
es capaz de inhibir la actividad de la variante FGFR2 (N549D), objetivandose un descenso de la mediana
NCR RelA >20% (azul) respecto a la actividad observada en condiciones de no tratamiento.
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7.2. ESTUDIO PROSPECTIVO: Implementacion del proyecto
traslacional FGFR 360° RESISTANCE.

El andlisis retrospectivo conducido por nuestro grupo en 36 pacientes FGFR-
alterados que recibieron tratamiento dentro de ensayos fase 1 con FGFRinh,
sugiere que el beneficio clinico (ClinBen) en el subgrupo de pacientes FGFR-
amplificados (FGFRamp) estd enriquecido en parte con pacientes que
presentan altos niveles de expresion de FGFR mRNA (mRNAh) (182). De
hecho, una observaciéon muy interesante surge de dos casos concretos de
pacientes afectas de cancer de mama incluidas en dicha serie retrospectiva,

ambas tratadas con el mismo FGFRinh reversible.

La paciente cuyo tumor era 11q/FGFR2amp presentd una estabilidad
radioldgica mantenida durante 8 meses, con cierta disminucion de tamafo de
sus lesiones diana (-19%) segun criterios RECIST v.1.1. El andlisis molecular
disponible de esta paciente con ClinBen reveld que, no sélo se trataba de un
tumor con alta amplificacion del FGFR2 (FISH CNA total 21.8/ratio
gen:centromero 9.9), sind que ésta se traducia en FGFR2 mRNAh con su
correspondiente alta expresion de la proteina FGFR2, de forma homogénea y

clonal en el tejido tumoral (ver figura 15).

91



Resultados

Nanostring fusion mRNAh FGER2
_— W~ ==

“FG 2
. IHC FGFR2h Basal Mgjor respuesta C2DIS

- g (-19% lesiones diana RECIST v.1.1))

ClinBen: SD 8 meses FGFR1.3inh rev

A. Cancer de mama t iple negativo metastasico refractario
(R lincas quimioterapia)
Pre-screening VHIO tumor primario mama 2011:

| FISH FGFR2amp
« FISH 11g-amp

Progresion

clinico-radiologica
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Abreviaciones: amp (amplificada); CNA (Alteracion Namero de Copias); mRNAh (alta expresion de mRNA); IHC FGFR2h (alta expresion
proteina por inmunohistoquimica); ClinBen (Beneficio Clinico); SD (Estabilidad); FGFRinh (inhibidor selectivo del FGFR): rev (reversible).

Figura 15. Historia clinica y caracterizacién molecular VHIO de paciente con cincer de mama
FGFR2-amplificada respondedora a FGFRinh. A. La paciente afecta de un cancer de mama triple
negativo politratada, recibi6 un FGFRinh reversible alcanzando como mejor respuesta estabilidad
radioldgica con disminucion de las lesiones diana pulmonares (-19%), aunque progresé tras 8 meses de
tratamiento y decidid proseguir tratamiento estandar en su centro; B. Imagen FISH FGFR2 amplificado
(promedio n° copias gen FGFR2 CEN-8 = 2.2); C. Imagen FISH 11q amplificado (promedio n°® copias
gen CCND1/11q CEN-8=2.2); D. Imagen de alta expresion de la proteina FGFR2 clonal y homogénea.

En cambio, la paciente con el tumor FGFR1amp progres6 rapidamente a la
terapia con FGFRinh. Curiosamente, la caracterizaciéon molecular disponible
demostrd que se trataba de un tumor polisémico (FISH total CNA 27.2/ratio
gen:centromero 2.6). Cabe destacar que esta misma paciente si obtuvo
beneficio clinico al recibir una linea posterior con un MTKI, con estabilidad
radiologica durante 3 meses y respuesta serologica por marcador tumoral Ca

15.3 (ver figura 16).
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A. Cancer de mama ER+/PR-/HER2- metastasico refractario (4 lineas quimioterapia y 4 hormonoterapia).
Pre-screening VHIO tumor primario mama 2010:

i

. FISH FGFRI1amp (CNA 27.2/ratio 2.6)

| Polisémica (promedio n“copias gen FGFR1T CEN-8=10.2)
Amplicon panel wild-iype

. Mcjor respuesta PD post-C2D135 Sin ClinBen SD 3 meses con descenso Ca 15.3
Progresion
EC phl MTKl FGFR1-4 clinico
VEGFR1-3 radiologica
B. Lesiones basales previo inicio MTKI. C.'. Mejor respuesta SD post-C2 MTKI

27% lesiones diana RECIST v.1.1., con mejoria patrdn gammagrifico

Abreviaciones: amp (amplificada); ClinBen (Beneficio Clinico); SD (Estabilidad); FGFRinh (inhibidor selectivo del FGFR); rev (reversible):
EC phl (ensayo fase 1); MTKI (Inhibidor Multi-Tirosina quinasa)

Figura 16. Historia clinica y caracterizacién molecular VHIO de paciente con cincer de mama
FGFRI-amplificada no-respondedora a FGFRinh. A. La paciente afecta de un cancer de mama
ER+/PR-/HER2- metastasica y politratada, recibié un FGFRinh reversible, con progresion inmediata en
la primera evaluacion. Posteriormente no obtuvo beneficio clinico con otro farmaco en desarrollo precoz,
y si que presento cierta eficacia durante 3 meses con un MTKI, objetivandose respuesta serologica (-18%
del marcador tumoral Ca 15.3); B. Imagenes basales del TC abdominal con metastasis hepaticas y
gammagrafia dsea con infiltracion a nivel pélvico; C. Mejor respuesta alcanzada estabilidad radiologica
global, con disminucién de las lesiones diana hepaticas (-27%) y reduccion de la captacion de
radiotrazador de las metastasis no-diana 6seas.

(Por qué no se beneficiaron por igual al recibir el mismo FGFRinh si ambos
tumores eran FGFR-amplificados? Quizds la alta amplificacion FGFR2
homogénea y clonal del primero —ratio 9.9- podria justificar el beneficio que
presentd al FGFRinh, a diferencia del segundo tumor, cuya polisomia se
traducia en relidad en una baja amplificacion FGFRI —ratio 2.6- (134). (Por
qué la paciente con el tumor FGFR1amp sin ClinBen al FGFRinh si presentd
eficacia incipiente al posterior MTKI? En el momento de realizar el estudio
prospectivo no disponiamos de informaciéon molecular adicional que nos

ayudara a despejar estas incognitas.

Estos datos refuerzan la idea de que la amplificacion del FGFR por si misma
no es un biomarcador fiable para indicar el tratamiento con FGFRinh, pues no

todas las pacientes FGFR-amplificadas responden. Esto nos ha llevado a
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plantear la necesidad de validar con més precision qué papel predictivo tienen
las diferentes alteraciones FGFR:FGF en este subgrupo de pacientes, tanto a
nivel molecular (p.ej. ADN versus mRNA versus proteina), con sus puntos de
corte respectivos, como a nivel del gen implicado (p.ej. FGFRI1/2/3/4).
Ademas, la respuesta diferencial a favor del MTKI respecto al FGFRinh en
esta segunda paciente invita a reflexionar sobre el mecanismo de accion de
ambos tipos de inhibidores del FGFR, pues el analisis detallado de sus
propiedades anti-proliferativas y/o anti-angiogénicas podria esclarecer qué
pacientes no respondedoras al FGFRinh si se benefician de recibir un MTKI o

coémo optimizar la eficacia de los FGFRinh en combinaciones.

Precisamente a raiz de estas observaciones del estudio retrospectivo, surge la
iniciativa de desarrollar e implementar el estudio prospectivo FGFR 360°
RESISTANCE aqui descrito, con el objetivo de generar modelos preclinicos
fiables que nos permitan validar en el laboratorio algunas hipétesis in vivo, asi
como integrar el conocimiento obtenido del analisis molecular de las muestras

mas relevantes de respondedores inusuales.

7.2.1. Obtencion de muestras de pacientes y generacion de una coleccion de

PDXs FGFR-alterados.

Desde 2014 hasta 2018, 46 pacientes con tumores FGFR-alterados fueron
incluidos en el proyecto traslacional FGFR 360° RESISTANCE, tras ser
valorados en la UITM-VHIO para recibir tratamiento dentro de alguno de los

ensayos clinicos fase 1 testando inhibidores del FGFR.

La mediana de edad de todos los pacientes al momento de la inclusion en el
proyecto fue de 57 afios (rango 26-77), y habian recibido una mediana de 4
lineas previas (rango 0-14) con intencion paliativa. Los tipos tumorales
incluidos en el anélisis fueron mama (n=17), colon (n=7), vias biliares (n=4),

cabeza y cuello (n=4), vias urinarias (n=3), sistema nervioso central (n=3),
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gastrico (n=2), endometrio (n=2), anejos (n=1), es6fago (n=1), higado (n=1) y

melanoma (n=1).

Las distintas alteraciones de la via FGFR:FGF detectadas mediante el pre-
screening molecular fueron amplificaciones de los receptores (FGFRamp;
n=20) o los ligandos (11g-amp, n=1), mutaciones (FGFRmut; n=20), altos
niveles de expresion del mRNA (mRNAh; n=11) y translocaciones
(FGFRtrans; n=3), con alguno de los pacientes presentando mas de una de

estas alteraciones.

En global, 31 casos fueron tratados con un inhibidor del FGFR. Recibieron un
FGFRinh irreversible 15 casos, un FGFRinh reversible 9 casos, un MTKI 6
casos y, un unico caso recibi6 tratamiento con una combinacion FGFRinh mas
un inhibidor de PI3K. Sélo 9 casos alcanzaron ClinBen con el bloqueo FGFR:
3 pacientes con cancer de mama (1 11q/FGFR2amp/FGFR2 mRNAh, 1
FGFRlamp, 1 FGFRImut (N546K)), 2 pacientes con colangiocarcinoma (1
FGFR2trans (FGFR2-CASP7), 1 FGFR2mut(W290C)/FGFR2 mRNAh), 2
pacientes con carcinoma adenoide quistico del area de cabeza y cuello (1
glandula parétida FGFR1 mRNAh, 1 glandula lagrimal FGFR1-2 mRNAh), 1
paciente con un cancer de colon (FGFRImut (I529M)) y 1 paciente con un
xantoastrocitoma (FGFR1trans (FGFR1 E17-TACCI1 E7)). Cabe destacar que,
la paciente afecta de cancer de mama FGFRlamp con ClinBen habia
progresado a una primera terapia con FGFRinh y, sin embargo, presentd
estabilidad mantenida durante mas de 50 meses al recibir un MTKI posterior.
Aunque algunos pacientes presentaron incipientes signos de eficacia, con
reduccion del tamafio tumoral en la primera evaluacién de respuesta, no
alcanzaron el criterio de ClinBen al progresar antes de los 4 meses de

tratamiento.
La figura 17 recoge el porcentaje de cambio en las lesiones diana de los

pacientes, si llegaron a recibir al menos una dosis del inhibidor de FGFR,

segun el subtipo tumoral y sus caracteristicas moleculares:
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Abreviaciones: amp (amplificado). mRNAh (altos niveles expresion mRNA), mut (mutacion); trans (translocacion); FGFRinh (inhibidor selectivo del FGFR);
MTKI (Inhibidor Multi-Tirosina quinasa): PI3Kinh (inhibidor PI3K): N/A (No Aplica),

Figura 17. Porcentaje de cambio en las lesiones diana de los pacientes incluidos en el proyecto
FGFR 360° RESISTANCE segun el subtipo tumoral y sus caracteristicas moleculares. Del total de
46 pacientes incluidos, 15 pacientes fueron finalmente fallo de screening para la inclusion en ensayo y
no recibieron inhibidores del FGFR (N/A). Del resto, 6 pacientes fueron tratados con MTKI (verde) y 25
recibieron FGFRinh (azul). Los pacientes se consideraron no-respondedores si presentaban un
incremento >20% de las lesiones diana y/o progresion de las lesiones no-diana (NTL) y/o progresion
clinica (Clinical). A pesar de que hubo 13 pacientes que presentaron cierta reduccion del tamafio tumoral,
s6lo 9 de ellos alcanzaron ClinBen sin progresar durante los 4 primeros meses de tratamiento.
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La implementacion de este protocolo traslacional nos ha permitido obtener una

valiosa serie de muestras bioldgicas FGFR:FGF-alteradas, con las que

profundizar en el conocimiento de esta via de sefializacion intracelular:

Las muestras de plasma (ADNCct) seriadas obtenidas de cada uno de los
46 pacientes, han sido utilizadas para validar nuevos métodos de
analisis del ADNct, como herramienta de monitorizacion de la

evolucion gendmica de estos pacientes.

El perfil molecular obtenido mediante el analisis NGS de las muestras
de pacientes FGFR-mutados (n=20), ha sido utilizado para la
caracterizacion funcional in vitro del potencial oncogénico de las 19

variantes detectadas.

En global, se han recogido 46 biopsias diagnosticas basales de todos
los pacientes y 28 biopsias previo al inicio de tratamiento con un
inhibidor del FGFR. El andlisis comparativo mediante técnicas de
ultra-secuenciacion génica de los PDXs y las biopsias realizadas en
curso de tratamiento (n=7) y a la progresion tras recibir un inhibidor
del FGFR (n=8), asi como de las muestras de las autopsias de los
pacientes (n=3), ha permitido estudiar la heterogeneidad tumoral y los

posibles mecanismos de resistencia (figura 18).

La implantacion de nuevas biopsias (n=42) ha contribuido a ampliar
significativamente la coleccion VHIO de PDXs FGFR-alterados,
aportando 18 PDXs establecidos de novo , tal y como refleja la tabla 9
(porcentaje de desarrollo de al menos un modelo animal trasplantado
del 43%). Las tasas de éxito de implantacion del injerto han sido
variables, dependiendo del tipo tumoral y reflejando en parte su
biologia agresiva: tumor miilleriano mixto maligno (TMMM) tubérico-
endometrial (1/1; 100%), ca. escamoso esofago (1/1; 100%),
melanoma (1/1; 100%), colon (5/7; 71%), mama (8/17; 47%), ca.

urotelial (1/4; 25%), colangiocarcinoma (1/5; 20%), sin que se
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establecieran ninguna de las biopsias procedentes de ca. gastricos
(n=2), ca. cabeza y cuello (n=2), hepatocarcinoma (n=1) ni ca.

endometrial (n=1).

A. Biopsias recogidas B. Generacion PDXs

65%6

0% “ Basal dx

Pre-tto

0% 7 En-tto
Post-tto

\ Autopsia

Figura 18. Correlacion de las biopsias FGFR-alteradas recogidas y generacion de nuevos PDXs en
distintos momentos evolutivos de la enfermedad. A. En total se han recogido biopsias pertenecientes a
92 momentos del evolutivo de la enfermedad de los distintos pacientes, de las cuales 46 muestras son del
diagnostico de la enfermedad (basal dx; 50%), 28 muestras pre-tratamiento (pre-tto; 30%), 7 muestras en
curso de tratamiento (en-tto; 8%) y 8 muestras post-tratamiento (post-tto; 9%) con inhibidores del FGFR.
En 3 pacientes (3%) se han obtenido multiples muestras de la autopsia a la progresién. B. Se han
implantado 42 nuevas biopsias para intentar generar nuevos PDXs FGFR-alterados, obtenidas en la
mayoria de los casos, pre-tto con inhibidores del FGFR (n=29; 69%). También se han implantado
algunas biopsias obtenidas en-tto (n=3; 7%), post-tto (n=8; 19%) o en la autopsia (n=2; 5%). Ninguno de
los pacientes disponia de un PDX generado a partir de su biopsia basal dx.

Tabla 9 Coleccion de biopsias tumorales con aberraciones del FGFR: FGF implantadas de novo en modelos murinos

en el marco del proyecto FGFR 360° RESISTANCE.

PDX TIPO TUMORAL ALTERACION STATUS CO-ALTERACIONES
FGFR:FGF PDX DEL PACIENTE
VS-PDX317 Colon adenocarcinoma FGFR1amp perdido TP53-APCmut;
SMADA4loss
HP-CTAX20 Colon adenocarcinoma FGFR1amp perdido TP53-APCmut;
SMADA4loss
VS-PDX288 Cancer mama triple | FGFRlamp estable
negativo
VS-PDX296 Cancer mama triple | FGFRlamp estable
negativo
VS-PDX297 Céncer mama | FGFRlamp perdido MYC-ZNF703amp;
ER+/HER2- TP53-MSH2-
CDKN2Bmut
VS-PDX325 Céncer mama | FGFRlamp estable
ER+/HER2-
JAL-PDX469 Céncer mama | FGFRlamp perdido
ER+/HER2-
VS-PDX387 Céncer mama | FGFRlamp perdido ESR1mut
ER+/HER2-
VS-PDX396 Céncer mama | FGFRlamp estable ESR1mut
ER+/HER2-

98



Resultados

VS-PDX420 Céncer mama | FGFRlamp estable ESR1mut
ER+/HER2-
VS-PDX404 Céncer mama | FGFRlamp estable ESR1mut
ER+/HER2-
VS-PDX414 Céncer mama | FGFRlamp estable ESR1mut
ER+/HER2-
VS-PDX422 Cancer mama triple | FGFRlamp perdido gBRCA2mut
negativo
VS-PDX343 Céncer mama | FGFRlamp estable PI3KCAamp
ER+/HER2- FGFR1mut (W4C)
VS-PDX353 Céncer mama | FGFRlamp perdido
ER+/HER2- FGFR1 SNP (S219P)
VS-PDX322 Carcinoma es6fago SCC FGFR2 amplificado estable TP53-ASXL1mut;
CDKN2A/Bloss
AV-PDXT12 Adenocarcinoma gastrico | FGFR2amp perdido
LF-PDXT15 Adenocarcinoma gastrico | FGFR2amp perdido
VS-PDX306 Cancer mama triple | FGFR2amp perdido CCDN1-CDK4amp;
negativo 11q-amp TP53mut; SMAD4loss
FGFR2 mRNAh
HP-CTAX23 Colon adenocarcinoma FGFR1mut (S134D) estable BRAF-RNF43-TP53mut
HP-M4X2 Colon adenocarcinoma FGFR1mut (I529M) estable APC-KRAS-TP53mut;
MSS;
CEA positivo
HP-CTAX30 Colon adenocarcinoma FGFR1mut (I529M) estable APC-KRAS-TP53mut;
MSS;
CEA positivo
JAL-PDX479 Céncer mama | FGFR1mut (H46Q) perdido
ER+/HER2-
JAL-PDXS593 Céncer mama | FGFR1mut (N546K) perdido
ER+/HER2-
JAL-PDX593.2 Céncer mama | FGFR1mut (N546K) perdido
ER+/HER2-
AV-PDX30 Carcinosarcoma FGFR2mut (N549D) estable PI3KCAmut
endometrial/ TMMMt
HP-CTAX32 Colon adenocarcinoma FGFR2mut (G238R) estable BRAFmut,
CEA positivo
HP-CTAX044 Colon adenocarcinoma FGFR2mut (K659E) estable
VS-PDX400 Colangiocarcinoma FGFR2mut (W290C) perdido IDHI1mut
FGFR2 mRNAh
JAL-PDX66 Colangiocarcinoma FGFR2mut (W290C) perdido
FGFR2 mRNAh
AV-PDX26 Carcinoma endometrial FGFR3mut (T689M) perdido TNNBI1-PI3KCAmut
AV-PDX27 Carcinoma urotelial FGFR3mut (R248C) estable
AV-PDX31 Melanoma FGFR3 estable PTENmut , MY Camp
splice445+2delTAGG
VS-PDX368 Colangiocarcinoma FGFR2-CASP7trans estable PI3KCAmut
VS-PDX371 Colangiocarcinoma FGFR2-CASP7trans perdido PI3BKCAmut
(ascitis)
AV-PDXT16 Colangiocarcinoma FGFR2-CASP7trans perdido PI3BKCAmut
(autopsia)
AV-PDXT21 Carcinoma glandula | FGFR1 mRNAh perdido
lagrimal FGFR2 mRNAh
AV-PDXT17 Carcinoma urotelial FGFR3 mRNAh perdido
AV-PDXT18 Carcinoma urotelial FGFR3 mRNAh perdido
AV-PDXT22 Carcinoma urotelial FGFR3 mRNAh perdido CCNDAlamp
11q-amp
AV-PDXT14 Carcinoma escamoso | FGFR3 mRNAh perdido
laringe (autopsia)
VS-PDX338 Hepatocarcinoma FGFR4/gklotho mRNAh perdido

Abreviaciones: amp (amplificado); mut (mutado); mRNAh (altos niveles de expresion mRNA); trans (translocado).

99




Resultados

7.2.2. Identificacion de biomarcadores predictivos y evaluacion de la
actividad anti-proliferativa y anti-angiogeénica de los FGFRinh en modelos

PDXs FGFR-amplificados.

De la coleccion completa VHIO de PDXs FGFR-alterados, se han
seleccionado 17 modelos FGFR:FGF-amplificados de cancer de mama para
correlacionar in vivo la eficacia anti-tumoral de un FGFRinh con los posibles
determinantes moleculares predictivos de respuesta (p.ej. amplificaciones

génicas, niveles de expresion mRNA o niveles de proteina de los distintos

genes del FGFR:FGF) (221).

El panel MSK-IMPACT™ ha identificado 11 PDXs FGFRI-amplificados
(PDX156, PDX302, PDX296, PDX288, PDX343, PDX404, PDXI153,
PDX426, PDX291, PDX325, PDX191), 4 de ellos con co-amplificacion del
11g (PDX156, PDX426, PDX325, PDX191). Ademas, se han identificado 3
PDXs solo con la amplificacion del //g (PDX131, PDX251, PDX293), y 3
PDXs adicionales FGFR4-amplificados (PDX039, PDX225, PDX222). No se
ha detectado ningiin modelo FGFR2/3-amplificado. En esta cohorte de PDXs
seleccionados habia 10 modelos con receptores hormonales positivos (IHC+
ER/PR), 2 modelos HER2 positivos (IHC 3+ HER2 o IHC 2+/FISH
amplificado) y 5 modelos de céncer de mama triple negativo (IHC-

ER/PR/HER?).

Tras evaluar la eficacia de rogaratinib en estos 17 PDXs, se han objetivado 2
respuestas parciales (PDX191 y PDX325), 7 estabilizaciones (PDX291,
PDX426, PDX293, PDX222, PDX153, PDX404, PDX251) y 8 progresiones
(PDX131, PDX225, PDX343, PDX288, PDX296, PDX039, PDX302,
PDX156), tal y como se observa en el waterfall plot figura 19A. Hay que
destacar que se ha objetivado un enriquecimiento por cancer de mama subtipo

luminal entre los PDXs sensibles al FGFRinh.
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Figura 19. Evaluacion de biomarcadores predictivos a FGFRinh en modelos PDXs FGFR:FGF-
amplificados de cancer de mama. A. Evaluacion de la eficacia y analisis de los potenciales
determinantes moleculares de respuesta: alteracion en el numero de copias (CNA) FGFR1-4/11q
mediante MSK-IMPACT™ y niveles de expresion del mRNA evaluados por HTG EdgeSeq®. Los
modelos se consideraban amplificados si CNA > 4 copias totales del gen. En el heatmap se objetiva una
expresion diferencial de niveles de FGFR1-4 mRNAh entre los PDXs respondedores (rojo) y los no
respondedores (gris). B. Los niveles de expresion de FGFR1 mRNA son significativamente mas
elevados que el resto de FGFR en modelos PDXs FGFRI-amplificados. C. FGFR1-4 mRNAh se
correlaciona con los PDXs sensibles al FGFRinh (punto de corte HTG EdgeSeq® 0.53). D. Curva ROC
de correlacion de FGFR1-4 mRNA con la eficacia al FGFRinh.

Tras completar la caracterizacion molecular de estos 17 PDXs, destacan

algunas observaciones (ver heatmap figura 19A):
e La amplificacion de un gen FGFR:FGF no siempre se traduce en alta

expresion de mRNA de dicho receptor o ligando (p.ej. PDX191 con
CNA FGFRI pero sin mRNAh FGFR1).
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e Pueden detectarse niveles relativamente altos de mRNAh que no se
correspondan con el gen FGFR:FGF amplificado subyacente (p.ej.
PDX291 con CNA FGFRI pero mRNAh FGFR2).

e A pesar de que los PDXs FGFRI-amplificados presentan una
tendencia a mayor expresion FGFR1 mRNAh, los modelos pueden co-
expresar niveles variables de mRNA de multiples FGFR:FGF a la vez
(p-ej. PDX325 con elevado CNA FGFRI y co-amplificacion del /1q
pero mRNAh FGFR1 y FGFR4) (figura 19B).

A raiz de estos hallazgos en el laboratorio, decidimos analizar con mas detalle
los niveles de mRNA de los FGFR, pero desarrollando un nuevo biomarcador
sumatorio de FGFR1-4 mRNAh. Para cllo, realizamos una normalizacion
génica de los valores de expresion mRNA de los cuatro receptores de acuerdo
con el valor mas alto dentro del grupo para cada gen, y luego calculamos el
sumatorio de FGFR1-4 mRNA para cada PDX individual. Los resultados
obtenidos indican que la sensibilidad a un FGFRinh en los modelos
FGFR:FGF-amplificados de PDXs cancer de mama se correlaciona con los
niveles de este biomarcador compuesto que con los niveles de amplificacion
génica o mRNA individuales de cada receptor (figura 19C). FGFRI1-4
mRNAh es capaz de discriminar los PDXs respondedores de los no-
respondedores (punto de corte = 0.53), con unas curvas ROC de alta
especificidad (100%) y alta sensibilidad (88.9%) segun la tecnologia HTG
EdgeSeq® (figura 19D). Ademas, estos resultados se han validado mediante
las otras dos técnicas adicionales con que se ha caracterizado la coleccion de

PDXs, vease nCounter® y qRT-PCR.

El andlisis a nivel proteico de los FGFR1/2/3 muestra que: la sobreexpresion
de FGFR1 y FGFR3, evaluada mediante western blot, se ha asociado a
eficacia anti-tumoral en concordancia con aquellos PDXs que presentan
FGFR1 mRNAh (p.ej. PDX325) o FGFR3 mRNAh (p.ej. PDX191). La IHC
FGFR2 ha presentado una correlacion moderada con sus respectivos niveles

de FGFR2 mRNAh (datos no incluidos en esta tesis; manuscrito en
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preparacion Sanchez-Guixé M. & Hierro C. et al). Sin embargo, consideramos
que para propositos clinicos, es mas fiable disponer de un biomarcador
FGFR1-4 mRNAh, ya que las técnicas de IHC no estan adecuadamente
optimizadas para el analisis de FGFR1/3/4 o FGFs, y existen limitaciones pre-
analiticas todavia pendientes de resolver (p.ej. evaluacion cualitativa con alta

variabilidad patologo-dependiente).

Tras obtener estos resultados en los PDXs, hemos evaluado si FGFR1-4
mRNAh podia validarse como biomarcador predictivo en una cohorte
disponible de pacientes con cancer de mama tratadas con MTKI (figura 20).
Las muestras de parafina disponibles de 9 pacientes han sido analizadas con el
mismo panel OBP HTG EdgeSeq®, 8 de las cudles habian sido pre-
seleccionadas para recibir el MTKI debido a que su tumor era FGFRI-
amplificado. De éstas, 4 pacientes habian recibido previamente un FGFRinh
selectivo sin eficacia, aunque 2 de las pacientes tuvieron que abandonar el
tratamiento precozmente debido a la toxicidad inaceptable presentada en curso
del primer ciclo de ensayo -pacientes 7 y 8-. Una de las 9 pacientes de la
cohorte se considerd candidata a recibir MTKI debido al beneficio previo que

habia presentado a un fAirmaco anti-angiogénico -paciente 6-.

A diferencia de lo que ocurre con FGFRinh en PDXs, FGFR1-4 mRNAh no es
un biomarcador predictivo capaz de discriminar a las pacientes respondedoras
(n=5) de las no-respondedoras (n=4) a MTKI. Cabe destacar que 2 de las
pacientes que habian recibido FGFRinh, presentaron ClinBen al recibir un
MTKI posterior -pacientes 7 y 8-. Tampoco se ha encontrado ninguna
correlacion significativa de los niveles de expresion de mRNA de otras dianas
anti-angiogénicas, como VEGFR1-3 o PDGFRa-f y sus ligandos, con la
sensibilidad a MTKI (ver heatmap figura 20).
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Figura 20. Evaluacion de biomarcadores predictivos a MTKI en una cohorte de pacientes con
cancer de mama. Comparacion de la eficacia anti-tumoral de un MTKI en 5 pacientes respondedoras
(SD/PR) y 4 no-respondedoras (PD). Las pacientes se consideraron PD si presentaban un incremento
>20% de las lesiones diana y/o progresion de las lesiones no-diana (NTL) y/o progresion clinica
(Clinical). 8 de las pacientes eran FGFRI-amplificadas por FISH, segun el criterio de CNA > 6 copias
totales del gen FGFRI, o con una ratio gen FGFRI:centrobmero > 2.2. Los niveles de expresion del
mRNA de las distintas dianas han sido evaluados mediante el panel OBP HTG EdgeSeq®. En el
heatmap no se ha objetivado una expresion diferencial de los niveles d¢ VEGFR/VEGF o PDGFR/PDGF
mRNA que se correlacione con la sensibilidad del MTKI en pacientes.

Ante los hallazgos de que FGFR1-4 mRNAh es un biomarcador predictivo a
los FGFRinh en PDXs, pero no a los MTKI en pacientes con cancer de mama,
decidimos estudiar con mayor profundidad el mecanismo de accién de ambos
tipos de inhibidores del FGFR. El hecho de que algunas pacientes hubieran
respondido al MTKI y no al FGFRinh inicial, hizo plantearnos que una mayor
capacidad anti-angiogénica del MTKI debia ser relevante para traducirse en
eficacia en el cancer de mama. En base a la sensibilidad observada en los
experimentos previos, seleccionamos 7 modelos PDXs FGFRlamp para
comparar la actividad anti-tumoral del MTKI lucitanib con el FGFRinh
rogaratinib: Evaluamos los 4 PDXs mas resistentes (PDX156, PDX288,
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PDX302, PDX343) y los 3 PDXs mas sensibles al FGFRinh (PDX291,
PDX191, PDX325).

El MTKI demostré una actividad anti-tumoral significativa (de los 7 modelos,
solo el PDX156 no presentd reduccion del tamafio tumoral), muy superior a la
eficacia observada con FGFRinh, y destacable entre los PDXs con niveles de
expresion FGFR1-4 mRNA bajos (p.ej. PDX288, PDX302 y PDX343) (ver
waterfall de eficacia figura 21). Al igual que ocurria en la cohorte de
pacientes, los niveles de expresion de otras dianas anti-angiogénicas como
VEGFRI1-3 o PDGFRa-f y sus ligandos, no se han correlacionado con la
sensibilidad al MTKI en PDXs (ver heatmap figura 21).
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Figura 21. Correlacion de la eficacia FGFRinh/MTKI y biomarcadores predictivos en modelos
PDXs FGFR:FGF-amplificados de cancer de mama. Comparacion de la eficacia anti-tumoral del
MTKI lucitanib con el FGFRinh rogaratinib en 4 PDXs resistentes (PDX156, PDX288, PDX302,
PDX343) y 3 PDXs sensibles (PDX291, PDX191, PDX325) al inhibidor selectivo. Los modelos se
consideraban FGFRI-amplificados si MSK-IMPACT™ CNA > 4 copias totales del gen. Los niveles de
expresion del mRNA de los distintos genes diana han sido evaluados mediante el panel OBP HTG
EdgeSeq®. Mientras que la eficacia a rogaratinib se ha correlacionado con FGFR1-4 mRNAMh, lucitanib
ha presentado una actividad anti-tumoral superior, independiente de los niveles de expresion mRNA de
FGFR/FGF, VEGFR/VEGF o PDGFR/PDGF (6 de los 7 PDXs con reduccion del tamafio tumoral).
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Teniendo en cuenta los datos disponibles en la literatura avalando las
propiedades anti-proliferativas y anti-angiogénicas de los MTKI (90) y los
FGFRinh (222), hipotetizamos que el incremento de eficacia anti-tumoral
observado con MTKI podia estar relacionado con una mayor actividad anti-
angiogénica respecto al FGFRinh. Para reforzar la actividad anti-angiogénica
del FGFRinh, plateamos combinar el tratamiento con dos agentes dirigidos
contra la via de VEGFR:VEGF. Para este experimento, seleccionamos 2
modelos resistentes al FGFRinh pero sensibles al MTKI, el PDX288 y el
PDX343, con los que realizamos experimentos in vivo comparando la eficacia
de lucitanib con rogaratinib en combinacion con bevacizumab, un anticuerpo
monoclonal anti-VEGF humano (hVEGF), con DC101, un anticuerpo anti-
VEGFR2 murino (mVEGFR2), con tal de asegurar el bloqueo completo de la
angiogénesis en PDXs (ver racional en figura 6).

De acuerdo con nuestra hipdtesis, ambos PDXs resistentes al FGFRinh
presentaron respuesta al tratamiento combinado de bevacizumab y DC1010,
de una magnitud similar a la eficacia alcanzada con lucitanib. La triple
combinacion de rogaratinib con bevacizumab y DC101 no ofrecié beneficio
adicional (figura 22). Estos resultados sugieren en efecto, que la eficacia
observada con MTKI en modelos resistentes a FGFRinh monoterapia esta
justificada por su potente mecanismo de accioén subyacente, debido a un mayor
bloqueo anti-angiogénico que prevalece respecto al bloqueo FGFR:FGF. Esta
hipotesis se ha demostrado en los PDXs, evidencidndose la reduccion
significativa de la presencia de vascularizacion, mediante el marcaje CD31+
en la zona tumoral y de un mayor grado de necrosis en los modelos
especificamente sensibles al MTKI (datos no incluidos en esta tesis;

manuscrito en preparacion Sanchez-Guixé M. & Hierro C. ef al).
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Figura 22. Anadlisis del mecanismo de accién de los inhibidores del FGFR en modelos PDXs
FGFRI1-amplificados de ciancer de mama. Experimentos in vivo con PDX288 y PDX343, ambos
resistentes a rogaratinib monoterapia (azul). La eficacia de la combinacion anti-angiogénica,
bevacizumab y DC101 (rojo) es similar a la alcanzada con lucitanib ( ), sin beneficio afiadido de la
triple combinacion con rogaratinib ( ). Analisis estadistico realizado mediante el test ANOVA.

7.2.3. Estudio de la heterogeneidad tumoral y mecanismos de resistencia en

pacientes FGFR-alterados respondedores inusuales.

7.2.3.1. Caso 30 FGFR 360°R: Mecanismos de resistencia en un tumor
miilleriano mixto maligno tubérico-endometrial FGFR2-mutado sin beneficio

a FGFRinh.

El caso 30 se trata de una mujer que tenia 61 afios en el momento de su
inclusion en el proyecto FGFR 360° RESISTANCE, sin hébitos toxicos, que
como Unico antecedente destacable habia sido diagnosticada y tratada
eficazmente de tuberculosis genital a los 26 afios, sin recidivas posteriores. Su
historia oncoldgica se remonta a junio 2014 a raiz de un episodio de
metrorragias, realizdndose una histerectomia y doble anexectomia. El
resultado de la anatomia patologica reveld un tumor miilleriano mixto maligno
(TMMM) de probable origen tubarico-endometrial, con elementos de

condrosarcoma y epiteliales (componente endometrioide, escamoso, seroso e
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indiferenciado), invadiendo el ovario izquierdo, la trompa de Falopio
ipsilateral y menos del 50% del miometrio uterino. En el estudio de extension
con TC posterior se objetivaron multiples adenopatias retroperitoneales
patologicas e implantes tumorales peritoneales, por lo que se considerd una
paciente afecta de un TMMM candidata a tratamiento sistémico. La paciente
recibidé 6 ciclos de quimioterapia paliativa con carboplatino/paclitaxel hasta
noviembre 2014, alcanzando respuesta parcial como mejor respuesta (223).
Desafortunadamente, s6lo 2 meses después presentd nueva progresion a nivel
de la carcinomatosis peritoneal y adenopatias intra-abdominales. Desde enero
hasta marzo 2015 recibi6 3 ciclos de doxorrubicina liposomal pegilada, sin

beneficio alguno (224).

Dado que se trataba de una paciente sin antecedentes patologicos destacables,
con ECOG 0, afecta de un TMMM estadio IV refractaria a 2 lineas de
tratamiento previas, se valor6 como posible candidata a participar en un
ensayo fase 1 en la UITM-VHIO. La caracterizacion molecular dentro del
programa de pre-screening VHIO de la muestra de archivo del diagnostico
inicial detectd6 una doble mutacion en FGFR2 (N549D) y PI3KCA (E81K)
mediante AmpliconSeq panel v.3.0. (Anexo 3). Dado que la FGFR2mut
(N549D) estaba reportada como una mutacion oncogénica en la literatura, se
discuti6 con la paciente la posibilidad de administrar terapia experimental

dirigida con un FGFRinh disponible, que acepto.

En julio 2015, la paciente fue incluida en un ensayo fase 1 testando un
FGFR1-3inh reversible combinado con un PI3K(a))inh, del que recibi6 un total
de 4 ciclos, con excelente tolerancia. La paciente presentd estabilidad sin
reduccion de tamafio segun criterios RECIST v.1.1. en el primer TC tras 2
meses de tratamiento, aunque presentd progresion serologica (elevacion Ca
125) y radiologica de las lesiones no-diana tras completar el ciclo 4, con
aparicion de nuevas metastasis hepaticas. En noviembre 2015, la paciente
accedio a la realizacion de una biopsia hepatica a la progresion de este primer
ensayo con FGFR1-3inh reversible. Una muestra de dicha lesién hepatica fue

implantada para generar el AV-PDX30 (Grupo de Resistencia Farmacologica
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y Xenografts del Instituto Catalan de Oncologia (/CO)-IDIBELL; Investigador
principal Dr. Alberto Villanueva).

Posteriormente, dado el ECOG mantenido de la paciente, y sin toxicidades
residuales a los tratamientos previos, en enero 2016 se incluy6 en un segundo
ensayo fase 1 testando un FGFR1-4inh irreversible, al que la paciente progresé
rapidamente en curso del primer ciclo. La paciente fue finalmente éxitus por
fallo multiorganico en febrero 2016, siendo autorizada la realizacion de una
autopsia investigacional en el marco de este Proyecto. La figura 23A ilustra la

evolucion clinica de esta paciente.

Los TMMM son neoplasias muy raras, que pueden originarse a nivel
ginecologico o extra-gonadal, considerandose los primarios de las trompas de
Falopio como entidades extremadamente infrecuentes (0.1-0.5% de los
tumores ginecologicos) (225). Los TMMM son neoplasias bifasicas, con un
componente mesenquimal y otro epitelial maligno, que a dia de hoy se
clasifican dentro de la categoria de carcinosarcomas. Su patogénesis sigue
siendo desconocida, aunque existen algunas teorias: 1) la teoria de Ia
conversion, postula que estos tumores surgen de la transformacién metaplésica
de una célula neoplasica en otro tipo; 2) la teoria de la combinacidn, que se
basa en que ambas poblaciones celulares se originarian a partir de una célula
totipotente neopldsica precursora; y finalmente 3) la teoria de la colision, que
propone que estas neoplasias surgen de la mezcla de dos poblaciones
neoplésicas independientes (p.ej. sarcoma y carcinoma) (226). Son neoplasias
de comportamiento agresivo con mal prondstico, y dada su extrema baja
incidencia, no existe un tratamiento estandar establecido. Los pacientes
afectos de TMMM suelen estar infra-representados en los ensayos clinicos
precoces, y existe escasa informacion disponible en relacion a los potenciales
drivers de su carcinogénesis, por lo que el analisis gendmico en profundidad
de este caso 30 puede ofrecer informacion muy valiosa en relacion a esta rara

entidad.
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Figura 23.

Evolucién clinica y caracterizacion genémica del caso 30 FGFR 360°R. A. Tratamientos

oncoespecificos y obtencion de muestras biologicas seriadas de la paciente con un tumor miilleriano
mixto maligno (TMMM) tubarico-endometrial; B. Comparacion del analisis WES pre-FGFRinh rev/
PI3K(a)inh —biopsia TMMM basal- con post-combinacion —biopsia hepatica/AV PDX30-, y autopsia
investigacional post-FGFRinh irr.

Las mutaciones del FGFR2 se han descrito hasta en el 12%

de los

adenocarcinomas de endometrio (64, 65), y aunque en menor incidencia,

también

hay datos que sugieren que algunas FGFR2mut pueden contribuir en

la patogénesis de un subgrupo de tumores de ovario (227). Sin embargo, mas

alla de algun caso reportado, no existen datos en relacion al rol que la via

FGFR:FGF puede desempefiar en la carcinogénesis de los TMMM. Datos

preclinicos disponibles han demostrado el valor predictivo de respuesta de
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algunas de las mutaciones FGFR2 a los FGFRinh (157), y de hecho, han sido
el punto de partida para establecer la racional de la doble terapia dirigida en
tumores PI3KCA-mutados FGFR-dependientes (78). Sin embargo, en nuestro
caso la paciente no presentd beneficio clinico a la combinacion de un
FGFRinh con PI3K(a)inh, a pesar de la deteccion mediante el pre-screening
local VHIO de una doble mutacion en FGFR2 (N549D) y PI3KCA (E81K), asi
que nos planteamos qué mecanismos de resistencia intrinseca subyacentes

podian explicar esta falta de eficacia.

Los resultados de la ultra-secuenciacion realizados de este caso mediante WES
han revelado que se trata de una neoplasia con marcada heterogeneidad intra-
tumoral, ya que encontramos hasta 5 clonas tumorales principales portadoras
de mutaciones en los genes FGFR2 (N550D), TP53 (R273S), PI3KCA (E81K),
PTEN (R130Q) y PTEN (R173C) (figura 23B). La mutaciéon en FGFR2
(N550D) se considera una variante de significado incierto (VSI), sin que
existan todavia datos disponibles en relacion a su potencial oncogénico,
aunque se ha asociado a sindromes del desarrollo esquelético anomalos (228).
Esta FGFR2mut (N550D) se trata probablemente de la misma mutacion inicial
FGFR2 (N549D), y consideramos que la diferencia es debida a las
particularidades intrinsecas de las técnicas de andlisis empleadas en VHIO
respecto MDACC (p.ej. utilizacién de una transcripcion distinta para anotar la
mutacion). Resulta interesante ademas revisar con mas detalle cada una de las

otras variantes génicas detectadas en esta paciente (54):

o TP53mut (R2735S): TP53 es el gen supresor de tumores mas
comunmente alterado en canceres humanos, siendo las mutaciones
TP53 mas frecuentes en tumores uterinos (35%). La variante R273S es
una mutacion missense. Se considera una variante probablemente
patogénica, dado que su localizacion en un aminoécido crucial del gen
sugiere una pérdida de funcion de la proteina resultante. La presencia
de clonas 7P53 mutantes predispone al desarrollo y a la promocién de
la supervivencia de las células cancerosas, asociandose a respuestas

terapéuticas ineficaces y un peor pronostico. Sin embargo, el
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progresivo mayor conocimiento de las variantes TP53mut ha
demostrado que no todas las mutaciones tendrian efectos celulares
equivalentes, y que por lo tanto, son necesarios mas estudios
funcionales para discernir las consecuencias pato-bioldgicas asociadas

con cada una de ellas, como seria el caso de esta R273S (229).

PIBKCAmut (E81K): PI3KCA es uno de los oncogenes mas
frecuentemente alterados en cancer, con mutaciones descritas en el
46.12% de los tumores uterinos. La variante E81K es una mutacion
missense, ya descrita previamente en el TCGA de cancer de
endometrio. A pesar de datos conflictivos en la literatura, se la
considera una variante probablemente patogénica dado que afecta una
region hotspot del gen —dominio de unién a la subunidad reguladora
p85-, cuya proteina resultante induciria una activacion constitutiva de
la via PI3K/AKT/mTOR, implicada en el crecimiento celular,

supervivencia, proliferacion y motilidad.

PTENmut (R130Q y R173C): PTEN es un gen supresor de tumores
comunmente alterado en cancer, con el mayor porcentaje de
alteraciones detectado en tumores uterinos (mutaciones 62.19%).
Ambas variantes R130Q y R173C son mutaciones missense, ya
descritas previamente en el TCGA de cancer de endometrio. Se
considera que ambas mutaciones son variantes probablemente
patogénicas, ya que la prediccion in silico es que la proteina PTEN
resultante se traduciria en una fosfatasa inactiva, que no podria
defosforilar PIP; y por consiguiente, conllevaria a la activacion

constitutiva de AKT/mTOR.

Dada la ausencia de datos especificos de cada una de estas variantes en
TMMM, se evalu6 mas detenidamente su oncogenicidad mediante Ia
tecnologia FACT™ (ver 6.1.2.2.1.). El analisis funcional ha confirmado el

papel oncogénico individual de FGFR2mut (N549D) y PI3KCAmut (E81K)

7™ ha objetivado que

112



Resultados

ambas mutaciones potencian la activacion de la via de sefalizacion
FGFR:FGF (figura 14A), confirméndose el bloqueo mediante un FGFRinh en
el modelo de prediccion de respuesta in vitro (figura 14B). A pesar de ello, el
status de pérdida de PTEN inducido por la doble mutacion oncogénica en
R130Q y R173C podria justificar la falta de eficacia al PI3Kinh (22), avalando
la reactivacion redundante de la via MAPK como mecanismo adicional de

resistencia intrinseca a los FGFRinh/ PI3K(a)inh (230).

Nuestra paciente fue incluida el ensayo clinico fase 1 testando la combinacién
del FGFRI1-3inh reversible infigratinib con el PI3K(a)inh alpelisib
(ClinicalTrial.gov  NCT01928459). A pesar de que el ensayo estaba
enriquecido con cohortes de pacientes molecularmente seleccionados, no se
observo actividad sinérgica en la poblacion con alteraciones duales en FGFR 'y
PI3KCA (DCR global 9.7%), s6lo reportando alguna respuesta esporadica
(199). El estudio escald las dosis administradas hasta las dosis plenas de
ambos fadrmacos, 300 mg/dia continuo de alpelisib durante 4 semanas e
infigratinib 125 mg/dia las primeras 3 semanas de cada ciclo. Sin embargo, el
71% de los pacientes precis6 al menos una interrupcion o reduccion de dosis
debido a la toxicidad presentada, por lo que las dosis suboptimas recibidas

podrian haber influenciado en parte en la escasa eficacia observada.

Estos datos son consistentes con la experiencia previa que demuestra que la
presencia de mutaciones en PI3KCA y la mayoria de las alteraciones FGFR
por si solas son generalmente insuficientes para predecir la respuesta agnostica
independiente de histologia. Ademas, estos resultados indican la necesidad de
una evaluacion mas rigurosa de los posibles biomarcadores, antes de asumir
que las combinaciones de farmacos son la estrategia idonea para tumores con
multiples aberraciones moleculares. En este sentido, el andlisis genémico
central realizado mediante el panel NGS-Foundation One®, confirm¢ la
presencia de las subpoblaciones mutadas FGFR2-PI3KCA-PTEN, aunque en
este caso, no fue capaz de detectar alteraciones adicionales para ayudar a

caracterizar el tumor de esta paciente (figura 24A). Sin embargo, es
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interesante destacar el hallazgo de multiples VSI mediante el analisis WES
que nosotros llevamos a cabo, implicando distintas vias de sefializacion celular

(figura 24B):

e Via MAPK: RPS6KASmut (E206), RASA2mut (L50V), PTPRRmut
(F527C), PPP3CBmut (E368), MAP3K5mut (R1014W) e ILIR Imut
(E214).

e Via PI3K: PTENmut (F341V) y MTORmut (G1270D).

e Via JAK/STAT: LEPRmut (S60L), IL20R Amut (S323Y), IFNGR2mut
(S257L) y CREBBPmut (R1392).

e Otros receptores tirosina quinasa: NTRK3mut (K27N) y FLTI1mut
(D1052Y).

Se desconoce por ahora el papel que cada una de estas VSI haya podido tener
en la carcinogénesis de este TMMM. Sin embargo, a priori parece tratarse de
un tumor hipermutado, con una tasa de mutaciébn por muestra de 10
mutaciones/Mb -promedio de 500 mutaciones por muestra, con una region
secuenciada de 50 Mb-. Sin embargo, no se han detectado mutaciones en los
genes clasicos asociados al sd.Lynch hereditario —~MLHI, MSH2, MSHo6,
PMS2- que nos permitan etiquetarlo como un tumor MSI-H/dAMMR. Aun asi,
la extrema heterogeneidad intra-tumoral y el hallazgo de algunas alteraciones
moleculares concretas (p.ej. TP53mut, PI3KCAmut o PTENmut), apuntan a
que existan otros mecanismos subyacentes en este tumor que le hayan
conferido el caracteristico fenotipo-hipermutado de los tumores dAMMR (231).
En este caso concreto, las VSI podrian haber actuado como multiples eventos
subclonales drivers, e hipotetizamos que incluso alguna de ellas podria estar
implicada como mecanismo de evasion inmune, favoreciendo la progresion
tumoral mediante la sefializacion andmala de la via del interferén (p.ej. VSI en

la via JAK/STAT).
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RPS6KAS (F206) PC 097
RASA2 (L50OV) PC0.52

I rCo.97
PPPICB (E368) PC 097
MAPIKS (R1014W)_PC 097
ILIRI (E214) PC 097
PTEN (F341V)_PC 051
MTOR (G1270D) PC0.97
LEFR (S60L) PC 097
1L20RA (8323Y)_PC 096
IFNGR2 (S257L)_PC 0.97
CREBRBP (R1392) PC 097

NTRK3 (K27N)_PC 0.63
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IFNGR2 (S257L) PC0.32
CREBBP (R1392) PC0.32

NTRK3 (K27N)_PC 0.41
FLT1 (D1052Y) PC 0.42
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4 17C)_PC 0.35
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Clona vertebral
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PTEN (F341V)_PC 0,34
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Abreviaciones: PC (Prevalencia Celular): WES (Secuenciacion completa del exoma).
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Figura 24. Diferencias en las alteraciones somaticas detectadas mediante NGS-panel versus WES.
A. Waterfall plot de eficacia y hallazgos gendmicos detectados mediante FoundationOne® en el EC phl
con FGFRinh infigratinib + PI3Kinh alpelisib (199): el caso 30 (amarillo) no presenté ClinBen (SD sin
reduccion tamafio tumoral < 4 meses); B. VSI detectadas mediante WES en un TMMM tubérico-

endometrial.
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72.3.2. Caso 66 FGFR 360°R: Mecanismos de resistencia en un

colangiocarcinoma FGFR2-translocado con beneficio clinico a FGFRinh.

El caso 66 se trata de una mujer que tenia 49 afos en el momento de su
inclusion en el proyecto FGFR 360° RESISTANCE, ex-fumadora de 2 paquete
al dia desde hacia 4 afios, sin comorbilidades significativas. Su historia
oncologica se remonta a noviembre 2014 a raiz de sindrome téxico y dolor
abdominal post-prandial, con el hallazgo de un adenocarcinoma de via biliar
diseminado con multiples metastasis hepaticas y pulmonares, adenopatias
mediastinicas y retroperitoneales, carcinomatosis peritoneal. Se considero a la
paciente candidata a quimioterapia paliativa con cisplatino/gemcitabina, de la
que recibid un total de 6 ciclos hasta marzo 2015, alcanzando estabilidad
radioldgica como mejor respuesta (232). Tras un descanso terapéutico, se
diagnosticé de nueva progresion pulmonar en junio 2015. Recibié entonces 12
ciclos de una segunda linea paliativa con FOLFOX®6, presentando de nuevo
estabilizacion global de la enfermedad (233). En diciembre 2015 se suspendid

dicho esquema de tratamiento al confirmarse progresion a nivel hepatico.

Considerandose una paciente joven, sin antecedentes patologicos destacables,
afecta de un colangiocarcinoma estadio IV refractaria a 2 lineas de tratamiento
previas, se valoré como posible candidata a participar en un ensayo fase 1 en
la UITM-VHIO. La caracterizacion molecular dentro del programa de pre-
screening VHIO de la muestra de archivo del diagnostico inicial detectd una
translocacion FGFR2-CASP7 mediante NanoString© fusion panel v.4.0.
(Anexo 2). Se discutié entonces con la paciente la posibilidad de administrar
terapia experimental dirigida con un FGFRinh, tras confirmarse como criterio
de inclusion para la fase de expansion de un ensayo la misma FGFR2-

CASP7trans, mediante su test de pre-screening central en ADNCct.
En marzo 2016, la paciente fue incluida en un ensayo fase 1 testando un

FGFR1-4inh reversible, del que recibi6 un total de 4 ciclos hasta junio 2016,

con excelente tolerancia. La paciente presentd estabilidad segun criterios
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RECIST v.1.1. durante 4 meses de tratamiento, con reduccién del tamafo
tumoral (-23% en las lesiones diana). En julio 2016, la paciente accedio a la
realizacion de una biopsia a la progresion del FGFR1-4inh, obteniéndose una
muestra de la metéstasis hepatica en franca progresion. Una muestra de dicha
lesion hepatica fue implantada para generar el PDX368 (Grupo de Terapia
Experimental VHIO; Investigador principal Dra.Violeta Serra).

Posteriormente, dado el ECOG 1 de la paciente, asintomatica y sin toxicidades
residuales a los tratamientos previos, se incluyé en un segundo ensayo fase 1
testando un anti-angiogénico, al que la paciente progresé rapidamente. La
paciente fue finalmente éxitus por fallo hepatico en septiembre 2016, siendo
autorizada la realizacion de una autopsia investigacional en el marco de este

Proyecto. La figura 25A ilustra la evolucion clinica de esta paciente.

El andlisis mediante RNAseq de las muestras disponibles del caso ha revelado
la persistencia de la FGFR2-CASP7trans como evento clonal a lo largo de la
evolucion de la enfermedad de la paciente, ya que encontramos la misma
fusion en la biopsia hepatica realizada en julio 2016 a la progresion del
FGFRinh, asi como en 2 de las lesiones biopsiadas en la autopsia de
septiembre 2016 — metastasis pulmonar y hepatica- (figura 25B). Aunque la
secuenciacion RNA de la muestra hepética basal no ha confirmado la
presencia de la FGFR2-CASP7trans, detectada en ADNct y confirmada
mediante NanoString© en la misma biopsia de noviembre 2014, se considera
que factores analiticos han podido limitar la sensibilidad de dicha técnica (p.ej.
antigiedad >5 afios FFPE con degradaciéon del RNA). Esta misma causa
podria justificar que el RNAseq no haya detectado la translocacion en la
metastasis biliar obtenida durante la autopsia (p.ej. tiempo de fijacion y

conservacion no adecuados durante el proceso de recogida).

Tratdindose de una paciente con un colangiocarcinoma refractario, que
presentd beneficio clinico a una tercera linea de tratamiento con FGFRinh,

consideramos que esta translocacion FGFR2-CASP7 tenia un rol
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probablemente oncogénico, actuando como driver del tumor. Aunque no
disponemos de datos especificos en tumores de vias biliares, la translocacion
FGFR2-CASP7 [t(10:10)(g25:926)] si ha sido previamente descrita como
oncogénica en cancer de mama (228). De hecho, la mayoria de las proteinas de
fusion oncogénicas FGFR2 han sido descritas en colangiocarcinomas, y
comparten caracteristicas comunes: un extremo N’-terminal (5°) FGFR casi
idéntico, incorporando el dominio de inmunoglobulinas y tirosina quinasa,
fusionado con un gen asociado en el extremo C’-terminal (3’), que
invariablemente contiene un motivo de oligomerizacion/dimerizacion (234).
La proteina de fusién resultante con el gen CASP7, que en condiciones
bioldégicas normales codifica una caspasa implicada en apoptosis e
inflamacion, es capaz de mediar la oligomerizacion que desencadena la
activacion de la quinasa FGFR y, por consiguiente, su cascada de sefalizacion

(235).

Las alteraciones moleculares del FGFR se han descrito en el 10-16% de
colangiocarcinomas intrahepaticos (iICCA). Como ocurre con nuestro caso 66,
predominan las translocaciones del FGFR2, sobretodo en pacientes jovenes
(20% en menores de 40 anos) con un curso de la enfermedad mas indolente
(mOS 37 meses iICCA FGFRalt versus 20 meses iCCA wild-type; p<0.001)
(236). Por ello, se ha considerado que el tratamiento con FGFRinh puede tener
un impacto positivo en este subgrupo seleccionado de pacientes iCCA
FGFR2alt. En 2019, Bahleda R. et a/ reportaron los resultados del ensayo fase
1 con el FGFRI1-4inh erdafitinib, en el que se incluyeron 11
colangiocarcinomas, 8 de ellos portadores de una translocacion FGFR
(ClinicalTrial.gov NCT01703481) (110). Precisamente, nuestra paciente fue
incluida en este ensayo clinico (figura 25C), en el que se observaron 3
respuestas parciales (ORR 27%), con una mediana de duracion de la respuesta
de 11.4 meses entre los respondedores. Sin embargo, en el estudio no se
realizaron andlisis adicionales en los subtipos histologicos de respondedores,
ni para evaluar la eficacia del FGFRinh entre las distintas alteraciones (p.e;j.
mutaciones versus fusiones), ni entre las distintas variantes (p.ej.

translocaciones especificas FGFR2-BICCI versus FGFR2-CASP7), debido en
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parte al pequefio tamafio muestral. Tampoco se realizd un analisis mas
exhaustivo de las posibles co-alteraciones moleculares existentes en los
pacientes, y que podrian justificar las diferencias de eficacia. En este contexto,
y dado que no existia evidencia del valor oncogénico FGFR2-CASP7 en
colangiocarcinomas, decidimos testar la eficacia del FGFRinh rogaratinib en
el PDX368. Los resultados de nuestro experimento in vivo han demostrado la
sensibilidad del modelo al FGFRinh, cuya proliferaciéon tumoral es FGFR-
dependiente (figura 25D).

Ademas, decidimos realizar un analisis mas detallado del caso mediante WES,
con tal de identificar algin posible mecanismo de resistencia que nos
justificara porque la paciente dej6 de beneficiarse del FGFRinh tras solo 4
ciclos de tratamiento. Los resultados de la ultra-secuenciacion han revelado la
existencia de un tumor con marcada heterogeneidad intra-tumoral inicial, ya
que encontramos 3 clonas tumorales portadoras de mutaciones en los genes
MAP2K3 (R94L), CACNAIC (E1913K) e IL9R (G331R), ademas de la clona
driver FGFR2-CASP7. Resulta interesante revisar con mas detalle cada una de

las variantes génicas detectadas en esta paciente (237):

e MAP2K3mut (R94L): MAP2K3, también conocido como MEK3 o
MKK3, es un gen que codifica una proteina quinasa que forma parte de
la via de las MAPKs, implicada en la cascada de sefializacion
intracelular en respuesta al estrés ambiental. En el caso de tumores
RAS mutados, la activacion de la quinasa MAP2K3 induce la
fosforilacion de la subunidad p38 de MAPKI4, cuya activacion
constitutiva conduce a la transformacién oncogénica de las células.
Han sido descritas multiples aberraciones moleculares de MAP2K3 en
distintos tipos tumorales, aunque ninguna por el momento en
colangiocarcinomas. De hecho, la variante génica R94L es una
mutacion splice-site que no estd todavia reportada en la literatura, por

lo que se considera una variante de significado incierto.
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CACNAICmut (E1913K): CACNAIC es un gen que codifica la
subunidad alfa-1C de un canal de calcio. Muchas de las alteraciones
asociadas con CACNAIC se han relacionado con anomalias en la
repolarizacion idnica de membrana, arritmias cardiacas como el
sindrome de Timothy o el sindrome del QT largo. Asimismo, se han
descrito multiples aberraciones moleculares CACNAIC en distintos
tipos tumorales, aunque en colangiocarcinomas s6lo se han descrito
CNA (2.8%). La variante E1913K es una mutacion missense,
considerada una variante de significado incierto, reportada previamente
en el TCGA de melanoma. De hecho, existen datos contradictorios en
relacion a la implicacion de CACNAIC en los mecanismos de adhesion
y proliferacion celular del cancer, dependiendo del subtipo histologico
(238): se ha descrito sobreexpresion de CACNAIC en neoplasias
coldnicas y gastricas, atribuyéndole un rol oncogénico, mientras que en
tumores de endometrio, CACNA1Cmut se ha asociado con menor

expresion mRNA, relacionado con un mejor pronoéstico (239).

ILORmut (G331R): IL9R es un gen que codifica una proteina
constituyente del complejo receptor de la citoquina IL-9. Alteraciones
en /L9R se han asociado a asma e inmunodeficiencia severa combinada,
evidenciando el rol de la via de sefalizacion JAK/STAT en la
modulacion del sistema inmunolégico. Hasta la fecha, no se han
descrito alteraciones génicas en IL9R entre los distintos tipos de
tumores solidos, aunque hay datos que apuntan a la sobreexpresion de
IL9R como un factor de mal prondstico en hepatocarcinomas (240). La
variante G331R es una mutacidon missense, considerada por ahora una

variante de significado incierto.

Nuestros resultados sugieren que el iCCA de la paciente 66 era un tumor
heterogéneo, constituido por una clona celular principal cuya FGFR2-
CASP7trans actudé como driver oncogénico inicial. Cabe destacar que el

analisis de ultra-secuenciacion no ha detectado la adquisicion de nuevas
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mutaciones policlonales gatekeeper por parte de las células FGFR2-
CASP7trans, como se han descrito en la literatura (170). Sin embargo, la co-
existencia inicial de otras clonas celulares MAP2K3/CACNAIC/IL9R-mutadas
a bajas frecuencias alélicas, y el incremento en la subclonalidad de éstas,
justificaria la progresion inevitable de esta paciente, probablemente debido al
crecimiento, seleccion y diseminacion global de estas poblaciones no FGFR-
dependientes bajo presion terapéutica del FGFRinh. En concreto, destaca la
proliferacion significativa de la clona MAP2K3mut (R94L) a lo largo de la
evolucion de la enfermedad, aumentando su prevalencia celular desde el
diagnéstico inicial (0.31) hasta el momento del éxitus (metéstasis pulmonar

0.57; hepatica 0.74; biliar 0.42).

Existen datos controvertidos en relacion al rol de MAP2K3 en cancer. Por un
lado, la sobreexpresion de la proteina MAP2K3 ha sido identificada como un
factor de mal pronodstico en pacientes con cancer de colon avanzado (241). En
esta linea, existen datos in vitro que han demostrado que la depleccion de
MAP2K3 disminuye la proliferacion en lineas celulares de cancer de colon,
potenciado in vivo con la administracion combinada de SFU-quimioterapia
(242). Por el contrario, la disminucion en la expresion de MAP2K3 se ha
correlacionado con la tumorogénesis del cancer de mama, ya que su activacion
participaria en la transicion a senescencia (243). Estos datos dejan entrever el
rol pleiotropico que MAP2K3 ejerce en los distintos tejidos, existiendo
evidencias de funciones pro-tumorales o onco-supresivas dependiendo del tipo
celular y del contexto bioldgico (244). Por lo tanto, es dificil discernir el papel
que MAP2K3 ha podido ejercer en la carcinogénesis de un colangiocarcinoma,
seflalando la necesidad de realizar estudios funcionales adicionales para
determinar la contribucion que la variante R94L y la activacion redundante de

la via de las MAPKSs hayan podido tener en nuestro caso.

121



Resultados

RO Noviembre 2014 Julio 2016 Septiembre 2016
; BIOPSIA )
BIOPSIA # ; s v
BASAL ClinBen: SD 4 meses e Sin ClinBen

Colangiocarcinoma
intrahepatico post-2L
quimioterapia

Exitus

FGFR1-4inh rev Fallo hepatico

@B

Criterio inclusion EC phl
pre-screening VHIO:
FGFR2-CASP7trans

Clona pulmonar

FGFR2-CASPTtrans
B MAPIKI (RML) PC0.57
CACNAIC(EIVI3K) PC 048
Clona hepitica Clona VS-PDX368 IL9R (GIIIR)_PC 0,38
PIK3CA (HI047L) _PC 0.03
MAP2K3 (R941)_PC 031 MAP2ZK3 (R94L) PCO.18
CACNAIC (EI913K) PC 041 CACNAIC (E1913K) PC 091 Clona hepitica
IL9R (G33IR) PC 0.36 ILYR (G331R) PC 098
, . FGFRZ-CASPTtrany
PIK3C 0471 0.03 PIK3C 7
PIKICA (H1047L) PC PIK3CA (H1047L)_PC 0.06 MAP2K3 (R94L) PC 074
CACNAIC (E1913K)_PC 0.68
IL9R (G331R)_PC 0.45
WES PIK3ACA (HI47L) PCOO3
RNASeq Clona biliar
Closi EeGaites MAP2ZK3 (R94L) PC 0.42
HETER sENEIDAL o e CACNAIC (EI1913K)_PC 039
ETEROGENEIDAL FGFR2-CASPTtrany ] ILIR (GIIR)_PC0.35
INTRA-TUMORAL PIK3CA (HI047L) PC 001
C. -y 0
-0 g (7 @ o7 G o
“a
L, ; =
0 L - o < 1
S LR, I I - 10
5 )
20 l I I 0 ‘,gs\"“«“
50 -
100 f
LET) A
e o@)
FGFR aroration R
A2 = FOFR2 muteion, M) = FGFR) mutsion, T2 = FGFRD iraasiocation
D. " ,
© 4 colangio PDX368
E @ Vehicle N=2
° M BAY1163877 54mglkg BID N=2
>
-
°
E
3
-
®
2
=
e
@o T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Days of treatment

Abreviaciones: wrans (translocacion); ClinBen (Beneficio Clinico): SD (Estabilidad): FGFRinh (inhibidor sclectivo FGFR): rev (reversible); EC
phl (ensayo clinico fase 1); PC (Prevalencia Celular); WES (Secuenciacion completa del exoma); RNAseq (secuenciacion RNA).

Figura 25. Evolucién clinica y caracterizacion genémica del caso 66 FGFR 360°R. A. Tratamientos
oncoespecificos y obtencion de muestras bioldgicas seriadas de la paciente con colangiocarcinoma
(CCA); B. Comparacion del analisis WES pre-FGFRinh —biopsia hepatica basal- con post-FGFRinh —
biopsia hepatica/PDX368-, y autopsia investigacional, C. Grafico 3D combinado del waterfall plot de
eficacia y swimmer plot de duracion de la respuesta de los pacientes con CCA FGFR-alterado incluidos
en el EC phl con FGFRinh erdafitinib (110): el caso 66 (amarillo) presenté ClinBen con SD (-25%
lesiones diana) durante 4 meses; D. Experimento de eficacia in vivo confirma la sensibilidad del modelo
PDX368 al FGFRinh rogaratinib monoterapia (azul).
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7.2.3.3. Caso 32 FGFR 360°R: Evolucion clonal de un cancer de colon
FGFRI-mutado con estabilidad prolongada en curso de FGFRinh.

El caso 32 se trata de una mujer que tenia 53 afios en el momento de su
inclusion en el proyecto FGFR 360° RESISTANCE, sin habitos toxicos de
interés ni comorbilidades significativas. Su historia oncologica se remonta a
septiembre 2011, con el diagnostico endoscopico de una neoplasia vegetante
sub-oclusiva en el colon izquierdo, compatible con un adenocarcinoma
moderadamente diferenciado de sigma KRAS-mutado (G12C)/MSS. El
estudio de extension confirmé enfermedad diseminada a nivel hepatico, con
una Unica metéstasis necrdtica de 7 cm en segmento VIII, y una adenopatia
iliaca externa izquierda patoldgica —ambas con captacion SUV 11 y 3 en el
PET-TAC, respectivamente-. Se consider6 a la paciente candidata a
quimioterapia de induccion, alcanzando respuesta parcial tras 3 meses de
tratamiento con el triplete FOLFOXIRI (245). Revalorado el caso por el
equipo multidisciplinar en el comité de tumores colorrectal/hepato-bilio-
pancredtico, se considero tributaria de hepatectomia central con reseccion de
los segmentos IV-V-VIII en febrero 2012. Una muestra de dicha lesion
hepatica fue implantada para generar el PDX M4X2 (Grupo de Células Madre
y Céancer VHIO; Investigador principal Dr. Héctor G. Palmer). Tras su
recuperacion, en abril 2012 se procedidé a una cirugia oncoldgica reglada del
primario colonico mediante una sigmoidectomia con anastomosis T-T. El
resultado anatomo-patologico final objetivd un ypT4pN1 (3 ganglios/15
totales) con invasion linfovascular y perineural positiva, margenes negativos,
completando posteriormente quimioterapia con esquema FOLFOX6 durante 6

meses mas.

La paciente inicid entonces un seguimiento activo estrecho, diagnosticandose
de recaida ganglionar en octubre 2013, a raiz de una elevacion progresiva del
marcador tumoral CEA y aumento de tamafio de la adenopatia iliaca externa
izquierda. Ante ausencia de enfermedad en otras localizaciones, se considerd

candidata a cirugia de rescate mediante linfadenectomia iliaca. Inicid

123



Resultados

tratamiento complementario posterior con esquema DeGramont, del que solo
pudo recibir 1 unico ciclo dada hematotoxicidad residual persistente (246),
objetivandose la aparicion de adenopatias retroperitoneales multiples al cabo

de pocos meses.

Considerandose una paciente joven, sin antecedentes patologicos destacables,
afecta de un adenocarcinoma de sigma estadio IV refractaria al tratamiento
estandar del céncer de colon (5FU/leucovorin, oxaliplatino, irinotecan), se
valord entonces como posible candidata a participar en un ensayo fase 1 en la
UITM-VHIO. La caracterizacion molecular dentro del programa de pre-
screening VHIO de la muestra de archivo mas reciente, vedse ganglio iliaco
resecado, detectd una mutaciéon en el gen FGFRI (I529M) mediante
AmpliconSeq panel v.3.0. (Anexo 3). Segiun los datos disponibles en la
literatura, se consider6 que esta FGFRImut (I529) era una variante de
significado incierto, cuya relevancia oncogénica aun no estaba definida. Atn
asi, se discuti6 con la paciente la posibilidad de administrar terapia

experimental dirigida dentro de un ensayo clinico testando un FGFRinh.

En noviembre 2014, la paciente fue incluida en un ensayo fase 1 testando un
FGFR1-4inh irreversible, del que recibié un total de 13 ciclos hasta agosto
2015, con excelente tolerancia. La paciente presentd una estabilidad mantenida
segun criterios RECIST v.1.1. durante los 10 meses de tratamiento, con claro
beneficio clinico por desaparicion de dolor lumbar secundario a sus
adenopatias retroperitoneales. Finalmente, la paciente sali6 de estudio por
progresion radioldgica confirmada, con aparicion de una nueva metastasis en
segmento VIII hepatico y adenopatias subcarinales. En diciembre 2015, la
paciente accedid a la realizacion de una biopsia a la progresion del FGFR1-
4inh, obteniéndose una muestra de la metéstasis de novo de la cupula hepatica.
De la implantacion exitosa de dicha muestra se generd el PDX CTAX30 en el

mismo laboratorio VHIO.

Posteriormente, dado el excelente ECOG 0 de la paciente, asintomatica y sin

toxicidades residuales a los tratamientos previos, se incluyé en un segundo
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ensayo fase 1 testando un inmunoconjugado, pero la paciente progreséd
rapidamente. Se valoré entonces la posibilidad de realizar quimioterapia
sistémica de nuevo, con escaso beneficio, siendo finalmente éxitus por fallo

hepatico. La figura 26A ilustra la evolucion clinica de esta paciente.

El analisis mediante WES de las muestras disponibles de esta paciente ha
revelado la existencia de un tumor policlonal al diagndstico inicial de la
enfermedad. La triada de mutaciones clonales en APC-KRAS-TP53 detectada
en la metastasis hepatica resecada en febrero del 2012 encaja a la perfeccion
con la carcinogénesis tradicional asociada al cancer de colon (figura 26B). Se
ha descrito que el cancer de colon puede surgir de uno o de la combinacién de
tres mecanismos diferentes, la inestabilidad cromosomica (CIN), el fenotipo
de islas CpG metiladas (CIMP) y la inestabilidad de microsatélites (MSI)
(247). En el caso de un cancer de colon esporadico, la via clasica CIN habria
empezado con la adquisicion de la mutacion en el gen APC de las células de la
mucosa coldnica normal, induciendo la proliferacion celular y generacion de
un adenoma. Posteriormente, la mutacion del oncogén KRAS habria permitido
progresar dicha lesion precursora, cuya transformacion final a un carcinoma
habria sido desencadenada por la inactivacion del gen supresor de tumores
TP53 (248). La figura 26C esquematiza el rol de estas tres mutaciones

somaticas en el desarrollo del caso 32.

De hecho, los perfiles moleculares de ambos modelos preclinicos generados a
lo largo de 4 afios de evolucion del tumor, el PDX M4X2 en febrero 2012 y el
PDX CTAX30 en diciembre 2015, conservan las mismas caracteristicas que
observamos en la metastasis hepatica inicial, avalando la naturaleza troncal de
las 3 clonas principales -prevalencia celular APCmut 0.53, KRASmut 0.44 y
TP53mut 0.96, respectivamente-. Resulta interesante revisar con mas detalle
cada una de las variantes génicas detectadas en esta paciente, descritas en el

TCGA del cancer de colon (249):

e APCmut (R876): APC es un gen supresor de tumores que codifica para

una proteina antagonista de la via de sefializacion Wnt, implicada
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ademds en la migracion celular, adhesion, activacion de la
transcripcion y apoptosis. Las aberraciones moleculares en APC se han
descrito hasta en el 66% de canceres de colon, siendo las mutaciones la
alteracion mas frecuente (64%). La variante R§76 es una mutacion
nonsense. Se considera una variante de significado incierto, aunque la
mayoria de estas mutaciones dan como lugar a proteinas truncadas con

pérdida de su funcion, traduciéndose en una APCmut patogénica.

KRASmut (G12C): KRAS es un oncogén que codifica para una
proteina de la superfamilia de las GTPasas. La simple sustitucion de un
aminoacido es responsable de mutaciones activadoras, cuya proteina
resultante se ha implicado en la patogénesis de multiples neoplasias
humanas, entre ellas el cancer de colon (36%). Precisamente, las
posiciones de aminoacidos que mds frecuentemente albergan
mutaciones en KRAS son G12, G13 y Q61. La variante G12C es una
mutacion missense. Se considera una variante patogénica, ya que

codifica una proteina resultante con ganancia de funcion.

TP53mut (R337C): TP53 es un gen supresor de tumores que codifica
para una proteina implicada en la regulacion de la expresion de otros
genes diana en respuesta al estrés celular, mediante su union al DNA y
activacion de la transcripcion. Es el gen supresor de tumores mas
frecuentemente alterado en canceres humanos, habiéndose descrito
mutaciones 7P53 hasta en el 60% de canceres de colon (250). La
variante R337C es una mutacion missense. Se considera una variante
probablemente patogénica, dado que su localizacion en el dominio de
tetramerizacion altera la union al DNA, esencial para que TP53

desarrolle su funcidon como factor de transcripcion.

La secuenciacion completa del exoma del tumor inicial ha detectado ademas 4
mutaciones FGFRI distintas (S508F; S507T; Q197fs; L601del), todas ellas
variantes de significado incierto, sin que existan por ahora datos disponibles

en la literatura en relacion a su potencial oncogénico in silico. Cabe destacar
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que todas ellas difieren de la mutacién inicial en FGFRI (1529M) que habia
sido detectada mediante el panel de pre-screening local VHIO, probablemente
debido a particularidades técnicas intrinsecas de los métodos utilizados para el
andlisis de las biopsias (p.ej. filtros distintos empleados en el analisis
bioinformatico para detectar variantes). De todos modos, FGFR1mut (I529M)
también se considera una variante de significado incierto, cuya evaluacion in

1M ;.
T ha descartado su valor oncogénico (ver

vitro mediante la tecnologia FAC
7.1.2.1.). Todas estas mutaciones del FGFRI aparecen como eventos
subclonales, presentes en <10% de las células del tumor inicial, datos que
llevan a replantearnos que el cancer de colon de esta paciente no presentaba
una dependencia real de la via del FGFR, y que invariablemente habria
progresado al FGFRinh. De hecho, existe escasa evidencia del papel que la via
FGFR:FGF desempefia en los canceres de colon, més alld de la

sobreexpresion de FGFR4/FGF9 descrita como mecanismo de resistencia a

terapia anti-EGFR (75).

A dia de hoy, los anticuerpos monoclonales anti-VEGF forman parte del
arsenal terapéutico para el cancer de colon avanzado (251). Dado que nuestra
paciente nunca habia recibido terapia anti-angiogénica en combinacién con
quimioterapia, hipotetizamos que la estabilidad radiologica prolongada que
presentd podria estar justificada por el efecto anti-angiogénico parcial
asociado al FGFRinh. En la figura 26D se presentan algunos de los datos in
vivo obtenidos en nuestro laboratorio utilizando un modelo PDX no
relacionado con la paciente en estudio, y demostrando que los FGFRinh no
tienen practicamente efecto anti-proliferativo en modelos PDXs FGFRinh-
resistentes (p.ej. PDX288 no presenta diferencias Ki-67 cuando comparamos
los brazos de control (C) versus rogaratinib (R)). En cambio, observamos que
el FGFRinh si es capaz de inhibir la vascularizacion sobretodo a nivel
estromal, demostrando un beneficio anti-angiogénico en tumores no FGFR-
dependientes (p.ej. PDX288 con reduccion CD31 comparando C versus R).
Estos resultados avalarian las observaciones de nuestro caso clinico, ya que la

paciente nunca presentd disminucién del tamafio tumoral (no efecto anti-
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proliferativo FGFR-mediado) pero si estabilizacion prolongada (efecto anti-

angiogénico) al FGFR1-4inh recibido.
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Figura 26. Evolucién clinica y caracterizacion genémica del caso 32 FGFR 360°R. A. Tratamientos
oncoespecificos y obtencion de muestras biologicas seriadas de la paciente con cancer de colon
KRASmut/MSS; B. Comparacion del analisis WES pre-FGFRinh -hepatectomia y PDX M4X2- con
post-FGFRinh -PDX CTAX30-; C. Carcinogénesis clasica de un cancer de colon esporadico; D. Efecto
anti-angiogénico de rogaratinib en un modelo PDX FGFRinh-resistente: IHC del marcador de
proliferacion celular Ki-67 (verde) y de vascularizacion CD31 (rojo) han sido evaluadas en tumores sin
tratamiento (C), tratados con rogaratinib (R) o lucitanib (L) en el PDX288 no-FGFR dependiente. Los
nucleos celulares aparecen teflidos mediante DAPI (azul). Test estadistico ANOVA unidireccional para
Ki-67 y ANOVA bidireccional para CD31.
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8. DISCUSION

8.1. ESTUDIO RETROSPECTIVO: Analisis exploratorio de
biomarcadores predictivos de respuesta en pacientes con cancer avanzado

tratados con pan-inhibidores del receptor del factor de crecimiento
fibroblastico (FGFRinh).

La desregulacion de la via del FGFR:FGF se ha descrito como un evento
comun en la carcinogénesis en tumores solidos humanos, y teniendo en cuenta
las multiples alteraciones moleculares descritas en los distintos tipos tumorales,
la inhibicién de la via del FGFR emerge como una prometedora estrategia
terapéutica para el tratamiento del céncer. En los ultimos afios, multiples
FGFRinh selectivos de segunda (pan-FGFRI-4) y tercera generacion (FGFR
ultra-selectivos) han sido testados en distintos ensayos fase 1 en UITM-VHIO:
infigratinib ~ (BGJ398;  NCTO01004224), infigratinib +  alpelisib
(BGJ398+BYL719; NCT01928459), debiol1347 (NCT01948297), erdafitinib
(JNJ-42756493; NCTO01703481) -reversibles-, futibatinib (TAS120;
NCTO02052778) y PRNI1371 (NCT02608125) -irreversibles-, roblitinib
(FGF401; NCT02325739) y fisogatinib (BLU554; NCT02508467) -FGFR4
especificos-. Sin embargo, a pesar de la evidencia preclinica esperanzadora
que habian demostrado, los resultados de eficacia clinica han sido limitados.
Esto ha puesto de manifiesto la necesidad de identificar biomarcadores

predictivos fiables a los FGFRinh.

Los resultados del analisis retrospectivo de nuestra cohorte de 36 pacientes
FGFRalt tratados sugieren que el ClinBen con FGFRinh en el subgrupo de
pacientes FGFRamp estd enriquecido con pacientes que presentan altos
niveles de expresion de FGFR mRNA y/o co-amplificacion de los genes de los
ligandos /1/q, sin que se haya podido demostrar una correlacion entre ClinBen

con el ratio de amplificacion del gen FGFR. Llama la atencién que 4 de los 7
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pacientes que alcanzan ClinBen presentan expresion de mRNAh, y cabe
destacar que uno de los pacientes con un carcinoma de cabeza y cuello
presentd ClinBen a pesar de no tener mRNAh detectable en su muestra
tumoral, objetivandose amplificacion de los genes de los ligandos FGF3-4-19
en este caso concreto. La falta de material archivo disponible y/o
imposibilidad de re-biopsiar a los pacientes de este subgrupo FGFRamp,
muchos de ellos ya fallecidos en el momento del andlisis retrospectivo, ha
impedido confirmar la presencia de FGFR mRNAh en los 2 pacientes
respondedores afectos de cancer de pulmon, asi como validar la hipotesis de
que los no-respondedores presentan niveles comparativamente mas bajos de

FGFR mRNA a pesar de estar amplificados.

En cambio, la eficacia al bloqueo FGFR en la poblacion de pacientes
FGFRmut estaria limitada a la funcionalidad y clonalidad de la FGFRmut
adquirida, asi como a la ausencia de otras mutaciones activadoras en vias de
senalizacion downstream. En nuestra serie exploratoria, destaca que el unico
paciente FGFRmut con ClinBen es un paciente afecto de una neoplasia de
vejiga que presenta una mutacion en FGFR3 (S249C) clonal, cuyo potencial
oncogénico ya descrito se ha validado in vitro, y sin otras co-mutaciones en las
vias de las MAPKs ni PI3K. La novedosa implementacion de la tecnologia
FACT™ nos ha permitido demostrar a posteriori que dos de las variantes de
significado incierto detectadas mediante NGS, FGFRI (I1529M) y FGFR2
(G238R), carecian de potencial oncogénico, justificando asi la falta de eficacia
al FGFRinh recibido en ambos pacientes con céncer de colon FGFRmut.
Asimismo, la validacion in vitro de los otros eventos subclonales detectados
en 5 de los pacientes, ha confirmado que se trata de mutaciones activadoras en
los genes PI3KCA, PTEN, KRAS' y BRAF, avalando quizas la falta de ClinBen
en estos casos. Este seria el ejemplo de la paciente afecta de un cancer de
endometrio portadora de una variante de significado incierto que FACT™ ha
confirmado como activadora en FGFR3 (T689M), en quien la co-existencia de
una mutacion PI3KCA (R88Q) oncogénica, podria haber limitado claramente

su sensibilidad al bloqueo FGFR en monoterapia; tal vez la administracion de
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doble terapia dirigida en combinacion con un PI3Kinh hubiera dado lugar a

mayor eficacia.

Resulta especialmente interesante destacar los casos de los pacientes que
recibieron dos terapias con FGFRinh sucesivas. En el caso del paciente afecto
de cancer de vejiga FGFR3mut (S249C), observamos que progreso a la terapia
con un FGFRinh irreversible tras haber presentado ClinBen a un primer
FGFRinh reversible. En este caso concreto, la falta de respuesta a la segunda
terapia dirigida podria explicarse por la adquisicion de mecanismos de
resistencia secundaria, que justificarian la ausencia de beneficio a pesar de un
perfil molecular inicial claramente predictivo de respuesta. En el caso de la
paciente afecta de cancer de endometrio-tubarico FGFR2 (N549D), PI3KCA
(E81K) y PTEN (R130Q; R173C), todas las mutaciones demostraron valor
oncogénico in vitro por separado. La evidencia preclinica disponible con
lineas celulares y xenografts de tumores de endometrio FGFR2-mutados,
habia confirmado la sinergia de la combinacion de un FGFRinh con un
PI3KCAinh (252), y el anélisis conjunto FACT™ con las mutaciones FGFR2
(N549D) y PI3KCA (E81K) demostré que, efectivamente, ambas mutaciones
potenciaban la activacion de la via de senalizacion. Ademads, en esta paciente,
el analisis de prediccion de respuesta in vitro a la terapia dirigida fue positivo,
objetivandose inhibicion de la via FGFR:FGF mediante la terapia con un
FGFRinh reversible. Cabria pues esperar que la paciente hubiese presentado
ClinBen al recibir un FGFRinh combinado con un PI3Kinh, pero sin embargo,
la paciente progresé rapidamente a esta terapia inicial, y al posterior
tratamiento con un FGFRinh irreversible. La falta de respuesta en esta
paciente podria justificarse por la presencia de potenciales mecanismos de
resistencia primaria en el tumor (p.ej. doble mutaciéon en PTEN (22) u otros
mecanismos desconocidos), o incluso por el uso inadecuado de los agentes

dirigidos escogidos (p.ej. dosis subdptimas).

En realidad, los datos obtenidos nos aportan un nuevo angulo de vision desde

el que reflexionar sobre los ensayos de Medicina de Precision que se han
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realizado hasta ahora. Ser criticos con las limitaciones en la metodologia
implementada en los primeros estudios con agentes dirigidos es fundamental
para aprender de los errores y planificar una futura traduccioén de la medicina
gendmica a una practica clinica mas exitosa. Uno de los mejores ejemplos lo
tenemos con el desarrollo de los inhibidores de BRAF (BRAFinh).
Vemurafenib demostrd eficacia en pacientes afectos de melanoma BRAF
V600E-mutados durante su desarrollo inicial en un ensayo fase 1 (253). La
posterior identificacion de la re-activacion de la via de las MAPKs como
mecanismo de escape a este inhibidor permitio la aprobacion del tratamiento
combinado de un inhibidor de MEK y BRAFinh (254). Sin embargo, los
intentos de replicar el mismo resultado con BRAFinh en otros contextos no
tuvieron el mismo ¢éxito. El ensayo VE-basket testando vemurafenib en
tumores BRAF V600E-mutados no-melanoma, demostré que el rol bioldgico
de las mutaciones BRAF no es homogéneo, ya que la via de sefalizacion
podria desempefiar un papel distinto en cada tejido, con diferentes
mecanismos de resistencia asociados (255). Estos resultados sirvieron para
concienciar a la comunidad cientifica de que no se puede generalizar los
resultados obtenidos con un agente dirigido en un tumor concreto, ya que el
status molecular por si solo no es suficiente para predecir la respuesta en otros
contextos histologicos. Ademads, estudios como el basket SUMMIT, han
demostrado que la eficacia a un farmaco dirigido (p.ej. inhibidores de HER2)
podria estar influenciada por la clase de alteracion molecular (p.ej.
amplificacion > mutacion), el gen implicado (p.ej. HER2 > HER3) o incluso el

dominio afectado (p.ej. dominio quinasa > porcion extracelular) (256).

En primer lugar, aunque resulte obvio, es imprescindible ampliar nuestros
conocimientos sobre la biologia molecular del cancer y las repercusiones de
sus aberraciones mas comunes. Desde que se publicaron algunos de los
primeros analisis de secuenciacion de tumores (39, 48, 52), hemos descubierto
que la cifra de alteraciones moleculares posibles es en realidad mucho mayor
que la de las anomalias genomicas reportadas. Y es que a través de los
multiples sistemas de procesamiento alternativo del ADN, como los

mecanismos epigenéticos, el organismo humano es capaz de generar distintas
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isoformas de proteinas con funciones radicalmente diferentes a partir de un
unico molde genético, en funcion del contexto histologico (257). Asi pues, el
cancer deberia entenderse como un nuevo paradigma de enfermedad molecular,
en el que no solo encontramos mutaciones puntuales clasicas, alteraciones en
el numero de copias o nuevas fusiones génicas, sind que hay que tener en
cuenta otras variables como la funcionalidad y clonalidad de estas alteraciones,
su evolucion temporo-espacial, asi como todos aquellos mecanismos de
modulacion de la expresion génica que pueden ayudarnos a comprender mejor

la correlacion genotipo-fenotipo de cada tumor.

En segundo lugar, la Medicina Personalizada dispone ahora de las enormes
posibilidades de las técnicas de la secuenciacion masiva NGS, que nos aportan
gran cantidad de informacion para caracterizar los tumores, pero que sin las
herramientas ni el conocimiento adecuado para analizarlas y ponerlas en
contexto clinico, no permiten su aplicabilidad de forma rutinaria. Es muy
comun que al realizar un analisis NGS de la muestra tumoral de un paciente,
nos encontremos con variantes génicas alteradas, aunque el impacto sobre la
funcionalidad final de la proteina que traducen sea incierto. Una de las
principales limitaciones precisamente de esta llamada Medicina de Precision
ha sido la falta de precision en si misma, ya que nos hemos estado basando en
predicciones bioinformaticas cuya veracidad ha sido dificil de validar. Es por
ello que para poder aportar valor a los pacientes con cancer, muchas de estas
variantes de significado incierto deberian confirmarse o descartarse mediante
estudios funcionales debidamente disefiados en sistemas celulares apropiados,
aunque todavia esté limitado fuera del d&mbito de la investigacion. A dia de
hoy, muchos investigadores estan haciendo un gran esfuerzo en implementar
protocolos traslacionales en paralelo al desarrollo de nuevos firmacos, para
refinar la comprension bioldgica que las diferentes alteraciones moleculares

implican en los distintos tumores (256).

Sélo mediante la preseleccion de la poblacion FGFRalt podremos evitar

eventos adversos innecesarios a pacientes con bajas posibilidades de éxito e
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incrementaremos las posibilidades de éxito en los pacientes con alta
probabilidad de respuesta al bloqueo FGFR. El andlisis de nuestra poblacion a
estudio presenta como claras limitaciones que se trata de una »n pequeia (n=36
pacientes), que es un analisis retrospectivo y que existe una gran
heterogeneidad de los subtipos tumorales analizados asi como en los FGFRinh
recibidos. Asimismo, la ausencia de suficiente material de archivo, ha limitado
que se pueda ampliar la caracterizacion molecular de las muestras utilizadas
para el analisis con tal de corroborar algunos de los hallazgos exploratorios

detectados.

Aun asi, teniendo en cuenta estos resultados incipientes, el disefio futuro de
nuevos ensayos con FGFRinh deberia plantear la incorporacion de una
estrategia de pre-seleccion conjunta basada en las alteraciones génicas
(mut/amp) mas la determinacion de los niveles de expresion del mRNA de los
FGFR y FGFs, con tal de enriquecer la poblacion FGFRamp con FGFR
mRNAh y/o co-amplificacion del 7//g. Mediante esta estrategia, también
incrementariamos la posibilidad de detectar potenciales candidatos que, sin
presentar alteraciones génicas pero FGFR mRNAh, podrian beneficiarse de
recibir estos agentes dirigidos. Para ello, resulta imprescindible en un futuro
evaluar el papel de una plataforma de expresion génica (p.ej. nCounter®), que
nos permita definir y validar un punto de corte fiable de los niveles de
mRNAM, a partir de los cuales podamos pre-seleccionar aquellos pacientes con
mayores posibilidades de respuesta a los FGFRinh. En el caso de la poblacion
FGFRmut, la indicaciéon de FGFRinh deberia considerarse s6lo en pacientes
con eventos clonales, cuya actividad oncogénica estuviera validada
funcionalmente, sin presentar co-mutaciones adicionales en otras vias de

T™ de las distintas variantes del FGFR

senalizacion. El analisis funcional FAC
puede aportar mas precision a la prediccion de la respuesta a los FGFRinh,
especialmente en caso de dudas en presencia de combinaciones o variantes de
significado incierto. La complejidad de las interacciones de las distintas
alteraciones génicas detectadas en un mismo paciente FGFRmut representa un

reto que complica cada vez mas la seleccion de los mejores algoritmos

terapéuticos.
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En realidad, la utilizacion de una estrategia de pre-seleccion molecular
ampliada, combinando NGS con una plataforma de expresion génica y una
tecnologia de andlisis funcional in vitro, emerge como una opcidon
prometedora no solo para el binomio FGFRalt-FGFRinh, sin6 que bien podria
adaptarse al proceso de desarrollo de agentes dirigidos para otros oncogenes,
cuyo valor predictivo estd todavia por discernir (p.ej. inhibidores de MET en

tumores portadores de amplificaciones/mRNA versus mutaciones de MET).

Hasta la fecha, los resultados presentados en este estudio representan una de
las primeras cohortes de pacientes FGFRalt tratados con FGFRinh disponibles
en la literatura. En base a estas observaciones, se ha disefiado el ensayo fase 2
multicéntrico académico Basket of Baskets (ClinicalTrial.gov 1D
NCTO03767075), en el que se va a explorar una cohorte de pacientes con
mutaciones FGFR patogénicas versus una cohorte FGFRmut con VSI, asi
como una cohorte de pacientes con amplificaciones FGFR con sobreexpresion
mRNA-proteina versus una cohorte FGFRamp sin sobreexpresion (258).
Ademas de ser un trabajo generador de hipdtesis, cabe destacar la
multidimensionalidad con la que se ha llevado a cabo, combinando la
correlacion de datos clinico-moleculares disponibles de los pacientes y la
implementacion de una nueva tecnologia de evaluacion funcional in vitro para
contribuir a ampliar el conocimiento de la biologia de la via del FGFR:FGF,y
asi ayudarnos a discernir la presencia de potenciales mecanismos de

resistencia en distintos momentos evolutivos de la enfermedad.
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8.2. ESTUDIO PROSPECTIVO: Implementacion del proyecto
traslacional FGFR 360° RESISTANCE.

A lo largo de la historia de la medicina existen casos muy ilustrativos de
eventos raros que nos han conducido a descubrir nuevas curas para
enfermedades (259). Sin embargo, la comunidad cientifica habia sido incapaz
de explicar durante afios algunos de los éxitos atipicos observados en
pacientes con cancer, bien porque no se disponia del conocimiento suficiente
sobre su biologia o porque aun no se habian inventado las herramientas
adecuadas para su estudio. Pero afortunadamente, todo cambi6é hace dos
décadas, cuando empezo a ser posible analizar gendmicamente los tumores de

los pacientes respondedores (260).

En la actualidad, existe un cambio de paradigma en el desarrollo de nuevos
farmacos cuando, en lugar de asumir que un ensayo clinico es fallido si no
funciona para la mayoria de los pacientes, se enfoca el interés en aquellos
pacientes ocasionales que si se benefician la droga en cuestion. En el afio 2012,
el equipo del MSKCC publico un estudio innovador en el que investigaban las
caracteristicas moleculares de una paciente afecta de cancer de vejiga que
alcanzd una respuesta completa mantenida con everolimus —inhibidor de
mTORCI1-. La secuenciaciéon completa del genoma de su tumor primario
demostrdé que la paciente era portadora de una mutaciéon en el gen 7SCI,
sugiriendo por primera vez que los inhibidores de mTOR podian ser mas
efectivos en pacientes cuyos tumores presentaran mutaciones somaticas en
TSCI (261). Ademas, con la implementacion de esta metodologia, Solit D.B.
et al demostraron la viabilidad de utilizar tecnologias de ultra-secuenciacion
en el ambito clinico, para identificar determinantes moleculares de

sensibilidad en tumores s6lidos genéticamente heterogéneos.
Desde entonces, se han iniciado multiples iniciativas para identificar

alteraciones moleculares entre aquellos pacientes que han presentado

respuestas inesperadas a tratamientos estdndar o agentes investigacionales
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(262). Por ejemplo, el National Cancer Institute (NCI) de los E.U.A impulsé
en 2015 una “iniciativa de respondedores excepcionales”, un estudio
retrospectivo a nivel nacional para recopilar muestras biologicas de pacientes
que se hubieran beneficiado drasticamente de farmacos ya aprobados por la
FDA, con el objetivo de identificar potenciales biomarcadores predictivos de
respuesta (ClinicalTrials.gov ID NCT02243592) (263). En realidad, los
respondedores excepcionales son outliers o casos atipicos que sirven como
medida para evaluar como de improbable es alcanzar un resultado favorable a
cierto tratamiento en una enfermedad concreta (264). Por otro lado, en
Oncologia también podemos encontrarnos con casos atipicos de pacientes que
presentan respuestas inusualmente pobres, a pesar de haber individualizado un
tratamiento dirigido segin la presencia de cierto biomarcador predictivo.
Precisamente, el programa de “respondedores inusuales” del MDACC surgid
como iniciativa para estudiar més detenidamente todos los casos atipicos de
interés, cuya caracterizacion molecular puede contribuir a esclarecer las

diferencias de eficacia a nuevos tratamientos.

La existencia de todos estos casos atipicos, favorables o desfavorables,
demuestra cuadn complejo es el ambito de la Medicina de Precision, pues
todavia existen multiples desafios que deben superarse antes de poder
personalizar los tratamientos oncologicos: la heterogeneidad y evolucion
clonal de los tumores, la dificultad de obtencion y calidad de las biopsias, las
limitaciones de los andlisis moleculares asi como la falta de farmacos
efectivos contra la mayoria de aberraciones moleculares (265). Ahora, que la
mayoria de ensayos clinicos estan implementando estrategias de pre-seleccion
molecular desde fases muy precoces, parece imprescindible construir
programas de apoyo a la investigacion clinico-traslacional, que proporcionen
la informacioén necesaria para realizar una medicina basada en la evidencia
(266). En este contexto, en el afio 2014 iniciamos este proyecto FGFR 360°
RESISTANCE en la UITM-VHIO, una ambiciosa plataforma traslacional
implementada en paralelo al desarrollo de ensayos fase 1 con inhibidores del
FGFR, con el objetivo de obtener muestras biologicas seriadas de pacientes

FGFR-alterados que nos permitieran profundizar en la biologia de la via
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FGFR:FGF a posteriori.

Durante los 4 afios de duracion del Proyecto, se han incluido 46 pacientes
seleccionados molecularmente por sus aberraciones FGFR:FGF. Las
pacientes con cancer de mama representan la mayoria de nuestra cohorte
(n=17), asi como las amplificaciones del FGFR/I1q han sido la alteracion mas
detectada mediante el programa de pre-screening molecular VHIO (n=21) (25).
Cabe destacar que solo el 67% de los pacientes recibi6 al menos una dosis de
un inhibidor del FGFR, ya que algunos fueron finalmente fallo de screening
para participar en ensayos clinicos. Estos datos todavia reflejan el perfil global
de los pacientes derivados para considerar su inclusiéon en ensayos fase 1, a
menudo pacientes politratados con alto riesgo de deterioro clinico, como
ejemplifica la mediana de 4 lineas previas recibidas en nuestra serie. Ademas,
la mayoria de estos ensayos en fase precoz tienen criterios de inclusion muy
restrictivos, una condicion que potencialmente excluye aquellos pacientes que

mas fidedignamente representarian nuestro entorno clinico real (267).

Evaluar el efecto de un nuevo farmaco sobre su diana terapéutica en tejido
tumoral e identificar biomarcadores que puedan correlacionarse con la eficacia
ha adquirido un papel cada vez mas relevante en el desarrollo precoz de
farmacos. Sin embargo, durante afios ha existido mucha controversia en torno
a la seguridad y las consideraciones éticas derivadas de la obtencion de las
biopsias realizadas con fines investigacionales, sopesando el riesgo de dafio al
paciente sin una perspectiva clara de beneficio directo. Datos previos
reportados en una serie de 155 pacientes incluidos en ensayos fase 1, objetivod
un mayor porcentaje de obtencion de biopsias obligatorias (86.6%) en
comparacion con las biopsias opcionales (4.4%), con un riesgo asociado de
complicaciones graves del 1.4% (268). Del total de muestras de tejido
recogidas en el FGFR 360° RESISTANCE, un 30% corresponden a biopsias
realizadas de novo previo al inicio del tratamiento experimental, un porcentaje
que decae paulatinamente cuando contabilizamos las biopsias opcionales
realizadas en curso de tratamiento (8%) o a la progresion tras recibir un

inhibidor del FGFR (9%), con sdlo un 3% de muestras pertenecientes a las
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autopsias en caliente. Afortunadamente, no se ha reportado ninguna
complicacién ni ninguna muerte relacionada con dichas biopsias. Nuestra
experiencia demuestra que las biopsias investigacionales se pueden realizar de
forma segura y con éxito seleccionando cuidadosamente a los pacientes segin
sus caracteristicas individuales, en consenso con el equipo de expertos

implicados en el procedimiento, y siempre con las precauciones adecuadas.

Adicionalmente, cada vez es mas evidente que son necesarios modelos
preclinicos que recapitulen la heterogeneidad de los tumores humanos para un
desarrollo mas eficiente de los nuevos agentes dirigidos. En este sentido, los
modelos PDXs representan un gran avance, aunque hay que ser conscientes de
los desafios que implican. Por un lado, hay que tener en cuenta la alta
demanda de recursos necesarios para establecer y mantener estos bancos de
tumores “vivos” (174). Ademas, las tasas de éxito de los injertos pueden variar
notablemente segin el tipo tumoral (p.ej. 33% ca. pancredtico versus 29%
colangiocarcinoma), la procedencia de la muestra (p.ej. 69% lesion
metastdsica versus 15% tumor primario) o la técnica de biopsia (p.ej. 73%
quirargica versus 14% guiada por imagen) (269). En el contexto de nuestro
Proyecto hemos implantado 42 nuevas biopsias de multiples tipos tumorales,
obtenidas en el 100% de los casos mediante técnicas guiadas por imagen a
partir de lesiones metastasicas o de tumores primarios, segin facilidad de
acceso. Con una tasa global de éxito del injerto del 42.9%, hemos generado 18
nuevos PDXs de distintos tipos tumorales: mama (n=8), colon (n=5), es6fago
(n=1), anejos (n=1), vias biliares (n=1), piel (n=1) y vejiga (n=1). Esto ha
permitido ampliar el repositorio VHIO de PDXs con hasta 33 modelos FGFR-
alterados, representando un valioso arsenal de modelos correlativos
imprescindibles para validar algunas de las hipotesis generadas a raiz de

nuestras observaciones previas.

S6lo el 29% de los casos tratados en nuestra cohorte FGFR 360°
RESISTANCE se beneficiaron del bloqueo FGFR. Aun asi, hemos podido
inferir algunas pistas relevantes de estos pocos respondedores excepcionales.

En primer lugar, los 2 pacientes que alcanzaron mayor eficacia al FGFRinh
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fueron aquellos con tumores portadores de translocaciones del FGFR (1
colangiocarcinoma FGFR2-CASP7trans y 1 xantoastrocitoma FGFRI1-
TACCltrans), avalando el rol oncogénico de estos nuevos genes de fusion y
su papel como biomarcadores predictivos a los FGFRinh en un amplio abanico
de neoplasias (235). Ademads, en linea con lo que ya habiamos observado en
nuestra serie retrospectiva VHIO, 4 de los pacientes que presentaron ClinBen
presentaban  niveles elevados de FGFR mRNA (1 mama
11g/FGFR2amp/FGFR2 mRNA, 1 colangiocarcinoma
FGFR2mut(W290C)/FGFR2 mRNAh, 1 carcinoma de glandula parotida
FGFR1 mRNAh y 1 carcinoma de glandula lagrimal FGFR1-2 mRNAh). Y
finalmente, al igual que en el caso descrito previamente en la figura 14,
hemos detectado otra paciente afecta de cancer de mama FGFRlamp, con
expresion FGFR1 mRNA desconocida que, a pesar de progresar a un
FGFRinh, también presentd beneficio al MTKI posterior con una estabilidad

mantenida durante 50 meses.

Asi pues, una de las primeras hipdtesis que pretendiamos evaluar in vivo era el
rol potencial de FGFR mRNAh como biomarcador predictivo de respuesta a
FGFRinh en el contexto de cancer de mama FGFR:FGF-amplificado. De
hecho, el 67% de los pacientes con sobreexpresion FGFR1-3 mRNA sin
alteraciones genéticas aparentes, alcanzaron una respuesta objetiva en el
ensayo pivotal fase 1 con rogaratinib (270). En nuestra serie observamos
también que no todos los PDXs con una amplificacion FGFR sobreexpresan
mRNAh o la proteina correspondiente, y por el contrario, detectamos niveles
FGFR mRNAh sin CNA en algunos modelos. Todavia se desconocen los
mecanismos moleculares subyacentes por los que tumores sin alteraciones
genomicas presentan niveles FGFR mRNAh (p.ej. PDX191 con FGFR3
mRNAh sin CNA). En algunos casos, la existencia de mecanismos
epigenéticos podrian justificar la modulacion en la expresion de los genes
FGFR (271). En otros, hipotetizamos que podrian existir translocaciones del
FGFR que no hubieran sido detectadas, teniendo en cuenta que el panel local

VHIO NanoString fusion v.4.0 incluye un ntimero limitado de fusiones. La
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evaluacion futura de nuestras muestras mediante paneles de fusion alternativos
o RNAseq nos permitird indagar la presencia de translocaciones que impliquen

otros promotores, desconocidas hasta la fecha (272).

Los resultados obtenidos con nuestros PDXs de cancer de mama indican que
existe una mejor correlacion de eficacia del FGFRinh con los niveles de
FGFR1-4 mRNAh que con el CNA o mRNA individual de cada uno de los
genes FGFR. Estos hallazgos refuerzan los datos que avalaban el papel del
mRNA como biomarcador predictivo al rogaratinib en modelos preclinicos de
cancer de colon y pulmoén (205). Atn asi, por el momento consideramos que
este biomarcador compuesto es potencialmente valido s6lo en nuestra cohorte
de PDXs, ya que para la evaluacion de FGFR1-4 mRNAh realizamos un
sumatorio de los niveles mRNA de cada uno de los FGFR expresados en cada
modelo, previa normalizacidon génica de los valores de FGFR2-3-4 en relacion
al FGFR1. Por lo tanto, estos resultados deben ser interpretados con cautela, y
validados en una cohorte externa de pacientes con cancer de mama, con un
mayor numero de muestras. De confirmarse su validez, nuestros resultados
podrian justificar la implementacion de nuevas estrategias de pre-screening
molecular basadas en tecnologias de analisis transcriptdmico, como la
plataforma nCounter®, cuya capacidad de detectar el biomarcador FGFR1-4
mRNAh en muestras de archivo de parafina ha quedado demostrada. Esto
supondria una aproximacion novedosa dentro del programa de desarrollo de
los FGFRinh, todavia focalizado mayoritariamente en pacientes con FGFR
CNA (273), incorporando pacientes con cancer de mama FGFR1-4 mRNAh

no-amplificadas con posibilidades de beneficiarse de un FGFRinh.

En este sentido, en un primer intento de extrapolar nuestro biomarcador
compuesto en una cohorte disponible de pacientes con cancer de mama
tratadas con MTKI, FGFR1-4 mRNAh no ha sido capaz de discriminar a las
pacientes respondedoras de las no-respondedoras. Estos resultados podrian
estar justificados en parte por disponer de una n de casos muy pequeia (n=9),
un factor que también ha supuesto una limitacion para llevar a cabo un analisis

no-supervisado de los perfiles de expresion obtenidos con HTG EdgeSeq®
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entre ambos subgrupos. Por otra parte, resulta obvio pensar que existen
diferencias intrinsecas en relacion al mecanismo de accion de los FGFRinh
respecto a los MTKI, por lo que los determinantes moleculares de sensibilidad
podrian no ser los mismos para ambos tipos de inhibidores. Asi pues, la
segunda incognita que quisimos despejar fue discernir porque algunos tumores
sin beneficio a FGFRinh podian ser todavia sensibles a MTKI, como en el

caso de las pacientes 7 y 8 de esta cohorte de pacientes.

En nuestros experimentos in vivo, el MTKI lucitanib ha demostrado una
actividad anti-tumoral significativamente superior a la eficacia observada con
el FGFRinh rogaratinib. La caracterizacion mecanistica de ambos tipos de
inhibidores FGFR se ha llevado a cabo mediante el analisis de las diferencias
en las tinciones IHC del indice proliferativo/Ki-67 y necrosis vascular/CD31,
evaluadas con microscopia fluorescente. Se han identificado dos fenotipos
tumorales (datos no incluidos en esta tesis; manuscrito en preparacion
Sanchez-Guixé M. & Hierro C. et al). En el caso de los PDXs FGFR1-4
mRNAh sensibles a FGFRinh, se ha observado un doble efecto anti-
proliferativo y anti-angiogénico con ambos farmacos lucitanib y rogaratinib.
En cambio, en el caso de los PDXs resistentes a FGFRinh sin sobreexpresion
FGFR1-4 mRNAh, se ha objetivado un marcado predominio de la necrosis
tumoral secundaria a la muerte celular por hipoxia, evidenciando que lucitanib
actia fundamentalmente como un potente farmaco anti-angiogénico en los
canceres de mama no FGFR-dependientes. De hecho, estos datos han sido
corroborados en dos de los modelos resistentes al rogaratinib monoterapia, el
PDX288 y el PDX343, cuya respuesta al tratamiento combinado de

bevacizumab y DC1010 ha sido similar a la eficacia alcanzada con lucitanib.

Gracias a estos datos preclinicos, podemos especular que la eficacia observada
a los MTKI en los casos de pacientes y/o PDXs no respondedores a FGFRinh
estd relacionada con su mayor efecto anti-angiogénico, asociado
primordialmente a la inhibicion de VEGF/VEGFR1-3 (274). Sin embargo, al
igual que ocurria en la cohorte de pacientes, tampoco se han podido

correlacionar en PDXs los niveles de expresion de dianas anti-angiogénicas
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como VEGFR1-3 o PDGFRa-f y sus ligandos, con la sensibilidad al MTKI.
El futuro desarrollo de ensayos clinicos con MTKI debera pues considerar un
disefio mas racional, con estrategias de enriquecimiento que amplien la
inclusion mas alla de la poblacion cancer de mama FGFR:FGF-amplificada,
con tumores angiogénesis-dependientes (275). Para ello, sin duda habra que
esperar los resultados del andlisis retrospectivo de las muestras de pacientes
tratadas con estos MTKI mediante técnicas de ultra-secuenciacion, con tal de
identificar pistas adicionales sobre potenciales biomarcadores predictivos a

estos farmacos anti-angiogénicos.

Finalmente, de entre todos los casos incluidos en el proyecto FGFR 360°
RESISTANCE, se han seleccionado 3 casos de respondedores inusuales, cuyas
muestras han sido analizadas mediante técnicas de ultra-secuenciacion génica
WES y RNAseq. La implementacion de NGS ha demostrado ser una
herramienta muy util en tumores raros, ampliando nuevos horizontes
terapéuticos segun el perfil gendomico obtenido (276). Los TMMM, son
tumores considerados raros (<5 casos/100.000 habitantes/afo) y en los que se
suele extrapolar el tratamiento de otras neoplasias ginecoldgicas (277). A
pesar de la deteccion de un potencial biomarcador dual
FGFR2mut/PI3KCAmut, la paciente 30 no presentd beneficio a la
combinacion de una doble terapia dirigida, aunque los datos in vitro FACT™
habian confirmado el valor oncogénico de ambas y su potencial respuesta al
FGFRinh. Una primera hipdtesis sobre esta falta de eficacia radicaria en la
existencia de una doble PTENmut (R130Q y R173C), ya que la pérdida de
expresion de PTEN se ha asociado a un fenotipo resistente a la inhibicion
PI3K(a)inh (278). Ademas, la reactivacion de la sefializacion de la via MAPK
habria ejercido de mecanismo adicional de resistencia a la inhibicion PI3K
alfa-selectiva con alpelisib (230), y por consiguiente, al bloqueo FGFR con

infigratinib.

La aplicacion de paneles customizados NGS, vease AmpliconSeq VHIO o
FoundationOne®, habia identificado genes sospechosos de mediar la

carcinogénesis en este TMMM, y por lo tanto, su seleccion como biomarcador
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predictivo para un potencial tratamiento personalizado. Sin embargo, el hecho
de tratarse de paneles con un niimero limitado de alteraciones génicas implicd
que nos perdiésemos en parte la deteccion de otros determinantes moleculares,
sefales que nos indicaran que existian otros mecanismos posiblemente
implicados en la progresion de dicho tumor. El andlisis genémico ampliado
del caso 30 mediante WES ha revelado la presencia de multiples VSI en
distintas vias de sefializacion: MAPK, PI3K, JAK/STAT y otros receptores
tirosina quinasa. Asi que como segunda hipoétesis, consideramos que estas VSI
podrian haber actuado como mutaciones subclonales driver del tumor, aunque
a dia de hoy, las tenemos que considerar dianas terapéuticas pobres de forma

individual dada la falta de evidencia disponible en relacion a su oncogenicidad.

Recientemente, se han identificado 7P53, RNF43, ARIDIA, PI3KCA, KRAS'y
PTEN como los genes driver mas frecuentemente mutados en el subgrupo de
tumores MSI-H (231). En nuestro caso, la presencia de TP53mut, PI3KCAmut
y doble PTENmut en el contexto de un tumor con multiples VSI, avalaria la
hipotesis de que pudiera existir algin mecanismo patogénico dMMR inductor
de un fenotipo-hipermutado. De hecho, los tumores uterinos se sitiian en el
espectro de los canceres humanos que pueden acumular un mayor porcentaje
de mutaciones somaticas detectadas por megabase de DNA tumoral o carga
mutacional tumoral (TMB) (279). La evidencia cientifica actual sugiere que
los tumores con alto TMB contienen un gran nimero de neoantigenos
tumorales que pueden ser reconocidos como no-propios, provocando una
activacion especifica del sistema inmune contra las células tumorales (280,
281). Asi pues, TMB se postula como un potencial biomarcador predictivo a la
inmunoterapia (282), aunque todavia es necesario correlacionar la
determinacion de este TMB mediante paneles de secuenciacion con WES.
Ademas, hay que considerar que los umbrales especificos de TMB para
predecir respuesta a inhibidores del punto de control (ICI) no estan todavia
bien definidos entre los distintos tipos tumorales, mucho menos todavia en una

entidad tan rara como son los TMMM.
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Ante estos resultados WES, probablemente hubiera sido interesante priorizar
en esta paciente el tratamiento con ICI antes que con la terapia dirigida. De
hecho, existe ya algin caso reportado en la literatura de TMMM refractario,
MSS POLE-mutado con TMB elevado (169 mutaciones/Mb) y co-mutaciones
en PI3KCA, PTEN y FGFR2, que presentd respuesta duradera a tratamiento
con ICI pembrolizumab (283). Desafortunadamente, la falta de preservacion
de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) del paciente no nos
ha permitido obtener un PDX humanizado, con el que caracterizar mejor las
multiples VSI. Con un modelo animal humanizado hubiésemos evaluado si el
conjunto de estas VSI adquiridas desde el inicio de la enfermedad le han
conferido una ventaja evolutiva, testando la eficacia in vivo de nuevos ICI o
combinaciones, y su correlacion con potenciales biomarcadores predictivos en

carcinosarcomas (p.ej. PD-1, PD-L1, IDO) (284).

En segundo lugar, nos interes6 estudiar con mas detalle el caso 66 debido al
hallazgo de una translocacion FGFR2-CASP7 como potencial biomarcador
predictivo de respuesta a un FGFRinh en un colangiocarcinoma. Los tumores
de vias biliares son un grupo heterogéneo de neoplasias de mal prondstico, en
el que actualmente se identifican distintos perfiles mutacionales segun el
subtipo clinico y localizacion anatdmica: colangiocarcinoma intrahepatico
(ICCA), extrahepatico (eCCA), perihiliar o vesicula biliar (285). Esta
heterogeneidad genética ha subrayado la importancia de detectar estos
determinantes moleculares, algunos con claras implicaciones pronosticas y
predictivas: en una serie de 195 pacientes (78% iCCA; 22% eCCA) analizados
mediante el panel MSK-IMPACT™ se identificaron alteraciones genéticas con
posible traduccion terapéutica en el 47% de los pacientes, permitiendo la
inclusion en ensayos o terapias dirigidas en el 16% de los casos (p.ej. iCCA

IDH1mut 30% o FGFR2trans 14%) (286).

En 2017, Javle M. et al reportaron datos muy prometedores de eficacia anti-
tumoral con el FGFR1-3inh infigratinib en el subgrupo de iCCA FGFR2trans,
con DCR del 83.3% y PFS de 5.8 meses (IC 95%, 4.3-7.6 meses) (121). Sin

embargo, a pesar de que nuestra paciente presentd una disminucion precoz de
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la carga tumoral (-23% en lesiones diana) con erdafitinib, acabd progresando
tan s6lo 4 meses después del inicio de la terapia dirigida. Por ello, decidimos
secuenciar las muestras recogidas de esta paciente, incluyendo las obtenidas
en una autopsia en caliente, con el objetivo de discernir si el tumor habia
adquirido algiin mecanismo de resistencia. En el andlisis dirigido hemos
descartado la aparicion de mutaciones policlonales gatekeeper en FGFR2
(171), pero WES ha identificado hasta 4 poblaciones de células genéticamente
distintas, todas ellas presentes ya desde el inicio de la enfermedad: FGFR2-
CASP7trans, MAP2K3mut, CACNA1Cmut ¢ IL9Rmut. Dado que ninguna
clona tumoral ha aparecido de novo tras el tratamiento con FGFRinh, podemos
inferir que la heterogeneidad intra-tumoral de este tumor ha tenido un rol

principal como mecanismo de resistencia intrinseco (287).

Ademas, el incremento progresivo de células MAP2K3mut en las distintas
muestras obtenidas durante la evolucion de la enfermedad, hace plantearnos la
reactivacion de la via de sefalizacion MAPK como potencial mecanismo de
resistencia redundante (168). Dado que no existen datos al respecto, en una
siguiente fase de nuestro Proyecto pretendemos evaluar in silico el valor
oncogénico de la splice-variant detectada R94L, con tal de determinar si el
transcrito de mRNA resultante genera una proteina MAP2K3 capaz de activar
o inactivar la via de las MAPKSs en el contexto histologico especifico de iCCA.
Adicionalmente, disponemos del PDX368 para evaluar el efecto pro-tumoral
de esta MAP2K3mut (R94L), y testar in vivo la eficacia de nuevas estrategias
de combinacion de FGFRinh que permitan revertir dicha resistencia (242). La
revolucion de la Medicina de Precision ha llegado para quedarse en el ambito
de los tumores de vias biliares, aunque de momento estd s6lo limitada a
pequefios subgrupos de pacientes molecularmente seleccionados. Los
resultados de ensayos fase 3 con inhibidores IDH1 en iCCA IDHI-mutados
son alentadores, asi como los distintos FGFRinh en desarrollo en iCCA
FGFR2-translocados (288). El andlisis de los respondedores inusuales como
nuestro caso puede ser de gran utilidad a la hora de comprender mejor los
mecanismos de resistencia a estas nuevas dianas terapéuticas, un factor clave

para disefiar tratamientos dirigidos en colangiocarcinomas (289).
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Finalmente, seleccionamos el caso 32 por tratarse de un cancer de colon
FGFRI-mutado (I529M) que alcanzé una estabilidad radiol6gica mantenida
durante 10 meses, a pesar de que no se ha descrito un claro rol de la via del
FGFR:FGF en la carcinogénesis colonica. Ademas, los datos in silico e in
vitro demostraron que se trataba de una variante de significado incierto no
patogénica, por lo que quisimos entender mejor porqué esta paciente se habia
beneficiado de recibir terapia dirigida con FGFRinh. Con el analisis WES
hemos demostrado que el tumor inicial de esta paciente era policlonal, cuyo
desarrollo y evolucion ha sido mediado principalmente por la via clasica CIN,
a través de mutaciones somadticas adquiridas en los genes APC (R876)/KRAS
(G12C)/TP53 (R337C). Sin embargo, gracias a la tecnologia NGS hemos
descartado que las mutaciones subclonales FGFRI detectadas (S508F; S507T;
Q197fs; L601del) fueran los verdaderos drivers del tumor.

Sabemos que el cancer de colon avanzado se beneficia de la terapia anti-
angiogénica (290, 291). En 2013, Grothey A. et al reportaron los resultados
del ensayo fase 3 CORRECT, en el que demostraron la eficacia de regorafenib,
un MTKI con actividad inhibitoria VEGFRI-
3/TIE2/KIT/RET/BRAF/PDGFR/FGFR, en pacientes con cancer de colon
refractario a tratamiento estdindar [mOS 6.4m regorafenib versus Sm placebo;
HR 0.77 (IC 95%, 0.64-0.94); p=0.0052)] (292). De nuestros experimentos
preclinicos, hemos deducido que la eficacia de los MTKI (p.ej. lucitanib) en
tumores no FGFR-dependientes estd mediada sobretodo por su dréstica
reduccion de la vascularizacion, induciendo una marcada necrosis (figura
26D). En el caso de esta paciente, naive de tratamiento con anti-VEGF, la
estabilidad alcanzada probablemente traduzca el efecto anti-angiogénico
parcial del FGFR1-4inh recibido, aunque sospechamos que la eficacia hubiera
sido probablemente mayor de recibir un MTKI como regorafenib.
Recientemente, han surgido nuevas drogas dirigidas contra alteraciones
especificas en KRAS, entre ellas los inhibidores AMG-510, MRTX-849, JNJ-
74699157 y LY-3499446, con actividad inhibitoria covalente prometedora en
KRAS (G12C) y que podrian haber resultado en actividad antitumoral en la
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paciente (293). La generacion de 2 modelos preclinicos derivados de esta
paciente con alteracion en KRASmut (G12C), el PDX M4X2 y PDX CTAX30,

: . Lo . 1GI12
supone una herramienta muy valiosa para testar in vivo los KRASinh®'*

que
estan desarrollandose dentro del programa de ensayos fase 1 VHIO, y asi
contribuir a delinear qué subgrupo de pacientes son los que podrian

beneficiarse mas de recibir estos nuevos farmacos (294).

En resumen, la implementacion de este proyecto traslacional FGFR 360°
RESISTANCE nos ha permitido obtener un valioso repositorio de muestras
bioldgicas, directamente procedentes de pacientes cuyos tumores albergaban
multiples alteraciones distintas en la via FGFR:FGF'. En una primera fase, los
experimentos realizados in vivo y el analisis NGS de las biopsias de algunos
respondedores inusuales nos han permitido obtener respuestas a algunas de las
hipotesis generadas a lo largo de estas primeras etapas del desarrollo precoz de
FGFRinh. Indudablemente, este arsenal de muestras y modelos preclinicos
supondran una valiosa herramienta que nos permitird avanzar en el
conocimiento de esta via molecular, guiando adecuadamente un desarrollo

optimizado de los distintos inhibidores del FGFR.

A nuestro entender, el desarrollo de este proyecto representa un claro ejemplo
de estudio piloto de Medicina Personalizada: el FGFR 360° RESISTANCE ha
sido capaz de integrar la informacion de las distintas alteraciones moleculares
del FGFR:FGF y su analisis funcional, el tratamiento de pacientes con terapia
dirigida, con la obtencién de muestras diversas, incluyendo autopsias en
caliente, hasta la generacion de PDXs con los que realizar estudios in vivo. De
hecho, nuestros resultados demuestran que la puesta a punto y desarrollo de un
proyecto traslacional de estas caracteristicas es posible, no sélo en el campo de

la via del FGFR sin6 también en el propio ambito de la Medicina de Precision.
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9. CONCLUSIONES

9.1. La sensibilidad al FGFRinh rogaratinib se correlaciona mejor con los
niveles de FGFR1-4 mRNAh que con los niveles de amplificacion génica o
mRNA individuales de cada FGFR en PDXs FGFR-amplificados de cancer de

mama.

9.2. La plataforma Nanostring© nCounter emerge como una tecnologia de
pre-screening molecular fiable que permite analizar los niveles de expresion

FGFR mRNA en muestras de archivo de parafina.

9.3. La tecnologia FACT™ es una herramienta de analisis funcional in vitro
g

util para discernir la oncogenicidad de variantes de significado incierto FGFR.

9.4. En PDXs FGFR1-4 mRNAh sensibles a FGFRinh, existe un doble efecto
anti-proliferativo y anti-angiogénico, tanto con el MTKI lucitanib como con el
FGFRinh rogaratinib. Sin embargo, en canceres de mama no FGFR-
dependientes, la eficacia con el MTKI en PDXs resistentes a FGFRinh es

debida a su mayor efecto anti-angiogénico.

9.5. La aplicacion de paneles de secuenciacion dirigidos limita la deteccion
alteraciones moleculares. El andlisis mediante WES y RNAseq permite

caracterizar mejor genomicamente a los respondedores inusuales.
9.6. La ultra-secuenciacion de tumores FGFR-alterados ha evidenciado una

marcada heterogeneidad intra-tumoral mantenida a lo largo de la evolucion de

la enfermedad, contribuyendo asi a la falta de sensibilidad a los FGFRinh.
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10. LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

10.1. La colaboracion realizada durante este proyecto traslacional con el
Laboratorio de Gendmica del Cancer VHIO (Investigadora principal Dra. Ana
Vivancos), ha permitido validar la plataforma Nanostring© nCounter como
tecnologia de pre-screening molecular para identificar potenciales pacientes
candidatos a recibir terapia con FGFRinh, avalando el rol de los niveles de
FGFR mRNA como biomarcador predictivo. Precisamente, se ha escogido la
plataforma Nanostring© nCounter porque a raiz de las observaciones de esta
tesis, se ha validado su aplicabilidad en la clinica, permitiendo el anélisis de
expresion mRNA en muestras de archivo parafinadas. A raiz de la experiencia
adquirida, el laboratorio de Gendémica del Cancer VHIO ha sido designado
como laboratorio central del ensayo multicéntrico académico fase 2 Basket of
Baskets (Study Chair Dr. Jordi Rodon), cuyo objetivo es la implementacion de
una plataforma que permita evaluar distintos agentes dirigidos en poblaciones
de pacientes molecularmente seleccionados (ClinicalTrial.gov  ID
NCTO03767075) (258). El ensayo evaluard la administracion de FGFRinh en

distintas cohortes de pacientes, en base a algunas de nuestras hipotesis:

- Brazo 2A: Pacientes con mutaciones FGFRI-3 patogénicas.

- Brazo 2B: Pacientes con mutaciones FGFR4 patogénicas o FGFRI-3
VSL

- Brazo 2C: Pacientes con cualquier tumor sélido, excepto cancer de
mama o gastrico, con alta amplificacion FGFRI-3 (NGS equivalente a
FISH ratio>6) y alta expresion mRNA FGFR1-3 (> percentil 95 de la
poblacion general con cancer) evaluada con Nanostring© nCounter.

- Brazo 2D: Pacientes con cualquier tumor solido, excepto cancer de
mama o gastrico, con alta amplificacion FGFRI-3 (NGS equivalente a
FISH ratio>6) pero sin alta expresion mRNA FGFR1-3 (< percentil 95
de la poblacion general con cancer) evaluada con Nanostring©

nCounter.
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10.2. Desde el Grupo de Terapia Experimental VHIO (Investigadora principal
Dra. Violeta Serra/Investigadora colaboradora Dra. Cinta Hierro) se ha
solicitado una propuesta de beca FIS del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII)
para caracterizar con mayor detalle los distintivos moleculares del cancer de
mama metastésico, en el contexto concreto de progresion a terapia endocrina y
a los inhibidores de la quinasa dependiente de las ciclinas 4/6 (CDK4/6inh).
Este proyecto pretende desarrollar una plataforma diagndstica optimizada, que
permita guiar en tiempo real la eleccion de tratamientos dirigidos en pacientes
refractarias a CDK4//6inh. Ademas, la propuesta tiene como objetivo evaluar
la activacion de la via del FGFR como potencial mecanismo de resistencia a
estos CDK4/6inh (295). En el marco de esta iniciativa, se incluira la
evaluacion de los niveles de FGFR1-4 mRNAh en el panel de post-
CDK4/6inh pre-screening molecular, ademés de utilizar los modelos PDXs
FGFR-alterados de cancer de mama generados en el FGFR 360°
RESISTANCE para testar nuevas estrategias terapéuticas (p.ej. combinaciones

FGFRinh +- CDK4/6inh, entre otras).

10.3. En linea con la hipdtesis de que la activacion de la via del FGFR es un
mecanismo de resistencia a los CDK4/6inh, se establecera un proyecto de
colaboracion entre el Grupo de Terapia Experimental VHIO (Investigadora
principal Dra. Violeta Serra) y el Grupo de Investigacion en Cancer de Mama
del Institute of Cancer Research (ICR) (Investigador principal Prof. Nick
Turner). En el contexto del ensayo clinico PALOMA-3 en pacientes con cancer
de mama metastdsicas tratadas con palbociclib, analizaremos los datos de
expresion génica de las muestras de las pacientes evaluadas mediante HTG
EdgeSeq® (209). Estas muestras nos serviran como cohorte externa de
validacion de nuestro potencial biomarcador compuesto FGFR1-4 mRNAh en
pacientes, determinado previamente s6lo en PDXs de cancer de mama.
Ademas, el objetivo es identificar aquel subgrupo de pacientes cuya alta
expresion de FGFR1-4 mRNAh justifique la resistencia a la terapia recibida
con CDK4/6inh, y que por lo tanto, pudieran ser candidatas a recibir

tratamiento con FGFRinh.

154



Lineas futuras de investigacion

10.4. Ademas, esta en marcha una colaboracion adicional entre el Grupo de
Terapia Experimental VHIO (Investigadora principal Dra. Violeta
Serra/Investigadora colaboradora Dra. Cinta Hierro) y el Laboratorio de
Patologia Molecular del Netherlands Cancer Institute (NKI) (Investigador
principal Dr. Jos Jonkers/Postdoc Daniel Zingg), cuyo objetivo es investigar la
posible existencia de fusiones FGFR desconocidas o no detectadas
previamente, como biomarcadores predictivos de respuesta al bloqueo FGFR
en cancer de mama. Para ello, se ha seleccionado una cohorte de pacientes
HUVH con cancer de mama metastasicas, tratadas dentro de ensayos fase 1
con MTKI y/o FGFRinh. El analisis mediante RNAseq de las muestras de
archivo disponibles — biopsias tumorales de las pacientes o PDXs- pretende
identificar translocaciones del FGFR que expliquen las diferencias de eficacia

entre respondedoras versus no-respondedoras (272).
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12. ANEXOS

12.1. Anexo 1: Relacion de ensayos con FGFRinh monoterapia en tumores

solidos.

(Acceso a Clinicaltrials.gov a fecha de 25/05/2020).

1) Lung-MAP: AZD4547 as second-line therapy in treating FGFR positive

patients with recurrent stage 1V squamous cell lung cancer.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT02965378. FGFRinh: AZD4547.

2) National Lung Matrix Trial: Multi-drug Phase Il Trial in Non-Small Cell

Lung Cancer.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT02664935. FGFRinh: AZD4547.

3) Treatment With AZD4547 for Recurrent Malignant Glioma Expressing
FGFR-TACC Gene Fusion" (TARGET).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT02824133. FGFRinh: AZD4547.

4) Targeted Therapy Directed by Genetic Testing in Treating Patients With
Advanced Refractory Solid Tumors, Lymphomas, or Multiple Myeloma (The
MATCH Screening Trial).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT02465060. FGFRinh: AZD4547 o
erdafitinib.

5) FGFR inhibitor in FGFR Dysregulated Cancer (FIND).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT03827850. DRUG: Erdafitinib.
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6) A Study of Erdafitinib Compared With Vinflunine or Docetaxel or
Pembrolizumab in Participants With Advanced Urothelial Cancer and

Selected Fibroblast Growth Factor Receptore (FGFR) Gene Aberrations.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT03390504. FGFRinh: Erdafitinib.

7) A Study to Evaluate the Clinical Efficacy of JNJ-42756493 (Erdafitinib), A
Pan-Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) Tyrosine Kinase Inhibitor In
Asian Participants With Advanced Non-Small-Cell Lung Cancer, Urothelial

Cancer, Esophageal Cancer Or Cholangiocarcinoma.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT02699606. FGFRinh: Erdafitinib.

8) Study to Evaluate the Safety, Pharmacokinetics, and Pharmacodynamics of
JNJ-42756493 (Erdafitinib) in Participants With Advanced Hepatocellular

Carcinoma.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT02421185. FGFRinh: Erdafitinib.

9) Basket Trial in Solid Tumors Harboring a Fusion of FGFRI, FGFR2 or
FGFR3 (FUZE Clinical Trial).

URL:https://clinicaltrials.gov/NCT03834220. FGFRinh: Debio1347.

10) A Study of Pemigatinib in Non-muscle Invasive Bladder Cancer Patients

With Recurrent Low- or Intermediate-Risk Tumors.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT03914794. FGFRinh: Pemigatinib.

11) Safety and Efficacy of Pemigatinib in Patients With High-risk Urothelial
Cancer After Radical Surgery (PEGASUS).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT04294277. FGFRinh: Pemigatinib.

12) Efficacy and Safety of Pemigatinib in Participants With Solid Tumors With
FGFR Mutations or Translocations (FIGHT-208).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT04003623. FGFRinh: Pemigatinib.
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13) Efficacy and Safety of Pemigatinib in Previously Treated Locally
Advanced/Metastatic or Surgically Unresectable Solid Tumor Malignancies
Harboring Activating FGFR Mutations or Translocations (FIGHT-207).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT03822117. FGFRinh: Pemigatinib.

14) A Study to Evaluate the Efficacy and Safety of Pemigatinib Versus

Chemotherapy in Unresectable or Metastatic Cholangiocarcinoma - (FIGHT-
302).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT03656536. FGFRinh: Pemigatinib.

15) Dose Escalation Pan-FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor)
Inhibitor (Rogaratinib).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT01976741. FGFRinh: Rogaratinib.

16) Rogaratinib in Patients With Advanced Pretreated Squamous-cell Non-
small Cell Lung Cancer (SQCLC).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT03762122. FGFRinh: Rogaratinib.

17) Roll-over Study to Continue Treatment With the Investigational Drug
Rogaratinib and to Further Test Its Safety.

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT04125693. FGFRinh: Rogaratinib.

18) Futibatinib Vs Gemcitabine-Cisplatin Chemotherapy as Ist-Line
Treatment of Patients With Advanced Cholangiocarcinoma (CCA) Harboring
FGFR?2 Gene Rearrangements (FOENIX-CCA3).

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT04093362. FGFRinh: Futibatinib.
19) 4 Study of TAS-120 in Patients With Metastatic Breast Cancer.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT04024436. FGFRinh: Futibatinib.

20) Study of Oral Infigratinib for the Adjuvant Treatment of Subjects With
Invasive Urothelial Carcinoma With Susceptible FGFR3 Genetic Alterations.
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URL: https://clinicaltrials.gov/NCT04197986. FGFRinh: Infigratinib.

21) Infigratinib Before Surgery for the Treatment of Upper Tract Urothelial

Cancer.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT04228042. FGFRinh: Infigratinib.

22) Phase 3 Study of BGJ398 (Oral Infigratinib) in First Line

Cholangiocarcinoma With FGFR2 Gene Fusions/Translocations.
URL: https://clinicaltrials.gov/NCT03773302. FGFRinh: Infigratinib.

23) A Dose Escalation Study in Solid Tumors and a Dose Expansion Study of
PRN1371 in Adult Patients With Metastatic Urothelial Carcinoma.

URL.: https://clinicaltrials.gov/NCT02608125. FGFRinh: PRN1371.

24) FGF401 in HCC and Solid Tumors Characterized by Positive FGFR4 and
KLB Expression.

URL: https://clinicaltrials.gov/NCT02325739. FGFRinh: Roblitinib.
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12.2. Anexo 2: VHIO NanoString © fusion panel v.4.0.

| PANEL DE TRANSLOCACIONES

EML4 E13-ALK E20 CD44 E1- E3 EIF3E E5-RSPO2 E1
EML4 E20-ALK E20 SLC45A3 E1- E2 EIF3E E5-RSPO2 E2
EMLA4 E6-ALK E20 E17-AES E2 PTPRK E13-RSPO3 E2

AKAP9 E§-BRAF E9

E17-ELAVL3 E2

PTPRK E1-RSPO3 E2

KIAA1549 E15-BRAF E9

E17-LETM]1 intronl0

PTPRK E2-RSPO3 E2

KIAA1549 E14-BRAF E9

E17 intron-TACC3 E4

PTPRK E6-RSPO3 E2

KIAA1549 E15-BRAF El11

E17-BAIAP2L1 E2

PTPRK E7-RSPO3 E2

BAG4 E2-FGFR1 E6

E17-TACC3 E4

NAV2 E1-TCF7L1 E4

ERLIN2 E10-FGFR1 E4

E17-TACC3 E8

NAV2 E3-TCF7L1 E4

FGFR1 E17-TACC1 E7

E17-TACC3 E10

VTIIA E2-TCF7L2 E4

E17-AFF3 E8

E17-TACC3 E11

VTIIA E2-TCF7L2 ES

E17-AHCYL1 E2 RANBP17 E28- E1l VTIIA E2-TCF7L2 E6
E17-ATE1 E12 EGEFR vIII (E1-E8 VTIIA E3-TCF7L2 E4
E17-BICC1 E3 MET E13-E15 VTIIA E3-TCF7L2 ES

E17-CASP7 E4

LMNA E2- NTRK1 E10

VTIIA E3-TCF7L2 E6

E17-CCDC147 E2

LMNA E2- NTRK1 El1

VTIIA E4-TCF7L2 E4

E17-CIT E23 LMNA E10- NTRK1 E12 VTIIA E4-TCF7L2 ES
E17-FAM76A E2 LMNA E10- NTRK1 E13 VTIIA E4-TCF7L2 E6
E17-GAB2 E2 TPM3 E7-NTRK1 E10 CCDC6 E1-RET E12
E17-KIAA1967 ES TPR E21-NTRK1 E10 KIF5B E15-RET E12
E17-MCU E2 ETV6 E5-NTRK3 E15 KIF5B E16-RET E12
E17-OFD1 E3 ETV6 E4-NTRK3 E15 KIF5B E22-RET E12
E17-VCL E15 PAXS8 E§-PPARG E2 NCOA4 E8-RET E12

E2-WDR11 E20

PAXS8 E9-PPARG E2

PRKARIA E7-RET E12

E16-KIAA1598 E7

PAX8 E10-PPARG E2

CD74 E6-ROS1 E34

E16-TACC3 E11

EIF3E E1-RSPO2 E1

EZR E10-ROS1 E34

E17-NOL4 E7 EIF3E E1-RSPO2 E2 SLC34A2 E4-ROS1 E32

' PANEL DE EXPRESION GENICA

EGFR ERBB2 ERBB3

ERBB4 ESR1 FGF3

FGF4 FGF19 FGFR1

IRS2 MET NOTCHI

NOTCH2 NOTCH3 NOTCH4

NTRK NTRK2 NTRK3

PDGFRA RSPO1 RSPO2

RSPO3 RSPO4
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12.3. Anexo 3: VHIO AmpliconSeq panel v.3.0.

Anexos

PANEL DE MUTACIONES

ABL1 FLT3 NOTCH1
AKTI1 GATAL NOTCH4
AKT2 GNAll NRAS
AKT3 GNAQ PDGFRA
ALK GNAS PIK3CA
APC HRAS PIK3R1
BRAF IDH1 PIK3RS
CDH1 IDH2 PTEN
CDKN2A JAK1 RB1
CSFIR JAK3 RET
CTNNBI KIT RUNX1
EGFR KRAS SMAD4
ERBB2 MAG SMARCBI
ERBB3 MAP2K1 SRC
ESR1 MET STK11
FBXW7 MLHI TP53
FGFR1 MPL VHL
MSH6 RNF43
MYC ZNRF3
NF2

RefSeq

Residuos interrogados (amplicons)

NM_023110.2

A100-S115

P123-D132

E126-N143

R250-A263

P469-5S477

NM_000141.4

R251-1L.262

P303-K313

P363-F387

K543-T555

L576-P594

N653-N662

NM_000142.4

R248-A261

E362-v393

V390-S408

Y648-N653

N690-E702

H791-S801

NM 002011

S123-D135
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12.4. Anexo 4: VHIO NanoString © copy number panel v.2.0.

Anexos

‘ PANEL DE VARIACIONES EN EL NUMERO DE COPIAS

AKT2 FGFR1 NOTCH3
AKT3 NOTCH4
APC NTRK1
AT NTRK2
BRCA1 IGFR1 NTRK3
CCND1 INPP4B PDGFRA
CCND2 KDR PIK3CA
CCNEl1 KIT PIK3CB
CDK4 KRAS PIK3R1
CDK6 MAP2K4 PRKCI
CDKNIA MAP3K5 PTEN
CDKN2A MAPK?7 RSPO2
CDKN2C MDM2 SHH
EGFR MDM4 STK11
ERBB2 MENI1 TERT
ESR1 MET TP53
FBXW7 MYC TSC1
FGF19 NF1 VEGFA
FGF4 NOTCH1 VHL
FGF3 NOTCH2
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12.5. Anexo 5: Esquema de la tecnologia FA CT™ (NovellusDx©) (296).

Cada vez existe una mayor evidencia de que los datos de NGS obtenidos del
analisis de muestras de pacientes son por si solas insuficientes, pues es
necesario obtener una vision mas detallada de los mecanismos que promueven
la carcinogénesis en dichos tumores con tal de respaldar mejor las decisiones
terapéuticas. En este contexto, la correcta comprension funcional de los datos
de NGS podria identificar precozmente la resistencia a ciertos medicamentos,

permitiendo plantear opciones de tratamiento alternativas.

La tecnologia Functional Annotation for Cancer Treatment (FACT™), se ha
desarrollado precisamente como una plataforma funcional para el analisis
mutacional, que permite discernir aquellas vias de sefalizacion intracelular
que estan activadas, bien por mutaciones oncogénicas ya conocidas y descritas,
asi como VSI sin todavia evidencia en la literatura, al mismo tiempo que
ofrece la posibilidad de evaluar la respuesta a ciertas terapias dirigidas contra
estas dianas. La figura 27 resume esquematicamente los pasos implicados en

el ensayo celular funcional en el que se basa esta tecnologia FACT™.

Functional Annotation for Cancer Treatment (FACT) Platform

<,
G» o

¥ <o, e
| | >
Physician collects Sample processing: Automatic high content Proprietary algorithms
a biopsy « Cloning patient genes image analysis of help the physician tailor
- E-patient = Chip printing signaling pathways a treatment using the
« Transfection of genes into activation Oncogenic Index and
cells the Curative index

« Gene expression in cells

Repeat process with drug incubation I

Figura 27. Implementacién de la plataforma funcional FACT™. 1. Obtencién del informe NGS de
una muestra tumoral del paciente; 2. Transfeccion y expresion génica en células vivas de cancer de
cérvix HeLa de las variantes génicas clonadas con sus correspondientes marcadores fluorescentes, segun
la via de sefalizacion intracelular a estudio; 3. Fijacion y tincion DAPI, previo escaneado con
microscopio fluorescente; 4. Analisis bioinformatico mediante un software especifico, para correlacionar
un algoritmo de cuantificacion de fluorescencia nuclear con la activacion de la via de sefalizacion
inducida por cada mutacion a estudio.
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A dia de hoy, la tecnologia FACT™ permite evaluar funcionalmente las
mutaciones somadticas de algunos de los principales oncogenes descritos en
cancer, como los genes de la familia HER —EGFR, ERBB2, ERBB4-, cKIT,
FGFR1/2, MET, JAKI, asi como de la via de las MAPKs -RAS, BRAF,
MEK]1/2- o de la via de PIK3CA -AKT1/2, PTEN- (figura 28).

l?'ﬁ“?’“?

m PAlK1

Oncogenes In asssy

Sgnaling proteins

INK
Pattways

STAT MAPK/INK NFkB
pathway pathway pathway

Figura 28. Diagrama simplificado de las principales vias de sefializacion intracelular analizadas
mediante FACT™. Las mutaciones de algunos de los principales oncogenes alterados en cénceres
humanos (rojo) pueden ser evaluados mediante la tecnologia FACT™. Segun la via de sefializacién de
interés, se escoge un marcador u otro al que se ailade una sonda fluorescente ( ), que suele ser una
proteina constituyente de dicha via intracelular.

MAPK/ERK
pathway

Por ejemplo, en el caso de activacion de la sefalizacion de la via MAPKs
secundaria a una mutacioén oncogénica del gen KRAS, deberiamos objetivar un

incremento de la fluorescencia nuclear de la proteina ERK?2 (figura 29).

Extracellular space

+ X

BRAF BRAF
4 -
MEK MEK

Nudleus

Figura 29. Analisis FACT™ de un tumor portador de una mutacién somitica en el gen KRAS. En
condiciones basales, un tumor KRAS wild-type (WT) no presenta activacion de la via MAPKs
(RAS/RAF/MEK/ERK), por lo que al realizar un analisis FACT™, no se detectaria fluorescencia nuclear
del marcador ERK2-GFP. En cambio, si al evaluar una variante de significado incierto (VSI) de una
mutacion en el gen KRAS, detectamos que hay un incremento de la presencia de ERK2-GFP nuclear,
esto traduce una translocacion desde el citosol celular en el contexto de activacion de la sefializacion, y
por lo tanto, confiere valor oncogénico a dicha KRAS VSI.
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12.6. Anexo 6: Hoja informativa VHIO de consentimiento informado del

Proyecto 360° RESISTANCE.

HOJA INFORMATIVA PARA EL PROYECTO: "360° RESISTANCE: APLICACION
DE UN MODELO TRASLACIONAL PARA ESTUDIAR LA EFICACIA, LOS
MECANISMOS DE RESISTENCIA Y LA HETEROGENEIDAD TUMORAL EN
PACIENTES TRATADOS CON FARMACOS DIRIGIDOS A DIANAS
MOLECULARES"

Proyecto de investigacién titulado: "360° RESISTANCE: Aplicaciéon de un modelo
traslacional para estudiar la eficacia, los mecanismos de resistencia y la heterogeneidad

tumoral en pacientes tratados con firmacos dirigidos a dianas moleculares"

Investigador Principal: Dra. Elena Garralda Cabanas
Sub-investigadores: Dr. Josep Tabernero Caturla y Dra. Cinta Hierro Carbo

Servicio: Oncologia Medica.

Objetivos:

Le solicitamos su participacion en este proyecto cuya finalidad es la investigacion de las
alteraciones moleculares del cancer, su posible implicacion prondstica y su impacto en la

respuesta/resistencia a diferentes tratamientos oncologicos.

Justificacion:

Usted va a ser tratado con un tratamiento dirigido a una diana molecular en base a una
alteracion que se ha observado en su tumor. Este tratamiento que su médico le explicara ha
sido guiado por el resultado de un analisis molecular. Su médico cree que este tratamiento
puede ser adecuado para usted porque usted tiene un cancer avanzado y los resultados del
analisis molecular de los tejidos mostraron una alteracion identificada que potencialmente
podrian beneficiarse de tratamientos dirigidos. Los medicamentos que se podran utilizarse
seran terapias dirigidas que son utilizadas habitualmente como referencia en este centro o

terapias dirigidas que estén actualmente evaluandose en ensayos clinicos en este centro.

Versién 5.0 viernes, 17 de noviembre de 2017
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Le planteamos la posibilidad de participar en este estudio porque aunque el tratamiento ha
sido seleccionado en base a marcadores moleculares en biopsias de tumores, no todos los
pacientes cuyo tumor tiene una alteracion semejante responden al tratamiento. Mediante este
estudio quisiéramos estudiar los mecanismos preexistentes de resistencia al tratamiento
(resistencia primaria) o su aparicion durante tratamiento (desarrollo de resistencia secundaria),

asi como la influencia de la heterogeneidad del tumor.

Los investigadores de Vall d'Hebron consideran que el estudio de estos mecanismos de
resistencia, estudiados en algunos pacientes preseleccionados por estar en tratamiento con
terapias, es de gran importancia para avanzar en el campo de la terapia dirigida.
Historicamente, la investigacion en pacientes individuales o de muy pequefios grupos ha
ayudado a iluminar la ciencia y los avances en la medicina clinica. Algunos ejemplos de
investigaciones realizadas en pacientes individuales incluyen la vacuna contra la viruela, el

Proyecto Humano Visible y el Proyecto del Genoma Humano.

En este proyecto proponemos desarrollar un programa en que se estudiaria esto usando
xenoinjertos y/o cultivos primarios de las células derivados de la muestra tumoral, analisis de
células y ADN tumoral presente en sangre y secuenciacion del ADN de ultima generacion del
ADN tumoral en sangre y de tejidos tumorales (incluyendo, si disponibles, muestras de
autopsia) u otras muestras bioldgicas (heces, saliva, orina, pelo, piel). Por eso le pedimos su
consentimiento para que se pueda recoger muestras de tumor y sangre y otros materiales
biolégicos (heces, saliva, orina, pelo, piel) durante el tratamiento con un farmaco biologico
especifico para su tumor y si en el caso de una eventual defuncion, que a la vez que se hace el
estudio autopsico rutinario, se pueda tomar una muestra de las lesiones tumorales para su

posterior estudio.

Beneficios:

Es posible que de su participacién en este estudio no se obtenga un beneficio directo. Sin
embargo, la identificacion de posibles factores prondsticos y/o predictivos del cancer podria
beneficiar en la seleccion de un tratamiento entre varios disponibles y beneficiar en un futuro
a otros pacientes que lo sufren asi como contribuir a un mejor conocimiento y tratamiento de

esta enfermedad.

Versién 5.0 viernes, 17 de noviembre de 2017
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El ADN es un elemento que esta presente en todas sus células, porque lo ha recibido de sus
padres y lleva un coédigo en forma de “genes” que determina sus caracteristicas fisicas

personales, como el color de ojos, de piel, etc...

Las diferencias entre unas personas y otras nos pueden ayudar a explicar por qué algunas
desarrollan unas enfermedades y otras no. En cancer, el tumor adquiere alteraciones
moleculares que explican su anormal funcionamiento. El conocimiento de estas alteraciones
(mutaciones tumorales) es importante para intentar predecir el comportamiento del tumor y

determinar el mejor tratamiento.

Las alteraciones moleculares que se estudiaran en este proyecto pueden ser diferentes, tanto
pueden ser mutaciones o amplificaciones en genes relacionados con el cancer, asi como

alteraciones en la expresion de proteinas, implicadas en la progresion tumoral.

Procedimientos del estudio:

Se realizaran biopsias en aquellos pacientes en que no hay riesgo significativo y en que los
parametros clinicos y de laboratorio del paciente han sido evaluados por el médico de
referencia. Ademads, dicha biopsia debe ser aprobada por el servicio de Radiologia (cuando se

realiza guiada por tomografias o ecografias) o Cirugia.

1) Se realizard una biopsia de una lesién metastasica accesible antes de empezar cualquier
terapia molecular dirigida y/o de posteriores metastasis en aquellos pacientes tratados en la
Unidad de Investigacion y Terapia molecular (UITM) del Vall d’Hebron Instituto de
Oncologia (VHIO) y que vayan a ser tratados con un tratamiento dirigido a una diana

molecular en base a una alteracion que se ha observado en su tumor.

2) Se recogerd una muestra de sangre extra (volumen maximo de 50ml) para evaluar los
niveles de células tumorales presentes en su sangre y otra para el ADN tumoral antes de cada
vez que su medico reevalte la eficacia del tratamiento (estadiaje de la enfermedad). Esto suele
realizarse cada 2-3 meses y suele consistir en un escaner (TAC) o resonancia magnética y un
analisis de sangre. Esta muestra se usard para obtener células del sistema inmune, células
tumorales, diferentes marcadores de inflamacion o ADN tumoral que se puede encontrar en

sangre.
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3) Se podran recoger otros materiales biologicos (heces, saliva, orina, pelo, piel) para estudios
adicionales en diferentes momentos durante el tratamiento con agentes dirigidos: al inicio, en
la evaluacion de respuesta, si aparicion de toxicidad o algun evento interrecurrente, con el
objetivo de caracterizar mejor los distintos aspectos que influyen en la respuesta a dichas

dianas terapéuticas.

4) Se realizard una biopsia tumoral en el momento de la respuesta tumoral en aquellos
pacientes tratados con farmacos diana y que se estan beneficiando del tratamiento, con el

objetivo de caracterizar mejor el tumor en el momento de la respuesta.

5) En el caso de presentar toxicidad al tratamiento que se le esté dando, se le realizara una
biopsia del 6rgano afecto, si procede, con el objetivo de estudiar mejor estas toxicidades y

prevenirlas.

6) Se realizara una biopsia en el momento de la progresion en aquellos pacientes tratados con
terapias dirigidas en funcion del perfil molecular y que se han beneficiado de ellas pero luego
esas lesiones dejaron de responder; de este modo se podra estudiar la resistencia a farmacos y,
posiblemente, seleccionar una terapia adicional basada en los resultados del nuevo analisis. La
participacion en este proyecto no garantiza que usted pueda ser incluido en un protocolo con
una terapia dirigida posteriormente a esta segunda biopsia, porque hay situaciones en que no
encontramos ninguna alteracion molecular que pueda ser diana para dicho tratamiento.
Ademas, en esta situacion el equipo médico decidird, juntamente con el paciente, la

posibilidad de inclusion distintos ensayos clinicos disponibles en la unidad.

7) En el eventual caso de defuncion, se realizara una autopsia en la que se obtendra una
muestra representativa de diferentes lesiones tumorales. Su médico recomendara al patélogo

cuales fueron las lesiones tumorales que son mas representativas en su caso.

Biopsia: recogida de células tumorales utilizando un equipo similar a una aguja con una via o
canal. Todas las biopsias incluidas en el protocolo de investigacion son procedimientos
asistenciales, requeridos segtn el criterio clinico del investigador a cargo de los pacientes

incluidos en los diferentes ensayos.
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Uso de las muestras: Parte de la muestra se usara para estudios genéticos del ADN del tumor.
Para estos estudios en profundidad se precisa un control interno del/ de la paciente: esta es una
de las razones de solicitarle una muestra de sangre. En ella se realizara la misma técnica de
secuenciacion en profundidad. Ello conlleva la adquisiciéon de informacion que puede tener
implicaciones relevantes para su salud y la de su familia (ver capitulo Implicaciones de la
informacién obtenida en el estudio). El resto de la muestra obtenida sera implantada en
ratones inmunodeprimidos (xenoinjertos) o cultivadas en placas de plastico (cultivos

celulares) con el objetivo de obtener suficiente tumor para realizacion de estudios posteriores.

Las muestras seran conservadas dentro de la coleccion “Identificacion de nuevos
biomarcadores tumorales de diagndstico, predictivos de respuesta y resistencia a terapias
personalizadas en tumores solidos” (numero de coleccion: C.0003435) cuyo responsable es el
Dr. Josep Tabernero Caturla que sera el ultimo responsable de la custodia de sus muestras. Las
muestras se guardaran en su centro hasta el momento del estudio, en condiciones adecuadas
para evitar que se deterioren. Las muestras seran codificadas o reversiblemente disociadas.
Esto quiere decir que no iran identificadas con sus datos personales, sino con un codigo y no
sera posible relacionarle con ellas. El investigador principal de la coleccion n® C.0003435, el
Dr. Josep Tabernero Caturla, guardara ese codigo, para poder identificarle en caso necesario
(por ejemplo, para poder comunicarle informacion importante, si usted asi lo desea). El codigo
no saldra de este Centro y solamente los médicos que le atienden podran relacionarle a usted
con los resultados de los estudios que se realicen. Su informacion médica y personal sera
tratada de forma confidencial y solo tendran acceso a la misma los miembros del equipo
médico que le atienden habitualmente y el personal de base de datos designado a recoger sus

datos personales.

Molestias y posibles riesgos:

La realizacion de la biopsia podra causarle molestias en la zona de la puncion. Este dolor
puede ser aliviado con medicamentos especificos (analgésicos). Tampoco se puede descartar
la posibilidad de que aparezcan complicaciones secundarias a la puncion, que dependeran de
la zona u 6rgano donde se realice la biopsia, como pueden ser hematomas o hemorragias. Las
muestras de sangre pueden causarle hematomas, dolor o infeccion en la zona de la extraccion.

Algunos pacientes pueden presentar mareos mientras le extraen la sangre, pero no es frecuente.
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Lugar de realizaciéon del analisis:

Las muestras de tumor y de sangre seran conservadas en el servicio de Anatomia Patologica
del Hospital Universitario Vall d’Hebron, y en los laboratorio del VHIO y del Vall d’Hebron
Instituto de Recerca (VHIR). El analisis gendmico se realizara tanto en el laboratorio de
Genomica del Cancer (VHIO) como en laboratorios externos colaboradores de VHIO (como
por ejemplo: Foundation Medicine® en Cambridge ~-EEUU-, Novartis© Next Generation
Diagnostics ® (NGDx) lab, MDACC en Houston, -EEUU-...u otros).

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 los fines del estudio, y en el caso de urgencia médica o
requerimiento legal. Cualquier informacioén de caracter personal que pueda ser identificable
sera conservada por métodos informaticos en condiciones de seguridad por el Dra. Elena
Garralda Cabanas, Investigador Principal del Proyecto. por el Hospital Universitario Vall
d’Hebron, o por una institucion designada por ella. El acceso a dicha informacion quedara
restringido al personal de base de datos, designado al efecto o a otro personal autorizado que

estara obligado a mantener la confidencialidad de la informacion.

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 informacién obtenida en el estudio:

Usted no percibird ninguna recompensa econémica o de otro tipo por las muestras y datos

proporcionados y éstas no tendran valor comercial.
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Si decide participar en el estudio, es posible que en el analisis de sus muestras biologicas se
obtenga informacion relevante para su salud o la de su familia. De acuerdo con la legislacion
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, inféormese a
través de su médico sobre las implicaciones que esta informacion puede tener para su persona
y su familia. Esta informacion se le comunicara si lo desea; en caso de que prefiera no ser

informado, su decision se respetara.

Ha de tener en cuenta que el analisis que se realizara sera sobre la muestra tumoral, que suele
tener alteraciones genéticas no heredables. Por tanto, las posibilidades de que el analisis de sus

muestras bioldgicas se obtenga informacion relevante para su familia son muy bajas.

Uso futuro de las muestras:

Ademas le pedimos su consentimiento para que autorice al investigador a almacenar su
muestra para realizar otros estudios genéticos relacionados con el cancer. Estas muestras se
almacenaran hasta 15 afios. Si autoriza que el material bioldgico se utilice en estas
investigaciones, sus datos se mantendran codificados a fin de garantizar la confidencialidad en

su utilizacion, tal como prevé la legislacion vigente.

Sus muestras s6lo se utilizardn en proyectos de investigacion aprobados por el Comité de
Etica de la Investigacién del Hospital. En este caso, también aplicarian lo referido en el
apartado “Implicaciones de la informacion obtenida en el estudio” respecto a su derecho a ser

informado de los datos genéticos que se obtengan en el curso del estudio.

En el caso de que usted lo solicite, se le podra facilitar informacion acerca de los estudios de

investigacion en los que hayan utilizado las muestras.

Si cambia de opinion 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 (Dra. Elena Garralda Cabanas. Teléfono: 93 2746000; extension 4916).
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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. Si usted decide no participar en el estudio, su asistencia médica

estara igualmente garantizada y puede cancelar su participacion cuando lo desee.

Si cambia de opinion después de dar su consentimiento para la utilizacion de su muestra de

tejido, puede retirarlo.

Si tiene dudas o preguntas referentes a su participacion puede ponerse en contacto con la Dra.

Elena Garralda Cabanas (93 2746000; extension 4916)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL USO DE MUESTRAS DE TEJIDO EN
EL ESTUDIO: "APLICACION DE UN MODELO TRASLACIONAL PARA
ESTUDIAR LA EFICACIA, LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA Y LA
HETEROGENEIDAD TUMORAL"

Yo, , he leido la hoja

de informacion 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 segun 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.

o DOY o NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que pueda realizarse el estudio
sobre posibles alteraciones moleculares relacionadas con el cancer en mi muestra de tejido,

sangre y otras muestras de materiales bioldgicos (heces, saliva, orina, pelo, piel).

o DOY o NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que pueda realizarse una biopsia
antes de iniciar una terapia molecular dirigida, si fuera necesario, en el momento de

observarse respuesta y una biopsia al final de dicha terapia, si hubiera progresion.

o DOY o NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que pueda realizarse una biopsia
en el caso de presentar toxicidad a tratamientos con farmacos dirigidos contra dianas

especificas, sobre el 6rgano afecto si procede.

o DOY o NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mi muestra tumoral se
almacene para utilizarla en otros estudios sobre alteraciones moleculares relacionados con el
cancer. Mi tejido y el ADN de la muestra tumoral se identificardn con un niimero codificado y

mi identidad se mantendra en secreto.

o DOY o NO DOY permiso para que los investigadores soliciten mis muestras al servicio de
Anatomia Patologica de otros centros asistenciales, en caso que no se encuentren en el en el

servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario Vall d’Hebron.
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o DOY o NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que en el eventual caso de
defuncion, se realizara una autopsia en la que se pueda obtener una muestra representativa de

diferentes lesiones tumorales.

o DOY o NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que pueda realizarse la obtencion

de la muestra para que se genere un modelo de PDX humanizado con dichas muestras.

Entiendo que es poco probable que mi participacion en los estudios efectuados tenga
implicaciones directas para mi salud. No obstante, si la informacion obtenida tuviera una

importancia directa para el desarrollo de enfermedades en mi o en mi familia

o DOY o NO DOY permiso para que me comuniquen esta informacion.

Paciente, familiar o representante legal (sefialar) Fecha
Investigador Fecha
Version 5.0 viernes, 17 de noviembre de 2017
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12.7. Anexo 7: Circuito VHIO de obtencion de muestras de seroteca

Proyecto 360° RESISTANCE.

/ /0 Vall d'Hebron
Hospita
—.

Institute of Oncology

CIRCUITO VHIO DE OBTENCION DE MUESTRAS DE SEROTECA
PROYECTO 360° RESISTANCE

1) Tras la obtencién del ICF “Proyecto 360° RESISTANCE: Aplicacion de un modelo
traslacional para estudiar la eficacia, los mecanismos de resistencia y la heterogeneidad
tumoral en pacientes tratados con farmacos dirigidos a dianas moleculares”, rellenar la

fichas correspondiente al paciente “Seroteca Oncologia_Proyecto 360°R”.

2) Tras entregar la ficha a Enfermeria Hospital de Dia (HD) UITM, se extraera una
muestra extra de sangre coincidiendo con una venopuncion programada del/la paciente

de 20 ml (guardar en 2 tubos de 10 mL cada uno, en tubos con EDTA con tapon lila).

3) Enfermeria debera procesar los 20 mL obtenidos segiin los siguientes pasos:

-1 Centrifugado a 15-25°C durante 10 minutos a 1600 g (centrifuga habitual disponible en
HD).

- 2’ Recoger la fraccion plasmatica del primer centrifugado, tubo con tapén azul.

- 3° Centrifugado a 15-25°C durante 10 minutos a 3000 g (centrifuga habitual disponible en
HD).

- 4° Recoger la fraccion plasmatica resultante y distribuirlo en alicuotas de 2 mL cada una,

para congelarlas a -80°C (obtencion de unas 4 alicuotas/extraccién/paciente).

4) Codificar cada una de las alicuotas con informacion identificativa (informacion
recogida en registro excel muestras de serotecas guardadas en UITM, responsable Alicia
Lépez).

- Iniciales paciente.

- N° identificativo paciente en dicha seroteca.

- Fecha extraccion dicha muestra.

5) Las alicuotas quedaran almacenadas en el congelador de -80°C, situado en la Sala

Técnica de UITM. Cada seroteca tiene su caja identificada.

6) Las muestras quedaran a disposicion del Equipo Investigador correspondiente para

su uso futuro en proyectos de investigacion.
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12.8. Anexo 8: Circuito VHIO de obtencion de muestras de autopsia

Proyecto 360° RESISTANCE.

/ O Vall d'Hebron
I Hospital
pLA e

Institute of Oncology

CIRCUITO VHIO DE OBTENCION DE MUESTRAS DE AUTOPSIA PROYECTO
360° RESISTANCE
1. DOCUMENTO FUENTE PARA EL SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

NOMBRE Y APELLIDOS PACIENTE:
SAP:
MEDICO REFERENTE DE ONCOLOGIA MEDICA:

1. Adjuntar una copia del consentimiento informado original del “Proyecto 360°

RESISTANCE” del paciente.

2. Adjuntar los documentos del certificado de defuncion debidamente

cumplimentado/autorizacién HVH de autopsia firmada por la familia del paciente.
3. Adjuntar la peticién impresa de la autopsia clinica solicitada via SAP.
4. Resumen de la historia clinica relevante del paciente para el Servicio de Anatomia
Patoldgica, con tal de poder correlacionar los hallazgos de la autopsia:
- Motivo solicitud:

Autopsia clinica

- Comorbilidades destacables (VHC, VHB, VIH, tuberculosis, cirugias previas, otras):

- Resumen historia oncoldgica (tumor primario, lesiones metastasicas conocidas,

tratamientos):
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/ 0 Vall d'Hebron
I Hospital
AR S

Institute of Oncology

CIRCUITO VHIO DE OBTENCION DE MUESTRAS DE AUTOPSIA PROYECTO
360° RESISTANCE
2. DOCUMENTO FUENTE PARA EL SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA

NOMBRE Y APELLIDOS PACIENTE:
SAP:
MEDICO REFERENTE DE ONCOLOGIA MEDICA:

Una vez confirmado el éxitus del paciente, el equipo de oncdlogos de guardia debe
obtener el consentimiento informado de la autopsia clinica — documento de autorizacion
de autopsia disponible en Conserjeria HVH-, previamente acordada con la familia, tras
completar el certificado de defuncion del paciente. (busca Oncologia Médica residente
29390/adjunto 29327).

En el caso de que el paciente fallezca en un centro externo, su oncdlogo referente debe
gestionar el traslado a Vall d’Hebron, si es factible - Ver documento anexo 1 “circuito para
el traslado de pacientes candidatos a autopsia clinica desde un centro externo”-. Una vez el
cadaver esté depositado en el Servicio de Microbiologia HVH, éste sigue el mismo circuito

detallado a continuacion.

El equipo de oncélogos de guardia debe solicitar la autopsia clinica via SAP:

Petitori ICS 2 Proves—> Anatomia Patologica = Prestacions autopsia = Autopsia adult
completa (amb SNC)

Se debera adjuntar la solicitud impresa junto al certificado de defuncion y la autorizacion de
autopsia clinica HVH firmada por la familia (ver documento adjunto “Autoritzacio d’autopsia
clinica” al final de este documento) , junto al documento fuente para el Servicio de Anatomia

Patologica que acompafiara al cadaver.

El equipo de oncdlogos de guardia debe avisar en dias laborables al Servicio de AP (ext.
6810 o 6809) para contactar con el patélogo que hara la autopsia o, si es festivo, se
debera contactar directamente con el patélogo de guardia (movil: 607071194), para
informar que se ha tramitado una autopsia dentro del “Proyecto 360° RESISTANCE”,
para saber la hora/patélogo que realizara dicha autopsia.
La autopsia se realizara dentro de las primeras 24 horas tras el éxitus, pudiendo realizarse:
- En dias laborables (Lun-Vie) de 8 a 15h, si llega la documentacion de la autopsia
antes de las 13h y excepcionalmente, hasta las 19h si llega la documentacion antes de

las 15h.
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- En dias festivos (Sab-Dom) de 8 a 15h, siempre y cuando la documentacion llegue
antes de las 12h. Mas tarde ya quedaria programada para el dia siguiente.
La obtencion de las muestras de investigacion durara aproximadamente 3 horas (en el

contexto de autopsia reglada).

Avisar al oncoélogo referente del paciente para informarle de la programacién de la
autopsia. Email al Investigador Principal “Proyecto 360° RESISTANCE” (Dra. Elena Garralda,

egarralda@vhio.net) y al sub-investigador responsable del ensayo/paciente.

El oncdlogo referente del paciente sera el responsable de definir las lesiones tumorales de
las que se obtendrian las muestras a conservar (a definir segiin ultimas pruebas de
imagen del paciente), y de coordinar con el Laboratorio de Patologia Molecular la
persona que estara presente durante la realizacion de la autopsia para guiar al patélogo
en la obtencion e identificacion de muestras.

Se podran tomar muestras en fresco de las metastasis cerebrales pero no se podran obtener
muestras del LCR.

- En dias laborables (Lun-Vie), el oncologo referente contactard con José Jiménez
(movil 655426224; ext. 6942) para que acuda a la autopsia a la hora programada y
recoja las muestras que le ira cediendo el patdlogo a lo largo de la autopsia.

- En dias festivos (Sab-Dom), un oncologo referente debera acudir a la autopsia para
la correcta recogida de las muestras segun protocolo del Proyecto 360° - Ver
documento anexo 2 “circuito para la recogida de material congelado/formol

procedente de autopsias en fines de semana y festivos”-.

De cada una de las zonas indicadas, se deben obtener 3 muestras de tejido para su
conservacion en distintos medios, debidamente identificadas mediante la referencia de
codificacion; las muestras se codificarin segin numero de autopsia y cédigo de
localizacién segiin proyecto (por ejemplo A16-3 MD1 — “A” autopsia, “16” 2016- “3”
tercera autopsia del afio, MD1 mama derecha muestra 1-):

a) 1* muestra se conservard en un TUBO DE CRIOPRESERVACION y SE
CONGELARA INMEDIATAMENTE EN HIELO SECO/NITROGENO
LIQUIDO, para guardar en el congelador a -80°C. Recordar que hay que identificar
la muestra con su referencia de codificacion utilizando un rotulador permanente.

b) 2* muestra se guardara en UN CASSETTE Y SE DEPOSITARA EN UN
RECIPIENTE CON FORMOL a TEMPERATURA AMBIENTE, para su
posterior procesamiento y conservacion en PARAFINA. Recordar que hay que
identificar la muestra con su referencia de codificacion utilizando un lapiz.

¢) 3% muestra se guardara para fijacion de rutina en formol y procesamiento en parafina

que servirda para la CONFIRMACION HISTOLOGICA CON hematoxilina-
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eosina (H&E) Y EOSINA de la neoplasia en el estudio anatomo-patologico y para
la emision del informe autopsico correspondiente. Tanto las laminillas H&E como
los bloques de parafina generados de estas muestras 3%, se conservaran en el Archivo

del Servicio de Anatomia Patoldgica.

- En dias laborables (Lun-Vie), acudira a la autopsia un miembro del Laboratorio de
Patologia Molecular, con los tubos de criopreservacion/recipiente de hielo seco y
casettes/recipiente con formol.

- En dias festivos (Sab-Dom), ¢l oncdlogo referente serd el responsable de recoger
previamente los tubos de criopreservacion y de guardar las muestras en el contenedor
de hielo seco del congelador a -80°C anexo a la sala de autopsias, asi como de
recoger los cassettes que debera guardar en un recipiente de formol— Ver documento
anexo 2 “circuito para la recogida de material congelado/ formol procedente de

autopsias en fines de semana y festivos”-.
7. Una vez recogidas todas las muestras, en el caso de fin de semana y dias festivos, se

contactara al Laboratorio de Patologia Molecular (José Jiménez, movil 655426224 /ext.

6942), para recogida y archivo de las muestras 1% y 2%
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Prueba de imagen de referencia (fecha/origen):

ORGANO REFERENCIA DE | LESION ESPECIFICA (x3 MUESTRAS)

ORIGEN CODIFICACION

CAVIDAD ORAL | CO

AREA ORL AO

MAMA MD (derecha), MI (izquierda)

PULMON LSD, LMD, LID, LSIzq, Lllzq

ESOFAGO EA (alto), EM (medio), ED (distal)

ESTOMAGO UGE (unién), E (camara gastrica)

COLON CA (ascendente), CT (transverso),
CD (descendente), R (recto)

PANCREAS Pa

HIGADO H

VIAS BILIARES | VB

PERITONEO Pe

RINON RD (derecho), RI (izquierdo)

VIAS VUD (derecha), VUI (izquierda)

URINARIAS

VEJIGA A%

OVARIO OD (derecho), OI (izquierdo)

UTERO 8]

TESTICULOS TD (derecho), TI (izquierdo

HUESO HU

PARTES PB

BLANDAS

GANGLIOS GG

OTROS

Especificar la

codificacion que se

utilice

Ejemplos de referencia de codificacion: metdstasis Mama Derecha= MDI; metdstasis Lobulo Superior
Derecho= LSD1, metdstasis Cavidad Oral Pilar Amigdalino Derecho= CO PADI; Asi, en el caso de mas de
una lesion por 6rgano, se pueden especificar numéricamente las distintas lesiones y localizar geograficamente
en el dibujo anexo. La persona presente en la autopsia sera la encargada de sefialar, con la referencia de

codificacion, las zonas de implantes tumorales de las que se ha obtenido biopsia.

213



Anexos

DOCUMENTO ANEXO 1:

Circuito para el traslado de pacientes candidatos a autopsia clinica desde un centro

externo

Para todos aquellos pacientes que fallezcan en centros externos, se establece el siguiente
circuito, donde se detalla el proceso de traslado y la documentacion necesaria con tal

proposito:

Tras contactarnos la familia del fallecido y expresar su voluntad de proceder con la autopsia
clinica, la familia debe facilitarnos el contacto con la funeraria pertinente que se encargara de
realizar el traslado del cadaver desde el centro donde se encuentra el cadaver hasta el tanatorio
escogido. La familia debe acordar con la funeraria el traslado del cadaver desde el centro hasta
Vall d’Hebron y, posteriormente, desde Vall d’Hebron hasta el tanatorio una vez realizada la

autopsia.

Para pacientes del area de Barcelona, las funerarias méas frecuentes con Altima®Serveis
Funeraris Integrals (902230238) y Mémora®Serveis Funeraris de Barcelona (934841855) —
ambas disponen de oficinas en las cercanias de HVH, en la calle Sancho de Avila 2, 08018

Barcelona.

Para facilitar el traslado, el oncologo referente puede enviar por email a la funeraria:
a) Un documento firmado que justifique el motivo del traslado a HVH- Ver documento

anexo 3 “Justificacion de traslado al Hospital Vall d’Hebron”-.

b) Una copia del consentimiento informado del Proyecto 360° RESISTANCE firmado

por el paciente, para que conste su voluntad.

¢) El documento de solicitud de traslado a HVH debidamente cumplimentado — dicho
documento se puede solicitar a Conserjeria HVH, y debe estar cumplimentado por el
oncdlogo referente que solicita el traslado del cadaver a HVH, asi como
cumplimentado y firmado por el familiar que autorice el traslado-. (Ver copia del
documento “Autoritzacio de trasllat de nounats nascuts vius, nens i adults” adjunto

al final de este documento.)

El cadaver debe ser trasladado a HVH con una copia del certificado de defuncion firmado por

el equipo médico del centro donde ha fallecido.

Una vez llegue el transporte de la funeraria a HVH, se debe avisar al celador del servicio de

Microbiologia (busca 29481/extensiéon 6804) para gestionar el deposito del cadaver a la
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morgue. El transporte debe dirigirse a la puerta de entrada del servicio de Microbiologia,

situado en el edificio del Banco de Sangre.

Es imprescindible que se entreguen etiquetas de identificativas del paciente en el momento de
la recepcion por parte del celador de Microbiologia — estas etiquetas pueden solicitarse en
Conserjeria HVH, siempre y cuando el paciente tenga un episodio previo abierto en el SAP de

HVH-.

Al dia siguiente, tras la realizacion de la autopsia clinica, el oncologo referente debera avisar
de nuevo al transporte de la funeraria para la recogida del cadaver y traslado desde HVH al
tanatorio pertinente. Con tal proposito, la propia funeraria debe realizar un documento (que
justifique el motivo de traslado a su tanatorio desde Hospital Vall d’Hebron)- Ver documento
anexo 4 “Solicitud de traslado al tanatorio desde el Hospital Vall d’Hebrén”-, debidamente
firmado por el familiar que de nuevo autorice el traslado. Este documento quedara como

resguardo del traslado en el servicio de Microbiologia.

N.B.: Para cualquier duda administrativa, contactar con el Departamento de Medicina

Legal (Secretaria 6815) o Conserjeria (extension 6325).
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DOCUMENTO ANEXO 2

Circuito para la recogida de material congelado/formol procedente de autopsias en fines

de semana y festivos

Para todas aquellas muestras procedentes de necropsias clinicas, que deban ser recogidas por
congelacion durante los fines de semana y festivos, se establece el siguiente circuito, donde se

detalla el proceso de congelacion, asi como el lugar de almacenamiento:

La sala de autopsias del servicio de Anatomia Patologica del Hospital Vall d’Hebron, esta
situada en la planta 1 del edificio de Anatomia Patologica, en cuya misma planta se dispone
de congeladores de -80°C (ver plano). En fines de semana, la puerta principal del servicio de
Anatomia se haya cerrada, para poder acceder hay que llamar al interfono localizado en la
entrada de la puerta principal del edificio de Anatomia Patologica, y comunicar el nombre de
la persona que quiere acceder, el motivo y mostrar la tarjeta idetificativa, si es solicitada. La
sala de congeladores (AP1006) que esta junto a la sala de autopsias, no estd cerrada con
llave, y el congelador asignado n°2 para dejar el hielo y las cajas, es del backup del VHIO, y

al no tener muestras no esta cerrado con llave.

En el congelador n® 2 (ver localizacion en el plano adjunto), de la sala de congeladores
(AP1006) en el estante inferior, se encuentran crio-cajas archivadoras con criotubos vacios
en su interior, etiquetadas como “criotubos vacios para muestras de necropsias”, asi
como cajas de poliespan con hielo seco en su interior. En el momento de la toma de muestras,
dicha crio-caja se introducira en el interior de la caja con hielo seco y se transportara a la sala

de autopsias.

Junto al congelador 2 (a temperatura ambiente) se encuentra otra caja de poliespan
etiquetada como “material para recogida en formol”, en la cual habran disponibles,
cassettes histologicos, recipiente para formol y lapiz para rotular los cassettes (no rotular con
rotulador, solo utilizar lapiz).Una vez que el patdlogo responsable de la obtencion de las
muestras, haya seleccionado la zona de interés, dichas muestras seran introducidas en los crio-
tubos vacios etiquetandolos con un rotulador permanente como se indica en el documento
“circuito de autopsias VHIO” en su version vigente, y las muestras para parafina se colocaran

en el interior de los cassettes y a continuacion en el recipiente con formol.

Cuando la toma de muestras haya finalizado, la caja de hielo seco con la crio-caja en su
interior y las muestras seleccionadas, seran trasladadas nuevamente al congelador n°® 2, al
estante inferior. Y la caja con el bote en formol se depositara nuevamente a temperatura

ambiente junto al congelador n° 2 de la sala de congeladores.
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Se comunicara a Jose Jiménez, via telefonica o correo electronico, que se han recogido

muestras para este proyecto, quien al dia laborable siguiente, procedera a almacenar las

muestras en su ubicacion correcta en los congeladores de -80°C destinados a este fin.

PLANTA 1. EDIFICIO ANATOMIA PATOLOGICA

SALA DE
AUTOPSIAS

ENTRADA SALA
AUTIOPSIAS

SALA

CONGELADORES
SALA

MICROSCOPIA

SIWOAYIIONOD YIVS

.

MICROSCOPIA
ELECTRONICA

ENTRADA
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criotubos vacios
para muestras
de necropsias
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DOCUMENTO ANEXO 3:

JUSTIFICACION DE TRASLADO AL HOSPITAL VALL D’HEBRON

Institute of Oncology

/ O Vall d'Hebron
I Hospital
——

Fecha del traslado

Barcelona

Early Drug Development Program
Phase I Unit (UITM)

Vall d’Hebron Hospital VHIO

Funeraria encargada del traslado:

Apreciado compaiiero,

Le informo de que el Sr./Sra. es un/a

paciente del Servicio de Oncologia Médica del Hospital Vall d’Hebron, que a fecha de

firmoé un consentimiento informado para participar en un proyecto de

investigacion traslacional “360° RESISTANCE: aplicacion de un modelo traslacional para
estudiar la eficacia, los mecanismos de resistencia y la heterogeneidad tumoral en pacientes
tratados con farmacos dirigidos a dianas moleculares”, del que es investigador principal la Dra.

Garralda.
Con dicho consentimiento, confirmo que el/la paciente autoriz6 la realizacion de una autopsia
clinica de investigacion como ultima voluntad, en caso de producirse el éxitus como

complicacion final de su enfermedad oncoldégica avanzada.

Adjunto una copia escaneada de dicho consentimiento informado, cualquier duda por favor no

duden en contactarme.

Cordialmente,

Nombre y apellidos médico responsable:

Firma médico responsable:
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DOCUMENTO ANEXO 4:

SOLICITUD DE TRASLADO AL TANATORIO DESDE EL HOSPITAL VALL
D’HEBRON

Sello de la funeraria encargada del traslado:

En/Na (nombre y apellidos del familiar del paciente que autoriza el traslado)

autoriza y delega a la

funeraria , Ppara realizar

los tramites referentes a TRASLADO desde el Hospital Vall d’Hebrén al tanatorio

y
POSTERIOR ENTIERRO/INCINERACION del cuerpo de su familiar

Firma del familiar:

Fecha del traslado

Barcelona
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Espai per a I'etiqueta

Vall d'Hebron Primer cognom
Hospital
Segon cognom
Nom
Any de naix. | [ | | 1 Provincia l | I

NHCI‘[||-|1] SexeL|

Autoritzacioé d'autopsia clinica
Cognoms i nom de la persona que signa |'autorizacio/Apellidos y nombre de la persona que firma la autorizacién

Parentiu*/Parentesco* DNI

Autoritzo els serveis meédics de I'hospital a fer, en cas de defuncié, els examens quirlrgics pertinents i el consegiient estudi
histopatologic.

Autorizo a los servicios médicos del hospital a realizar, en caso de fallecimiento, los exdmenes quirdrgicos pertinentes y su
consiguiente estudio histopatoldgico.

Signatura de la persona que autoritza/Firma de la persona que autoriza  Data de |'autoritzacié/Fecha de la autorizacion

Cognoms i nom, signatura i DNI del testimoni (metge, infermera, etc.)/Apellidos y nombre, firma y DNI del testigo (médico, enfermera, etc.)

Revocacio d'autoritzacio d'autopsia clinica

Cognoms i nom de la persona que signa la revocacié/Apellidos y nombre de la persona que firma la autorizacion

Parentiu*/Parentesco” DNI

Motiu de la revocacié/Motivo de la revocacion

En la meva condicié de familiar del difunt, desitjo anul-lar l'autoritzacié d'autopsia clinica, préviament donada.

En mi condicion de familiar del difunto, deseo anular la autorizacion de autopsia clinica, previamente dada.

Signatura de la persona que revoca/Firma de la persona que revoca Data de la revocacié/Fecha de la revocacion

Cognoms i nom, signatura i DNI del testimoni (metge, infermera, etc.)/Apellidos y nombre, firma y DNI del testigo (médico, enfermera, etc.)

*Ordre de prelacié: conjuges, pares, fills, parents més proxims, tutors.
Orden de prelacion: conyuges, padres, hijos, parientes mds proximos, tutores.

Institut Catala Exemplar per a Anatomia Patologica
de la Salut
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Espai per a I'etiqueta

Vall d'Hebron [ No es pot acreditar la identificacié (cal Primer cognom
Hospital emplenar Observacions i adjuntar copia o
originals de totala documentacid disponible Segon cognom
que no consti al SAP)
Nom
Any de naix. ‘ | 1 1 J Provincia | | ‘

e Lt i1 11 see [

Autoritzacié de trasllat de nounats nascuts vius, nens i adults*! (cal emplenar totes les dades)

1. Espai per al personal medic
Cognom i nom del metge que emplena el document Numero de col-legiat Extensid telefonica

[ T

Procedéncia

CJA.General [ A.Traumatologia []A. Maternoinfantil Servei Planta Extensid telefonica
[ altres hospitals. Especifiqueu:
Data de la defuncié Hora de la defuncié Nounats: Data del naixement Hora del naixement Teléfon dels pares
Lopellg Jop @ g 4y | Lo d - b Jba 1 a
I Malaltia infectocontagiosa. Descripcié:

Via de transmissié en vida: [ a#ria * Oecontacte inoculacié

———r/
[ Portador de protesi radioactiva: [ marcapassos [ defibril-lador  localitzacic: @—__{—_:‘/\
I No tenim evidéncia de pertinenga a cap dels grups anteriors R

=] Procés no judicial (vegeu instruccions al revers)

Autoritzacié d’autdpsia clinica: [ autoritzada O possible (cal emplenar Observacions) [ no se sol-licitara
Certificat madic de defuncié
O s'adjunta al plec de documentacié [ es liiura a la familia Cno s'emplena. Cal especificar a 'apartat Observacions

] Procés judicial (vegeu instruccions al revers)

] Donant de cos (vegeu instruccions al revers)

2. Espai per al personal d’infermeria
Cognom i nom de la infermera responsable i Extensio telefonica

Localitzacio de familiars
[ presents

Cl " s vioiiaar] [ hi ha constancia de familiars perd no sén localitzables’
no presents perd notificats

[ no hi ha constancia de familiars’

cal aportar totes les dades disponibles (tant si hi ha procediment judicial com si no) anctant-les a 'apartat Observacions, adjuntant-les com a
ftc a aquest document o enviant-les a ucad @vhebron.net

Joies/objectes personals (el cadaver no es pot traslladar mai al Diposit amb joies o objectes personals, incloent-hi els judicials)

. 3 (Cal que el familiar signi, tantsi  2gjgnatura
[ lliurats al Servei de Seguretat NUm. de registre: | ] ) O NS O L I | IJ hi ha joies/objectes personals 9

El resguard de recollida (full rosa) s’ha d’adjuntar a aquest document com si no)?

Onoen porta

[ tliurats a un familiar

Cognoms i nom del familiar Data DNI Parentiu

||||l|Jl|||||11|J

3. Espai per emplenar en el moment de la recepci6 al Diposit
Data de la recepcid Hora de la recepcio

T N T BT | L NUm. de registre
Observacions

Cognom i nom de la persona que fa les observacions

Teléfons d’interés

HUVH: Unitat de Coordinacid i Atencié al Dol (UCAD): ext. 6821. Servei de Medicina Legal: ext. 6815 6816

Ciutat de la Justicia. Institut de Medicina Leaal de Catalunva: tel. 93 554 83 11, Jutiat d'incidencies: tel. 93 554 86 50 i fax 93 554 87 81
Exemplar per al Dipésit

*1 Quia de procediments al dors
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Procediment no judicial
® Emissié del certificat médic de defuncié (CMD)
Es realitza exclusivament en casos de mort natural. S'entén com a mort natural la que té origen endogen, sense que hi hagi sospita o evidéncia de
responsabilitat per part del mateix difunt o d'altres persones. En el cas de les infeccions d’origen exogen, han de ser espontanies.
Es imprescindible per a la inscripcié de la defuncié al Registre Civil i posterior emissid de la llicéncia per a la inhumacié o incineracié.
Per emplenar-lo és imprescindible conéixer la causa de la mort 0 poder dedir-la de la informacié que tingueu a la vostra disposicid.
Per emplenar-lo també és necessari congixer la identitat de la persona morta, cosa que es pot fer per tres vies:
* Presentacié de document acreditatiu de la identitat: DNI, targeta de residéncia, passaport o carnet de conduir.
* A causa que el facultatiu coneix el difunt personalment “coneix a ciéncia certa”. )
* Una tercera persona, prévia acreditacié d'identitat, que manifesti congixer el difunt i acrediti la seva identitat. Al CMD s'ha de posar el nom
d'aquesta persona i el niimero del seu document acreditatiu d'identitat,

No utilitzeu abreviatures. L'aturada cardiorespiratoria és una conseqténcia, no una causa, i, per fant, no s’ha d'utilitzar. No signeu mai un CMD sense
I'exploracié prévia del difunt o document acreditatiu signat per un altre metge, i que s’ha de conservar.

e Circumstancies especials

Difunt que arriba cadaver: si disposem d'evidéncia que la causa ha estat natural, mitjancant altres professionals o per la historia clinica del pacient,
es pot emetre el certificat de defuncié. :

Difunt sense possibilitat d’identificar per alguna de les tres vies descrites abans: el professional que signa deixa constancia verag de totes les
dades, i, per tant, si no podem acreditar Ia identitat, no és possible signar el document. Si podem acreditar la causa de la mort com a natural, el difunt
es traslladara al dipdsit de 'Hospital amb I'epicrisi i la certificacié médica sense emplenar. La UCAD iniciara els tramits d'identificacis corresponents
i emplenara la certificacié de defuncic.

Difunt del qual podem acreditar la causa de la mort com a natural, i que, amb identificacis o Sense, no es troben familiars o no s’hi ha pogut
contactar. El difunt es trasiladara al diposit de I'Hospital amb la certificacio de defuncié emplenada i totes les dades disponibles del difunt. La UCAD
iniciara els tramits de localitzacié de familiars i, si no es troben, demanara als organismes oficials la certificacié de no-localitzacié, abans de donar
I'autoritzacié per a la inhumacié. Si hi ha objectes personals, es dipositaran al Servei de Seguretat i el resguard de recollida (full rosa) s'adjuntara al
plec de documentacié que acompanya aquest document.

Procediment judicial

® Criteris per enllestir un procés judicial

La comunicacié de defuncié al jutjat d'incidéncies és obligataria quan hi ha evidéncia o sospita d’un mecanisme exogen que ha posat en marxa el

procés de defuncié i, en consequiéncia, pot derivar en responsabilitat de la persona o persanes que I'han originat. Aquest mecanisme exogen pot ser

accidental, suicida o homicida. Si existeixen dubtes, també és adequat fer la comunicacié, perqué I'abséncia de l'informe madic legal podria deixar

les parts en indefensio.

e Circumstancies especials

La mort sobtada de patologia desconeguda és tributaria de procss judicial.

Difunt que arriba cadaver: quan no es pugui acreditar la causa de la defuncié o as compleixi qualsevol de les circumstancies descrites a dalt,

s'ha d'iniciar el procés judicial.

Mort violenta diferida: quan la defuncié es produeix dies o setmanes després de 'accid d'un mecanisme lesional exogen i com a conseqiéncia de

patologies directament o indirectament relacionades. Per exemple: mort per tromboembolisme pulmonar posttraumatic. Ingrés per fractura causal i

mort per complicacions secundaries, sense que s’hagi produit I'alta clinica del procés causal. ’

Infeccions: ericara que I'agent patogen tingui un origen exogen, si la infeccid ha estat espontania, no es considerara com a judicial. Perd si hi ha evi-

déncia o sospita de possible responsabilitat, es comunicara al jutjat. Per exemple: infeccions posttraumatiques, puncié amb xeringa contaminada, etc.

Procés avortiu no legal: s'ha de comunicar al jutiat.

Difunt sense possibilitat d’identificar per alguna de les tres vies descrites abans: s'ha de fer constar a la notificacié de defuncié al jutjat.

No es troben familiars o no s’hi ha pogut contactar: la UCAD iniciara els tramits de localitzacié de familiars i si no es troben, ho comunicara al

jutjat corresponent.

® Procediment

I. Demanar a Consergeria la carpeta de documentacié (ki) judicial

Il. Emplenar el document de notificacié de defuncié al jutjat d'incidéncies. (Vegeu punt Vi)

lll. Enviar per fax al jutjat d'incidéncies I'anterior document. Fax 93 554 87 81. Una vegada imprés el report de conformitat, adjuntar-lo a
aquest document.

IV. Deixar passar uns 10 min i trucar al jutjat d'incidéncies per comunicar Fenviament del fax. Tel. 93 554 86 50. Si és possible, anotar al report
del fax el nom de la persona amb qui heu parlat.

V. Emplenar per SAP I'epicrisi, imprimir el document i introduir-lo al sobre de la documentacié (kif). Col-locar el sobre dintre de la bossa de
plastic i fixar-la al pit del difunt.

VI. Els objectes personals s*han de lliurar al Servei de Seguretat. En aquest cas, el resguard de recollida (full rosa) s'ha d’adjuntar a aquest
document i al document de notificacia al jutjat d'incidencies s'ha de fer constar la preséncia d'objectes personals i el nimero de registre.

VIl. No es pot fer la certificacié medica de defuncid ni es pot demanar l"autopsia clinica.

VIl Traslladar sempre el difunt al Dipdsit juntament amb el plec de documentacié (Autoritzacié de trasllat, Notificacié de defuncis al jutjat
d'incidéncies, report del fax i, si hi havia objectes personals, comprovant de la recollida per al Servei de Seguretat (full rosa).

IX. En el supdsit de familiars no localitzables o desconeguts la UCAD s'encarrega de la seva recerca, per la qual cosa s’ha d’aportar tota la
informacid disponible. S

Difunt donant de cos

® Procediment

I.  El certificat de defuncié s'ha de lliurar a la familia.

Il. Lafamilia ha d'anar a qualsevol de les oficines de servais funeraris de 'Hospital amb el certificat de defuncié, i preferiblement (no és
imprescindible) amb el carnet de donant i el DNI del difunt.

ll. La donacié s'ha de fer en vida, excepte en el cas dels difunts menors d’edat en qué pot ser atorgada pels pares.

IV. Llevat d’excepcions, el cos ha d’anar a la mateixa universitat on s'ha fet la donacié.

V. Incompatibilitats: autdpsies cliniques o judicials, donacié d'drgans i teixits i la preséncia de malalties infectocontagioses (en aquests casos, cal
fer una consulta a la universitat corresponent).
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12.9. Anexo 9: Panel de Biomarcadores en Oncologia (OBP) HTG

EdgeSeq®,
CARTA DE GENES INCLUIDOS EN EL OBP PANEL
A2M ABCA2 ABCA3 ABCA4 ABCAS5 ABCA9 ABCBI1 ABCB4
ABCB5 ABCB6 ABCCl ABCC10 ABCCl11 ABCC12 ABCC2 ABCC3
ABCC4 ABCC5 ABCC6 ABCDI ABCD3 ABCD4 ABCF1 ABCG2
ABCGS ABHD2 ACACA ACACB ACADS ACKRI ACKR2 ACKR3
ACKR4 ACLY ACSL3 ACSL4 ACSL5 ACTA2 ACTB ACTRIB
ACTR2 ACTR3B ACVRIB ACVRIC ACVR2A ADAM17 ADAM23 ADAMTSI
ADAR ADCK3 ADIPOQ ADIPORI ADIPOR2 | ADM ADORA2A | ADORA2B
ADRAIA ADRAIB ADRAID ADRA2A ADRA2B ADRA2C AFF1 AGER
AGFGI AGGF1 AGT AHNAK AHNAK? AHR AHRR AICDA
AIFMI AIMP2 AK1 AK2 AK3 AKAPI AKRIBI AKRIC3
AKTI AKTISI AKT2 AKT3 ALASI ALB ALCAM ALDHIAI
ALDHIA3 | ALDH2 ALDH4A1 | ALDOC ALK ALKBH?2 ALKBH3 ALPL
AMERI AMFR AMH AMOT ANAPC2 ANG ANGPTI ANGPT2
ANGPTL1 | ANGPTL4 ANKRD37 | ANLN ANPEP ANXALI ANXA2 ANXA3
ANXAS AP2BI APAFI APBBI APC APCS APEX1 APEX2
APHIB APOC2 APOC4 APOL3 APP APPBP2 AQP1 AQP2
AQP4 AQP7 AQP9 AR ARAF AREG ARHGAP44 | ARHGEF16
ARIDIA ARIDIB ARID2 ARMCI ARNT ARNT2 ASBI3 ASB16-AS1
ASB9 ASNS ASPM ASXLI ATAD2 ATF1 ATF2 ATF4
ATF6 ATF6B ATGI2 ATG13 ATGI6LI ATG3 ATG5 ATG7
ATM ATP5A1 ATP5F1 ATP5Gl1 ATP6VOC | ATP6VIG2 | ATP7A ATP7B
ATR ATRX ATXNI ATXN3 AURKA AURKB AURKC AXINI
AXIN2 AXL B3GNTS BAD BAGI BAG2 BAG3 BAG4
BAG5 BAIl BAIAP3 BAKI BAMBI BAPI BATF BAX
BBC3 BBS4 BCARI BCATI BCCIP BCL10 BCL2 BCL2A1
BCL2L1 BCL2L10 BCL2L11 BCL2L2 BCL3 BCL6 BCOR BCR
BDNF BECN1 BFAR BHLHE40 | BID BIK BIRC2 BIRC3
BIRC5 BIRC6 BIRC7 BLM BLVRA BMF BMII BMPI
BMP2 BMP4 BMP5 BMP6 BMP7 BMPSA BMPSB BMPRIB
BNIP2 BNIP3 BNIP3L BOC BODI BOK BRAF BRCAI
BRCA2 BRIP1 BTC BTGl BTG2 BTG3 BTK BTRC
BUBI BUBIB C170rf53 C190rfl40 | Clorf106 Clorf159 Clorf86 CIQA
C1S C3 C3ARI C5 C5AR1 C5orf55 CA12 CA9
CACNAIC | CACNAID | CACNAIE | CACNAIG | CACNAIH | CACNA2DI | CACNA2D2 | CACNA2D3
CACNA2D4 | CACNB2 CACNB3 CACNB4 CACNGI CACNG4 CACNG6 CACYBP
CAD CADMI CALDI CALMI CALML3 CALMLS5 CALML6 CALR
CAMK2B CAMK2N1 | CAMKKI CAMKK2 | CAPNI CAPN2 CAPN3 CAPN5
CAPN6 CAPN7 CAPNSI CARDI1 CARMI CASP1 CASP10 CASP12
CASP14 CASP2 CASP3 CASP4 CASP5 CASP6 CASP7 CASP8
CASPSAP2 | CASP9 CAVI CAV2 CBL CBLC CBX3 CBX5
CCBL2 CCDC103 CCL1 CCL11 CCL13 CCL14 CCL15 CCL16
CCL17 CCLI8 CCL19 CCL2 CCL20 CCL21 CCL22 CCL23
CCL24 CCL25 CCL26 CCL27 CCL28 CCL3 CCL4 CCL5
CCL7 CCL8 CCNAI CCNA2 CCNBI CCNB2 CCNB3 CCNC
CCNDI CCND2 CCND3 CCNEI CCNE2 CCNF CCNGI CCNG2
CCNH CCNO CCNTI CCRI CCRI10 CCR2 CCR3 CCR4
CCR5 CCR6 CCR7 CCRS CCR9Y CCRL2 CCS CCT2
CCT3 CCT4 CCT5 CCT6A CCT6B CCT7 CD14 CD160
CD163 CD19 CD2 CD209 CD22 CD24 CD27 CD274
CD276 CD28 CD33 CD34 CD38 CD3D CD4 CD40
CD40LG CD44 CD47 CD5 CD52 CD55 CD39 CD63
CD68 CD70 CD74 CD79A CD80 CD83 CD86 CDSA
CDCI14A CDC14B CDC16 CDC20 CDC25A CDC25B CDC25C CDC34
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CDC42 CDC42BPA CDC6 CDC7 CDCA7 CDH1 CDH13 CDH15
CDH2 CDH3 CDH5 CDK1 CDK16 CDK2 CDK4 CDK5
CDKS5R1 CDKSRAPI1 CDK6 CDK7 CDK8 CDK9 CDKLS5 CDKNI1A
CDKNI1B CDKNI1C CDKN2A CDKN2B CDKN2C CDKN2D CDKN3 CDON
CDX2 CEACAM3 CEACAMS CEACAM7 CEBPA CEBPB CEBPD CEBPE
CECR6 CELSR2 CENPF CENPN CEP55 CES1 CES2 CFLAR
CFTR CHAD CHD1 CHD7 CHDH CHEK1 CHEK2 CHGA
CHI3L1 CHI3L2 CHMP4B CHPT1 CHRNALI CHRNBI CHSY1 CHUK
CIC CIDEA CIDEB CIRBP CITED2 CKB CKLF CKMTIA
CKMT2 CKSIB CKS2 CLCA2 CLCF1 CLDN3 CLIC1 CLIC3
CMC2 CMKLR1 CMTMI CMTM2 CMTM3 CMTM4 CNIH4 CNOT3
CNPY1 CNPY2 CNPY3 CNPY4 CNTF CNTFR COL11Al COL11A2
COL17Al COL18Al COL1Al1 COL1A2 COL27Al1 COL2A1 COL3Al COL4A2
COL4A3 COL4A4 COL4AS COL4A6 COLS5A1 COLS5A2 COL6A6 COL9A3
COMMD4 COMP COPS5 COXS5A COX7B CP CPTI1A CPT1B
CPT1C CPT2 CRADD CREB1 CREB3LI CREB3L3 CREB3L4 CREBS
CREBBP CRK CRLF2 CRLS1 CRP CRTAC1 CRTC2 CRY1
CRYAA CRYAB CSDEI1 CSF1 CSFIR CSF2 CSF3 CSFR3
CSNK1Al CSNKI1E CSNK2A1 CSNK2B CSTé6 CSTB CTGF CTLA4
CTNNA1 CTNNBI CTNNBIP1 CTNND2 CTPS1 CTSA CTSB CTSC
CTSD CTSH CTSL CTSS CTSV CUL2 CUL3 CX3CL1
CX3CR1 CXADR CXCL1 CXCL10 CXCL11 CXCL12 CXCL13 CXCL14
CXCL16 CXCL2 CXCL3 CXCL14 CXCL16 CXCL2 CXCL3 CXCL5
CXCL6 CXCL8 CXCL9 CXCRI1 CXCR2 CXCR3 CXCR4 CXCRS5
CXCR6 CXXC4 CXCC5 CYBA CYBB CYCS CYLD CYPI9A1
CYPIAL CYPIA2 CYPIBI1 CYP2A6 CYP2B6 CYP2C19 CYP2C8 CYP2C9
CYP2D6 CYP2U1 CYP3A4 CYP3AS CYP4A22 CYP4V2 CYP7A1 CYR61
DAAMI DAB2 DAB2IP DACHI DAPK1 DAPL1 DAXX DBI
DCK DDB2 DDIT3 DDIT4 DDRI1 DDX10 DDX17 DDX39B
DDXS5 DDX58 DDX59 DEFB1 DEGS1 DENND4A DEPDC1 DES
DESI1 DFF DHCR24 DHH DHX58 DIABLO DIAPH3 DICER1
DISP1 DISP2 DKCl1 DKK1 DKK?2 DKK3 DKK4 DLC1
DLGAPS DLK1 DLL1 DLL3 DLL4 DMCI1 DMD DNAJA1L
DNAJA2 DNAJA3 DNAJA4 DNAJBI1 DNAJBI11 DNAJB12 DNAJB13 DNAJB14
DNAJB2 DNAJBS DNAJB6 DNAJB7 DNAJB8 DNAJB9 DNAJC1 DNAJC10
DNAJC11 DNAJC12 DNAJC13 DNAJC14 DNAJC15 DNAJC16 DNAJC17 DNAJC18
DNAJC21 DNAJC22 DNAJC3 DNAJC4 DNAIJCS DNAJC5B DNAJC5G DNAJC6
DNAJC7 DNAJC8 DNAJC9 DNMT1 DNMT3A DNTT DPPA2 DPPA3
DPPA4 DPPAS DPYSL4 DSC2 DSG3 DSp DST DTX1
DTX3 DTX4 DUSP1 DUSP10 DUSP2 DUSP4 DUSPS5 DUSP6
DUSP8 DVLI1 DVL2 ESF1 ESF3 ESF5 EAF2 EBAG9Y
EBF4 ECI2 ECT2 EDA2R EDIL3 EDNI1 EEF2K EFNA1
EFNA2 EFNA3 EFNAS EFNB1 EFNB2 EGF EGFR EGLN1
EGLN2 EGRI1 EGR3 EI24 EIF2AK2 EIF4A1 EIF4B EIF4E
EIF4EBP1 EIF4G1 EIF5B EIF6 ELAVLI1 ELK1 ELL2 ELMOL1
EMLA4 EMP1 EMP3 EN2 ENDOD1 ENDOG ENG ENO1
ENTPD1 EOMES EP300 EPCAM EPGN EPHA2 EPHB4 EPO
EPOR EPS8 ERBB2 ERBB3 ERBB4 ERCC1 ERCC2 ERCC3
ERCC4 ERCCS ERCC6 ERCC8 EREG ERG EROI1L ERRFI1
ESM1 ESR1 ESR2 ESRRB ETFA ETS1 ETS2 ETV1
ETV2 ETV4 ETVS ETV7 EVL EXO1 EXOC3 EXOSC8
EXT1 EYAIL EZH2 EZR F10 FI11R F2 F2R

F3 F8 FABP1 FABP4 FABP7 FADD FAF1 FAM105A
FAMI117B FAM133A FAM162A FAM213A FAMG64A FAMS3B FANCA FANCB
FANCC FANCE FANCF FANCG FANCL FAS FASLG FASN
FAT4 FBN1 FBP1 FBXO05 FBXWI11 FBXW7 FCER2 FCGRIA
FCGRIB FEMIB FEN1 FES FGF1 FGF10 FGF11 FGF12
FGF13 FGF14 FGF16 FGF17 FGF18 FGF19 FGF2 FGF20
FGF21 FGF22 FGF23 FGF3 FGF4 FGF5S FGFé6 FGF7
FGF8 FGF9 FGFBP1 FGFR1 FGFR10OP FGFR3 FGFR4
FGFRL1 FGL2 FHIT FIGF FKBPIA FKBP5 FKBP8 FLII
FLJ10474 FLNA FLNC FLOT2 FLRTI1 FLTR2 FLTR3 FLT1
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FLT3 FLT3LG FLT4 FMO3 FMOS5 FN1 FOS FOSL1
FOXA1 FOXA2 FOXC1 FOXC2 FOXD3 FOXE1L FOXI1 FOXL2
FOXO1 FOXO03 FOX04 FOXP1 FOXP3 FOXRED1 FPR1 FRMD6
FRS2 FRS3 FRZB FST FTHI1 FUBP1 FUS FUT8
FYN FZD1 FXD10 FXD2 FZD3 FZD4 FXDS5 FXD6
FZD7 FZD8 FZD9 GAA GABI GABBR2 GADD45A GADD45B
GADDA45G GAL GALNTS3 GALNTS GAMT GAPDH GAS1 GAS6
GATALl GATA2 GATA3 GATA4 GATAS GATA6 GBEI1 GBP1
GBP2 GBP7 GCLC GCLM GDAPI1 GDEF3 GDF6 GEMIN2
GFAP GFRAL GGH GHR GJA1 GLI1 GLI2 GLI3
GLIS3 GLUDI GLUL GM2A GML GMPS GNAll GNAI3
GNAQ GNAS GNAZ GNG11 GNGI12 GNG4 GNG7 GNGTI1
GNGT2 GNL3 GNLY GPAM GPAT2 GPC4 GPD2 GPERI1
GPI GPNMB GPR126 GPR160 GPR17 GPR180 GPSM2 GRB10
GPR17 GPR180 GPSM2 GRB10 GRB2 GREM1 GRIA3 GRIN1
GRIN2A GRIN2B GRN GRP GSC GSK3A GSK3B GSN
GSR GSTA2 GSTM1 GSTM3 GSTP1 GSTA2 GSTM1 GSTM3
GSTP1 GTF2H3 GTSEL GUCY1A3 GUK1 GYS1 GYS2 GZMA
GZMB GZMH H2AFX H3F3A H3F3C HANDI HAVCR2 HBEGF
HDACI1 HDACI10 HDACI1 HDAC2 HDAC3 HDAC4 HDACS HDAC6
HDAC7 HDACS8 HECTD4 HELLS HERC3 HERPUDI HES1 HESS
HEY1 HEY2 HEYL HGF HHAT HHEX HHIP HIC1
HIF1A HIF1AN HIF3A HIST1H3H HJURP HK2 HLA-A HLA-B
HLA-E HMGAL HMGA2 HMGB1 HMGB2 HMGB3 HMGCR HMGCS2
HMGXB3 HMOX1 HNF1A HNF1B HNF4A HNRNPA1 HNRNPA2B1 | HNRNPU
HOXA10 HOXAI1 HOXA9 HOXB13 HOXD1 HPGD HPN HPSE
HRAS HRK HSD17B12 HSD17B4 HSF1 HSF2 HSF4 HSP90AAL
HSPI90B1 HSPA12A HSPA14 HSPA1A HSPA1B HSPAIL HSPA2 HSPA4
HSPA4L HSPAS HSPA6 HSPAS HSPA9 HSPB1 HSPB2 HSPB3
HSPB6 HSPB7 HSPBS HSPBAP1 HSPD1 HSPE1 HSPH1 HTT
HUS1 IBSP ICAM1 ICOS ID1 ID2 IDO1 IDO2
IER3 IF127 IFIT2 IFNA2 IFNAS IFNARI1 IFNB1 IFNG
IFNGR1 IFNL3 IFNW1 IFRD1 IFT52 IGF1 IGF1IR IGF2
IGFR2 IGFBP1 IGFBP2 IGFBP3 IGFBP4 IGFBP5 IGFBP6 IGFBP7
IHH IKBKB IKBKG IL10 ILI0RA IL10RB IL11 IL11RA
IL12A IL12B IL12RB2 IL13 IL13RA2 IL15 IL16 1IL17A
IL17F IL17RB IL17RD IL18 IL19 IL1A IL1B IL1R1
IL1IR2 ILIRAP ILIRN IL2 IL20 IL20RA IL20RB IL21
1L22 IL22RA1 IL22RA2 IL23A IL23R 1L24 1L27 IL2RA
IL2RB IL2RG IL3 IL33 IL3RA 1L4 IL4R ILS
IL5SRA IL6 IL6R IL6ST IL7 IL7R IL9 ILK
INFAfamily | INHBA INHBB INPPSJ INS INSR INTS7 IRAK1
IRAK2 IRAK3 IRF1 IRF2 IRF3 IRF4 IRF5 IRF6
IRF7 IRF8 IRF9 IRGM IRS1 IRS2 ISG15 ISL1
ITGA2 ITGA3 ITGA4 ITGAS ITGA6 ITGA7 ITGAS ITGA9
ITGAM ITGAV ITGB1 ITGB2 ITGB3 ITGB4 ITGB6 ITGB7
ITGBS ITLN2 ITM2A ITPKB JAGI1 JAG2 JAK1 JAK2
JAK3 IMJD1C IMJD6 JPH3 JUN JUNB JUND KAT2B
KATS KATNBLI1 KCND2 KCNIP1 KCNK35 KCTD11 KDMIA KDM3A
KDM3B KDM4B KDMS5B KDMS5C KDM6A KDM7A KDR KEAP1
KIF14 KIF2C KIF3A KIF3B KIF5B KIT KITLG KL
KLB KLF12 KLF17 KLF4 KLHDC10 KLK1 KLK2 KLK3
KLK4 KLKS5 KLRB1 KLRD1 KLRG1 KMT2B KMT2C KMT2D
KNG1 KNTC1 KPNA2 KRAS KREMENI1 KRT13 KRT14 KRT16
KRT17 KRT18 KRT19 KRTS5 KRT6A KRT7 KRT8 KSR1
L1CAM LAG3 LAMALI LAMA3 LAMAS LAMB3 LAMB4 LAMC2
LAMC3 LAMPS LAMTOR3 LAT LATS1 LATS2 LCN1 LCN2
LECT1 LEF1 LEFTY1 LEFTY2 LEP LEPR LETMD1 LENG
LGALS1 LGALS3 LIF LIFR LIGI LIG3 LIG4 LIN28A
LIN28B LIN9 LINC00886 | LIPA LIPE LMO2 LOX LOXL1
LPCATI1 LPL LRGI LRIG1 LRMP LRP12 LRP1B LRP2
LRP5 LRP6 LRRFIP2 LRRK2 LTA LTA4H LTB LTBP1
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LTBR LTF LTN1 LY96 LYN LYVEl1 LYZ MACC1
MAD2L1 MADCAM1 MADD MAF MAFF MAG MAGEA1 MAGEA10-
MAGEAS
MAGEAIl MAGEA2 MAGEA4 MAGEBI MAGEB2 MAGEB3 MAGECI MAGEC2
MAGEDI1 MAGED2 MAGEE1 MAGEF1 MAGEL2 MALTI MAMLI1 MAML2
MAOA MAOB MAPIB MAPILC3A | MAP2K1 MAP2K2 MAP2K3 MAP2K4
MAP2KS5 MAP2K6 MAP2K7 MAP3K1 MAP3K12 MAP3K13 MAP3K14 MAP3K2
MAP3K3 MAP3K4 MAP3K5 MAP3K8 MAP4K1 MAP7D1 MAPK1 MAPKI10
MAPKI11 MAPKI12 MAPK13 MAPK14 MAPK3 MAPK6 MAPK?7 MAPKS
MAPKSIP2 MAPK9 MAPKAPK2 | MAPKAPK3 | MAPKSIP2 MAPK9 MAPKAPK2 | MAPKAPK3
MAPKAPKS5 | MAPKAPKS- | MAPRE2 MAPT MAT2A MAX MAZ MBL2
AS1
MCCl1 MCL1 MCM2 MCM3 MCM4 MCMS MCM6 MCM7
MDC1 MDK MDM2 MDM4 MECOM MEDI1 MEDI12 MED23
MED24 MEF2C MEIS1 MELK MENI1 MERTK MESP1 MET
METM MFENG MGA MGAT4A MGEAS MGMT MGST!1 MIA
MIF MIXL1 MKI67 MKNK1 MLF1 MLHI MLH3 MLLT3
MLLT4 MLPH MLYCD MME MMPI11 MMP14 MMP2 MMP3
MMP7 MMP9 MMSI19 MNATI1 MOBI1B MOS MPG MPL
MPO MREI1A MRPL13 MS4Al MSH2 MSH3 MSH4 MSHS5
MSH6 MSI1 MSL2 MSN MSR1 MST1 MSTIR MSTN
MTIA MT1X MT2A MTAL MTCP1 MTDH MTFP1 MTHEFD1
MTMR2 MTOR MTSS1 MUC1 MUTYH MVP MX1 MXI1
MYB MYBLI1 MYBL2 MYC MYCL MYCN MYDS88 MYLIP
MYODI NAB2 NAIP NAMPT NANOG NAPIL1 NASP NATI1
NAT2 NATSL NAV2 NBN NCAM1 NCAPD3 NCK2 NCOAL
NCOA2 NCOA3 NCOA4 NCORI1 NCOR2 NDC80 NDRG1 NEIL1
NEIL2 NEIL3 NEK2 NES NF1 NF2 NFATS NFATCI1
NFATC3 NFATC4 NFE2L2 NFE2L3 NFKB1 NFKB2 NFKBIA NFKBIE
NFKBIZ NGF NGFR NGFRAPI1 NKD1 NKX2-1 NKX2-5 NKX3-1
NLK NLRP3 NME1 NME7 NMU NMT NOD1 NOD2
NODAL NOG NOL3 NOLC1 NOS2 NOS3 NOCTH1 NOTCH2
NOTCH4 NOV NOX1 NOX4 NPC1 NPM1 NPM2 NPPB
NPR1 NQO1 NROB1 NROB2 NR1H3 NR1H4 NR1I2 NR3C1
NR4A1 NR4A3 NR5A2 NR5A2 NR6A1 NRAS NRG1 NRG2
NRG3 NRG4 NRIP1 NRP1 NRP2 NSD1 NTSE NTF3
NTHL1 NTN3 NTRK1 NTRK2 NUDTI13 NUF2 NUMB NUMBL
NUP62 NUPR1 NUSAPI1 OAS1 OASL OAZ1 OCLN ODCl1
0GG1 OLIG2 OLRI1 OMD OPCML OR10J3 ORC6 ORM1
ORM2 OSM O0TX2 P4HA1 P4HB PA2G4 PABPC1 PAF1
PAGI1 PAICS PAK1 PAK1IP1 PAK3 PAK7 PALB2 PALM2-
AKAP2
PARKY7 PARP1 PARP2 PARP3 PARP4 PAX3 PAXS PAX6
PAXS8 PBRM1 PBX1 PBX3 PCK1 PCNA PCNX PCOLCE
PCSK6 PDCD1 PDCD1LG2 | PDGFA PDGFB PDGFC PDGFD PDGFRA
PDGFRB PDIA4 PDK1 PDK2 PDLIM7 PDPK1 PDPN PDZK1
PECAMI1 PELP1 PER1 PEX12 PF4 PF4V1 PFDNI1 PFDN2
PFKFBI PFKFB2 PFKFB3 PFKFB4 PFKL PGC PGF PGR
PHB PHB2 PHF6 PHGDH PIAS1 PIAS2 PIAS3 PIAS4
PIDD1 PIK3C2A PIK3C3 PIK3CA PIK3CB PIK3CD PIK3CG PIK3R1
PIK3R2 PIK3R3 PIK3RS PIM1 PIM2 PIM3 PIN1 PINX1
PIR PITRM1 PITX2 PKM PKMYTI1 PKP1 PLATA PLA2G10
PLA2G2A PLA2G3 PLA2G4A PLA2G4C PLA2G4E PLA2GA4F PLA2GS PLAT
PLAU PLAUR PLCB1 PLCB4 PLCE1 PLCGI PLCG2 PLD1
PLEK2 PLG PLK1 PLK2 PLK3 PLK4 PMAIPI PMEPAL
PML PMS1 PMS2 PMS2P3 PNKP PNPLA2 POLB POLD1
POLD2 POLD3 POLD4 POLE2 POLL POLR2D POLR2H POLR2J
PORCN POUSF1 PPAP2A PPAP2B PPARD PPARG PPARGCIA PPARGC1B
PPAT PPBP PPIA PPIB PPID PPM1D PPPIR15A PPP2CA
PPP2CB PPP2R1A PPP2R1B PPP2R2B PPP2R2C PPP2R4 PPP3CA PPP3CB
PPP3CC PPP3R1 PPP3R2 PRAME PRC1 PRDM1 PRDM14 PRDM2
PRDX6 PRF1 PRICKLEL1 PRKAAI PRKAA2 PRKABI PRKAB2 PRKACA
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PRKACB PRKACG PRKAGI PRKAG2 PRKAG3 PRKARIA PRKARI1B PRKAR2A
PRKAR2B PRKCA PRKCB PRKCD PRKCE PRKCG PRKCZ PRKDC
PRKG1 PRKX PRL PRLR PRMT1 PRMT6 PRMTS PROK1
PROK2 PROM1 PRR15L PSG2 PSIP1 PSMD2 PSMD7 PSMG1
PSRC1 PTCH1 PTCH2 PTCHD1 PTCHD2 PTCHD3 PTCRA PTDSS1
PTEN PTGRI1 PTGS1 PTGS2 PTHLH PTK2 PTN PTP4A1
PTPN1 PTPNI11 PTPNS PTPRC PTPRR PTTG1 PTTG2 PUS1
PVR PYCARD PYCRI1 PYGL QDPR QS0OX2 RAB23 RAB25
RAB27B RAB4A RAB6B RACI1 RAC2 RAC3 RACGAPI1 RAD1
RAD17 RADI18 RAD21 RAD23A RAD23B RADS0 RADS1 RADSIB
RADSIC RADSID RADS2 RADS4L RADYA RAF1 RAG! RALA
RAMPI1 RAMP2 RAMP3 RAPIA RARA RARB RASAL1 RASA4
RASALI RASD1 RASGRF1 RASGRF2 RASGRP1 RASGRP2 RASSF1 RASSF7
RB1 RB1CC1 RBBP8 RBL1 RBL2 RBM10 RBP1 RBPJ
RBPMS2 RBX1 RECQLS REL RELA RELB RELN REST
RET RFC1 RFC3 RFC4 RGS2 RHEB RHOA RHOB
RHOU RIF1 RIN1 RIPK1 RIPK2 RIPK3 RIT1 RND2
RNF149 RNF4 RNF43 RNH!1 RORC ROS1 RPA1 RPA3
RPL13 RPL35 RPL5 RPRM RPS4X RPS6KALI RPS6KAS RPS6KA6
RPS6KB1 RPS6KB2 RPS7 RPTOR RRAS2 RRM1 RRM2 RRM2B
RSPO1 RSPO2 RTNI1 RTN4RL1 RUNDCI1 RUNX1 RUNXITI RUNX2
RUNX3 RUVBLI1 RXRG S100A2 S100A4 S100A6 S100A7A S100A8
S100B S1PR1 SACS SAFB SALL4 SAP30 SAV1 SCAPER
SCN1A SCN3A SCUBEI1 SCUBE2 SEC14L2 SEC22C SEC61G SELE
SELM SENPI SERPINA3 SERPINA9 SERPINB2 SERPINBS SERPINC1 SEPINE1
SERPINF1 SERPINBS SERPINC1 SERPINE1 SEPINF1 SERPINH1 SERTADI SETBP1
SETD2 SF3Al SF3B1 SF3BS5 SFN SFRP1 SFRP2 SFRP4
SGK1 SGK2 SH2B1 SH3PXD2A | SHCI1 SHC2 SHC3 SHC4
SHH SHMT1 SIAHI SIL1 SIN3A SIN3B SIRT1 SIRT2
SIRT3 SIRT4 SIX1 SKP2 SLA SLAME7 SLC10A1 SLC10A2
SLC11Al SLC15A1 SLC15A2 SLC16Al SLC16A2 SLC16A3 SLC19A1 SLC19A2
SLC19A3 SLC22A1 SLC22A2 SLC22A3 SLC22A6 SLC22A7 SLC22A8 SLC22A9
SLC25A13 SLC25A3 SLC25A4 SLC26A2 SLC27A4 SLC28Al SLC28A2 SLC28A3
SLC29A1 SLC29A2 SLC2A1 SLC2A13 SLC2A14 SLC2A2 SLC2A3 SLC2A4
SLC31Al SLC38A2 SLC38A5 SLC39A6 SLC3Al SLC3A2 SLC45A3 SLCS5A1
SLC5A3 SLC5A4 SLC7A1l SLCT7AS SLC7A6 SLC7A7 SLC7A8 SLC7A9
SLCO1A2 SLCO1B1 SLCO1B3 SLCO2A1 SLCO2B1 SLCO3A1 SLCO4A1 SLIT2
SLK SMADI SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMADS SMAD7 SMAD9
SMARCA4 SMARCBI SMC1A SMC1B SMC3 SMC4 SMO SMPDL3B
SMS SMUG! SNAII SNAI2 SNAI3 SNCA SNRPB SOCS1
SOCS2 SOCS3 SOCS4 SOCS5 SOD1 SOD2 SORBS1 SORD
SORT1 SOS1 SOS2 SOST SOX10 SOX15 SOX17 SOX2
SOX3 SOX7 SOX9 SP1 SPARC SPATA2 SPC25 SPDEF
SPEF1 SPHK1 SPI1 SPINK1 SPINK5 SPOP SPP1 SPRY1
SPRY2 SPRY4 SQSTM1 SRA1 SRC SREBF1 SRF SRM
SRSF1 SRSF2 SSX1 STABI STAG2 STAM STATI1 STAT2
STAT3 STAT4 STATSA STATSB STAT6 STC1 STC2 STEAP1
STEAP4 STK11 STK3 STK32A STK36 STK39 STMNI1 STRADA
STRADB STUB1 STXI11 STX1A SUFU SULTI1A1 SULT1B1 SULT2A1
SUMO1 SUSD3 SUV39H2 SWAP70 SYCP2 SYK SYNCRIP SYP

T TADA3 TAGLN TAL1 TAP1 TAP2 TAT TAZ
TBK1 TBL1X TBL1XR1 TBL1Y TBP TBX21 TBX3 TBL1Y
TBP TBX21 TBX3 TCF3 TCF4 TCF7 TCF7L1 TCL1A
TCL1B TCP1 TDG TDGF1 TEK TEP1 TERF1 TERF2IP
TERT TESC TET2 TFDP1 TFDP2 TFF1 TFF3 TFPI2
TGFA TGFB1 TGFB2 TGFB3 TGFBI TGFBR1 TGFBR2 THAPI1
THBS1 THBS2 THBS4 THEM4 THPO THY1 TIAM1 TICAM1
TIE1 TIFA TIMP1 TIMP2 TIMP3 TINF2 TIPARP TIRAP
TKI TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLRS TLR6 TLR7
TLR8 TLR9 TLX1 TMEFF1 TMEMI116 TMEM123 TMEMI132A | TMEM45A
TMEM45B TMEMS7 TMEM74B TMPRSS2 TMSB10 TNC TNF TNFAIP2
TNFAIP3 TNFRSF10A | TNFRSF10B | TNFRSF10C | TNFRSF10D | TNFRSF11B | TNFRSF12A | TNFRSF14
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TNFRSF17 TNFRSF1B TNFRSF21 TNFRSF25 TNFRSF4 TNFRSF8 TNFRSF9 TNFSF10
TNFSF11 TNFSF13B TNFSF14 TNFSFS5 TNFSF8 TNFSF9 TNKS TNKS2
TNN TNNC2 TNNI2 TNNI3 TNR TNXB TOLLIP TOMMA40
TOP1 TOP2A TOP2B TOP3A TOP3B TORI1A TP53 TP53AIP1
TP53BP2 TP5313 TP63 TP73 TPDS52 TPI1 TPO TPX2
TRADD TRAF2 TRAF3 TRAF6 TRAF7 TREX1 TRIM28 TRIM72
TRIP13 TRIP4 TRRAP TSC1 TSC2 TSC22D1 TSC22D3 TSHR
TSLP TSPANI3 TSPAN14 TSPAN7 TSPYLS TTC9 TTF1 TTK
TUBB3 TWISTI TWIST2 TXN TXNIP TXNL1 TXNL4B TXNRDI1
TYK2 TYMP TYMS U2AF1 UBB UBE2C UBE2I UBE2T
UBE2Z UBE3A UBXN2A UGTIA1L UGT1A4 UGTI1A6 UGT2B7 ULK1
UNG UQCRFSI1 USF1 USF2 USMGS UTF1 UTY VAMPS
VANGL2 VAPA VASH1 VCAM1 VCAN VDACI VDAC2 VDR
VEGFA VEGFB VEGFC VGLL4 VHL VIPR1 VPS13A VSNL1
VTCN1 WASL WEE1 WHSC1 WHSCIL1 WIF1 WIPI1 WISP1
WISP2 WNT1 WNT10A WNT10B WNTI11 WNT16 WNT2 WNT2B
WNT3 WNT3A WNT4 WNTSA WNT5B WNT6 WNT7A WNT7B
WNTSA WNTEB WNT9A WNT9B WT1 WWC1 WWOX XAB2
XBP1 XCL1 XCL2 XCR1 XIAP XPA XPC XRCC1
XRCC2 XRCC3 XRCC4 XRCC5 XRCC6 XRCC6BP1 | YAPI YBX3
YWHAH YY1 ZAK ZBTB10 ZBTB16 ZBTB32 ZEB1 ZEB2
ZFP36L1 ZFP42 ZFX ZHX2 ZIC1 ZIC2 ZNF189 ZNF385B
ZNF420 ZNF502 ZNF552 ZNF589 ZNF805
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12.10. Anexo 10: Esquema de la relacion de proyectos de colaboracion

establecidos en el marco del Proyecto FGFR 360° RESISTANCE.
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(PI Roddn) &

NovellusDx©

T
. Validar métodos de evaluacion ." SRR
¥ ., mutaciones FGFR P ¥4
Cross-talk estudios * ., . s BB *
s e an
con MTAs en 2 : Potencial oncogénico in vitro Estudios funcionales in :
modelos FGFRmut + _ mutaciones FGFR PreScr VHIO Principia© vitro mutaciones FGFR o
.

con co-alteraciones

» * * HTGEdgeSq panel OBP mRNA © " = ,

Mej h ient:
;{‘:Zf;e:i:a':éi"‘z f/SH]O s cohorte lucitanib, casos 17-33 .
p g $ - y cohorte PDXs mama i
Firglis©  Forr-amplificados *
.

p| Serra/Hierrd)

~ Estudios in vitro

FISFGFR360%R . * cuntficacion g o®

(Pl Rodén) . proteinas FGFR -_ N\ co-expression de
. (P Nucifgro) # ligandos sélo en "
. N Estudios in vivo eficacia \ mama FGFR .
Retrospectivo / Identificacion  « BAY1163877 13 PDXs amplificados 2 &
Identificar mecanismos , pts FGFRink biomarcadores mama EGFR-amplificados \ Lt
predictivos . g .

de resistencia primaria Pl Hi
y secundaria a FGFRinh '( |erro)l (génicos, mRNA, «
en FGFR-aberrant 2 proteina, pFRS2)*

Secughciacion 4 s 2

casoske res| gov\dcdo(c!

inusul

M

"rasasens Ao Grants4Targets Bayer©
1 (Pl Hierro, Lab Serra)
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(biopsias pareadas,
cfDNA, autopsias)

Estudios in vivo eficacia l
BAY1163877 +- /BVZDC-101
versus lucitanib en PDXs  J

sélo FGFR-amplificados

Estudios efecto anti-

Proyecto angiogénico BAY1163877 P IDIBELL’s
360°R S - o ¢ Grupo Angiogénesis
™ - (Lab Casanovas/Graupera)

gion sano/tumor

(Pl Roddn)
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12.11. Anexo 11: Publicaciones del doctorando en el area de trabajo

descrita.

1. Hollebeque, A. Italiano, C. Hierro, A. Mita, A. Cervantes, N. Chan, M.
Awad, E. Calvo, V. Moreno, R. Govindan, A. Spira, M. Gonzalez, B. Zhong,
A. Santiago-Walker, 1. Poggesi, T. Parekh, L. Sullivan-Chang, H. Xie, J.
Infante, J. Tabernero. Multicenter Phase I Study of Erdafitinib (JNJ-
42756493), Oral Pan-Fibroblast Growth Factor Receptor Inhibitor, in
Patients with Advanced or Refractory Solid Tumors. Clin Cancer Res

2019; 25: 4888-97.

2. MH. Voss, C. Hierro, RS. Heist, JM. Cleary, F. Meric-Bernstam, J.
Tabernero, F. Janku, L. Gandhi, AJ. Iafrate, D. Borger, N. Ishii, Y. Kirpicheva,
V. Nicolas-Metral, A. Pokorska-Bocci, A. Vaslin CHessex, H. Youyou, C.
Zanna, K. Flaherty, J. Baselga. A Phase I, Open-label, Multicenter, Dose-
Escalation Study of the Oral Selective FGFR inhibitor Debio 1347 in
Patients with Advanced Solid Tumors Harboring FGFR Gene Alterations.
Clin Cancer Res. 2019, 25:2699-707.

3. C. Hierro, J. Tabernero. Chapter S. Fibroblast Growth Factor Receptor
(FGFR) inhibitors: enhancing therapeutic strategies for solid tumors. In:
B. Bonavida, series editor; Cancer sensitizing agents for chemotherapy. D.E.
Johnson, editor; Volume 3 Targeting Cell Survival Pathways to Enhance
Response to Chemotherapy. San Francisco: Elsevier©; 2018. p. 102-121.
(ISBN 978-0-12-816432-7).

4. C. Hierro, M. Alsina, M. Sanchez-Guixé, V. Serra, J. Rodén, J. Tabernero.

Targeting the fibroblast growth factor receptor 2 in gastric cancer:

promise or pitfall?. Ann Oncol 2017 Jun 1;28(6):1207-1216.
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5. C. Hierro, J. Rodon, J. Tabernero. FGFR/FGF Inhibitors: Novel targets

and

strategies for response in solid tumors. Semin Oncol 2015

Dec;42(6):801-819.

Abstracts presentados en congresos nacionales e internacionales:

2020 Targeted Anticancer Therapies (747) ESMO meeting. Paris (Francia).

Poster (abstr-29P): FGFR1-4 high mRNA expression (mRNAh) as
predictive biomarker for FGFR inhibitors in breast cancer (BC).
(Ann  Oncol, vol 31, suppl 1, 2020:S13-S15; DOLI:
10.1016/annonc/annonc83).

Autores: C. Hierro, M. Sanchez-Guixé, J. Jiménez, E. Garralda, C.

Saura, P. Nuciforo, A. Vivancos, J. Tabernero, J. Rodon, V. Serra.

2019 International Association for Breast Cancer Research Conference

(IABCR). Egmond aan Zee (Holanda).

Poster: High mRNA expression (mRNAh) of FGFR1-4 sensitize for
selective FGFR inhibitors (FGFRinh) in Breast Cancer (BC) PDXs.
Autores: M. Sanchez-Guix¢, C. Hierro, E. Monelli, F. Braso-Maristany,
M. Parés, M. Guzman, J. Grueso, O. Rodriguez, J. Jiménez, M.
Scaltriti, A. Vivancos, A. Prat, C. Saura, P. Nuciforo, O. Casanovas, M.

Graupera, J. Rodon, V. Serra.

2018 ESMO Asia Annual Meeting. Singapur (Singapur).

Mini-oral (abstr-1550): Efficacy of TAS-120, an Irreversible
Fibroblast Growth Factor Receptor Inhibitor (FGFRIi), in Patients
With Cholangiocarcinoma and FGFR Pathway Alterations
Previously Treated With Chemotherapy and Other FGFRIi. (4nn
Oncol, vol 29, suppl 9, 2018; DOI: 10.1093/annonc/mdy432).
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Autores: B. Tran, F. Meric-Bernstam, H.T. Arkenau, R. Bahleda, R.
Kelley, C. Hierro, D. Ahn, A. Zhu, M. Javle, R. Winkler, H. He, J.
Huang, L. Goyal.

2018 ESMO XX World Congress on Gastrointestinal Cancer. Barcelona

(Espatfia).

Oral (0-001): Efficacy of TAS-120, an irreversible fibroblast
growth factor receptor (FGFR) inhibitor, in cholangiocarcinoma
patients with FGFR pathway alterations who were previously
treated with chemotherapy and other FGFR inhibitors. (4nn
Oncol, vol 29, suppl 5, 2018; DOI: 10.1093/annonc/mdy149).

Autores: FM. Bernstam, HT. Arkenau, B. Tran, R. Bahleda, RK.
Kelley, C. Hierro, DH. Ahn, AX. Zhu, M. Javle, R. Winkler, H. He, J.
Huang, L. Goyal.

2018 AACR Annual Meeting. Chicago (E.U.A).

Poster (abstr-CT121): Phase I study of TAS-120, a covalently bound
FGFR inhibitor, in patients with advanced solid tumors. (Cancer
Res, vol 78, suppl 13, 2018; DOI: 10.1158/1538-7445.AM2018-
CTI121).

Autores: R. Bahleda, F. Meric-Bernstam, L. Goyal, B. Tran, H. He, R.
Winkler, C. Hierro, HT. Arkenau.

2018 ASCO Gastrointestinal Meeting. San Francisco, California (E.U.A).

Poster (abstr-447): Safety and efficacy of the selective FGFR
inhibitor Debio1347 in phase 1 study with FGFR genomically
activated advanced biliary tract cancer (BTC). (J Clin Oncol, vol
36, suppl 4, 2018; DOI: 10.1200/jc0.2018.36.4 suppl.447).

Autores: JM. Cleary, MH. Voss, F. Meric-Bernstam, C. Hierro, RS.
Heist, N. Ishii, Y. Kirpicheva, V. Nicolas-Metral, A. Pokorska-Bocci,
A. Vaslin, W. Venetz, C. Zanna, K. Flaherty, J. Tabernero, J. Baselga.
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2017 ESMO Annual Meeting. Madrid (Espafia).

Poster (abstr-1635P): FGFR 360° RESISTANCE: establishing a
translational research framework in FGFR-altered (FGFRalt)
patients (pts) treated with fibroblast growth factor receptor
inhibitors (FGFRinh). (4nn Oncol, vol 28, suppl 5, 2017; DOI:
10.1093/annonc/mdx390.007).

Autores: C. Hierro, M. Sanchez-Guixé, F. Ruiz-Pace, J. Jiménez, L.
Maynes, A. Azaro, J. Martin-Liberal, M. Ochoa de Olza, 1. Brafia, M.
Vieito, A. Villanueva, H.G. Palmer, J. Arribas, P. Nuciforo, A.

Vivancos, E. Garralda, R. Dienstmann, J. Tabernero, V. Serra, J.

Rodon.

2017 ASCO Annual Meeting. Chicago (E.U.A).

Oral (abstr-2500): Debio1347, an oral FGFR inhibitor: Results from
a first-in-human phase I dose-escalation study in patients with
FGFR genomically activated advanced solid tumors. (J Clin Oncol,
vol 35, suppl 15, 2017; DOI: 10.1200/jc0.2017.35.15_suppl.2500).
Autores: MH. Voss, C. Hierro, RS. Heist, JM. Cleary, F. Meric-
Bernstam, L. Gandhi, N. Ishii, Y. Kirpicheva, V. Nicolas-Metral, A.
Pokorska-Bocci, D. Purcea, A. Vaslin, C. Moulon, C. Zanna, K.
Flaherty, J. Tabernero, J. Baselga.

2017 ASCO Annual Meeting. Chicago (E.U.A).

Poster (abstr-2581): Molecular markers predicting response to
selective Fibroblast Growth Factor Receptor inhibitors (FGFRinh)
in patients (pts) with FGFR-amplified (amp) or mutated (mut)
tumors. (J Clin Oncol, vol 35, suppl 15, 2017; DOL:
10.1200/jc0.2017.35.15_suppl.2581).

Autores: C. Hierro, M. Serrano, F. Ruiz-Pace, J. Martin-Liberal, M.
Ochoa de Olza, A. Azaro, 1. Brana, M. Vieito, M. Alsina, JM Perez
Garcia, H. Verdaguer, T. Macarulla, M. Sanchez, V. Serra, P.

Nuciforo, A. Vivancos, E. Garralda, R. Dienstmann, J. Tabernero, J.
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Rodon.

2017 ASCO Annual Meeting. Chicago (E.U.A).

Poster (abstr-TPS2616): A phase 1, multicenter, dose-escalation
study of PRNI1371, an irreversible covalent FGFR1-4 Kkinase
inhibitor, in patients with advanced solid tumors, followed by
expansion cohorts in patients with FGFR genetic alterations. (J
Clin Oncol, vol 35, suppl 15, 2017, DOI:
10.1200/jc0.2017.35.15_suppl. TPS2616).

Autores: SA. Piha-Paul, C. Hierro, V. Boni, V. Moreno, NM. Hahn, R.
Lynn Bitting, T. Michael Bauer, RR. Aggarwal, S. Gourlay, P. Smith,
E. Venetsanakos, F. Meric-Bernstam, K. Brameld, D. Karr, J.

Tabernero.

2017 ASCO Annual Meeting. Chicago (E.U.A).

Poster (abstr-4074): Safety and Activity of the Pan—Fibroblast
Growth Factor Receptor (FGFR) Inhibitor Erdafitinib in Phase 1
Study Patients (Pts) with Molecularly Selected Advanced
Cholangiocarcinoma (CCA). (J Clin Oncol, vol 35, suppl 15, 2017;
DOI: 10.1200/jc0.2017.35.15_suppl.4074).

Autores: JC. Soria, JH. Strickler, R. Govindan, S. Chai, N. Chan, V.
Quiroga-Garcia, R. Bahleda, C. Hierro, B. Zhong, M. Gonzalez, AE.
Santiago-Walker, TV. Parekh, FR. Luo, L. Sullivan-Chang, H. Xie, J.

Tabernero.

2017 ASMS Conference on Mass Spectrometry and allied topics. Indianapolis
(E.U.A).

Poster (abstr-289996): Quantification of FGFR protein expression
in solid tumors by targeted mass spectrometry and correlation
with FGFR gene amplification status.

Autores: A. Chambers, S. Schwartz, Y. Tian, R. Fasani, M. Diaz
Delgado, C. Hierro, J. Rodon, S. Sellappan, F. Cecchi, S. Benz, T.
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Hembrough, P. Nuciforo.

2016 San Antonio Breast Cancer Symposium. San Antonio, Texas (E.U.A).

e Poster (abstr-P6-07-16): Quantitative proteomic analysis of FGFR
by mass spectrometry may improve identification of FGFR
amplified tumors sensitive to inhibitor therapy. (Cancer Res, vol
77, suppl 4, 2015; DOI: 10.1158/1538-7445. SABCS16-P6-07-16).

e Autores: S. Schwartz, Y. Tian, R. Fasani, MD. Delgado, C. Hierro, J.

Rodon, S. Sellappan, F. Cecchi, T. Hembrough, P. Nuciforo.

2016 ASCO Annual Meeting. Chicago (E.U.A).

e Poster (abstr-TPS2602): A phase 1, multicenter, dose escalation
study of PRNI1371, an irreversible covalent FGFR1-4 Kkinase
inhibitor, in patients with advanced solid tumors, followed by
expansion cohorts in patients with FGFR genetic alterations. (J
Clin Oncol, vol 34, suppl 15, 2016; DOI:
10.1200/jc0.2016.34.15 suppl. TPS2602).

e Autores: SA. Piha-Paul, C. Hierro, JO. Funk, S. Gourlay, P. Smith, E.

Venetsanakos, F. Meric-Bernstam, J. Tabernero.

2015 18" ECCO - 40™ ESMO European Cancer Congress. Viena (Austria).

e Poster (abstr-3032A): Activity and safety profile of lucitanib in
patients with advanced thymic epithelial tumours. (Eur J Cancer,
vol 51, suppl 3, 2015; DOI: 10.1016/S0959-8049(16)31675-6).

e Autores: B. Besse, A. Gazzah, N. Girard, C. Hierro, E. Felip, F.

DeBraud, G. Camboni, F. Dubois, C. Leger, F. Legrand, R. Robert, P.

Therasse, JC. Soria.

2015 IASCL, 16™ World Conference on Lung Cancer. Denver, Colorado
(E.U.A).

e Oral (Mini 25.07-ID 2153): Clinical activity of lucitanib in patients

with advanced thymic epithelial tumors.
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DeBraud, G. Camboni, F. Dubois, C. Leger, F. Legrand, R. Robert, P.

Therasse, JC. Soria.

2015 ASCO Annual Meeting. Chicago (E.U.A).

Poster (abstr-2540): Preliminary clinical pharmacokinetics and
pharmacodynamics of Debiol347 (CH5183284), a novel FGFR
inhibitor. (J Clin Oncol, vol 33, suppl 15, 2015; DOLI:
10.1200/jc0.2015.33.15_suppl.2540).

Autores: C. Zanna, A. Vaslin, M. Henner Voss, R.S. Heist, C. Hierro
J.G. Supko, K. Nakai, N. Ishii, A. Menetrey, M.C. Roubaudi-Fraschini,
J. Cordier, J. Douchain, V. Nicolas-Metral.
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