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INTRODUCCION






1.1 Epidemiologia, etiopatogenia y retos clinicos del cancer de pancreas

El cancer de pancreas es el tumor digestivo de peor prondstico y el de mayor
aumento en nimero de casos en las ultimas décadas. Cuando se aborda el tema del
cancer de pancreas habitualmente se hace referencia alahistologia de adenocarcinoma,
que supone el 85-90% de las neoplasias pancreaticas. El resto de subtipos de tumores
de este organo son fundamentalmente los tumores neuroendocrinos (alrededor del

5%), carcinomas acinares o pancreatoblastomas.

Se estima que en 2020 se diagnosticaron 495.773 casos de cancer de pancreas
en todo el mundo, lo que hace que se posicione en el duodécimo lugar en incidencia.
El ntimero de fallecidos por este tumor se calculd en 466.003, suponiendo la séptima
causa de mortalidad por cancer, con una tasa de letalidad de 0.94 (GLOBOCAN,
https://gco.iarc.fr/ (acceso el 25 de noviembre de 2023)) (1). Considerado hasta el
momento un tumor “raro” o poco frecuente, el nimero de nuevos diagnosticos esta
aumentando tanto que se prevé que se convertira en la segunda causa de muerte por
cancer en Estados Unidos el ano 2040 (2). Las areas a nivel mundial con mayor

incidencia de este tipo tumoral son Europa, América del Norte y Oceania (3).

A nivel nacional es el octavo tumor en frecuencia y, sin embargo, ya es el tercero
en mortalidad por cancer, responsable del 7% de muertes secundarias a enfermedad
oncologica. Se estima que en 2023 se diagnosticaran 9280 casos nuevos (pasando
a ser el séptimo en incidencia), con una mortalidad que contintia aumentando

fundamentalmente por el aumento del nimero de nuevos diagnosticos (4).

Es un tumor relacionado con la edad, con una mayor incidencia en mayores
de 70 afios. Pese a ello, en los ultimos afios crece la preocupacion por el aumento
de casos en pacientes mas jovenes. Aunque la baja incidencia numérica en estos
grupos hace que un menor aumento en el nimero de casos se refleje en mayor

aumento proporcional, algunos estudios han descrito incrementos importantes de
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ASR (World) per 100 000

274
46-7.4

3.1-46

1.7-31 I Not applicable
<17 No data

ASR (World) per 100 000

26.7
4.5-6.7
29-45
16-2.9 I ot applicable
<1.6 No data

Figura 1. Mapas representativos de las tasas de incidencia (A) y mortalidad (B) del cancer de
pancreas estimados en ambos sexos en 2020 seguin GLOBOCAN (ajustadas por edad segin poblacion
estandar mundial, por 100 000 habitantes).

la incidencia en edades tempranas. Segtin un andlisis estadounidense, desde 1995 a
2014 la incidencia ha aumentado desde un 0.77% en el subgrupo de 45 a 49 afios a un
2.47% en aquellos de 30 a 34 afos y hasta un 4.34% en la franja de 25 a 29 afios (5).
Otro estudio de la tendencia de las tasas de incidencia en Estados Unidos entre 2000
y 2018 también observa un mayor grado de aumento en la incidencia en mujeres
menores de 55 afios, frente a otros subgrupos poblacionales, sugiriendo una posible

influencia de los hébitos de vida en estos cambios demograficos (6).
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Este aumento del nimero de casos no solo preocupa como dato en si mismo,
sino también porque su alta tasa de mortalidad va camino de convertirlo en un gran
problema de Salud Publica. Pese a las mejoras en las técnicas quirargicas y los
avances en cuanto a nuevos tratamientos sistémicos, sigue siendo el tumor de peor
supervivencia estimada a 5 afios, un 12% si tenemos en cuenta todos los estadios.
De hecho, considerando juntos hombres y mujeres, alcanza la tercera causa de
muerte por cancer en paises desarrollados, con una mortalidad que lamentablemente
ha seguido aumentando en hombres (de un 12.1 por 10000 habitantes en el afio
2000 a un 12.7 en 2020 (7) ).Tanto la incidencia como la mortalidad es algo mayor
en hombres que mujeres, asi como en algunas areas geograficas frente a otras. Se
sospecha una relacion importante con determinados habitos o factores de riesgo, que

condicionarian algunas de estas diferencias poblacionales (3).

Factores de riesgo

En la mayoria de los pacientes es dificil identificar una causa clara relacionada
directamente con el desarrollo este tipo tumoral, aunque existen diversos factores

que pueden generar cierta predisposicion al mismo.

Entre los factores modificables o ambientales relacionados, el tabaco es el
que mas se ha asociado con el cancer de pancreas, duplicando aproximadamente
la probabilidad de desarrollar este tumor (OR de 2.2 en fumadores activos frente
a no fumadores, mayor en grandes fumadores y con largos periodos de habito
tabaquico) (8). El consumo de alcohol, también se ha relacionado con el aumento
de riesgo de aparicion de cancer de pancreas, sobre todo con alta ingesta diaria
(>15-30 gramos diarios). Este factor, a su vez, esta claramente relacionado con la
génesis de la pancreatitis cronica, que aumenta unas tres veces el riesgo de este
tipo de cancer (9). Igualmente, los estilos de vida y alimentacion que favorecen el
desarrollo del “sindrome metabolico”, tan comin en nuestra sociedad, que también

se ha asociado al aumento de riesgo de cancer de pancreas. Asi, el consumo de grasas
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saturadas, carnes procesadas, bebidas azucaradas y bajos niveles de actividad fisica,

contribuyen al desarrollo de diabetes mellitus, obesidad y cancer de pancreas (10).

Predisposicion hereditaria

Los factores hereditarios contribuyen claramente en el desarrollo de este
tumor en algunos casos, no soélo en forma de sindromes hereditarios claramente
establecidos. Se ha definido el “cancer de pancreas familiar” como aquellos casos en
los que, al menos, hay dos familiares de primer grado afectos por este tumor y que
no cumplan criterios para sindromes hereditarios conocidos. Esto no equivale que
en todos estos individuos se haya detectado un gen transmitido por via hereditaria
responsable del desarrollo del tumor, sino que probablemente la propension en estos
casos se deba a alteraciones en genes de baja penetrancia no totalmente identificados.
Aunque la distribucion seglin areas geograficas es muy variable y la gran mayoria
de casos de cancer de pancreas se debe a mutaciones somaticas, hasta un 10% de los
pacientes con adenocarcinoma de pancreas tienen mutaciones germinales conocidas
que les predisponen a sufrir este tipo tumoral (11). Gran parte de alteraciones de alta
penetrancia ligadas al cancer de pancreas hereditario conocidas las encontramos en
los genes de las vias reparadoras del dafio del ADN. Los genes alterados de forma
mas comun serian BRCA 1 y 2, responsables del sindrome hereditario de cancer
de mama y ovario (5-9% de pacientes con cancer de pancreas en poblaciones no
seleccionadas); y ATM, del sindrome ataxia-telangiectasia (3-4 %). Menos comunes
(alrededor del 1%), pero relevantes por la posibilidad de respuesta a tratamiento con
inmunoterapia, son los tumores con deficiencia de los genes de reparacion de los
errores de apareamiento del ADN (mismatch repair) ligados al sindrome de Lynch:
MLHI, MSH2, MSH6 y PMS2. Otros genes identificados como causantes de cancer
hereditario, serian TP 53, CDKN2A4, o APC (12).
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Sindrome
hereditario

Gen o genes
implicados

Riesgo relativo de
cancer de pancreas

Otros tumores
asociados

Sd. Hereditario de

BRCAI, BRCA2,

Mama, ovario,

familiar

cancer de mamay PALB2. RADSIC 2-6 prostata, testiculo,
ovario melanoma
Colon, endometrio,
ovario, estomago,
MLHI, MSH?2, intestino delgado,
Sd. de Lynch MSH6 'y PMS?2 89 tracto urinario,
cerebro, glandulas
sebaceas cutaneas
Colon, desmoides,
FAP APC 4.5 duodeno, tiroides,
cerebro, ampuloma,
hepatoblastoma
Gastro-esofagicos,
intestine delgado,
Sd. de Peutz- STK11/LKBI 130 colon, pulmén,
Jeghers .
mama, endometrio y
ovario
Sd. de melanoma
familiar atipico con CDKN24 10-65 Melanoma
molas multiples
Pancreatitis PRSSI y SPINK] 50-70 -
hereditaria
Fibrosis quistica CFTR 1-6 -
Sd. A.tax1a—' ATM 5 Legcemlas y
telangiectasia linfomas
Cancer pancredtico No identificados 1-35 -

Tabla 1. Resumen de los sindromes de cancer de pancreas hereditario.
Sd: sindrome, FAP: polipomatosis adenomatosa familiar.
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Pese a que estos sindromes hereditarios no son muy frecuentes en la poblacion
general salvo en areas especificas, cada vez se recomienda de forma mas soélida la
realizacion de estudio en linea germinal de los genes BRCA, ATM, MLHI, MSH2,
MSH6 'y PMS?2 a todos los pacientes diagnosticados de adenocarcinoma de pancreas.
Esta recomendacion, ya recogida desde 2019 en las guias americanas NCCN (the
National Comprehensive Cancer Network Guidelines), viene determinada no sélo
por la posibilidad de prevencion en familiares sanos portadores de estas alteraciones,
sino por la implicacion terapéutica para el propio paciente: posibilidad de recibir
tratamiento con olaparib en pacientes con mutaciones de BRCA en linea germinal o

inmunoterapia en sindrome de Lynch (13).

Patogénesis

En lineas generales, la evolucion tumoral se produce como resultado del
desarrollo de mutaciones somaticas, reordenamientos de cromosomas, variaciones
en el nimero de copias génicas y cambios epigenéticos que condicionan inestabilidad
genomica. Esto genera pérdida de genes supresores de tumores y aumento de
actividad de oncogenes, con la consecuente alteracion de los ciclos de regulacion de la
proliferacion celular. Esta desregulacion generalmente va a favorecer el crecimiento

de las células neoplasicas, confiriéndoles ventajas frente a las células sanas.
En el caso concreto del adenocarcinoma de pancreas, al modelo clasico de la
progresion “paso a paso o secuencial”(14) en los ultimos afios se ha afiadido la teoria

de evolucion “puntuada o catastrofica” (15).

Segtin la hipotesis “stepwise, paso a paso o secuencial”, los tumores pancreaticos

se producirian como consecuencia del acumulo progresivo de alteraciones
moleculares en las células epiteliales del 6rgano sano, de modo que en primer lugar
se generaria displasia celular y de forma gradual se irian transformando en lesiones

microinvasoras y finalmente en plenamente agresivas, todo ello como resultado de
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la suma de defectos genéticos. Ademas, las neoplasias intraepiteliales serian capaces
de extenderse hacia otras zonas del pancreas y colonizarlas, fenomeno conocido
como “cancerizacion ductal” (16,17). Las lesiones precursoras serian las neoplasias
intraepiteliales pancreaticas o PanIN (con grados de atipia progresivos 1 a 3, en las
que se identifican progresivamente mutaciones en los genes KRAS, CDKN2A, TP53
y SMAD4); las neoplasias mucinosas papilares intraductales o TPMI (también con
diferentes tipos de displasia y adquisicion progresiva de alteraciones moleculares
a medida que aumenta ésta) y las neoplasias mucinosas quisticas 0 MCN (menos
estudiadas a nivel molecular) (18). A pesar de todas las evidencias del potencial de
malignizacion, hay que tener en cuenta que estas lesiones tienen una alta prevalencia
en poblacion general comparado con la relativa incidencia baja del cancer de
pancreas: hasta un 75% de la poblacion presenta PanINs de bajo grado, detectando
lesiones de alto grado hasta en un 5% de individuos en series de autopsias. Otro dato
a considerar es que estas lesiones precursoras no se presentan con mas frecuencia en
personas con alteraciones predisponentes al cancer de pancreas, por lo que todo esto
hace necesario continuar estudiando la biologia molecular y evolucion natural de

este tipo de lesiones pancreaticas (19).

Mas recientemente se ha postulado como teoria del origen de estos tumores el

modelo de evoluciéon “puntuada o catastrofica”. Sabemos que en la clinica muchos

pacientes desarrollan rapidamente el tumor, con presencia de enfermedad metastasica
en muy cortos periodos de tiempo, lo que iria en contra de una evolucion progresiva
de afios desde lesiones premalignas hasta su malignizacion. A nivel molecular se
ha podido observar que existe la posibilidad de inactivacion de genes reguladores
de forma simultanea, con reordenamientos cromosomicos complejos, que llevarian
a un rapido desarrollo y capacidad de metastatizacion tumoral. Asi, en un trabajo
publicado en 2016, hasta en dos tercios de los tumores analizados se logrdo demostrar
que ocurrian fendmenos complejos como son la cromotripsis (fragmentacion y
reordenamiento gendmico extenso que afecta a uno o varios cromosomas y genera

hasta miles de alteraciones estructurales en un unico evento) y la poliploidizacion
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(obtencion de juegos de cromosomas adicionales por la célula tumoral). Estas
grandes alteraciones generarian una alta inestabilidad gendmica, con inactivacion
simultanea de CDKN24, TP53 y SMAD4, hecho que apoyaria la posibilidad de que
la génesis de los tumores pancreaticos no fuera progresiva, sino brusca y con alto

potencial de diseminacion precoz (15).

Retos clinicos actuales del adenocarcinoma de pancreas

Ante todos estos datos pronodsticos tan negativos, existe una gran necesidad de

mejora en los métodos diagndstico-terapéuticos del adenocarcinoma de pancreas.

Uno de los motivos de su mala evolucion es que el diagnostico es generalmente
tardio, ya que s6lo un 10-15% de los pacientes presentan tumores resecables
y mas de la mitad presentan metastasis en ese momento (20). Pese a que existen
factores predisponentes de cancer de pancreas y que se conocen algunas lesiones
pancreaticas que se pueden considerar precursoras, no disponemos hasta el momento
de ningiin método de cribado efectivo en poblacion general. Ninguna herramienta ha
demostrado beneficio potencial en cuanto a reduccion de morbimortalidad de forma
global (21). La evidencia para realizar screening parece mayor en los casos de alto
riesgo de desarrollo de cancer de pancreas por sindromes hereditarios, aunque la
recomendacion es realizar el seguimiento de estos pacientes en grandes centros con
areas especializadas en esta tarea y, preferiblemente, enmarcados en proyectos de

investigacion con equipos multidisciplinares dedicados a ello (22).

Otro de los factores que llevan a un diagndstico habitualmente en fases
avanzadas de la enfermedad es la inespecificidad de los sintomas, que se solapan en
la mayoria de casos con otras patologias. Los mas frecuentes son pérdida de apetito
y de peso, astenia, molestias abdominales difusas fundamentalmente tipo dispepsia,
alteraciones en el habito deposicional y dolor lumbar (23). Ademas, el unico

biomarcador sérico establecido en la practica clinica como de utilidad en céancer
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de pancreas, el antigeno carbohidrato 19.9 (CA 19.9), no ha demostrado suficiente
sensibilidad y especificidad para poder ser utilizado de forma aislada como método

diagnostico ni de cribado (24).

De todos modos, el mal prondstico del adenocarcinoma de pancreas no sélo
viene determinado por un diagnostico tardio. Incluso los pacientes intervenidos con
intencion curativa presentan una alta tasa de recidivas en los primeros afios (alrededor
del 80%) y menos de la mitad estan vivos a los 5 afios, pese a las mejoras en las
técnicas quirdrgicas y tratamientos sistémicos (20,25). Por ello y por los indices de
morbi-mortalidad no despreciables de la cirugia pancreatica, que en muchos casos
impiden o limitan el inicio de quimioterapia adyuvante, en los ultimos afios se han
puesto en marcha multiples ensayos clinicos que intentan demostrar el beneficio de
administrar tratamiento preoperatorio en tumores resecables. Pese a la fortaleza del
racional de esta estrategia y los resultados prometedores de algunos estudios fase
11, todavia no se dispone de suficiente evidencia para administrar neoadyuvancia en

estos estadios fuera del marco de ensayos clinicos (26,27).

Tras la recaida y en casos de irresecabilidad o enfermedad avanzada al
diagnostico, la evolucion de los pacientes con adenocarcinoma de pancreas en el
momento actual es generalmente mala. Aunque en los Gltimos quince afios se han
conseguido mejoras en la supervivencia con la combinacion de farmacos citotoxicos,
la mediana de supervivencia en este escenario no alcanza los doce meses (28-30).
Ademas de estos nuevos esquemas de quimioterapia, en 2019 por primera vez se
demostrd el beneficio de un farmaco dirigido en cancer de pancreas: olaparib, para
pacientes con mutaciones germinales de BRCA (31). Esto no sélo es importante por la
mejora en tiempo a la progresion en este subgrupo de pacientes, que por el momento
es reducido (4-7%), sino porque abrié la puerta al tratamiento personalizado en
este tumor. Hace afios que sabemos que el adenocarcinoma de pancreas, con mal
prondstico de forma global pero a la vez heterogéneo en su evolucion, puede presentar

alteraciones genéticas subsidiarias de recibir tratamientos anti diana (32). De hecho,
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en un estudio retrospectivo estadounidense mas reciente, tras el analisis molecular
de muestras tumorales de pacientes con adenocarcinoma, se identificaron anomalias
moleculares frente a las que es posible administrar tratamiento dirigido hasta en
un 25% de pacientes. Al analizar los beneficios obtenidos con dichas terapias, se
objetivaba impacto en la supervivencia en los pacientes que pudieron recibirlas,
no observado en el subgrupo que las poseia pero que no se trataban con farmacos

especificos (33).

Uno de los problemas mas importantes que se presenta tanto para el diagnostico,
como para la busqueda de factores prondsticos o predictivos e incluso la respuesta
a los tratamientos en el adenocarcinoma de pancreas, es su microambiente. Una
caracteristica fundamental de los tumores pancreaticos es la presencia de un estroma
altamente denso, conocido como reaccion desmoplasica, que encontramos tanto en
el tumor primario como en las metastasis. Esta matriz densa hace que la celularidad
de las biopsias sea muy escasa, lo que dificulta incluso en algunas ocasiones
la obtencion de material valido para el diagnostico. La mayor parte de las veces
estas muestras no van a ser idoneas para la realizacion de estudios moleculares
completos y no permiten, por tanto, la busqueda de anomalias subsidiarias de estos
tratamientos dirigidos. Ademas de esta dificultad, inicialmente se pensé que estos
elementos generaban una barrera mecanica que obstaculizaba la llegada de farmacos
antitumorales, por lo que tenian un efecto negativo cara a la terapéutica y podian
suponer una diana terapéutica (34). Sin embargo, los resultados negativos de muchos
ensayos clinicos con farmacos frente a elementos estromales y la evidencia de mayor
agresividad en los tumores desprovistos de estroma en modelos tumorales en raton,

han cuestionado este papel (35,36).

Frente a esta serie de problemas y con el fin de mejorar las expectativas del
adenocarcinoma de pancreas, es fundamental la busqueda de biomarcadores que
posibiliten diagnoésticos mas tempranos y tratamientos personalizados. Sin duda,

existen dos herramientas con gran potencial para conseguir estos objetivos: el uso
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de organoides y la biopsia liquida, esta Gltima de inmensa relevancia en este tumor

con gran dificultad de obtencion de tejido tumoral 6ptimo para estudios moleculares.

1.2. Grupos moleculares en adenocarcinoma de pancreas

La secuenciacion del exoma en cancer de pancreas se describe por primera vez
en un trabajo publicado en 2008 (37) y, desde entonces, no han cesado los esfuerzos
para intentar descifrar los mecanismos moleculares que confieren la agresividad

biologica propia de este tumor.

En la ultima década, gracias al estudio a nivel gendomico y transcriptomico de
muestras tumorales (fundamentalmente tumor primario obtenido de pancreatectomia),
se han identificado las alteraciones moleculares mas frecuentes y diferentes subtipos
genomicos del adenocarcinoma de pancreas, con desigualdades bioldgicas que

condicionan distinto prondstico y supervivencia (38—44).

Alteraciones moleculares del adenocarcinoma de pancreas

Mas de un 90% de los adenocarcinomas de pancreas presentan mutaciones
activadoras en el oncogen KRAS, lo que condiciona una transcripcion anomala y la
produccion de una proteina Ras constitutivamente activada, que generara una sefial
aberrante sobre las vias de proliferacion y supervivencia celular. Otras alteraciones
muy comunes en estos tumores pancreaticos, presentes también en lesiones
precursoras y conocidas ya antes de realizar estudios de secuenciacion masiva, son la
pérdida de funcidn de los genes supresores de tumores 7P53 (en un 80%), CDKN2A
(60%) y SMAD4 (40%) (38). A pesar de que este tipo tumoral tiene de forma global
un mal pronostico, sabemos que el comportamiento bioldgico es heterogéneo. El
conocimiento profundo de la biologia tumoral probablemente pueda optimizar el
manejo de los pacientes y, con ello, mejorar los resultados, por lo que es esencial

continuar con la investigacion en este campo.
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Mutaciones somdticas simples v genes “‘driver”

Los diversos trabajos en los que se ha realizado la secuenciacion de
tumores pancreaticos coinciden en que la alteracion molecular mas frecuente en
adenocarcinoma de pancreas son las mutaciones somaticas simples (mutaciones
puntuales, inserciones o deleciones (indels)), una media aproximada de 40 por
exoma (33,41). Ademas de los cuatro genes comentados mutados con alta frecuencia
(KRAS, TP53, CDKN24 y SMAD4), se han identificado otros de menor prevalencia
a nivel individual, pero que de forma global presentarian mas mutaciones de lo que
seria esperable de forma casual, como son: ARIDIA, KDM6A, RNF43, TGFBR2,
GNAS, MAP3K21, BRAF, SMARCA4, ACVR2A4, ACVRIB y NRAS.

En general, las mutaciones en estos genes se podrian agrupar en 13 vias y
procesos de sefializacion celular con potencial oncogénico: la via de sefializacion
RAS, la regulacion de la transicion de fase del ciclo celular G1/S, la via TGFp, la
de sefnalizacion de quinasa amino-terminal (JNK) de JUN, la via de la integrina,
WNT-Notch, Hedgehog, la apoptosis, la via de reparacion y control de dafo del
ADN, la senalizacion dependiente de GTPasas pequeiias, la via de invasion y de
adhesion de células homofilicas (37) y , la mas recientemente descrita, via axonal o
SLIT/ROBO (45). Estas vias estarian funcionando de forma patoldgica en la gran
mayoria de tumores pancreaticos, aunque de forma diferente en cada tumor concreto,
lo que conferiria esa gran diversidad biologica entre tumores. Aun asi, parece que
las alteraciones en los cuatro genes driver de mayor frecuencia son las que mayor
impacto tienen en la progresion y el pronostico del adenocarcinoma de pancreas (46—
48). El hecho de que las mutaciones de KRAS sean las mas frecuentes, se detecten
en las fases iniciales del desarrollo tumoral (incluso en las lesiones precursoras),
y que en modelos de ratdon se haya evidenciado que son suficientes para iniciar la
carcinogénesis pancreatica (49), apoyan la idea de que la via oncogénica RAS sea el
driver principal en este tumor. En los casos poco frecuentes sin mutaciones de KRAS,

la mayor parte presentan alteraciones de otros genes de esta misma via RAS-MAPK
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(como GNAS, BRAF, o CTNNBI) o de la via mTOR, reforzando la importancia de
la via RAS en este tumor. En este subgrupo de tumores KRAS no mutados también
encontramos mayor porcentaje de mutaciones germinales en genes de riesgo familiar

(40,43).

Debido a la alta frecuencia de mutaciones somaticas simples del adenocarcinoma
de pancreas, también se han podido establecer diferentes firmas mutacionales de
sustitucion de bases en este tipo tumoral (50,51).Las tres firmas mutacionales mas
frecuentes identificadas serian las desaminaciones de citosina asociadas a la edad
(firmas mutacionales 1y 5) (51), las deficiencias de recombinacién homdéloga o HRD
(firma 3) (52) y las de las deficiencias de los genes reparadores del daiio del DNA o
mismatch repair (MMRD) (53). La importancia de estos dos ultimos subgrupos (HRD
y MMRD) radica en que, en muchas ocasiones, se desarrollan en individuos con una
predisposicion genética por la inactivacion en linea germinal de uno de los alelos
en los genes BRCAI, BRCA2, PALB2 o RADS51C (en los casos HRD); o en MLH]1,
MSH?2, PMS2 o MSH6 (en MMRD). Estas alteraciones no sélo tendran repercusion a
titulo preventivo y de seguimiento estrecho en pacientes con predisposicion genética
hereditaria, sino que en la actualidad son importantes por el impacto pronoéstico vy,
sobre todo, predictivo de respuesta a determinados tratamientos en los pacientes con

adenocarcinoma de pancreas (54).

Variantes estructurales, variacion de numero de copias (CNV) e inestabilidad

genomica

Segun la teoria mas actual del desarrollo o “evolucion catastrofica” del
adenocarcinoma de pancreas, se postula que, tras las fases iniciales en las que
predominaria la aparicion de mutaciones puntuales, se producirian los eventos
de poliploidizaciéon y cromotripsis, en los que se generaria mayor inestabilidad
gendmica y un aumento llamativo en la capacidad de invasividad y metastatizacion.

En estos grandes cambios se producirian de forma simultanea la pérdida de genes
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supresores de tumores (sobre todo de SMAD4) y la ganancia de oncogenes (KRAS

y GATA6 predominantemente), que acelerarian el proceso oncogénico (15,44,55).

Nuevamente, los oncogenes en los que mas frecuentemente se producen aumento
del nimero de copias en adenocarcinoma de pancreas son KRAS (12p12.1), GATA6
(18q11.2), MET(7q31.2), NOTCH1 (9q34.3), ERBB2 (17q12),AKT2 (19q13) y MYC
(8924.2). Frente a estos, en los genes supresores de tumores CDKN2A4 (9p21.3),
SMAD4 (18q21.2), TP53 (17p13.1), BRCAI (17q21.31), ARIDI1A4 (1p36.11), PTEN
(10923.31), PBRM1 (3p21.1) y SMARCA4 (19p13.2), encontraremos con mayor

frecuencia una pérdida de nimero de copias (43).
En 2015, en base al analisis de los patrones de variacion en las estructuras
cromosomicas o reordenamientos de 100 muestras de pancreatectomia, se genero

una clasificacion gendmica con cuatro subgrupos con potencial impacto clinico (44):

» Subtipo 1 o “stable”: Presentan 50 o menos variaciones estructurales y

frecuentemente aneuploidia generalizada, suponiendo un 20% de las muestras.

* Subtipo 2 o “locally rearranged”: Muestran eventos en uno o dos cromosomas,

ya sean amplificaciones en regiones focales o reordenamientos genomicos complejos.
Aproximadamente un tercio tienen ganancias de los oncogenes mas conocidos v,
hasta un 1-2 %, de genes potencialmente accionables con tratamientos dirigidos.
Globalmente representaron el 30% de los casos analizados

e Subtipo 3 o “scattered”: Un 36% de las muestras se clasificaron en este

subgrupo, caracterizado por presentar un dailo moderado cromosémico, con menos
de 200 eventos estructurales.

* Subtipo 4 o “unstable”: En estos tumores (14% de las muestras) se evidenciaba

un gran numero de variaciones estructurales, mayor de 200, lo que sugiere que
existan defectos en los mecanismos de mantenimiento y reparacion de los errores del
ADN. Seria el subgrupo en el que cabria esperar mayor respuesta a los tratamientos

basados en platino o inhibidores de PARP.
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Esta division en distintos subgrupos, pese a la posible aplicabilidad clinica con
la que se propuso, no esta aceptada actualmente como herramienta para la practica

habitual para manejo terapéutico o como informacion pronostica.

Hacia una clasificacion transcriptomica del cancer de pancreas

Varios han sido los grupos de investigacion y autores que han propuesto diversas
clasificaciones a partir de estudios de expresion génica en adenocarcinoma de
pancreas, con diferentes subtipos transcripcionales que se superponen parcialmente.
Al igual que en el caso anterior, tampoco ninguna de estas ellas se ha reconocido
como universal y de aplicacion en la practica clinica en el momento actual, aunque

se han considerado tres de ellas como las primeras y de mayor relevancia:

1- Collisson et al. (41) describen por primera vez en 2011 la existencia de
tres grupos moleculares diferenciados a partir de analisis de expresion génica
mediante microarrays de muestras tumorales de piezas de pancreatectomia
micro disecadas, lineas celulares humanas y de raton. Desarrollaron una firma
gendmica que incluia 62 genes, expresados diferencialmente en cada uno de
los subtipos. Ademas, fueron validados en otro set de muestras, lo que anade
robustez al analisis. Los subtipos de esta clasificacion serian:

A. Clasico: alta expresion de genes epiteliales y asociados con la adhesion

celular, siendo el subgrupo de mejor pronostico tras reseccion, con la mayor

supervivencia independientemente de otros factores clinico-patologicos.

B. Cuasi-mesenquimal: predominan los genes mesenquimales, que

conferirian mayor agresividad, siendo el subgrupo con la peor supervivencia
tras cirugia.

C. Exocrino-like: seria el subgrupo con expresion relativamente mas alta de
genes de enzimas digestivas. No fue identificable en los analisis de lineas
celulares, por lo que los mismos autores postulan la posibilidad de que
no sea un subgrupo real, sino que se obtuviese por la presencia de tejido

pancreatico normal que pudiese artefactar los resultados.
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Adicionalmente, en este trabajo demuestran el potencial efecto de silenciar
algunos genes altamente expresados en el subgrupo clasico frente al cuasi-
mesenquimal (como GATA6 y KRAS). También testaron la sensibilidad a
farmacos en lineas celulares, con resultados muy diferentes en ambos subtipos,
lo que reforzaria una posible utilidad de esta clasificacion no sélo prondstica

sino también predictiva de respuesta.

2- Moffitt et al. (42) realizan un andlisis por separado del tejido tumoral, tejido
sano y el estroma, tras microdiseccion virtual de las muestras, 145 de ellas de
tumores primario y 61 de metastasis. En esta clasificacion se distinguen:

A. Subtipos estromales:

a. Normal, con alta expresion de marcadores de células esteladas
pancreaticas (actina, vimentina, desmina) y con mejor prondstico
(mediana de supervivencia de 24 meses y tasa de supervivencia al afio
de 82%)

b. Activado, con peor pronoéstico y en el que predomina la expresion
de genes relacionados con macrofagos y estados de activacion de
fibroblastos, asociados con la progresion tumoral

B. Subtipos tumorales:

a. Clasico: la expresion génica de este subgrupo es superponible al
subgrupo clasico de la clasificacion de Collisson et al. y, al igual que en
esta clasificacion, serian los tumores de mejor pronostico (supervivencia
mediana de 19 meses, frente a los 11 meses del subgrupo basal-like)

b. Basal-like: reproduce las caracteristicas génicas del subgrupo basal
de otros tipos tumorales como vejiga y mama. Otro dato mas que
indica una mayor agresividad de este subtipo es que a él pertenecen la
mayoria de las muestras provenientes de metastasis, aunque parece que
en este subgrupo el beneficio obtenido al administrar quimioterapia

adyuvante seria proporcionalmente mayor al del clasico.
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Segun estos autores, el tercer grupo caracterizado por Collisson et al., el exocrino-
like, realmente seria un falso subgrupo tumoral. Corresponderia a la expresion
génica predominante del tejido pancreatico normal y, por tanto, probablemente

se trataria de muestras de muy poca celularidad tumoral.

3- Bailey et al. (39), poco mas tarde, definirian cuatro subgrupos moleculares
tras el analisis de perfiles de expresion de ARN de 96 muestras de tumor
primario con, al menos, un 40% de celularidad. Cada uno de ellos se asociaria a
distintas caracteristicas clinico-patologicas y supervivencia. En base al perfil de
expresion diferencial de factores de transcripcion y de las dianas en las cascadas
de sefializacion de las vias importantes de diferenciacion en el desarrollo del
pancreas, distinguen los subtipos:
A. Escamoso: Representa el subtipo de peor prondstico. Tienen, al igual
que los tumores escamosos de otros oOrganos, alta expresion de genes
implicados en la inflamacion, la respuesta a la hipoxia, reprogramacion
metabolica, las vias TGF-f y MYC, autofagia y alta expresion de 7P63. Se
asociarian a mutaciones de 7P53 y KDM6A. Seria el subgrupo analogo al
cuasi-mesenquimal de la clasificacion de Collisson

B. Progenitor pancreatico: Similar al subtipo clasico, predomina la

expresion de genes esenciales para el desarrollo pancreatico embriologico
inicial y la formacion de ductos (como PDX1), asi como de la glicosilacion
de algunas apomucinas.

C. Inmunogénico: Presentan muchas caracteristicas similares al subgrupo
anterior, pero con un gran infiltrado inmunolégico asociado. Tendrian
alta expresion de genes de vias de sefializacion inmunitarias, sobre todo
relacionados con actividad de linfocitos citotoxicos y células T reguladoras,
por lo que podria ser un subgrupo en el que la inmunoterapia podria tener
mayor papel.

D. Aberrantemente diferenciado endocrino exocrino (ADEX): Podria

considerarse como un subgrupo del subtipo B (progenitor pancreatico),
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pero con mayor expresion de las vias de desarrollo pancreatico de mayor
madurez y diferenciacion hacia pancreas exocrino o endocrino. Seria mas
parecido al subgrupo endocrino-like de Collisson.

Como se ha comentado, los autores realizan una analogia de sus cuatro subgrupos

con los de las clasificaciones anteriores y justifican sus cambios y diferencias.

Estas tres clasificaciones se compararon directamente en el trabajo publicado en
2017 por el grupo “The Cancer Genomic Atlas” (TCGA), en el que se lleva a cabo un
perfil genoémico, transcriptdmico y proteémico de las muestras de 150 muestras de
tumor primario (43). Ante la dificultad de realizar el analisis de ARN con muestras de
escasa celularidad, que en los tumores pancreaticos son gran parte de ellas, distinguen
dos grupos: alta pureza (>33%, 76 de las 150 muestras) y baja pureza (<33%, las 74
restantes). Aplicando las técnicas de clustering de las tres clasificaciones previamente
descritas (Collisson et al., Moffit et al. y Bailey et al.), concluyen que, mientras que
los subgrupos clasico (o progenitor pancreatico) y basal (o escamoso) se identifican
independientemente de la pureza de las muestras, el resto s6lo son reconocibles en
las muestras de escasa pureza. Ademas, realizan andlisis de metilacion, protedomica y
ARN no codificante en las muestras de alta pureza, que reafirma la presencia de los
dos subgrupos: clasico y basal. Estos hallazgos sugieren que el resto de subgrupos
realmente reflejarian la expresion génica de células no neoplasicas de las muestras,
que contaminarian el analisis. Mas recientemente esta idea ha sido consolidada en
otro estudio en el que también relacionan estos dos subtipos con el prondstico y
la respuesta a tratamiento con FOLFIRINOX. Este grupo desarrolla ademas una
plataforma gendmica basada en la expresion de 16 genes para clasificar las muestras

en estos dos subgrupos, con el objetivo de buscar su aplicabilidad en la clinica (56).

Aunque estas son las clasificaciones y trabajos mas relevantes en lo que respecta
a los subtipos transcriptomicos de adenocarcinoma de pancreas, encontramos otros
estudios similares basados en el analisis de muestras de tumores primarios que
los subclasifican entre dos y cinco subtipos, algunos de ellos superponibles a los

anteriores (57—61). La tabla 2 recoge los principales subtipos de estas clasificaciones.
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Especificos
Publicacion Subtipos definidos que potencialmente se solapan de
clasificacion
Collissonetal- 1 = 400 Cuasi- | o docrino-like
(41) mesenquimal
Estroma
Moffit et al. Clasico Basal-like normal vs
(42) .
activado
Bailey et al. Proger}ltior Escamoso ADEX Inrpgno-
(39) pancreatico génico
Kim et al. (57) Subtipo 2 Subtipo 1 Subtipo 3 Subtipo 1
Janky et al.
(58) k3cl3 k3cl2 k3cll
Muetlse;)et al. Cluster 1 Cluster 2 Cluster 5 Cluster 4 Cluster 3
Estroma rico
Maurer et al. , . . en matriz
(o1) Clasico Basal-like extracelular vs
inmune
Puleo et al. L. Basal-like Desmoplasico,
Clasico puro estroma
(60) puro .
activado

Tabla 2. Subtipos transcripcionales de las distintas clasificaciones de adenocarcinoma de pancreas mas

reconocidas.
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Un dato importante y comun de estas clasificaciones es que se han llevado a cabo,
en su mayoria, tras el analisis de muestras de tumor primario. Mas recientemente

también se han intentado analizar y clasificar muestras procedentes de metastasis.

En este escenario, el primer estudio relevante por cantidad y calidad del material
es el de Connor et al. (40), en el que se incluyen 289 pacientes con un total de
224 muestras de tumor primario y 95 de tejido metastasico, pareadas en 19 de
los pacientes. En este ultimo subgrupo evidencian que las firmas mutacionales se
conservan en la evolucion, siendo capaces de detectar los mismos subtipos de las
clasificaciones de Collisson, Moffit y Bailey. Adicionalmente afaden un analisis
de expresion de 76 genes relacionados con la hipoxia, generando un score con
valor prondstico, que también es bastante concordante en las muestras pareadas y
es independiente de las variantes clinico-patologicas o las firmas mutacionales. De
acuerdo a esta caracteristica, los tumores considerados de alta hipoxia, tendrian una
supervivencia significativamente menor, encontrandose en mayor proporcion en los
subtipos de peor pronostico (basal) aunque pueden pertenecer a cualquiera de los

subtipos.

Otra clasificacion importante que considera el analisis de metastasis es la del

grupo canadiense de Chan-Seng-Yue et al. (62). En este trabajo realizan secuenciacion

gendmica y transcriptomica de muestras de tumor primario y metastasis. Tras
microdiseccion laser para evitar al maximo la contaminacion con elementos
del estroma, confirman ademas los patrones de expresion mediante la técnica de
“single-cell”. Con ello subclasifican los tumores en “Clasico-A”, “Clasico-B”,
“Basal-like A”, “Basal-like B” ¢ “Hibrido”. Los subtipos A y B serian subdivisiones
de los subtipos clasico y basal de las clasificaciones previas y el “Hibrido” seria
un nuevo grupo que englobaria aquellos tumores que no pueden incluirse en los
subtipos anteriores, por la presencia de multiples firmas de expresion. Al relacionar
estos subtipos con los estadios clinicos, la mayoria de tumores clasicos (A o B)

serian tumores de estadios iniciales y, por el contrario, los “Basal-like A” son muy
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raros en tumores resecables. Por tanto, la mayoria de tumores considerados en las
clasificaciones previas como subtipo basal, en esta clasificacion realmente serian
“Basal-like B” o “Hibridos”. Esta subdivision ademas sugiere que el subgrupo
“Basal-like” es muy diferente dependiendo del estadio: en enfermedad localizada
los subtipos considerados en el resto de clasificaciones como agresivos (cuasi-
mesenquimal, basal y escamoso) se subdividirian en “Basal-like B” e “Hibridos”; y
en enfermedad metastasica el subgrupo “Basal-like A” tendria peor supervivencia y

seria altamente quimiorresistente (no el subtipo B).

A pesar de todas estas evidencias y avances, a dia de hoy no se dispone de una
clasificacion molecular del cancer de pancreas unica aceptada con aplicacion clinica
ni guias de actuacion especifica para estos subtipos tumorales. De hecho, la mayoria
de los pacientes no se van a someter a una intervencion quirdrgica y en muchas
ocasiones el acceso al tejido de lesiones metastasicas es limitado, por lo que en gran
parte de los casos no disponemos de muestras adecuadas para poder realizar estudios
moleculares 6ptimos que favorezcan el desarrollo de la Medicina Personalizada en

este tipo tumoral.

1.3. Biopsia liquida en cancer de pancreas

Enlostltimos afos, araiz de lanecesidad de nuevos biomarcadores para optimizar
el manejo del cancer, preferentemente no invasivos y dinamicos, practicamente en
todos los tumores se esta desarrollando la técnica conocida como “biopsia liquida”.
Esta nueva herramienta consiste en la deteccion de material genético tumoral,
fundamentalmente en sangre, pero también en otros fluidos corporales como orina,
saliva o liquido cefalorraquideo. El analisis preciso de estas sustancias, obtenidos de
forma mucho mas sencilla e indolente que las biopsias tisulares, podria permitirnos
tanto el diagndstico, como una vision global y a tiempo real de las alteraciones

moleculares del tumor y de las metastasis (63—68).
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El uso de la biopsia liquida seria todavia mas importante en adenocarcinoma de
pancreas, tumor en el que por su localizacion y caracteristicas histologicas (estroma
de alta densidad y escasa celularidad neoplasica) la obtencion de material tumoral
de calidad optima para estudios moleculares es tan dificultosa. La gran escasez de
medios que posibiliten aplicar una “Medicina de Precision” para mejorar resultados
en esta neoplasia estd aumentando el interés por la biopsia liquida, generando

investigacion en este campo en los distintos escenarios de esta enfermedad.
Métodos de biopsia liquida mas utilizados en adenocarcinoma de pancreas

Aunque existen estudios de analisis molecular en cancer de pancreas con
potencial aplicacion practica en saliva, orina y jugo pancreatico (69-72), sin duda,
el mayor desarrollo de la biopsia liquida viene de la mano del analisis de muestras
de sangre. Los biomarcadores sanguineos fundamentales, ademas de los marcadores
tumorales proteicos mas clésicos, serian las células tumorales circulantes (CTCs),
vesiculas extracelulares (exosomas principalmente), las plaquetas educadas por
tumor (secuestran ARN tumoral a través de microvesiculas) y acidos nucleicos
libres (ADN y ARN). Pese a que cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas y
existe gran cantidad de investigacion en todas estas modalidades, la mayoria de los
trabajos se han centrado en el estudio en plasma del ADN libre circulante (cfDNA),
concretamente de la fraccion proveniente del tumor o ADN tumoral circulante
(ctDNA) (73).

Disponemos de diversas técnicas para poder detectar y caracterizar ese ctDNA
liberado a la sangre desde las células tumorales pancreaticas. Estas deben ser lo
suficientemente sensibles y especificas para poder detectar bajas concentraciones de
ctDNA (sobre todo para casos de estadios mas iniciales) y a la vez evitar que el ADN

libre de otras células no tumorales pueda llevarnos a detectar falsos positivos (74).

Podriamos distinguir, de forma general, dos formas de caracterizar este ctDNA,

con sus pros y sus contras:
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* Métodos de secuenciacion basados en el uso de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR): Detectan alteraciones conocidas, en general con mayor
sensibilidad que las técnicas de nueva generacion, mas rapidos y sin requerir
analisis bioinformaticos complejos. De menor a mayor sensibilidad tendriamos:
la PCR cuantitativa (qPCR), capaz de detectar de forma rapida y mas barata
fracciones de mutacion alélica (VAF) en torno al 10%; y la PCR digital
(dPCR), técnica ultrasensible, que detecta VAF entre el 0.0001 y el 0.1%, con
dos modalidades o subtipos: BEAMing (beads, emulsion, amplification and
magnetics) y ddPCR (droplet digital PCR) (72,74).

* Secuenciacion de nueva generacion o “Next- Generation Sequencing” (NGS):
Generan informacion mucho mas amplia, ya que son capaces de encontrar
variantes no conocidas, incluyendo alteraciones genéticas y epigenéticas,
variantes estructurales y variaciones en el nimero de copias (CNV). Es una
técnica mas costosa, tanto en dinero como en tiempo y requiere de amplia
experiencia para el analisis de los resultados. Aunque inicialmente los métodos
de secuenciacion convencional proporcionaban escasa sensibilidad, se han
desarrollado nuevas plataformas que han mejorado mucho en este aspecto,
con sensibilidades cercanas a las técnicas anteriores (75). Técnicas de este tipo
serian: Safe-Sequencing System (Safe-Seq) (76), lon-AmpliSeq (77),Cancer
Personalized Profiling by deep Sequencing (CAPP-seq) (78), Tagged-Amplicon
deep sequencing (TAm-Seq) (79), Integrated digital error suppression-enhanced
CAPP-seq (iDES-enhanced CAPP-seq) (80), sensitive mutation detection using
sequencing (SiMSen-seq) (81) o Base-Position Error Rate (BPER) (75,82).
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PCR
NGS
dPCR (ddPCR y
aPCR BEAMing)
* Mayor informacion
* Analisis
* Rapida * Alta especificidad Ziilgg?;?}rég :113
Ventajas * Barata * Alta sensibilidad conocidas
* Alta especificidad | * Sencilla (ddPCR) | | Identifica variantes
estructurales y
CNV
, . » Mas caro
* S6lo mutaciones -
, . * Sensibilidad
* Solo mutaciones puntuales .
. variable
. puntuales * Alto precio 1o s
Desventajas . o o * Analisis
* Baja sensibilidad * Procedimiento . e
. bioinformatico
(0.1%) complicado de resultados
(BEAMing) .
complejo

Tabla 3. Comparativa de ventajas y desventajas de las técnicas de analisis de ctDNA. PCR:
Polimerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa); gPCR: quantitative PCR; dPCR:
digital PCR; ddPCR: droplet digital PCR; NGS: Next Generation Sequencing; CNV: copy number

variations (variacion en el nimero de copias)

ctDNA como herramienta para el diagnéstico precoz

Una de las razones del mal prondstico del adenocarcinoma de pancreas es que
alrededor del 85% de los casos se diagnostica en forma de tumores no resecables. Esto
sucede, en parte, por la ausencia de métodos de cribado poblacional que permitan un
diagnostico mas temprano (21). A pesar de que gran cantidad de pacientes recaen tras
la cirugia, ésta es la inica estrategia potencialmente curativa, con gran diferencia en la

supervivencia a los 5 afios entre estadios localizados y avanzados (aproximadamente
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20% frente a 3%, respectivamente) (83). Ante la necesidad de herramientas para
la deteccion de mayor porcentaje de casos en fases iniciales, la biopsia liquida se
postula como un candidato ideal para esta tarea, al ser un método minimamente
invasivo y altamente reproducible. No obstante, hay que tener en cuenta que para que
una técnica sea valida para el diagnostico precoz, debe tener suficiente sensibilidad
para detectar el tumor en fases muy iniciales y tal especificidad que la tasa de falsos

positivos sea minima.

Aunque es posible detectar ctDNA en todos los estadios, el porcentaje de
pacientes en los que lo conseguimos aumenta cuanto mayor es el estadiaje tumoral
(del 30-65% en tumores iniciales, frente al 70-80% en estadios avanzados), por su
mayor concentracion a medida que aumenta el volumen tumoral (64,84—89). Las
mutaciones en KRAS, presentes en un 90% de los tumores pancreaticos, y detectables
ya en las lesiones premalignas (PanIN) probablemente como evento iniciador
tumoral, convierten a esta alteracion molecular en el candidato mas estudiado y

prometedor para el diagndstico temprano (68,90-92).

En un metaanalisis de siete estudios en el que se evaluo la capacidad de
distintas modalidades de biopsia liquida para diagnéstico en adenocarcinoma de
pancreas, la sensibilidad y especificidad del ctDNA se estimé en un 0.64 y un 0.92,
respectivamente (93). Estudios posteriores con técnicas de mayor sensibilidad,
como es la ddPCR, alcanzan una sensibilidad mayor, siendo capaces de detectar la
mutacion de KRAS hasta en un 71% de los pacientes (94). Sin embargo, no hay que
olvidar que existen muchos otros tumores que presentan mutaciones en este gen,
asi como lesiones premalignas y otras circunstancias como la presencia de lesiones
benignas pancredticas o pancreatitis cronicas en las que podriamos detectar estas
mutaciones sin subyacer un tumor invasivo. Incluso, casi en un 15% de voluntarios
sanos, se podria detectar mutaciones de KRAS en cfDNA con técnicas ultrasensibles
(85). Otra cuestion al respecto es la determinacion del punto de corte optimo de la

VAF para considerar la positividad, ya que se ha evidenciado que la VAF de KRAS es
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diferente entre los distintos estadios de la enfermedad y en los casos de alteraciones

no tumorales (87,89).

Para evitar los falsos positivos, que conllevarian la realizacion de pruebas
diagnosticas invasivas no necesarias y un impacto psicoldgico importante en
individuos sin cancer, sera necesario aumentar también la especificidad de las
pruebas que utilicemos. Con este fin, algunos de los estudios han utilizado paneles
de NGS que incluyan otros genes frecuentemente mutados en cancer de pancreas
como son TP53, CDKN2A4 o SMAD4 (95).

Otras estrategias se han centrado en determinar otros biomarcadores asociados
al ctDNA. Por ejemplo, el antigeno carbohidrato 19.9 (CA 19.9) junto con el ctDNA
permitiria distinguir lesiones quisticas benignas de adenocarcinomas con una
sensibilidad de 0.82 y una especificidad de 0.81 (87); asi como pancreatitis cronicas
con sensibilidad de 0.98 y especificidad de 0.77 (96). Otra combinacion de proteinas
y ctDNA que se muestra prometedora segun los resultados de un estudio es el uso
conjunto del antigeno carcinoembrionario (CEA), CA 19.9, osteopontina y el factor
de crecimiento hepatocitario (HGF). Mientras que utilizando so6lo la deteccion de
mutaciones de KRAS (codones 12 y 61) se detectaron un 30% de los casos de cancer
de pancreas, con la asociacion de los cuatro biomarcadores la sensibilidad aument6
al 64% y consiguid una especificidad del 99.5% (s6lo uno de los 182 controles sanos

obtuvo un resultado positivo en uno de los cuatro) (92).

Mas recientemente, y no solo en adenocarcinoma de pancreas, el estudio de
las alteraciones epigenomicas y los estudios de metilacion en cfDNA parecen
demostrar mayor capacidad para detectar y localizar de forma especifica tumores
en estadios iniciales (97). Asi, en un subestudio prospectivo de casos y controles
(maés de 4000 muestras no tumorales y casi 2500 de individuos con mas de 50 tipos
diferentes de cancer), el analisis de metilacion de cfDNA permitio la deteccion y

localizacion de estos tumores en diferentes estadios (incluyendo estadios iniciales).
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En el caso concreto de adenocarcinoma de pancreas, las sensibilidades fueron de
0.63 para estadios I, 0.83 en estadio II, 0.75 en estadio IIl y 1 en estadio IV (98).
Otros trabajos especificos de adenocarcinoma de pancreas consiguen sensibilidades
y especificidades mayores al 90% con la combinacion de diversos marcadores de
metilacion en cfDNA (99,100).

Pese a que estas estrategias son muy atractivas y esperanzadoras, ninguno de
estos métodos ha demostrado todavia su utilidad en la practica clinica para poder

usarlo como herramienta de cribado poblacional, ni siquiera en grupos de alto riesgo.

ctDNA en el contexto perioperatorio y en el seguimiento

Del mismo modo que se ha logrado aislar ctDNA en pacientes con tumores en
estadios iniciales, también existen estudios en los que se ha valorado su persistencia

tras cirugia, suimplicacion en la evolucion posterior y la utilidad de su monitorizacion.

Como ya se ha mencionado, la mayoria de los pacientes en los que es posible una
intervencion recaeran tras la cirugia. Hasta un 60% de los casos resecables de inicio
presentara la recaida durante los tres primeros aflos de seguimiento y un 80 % de los
considerados “borderline” (resecables, pero con necesidad de reseccion vascular y/o
tratamiento preoperatorio), lo hara durante el primer afio (101,102). En este contexto,
resultaria de gran interés disponer de biomarcadores que nos ayudaran en el dia a
dia a la toma de decisiones en cuanto al tratamiento postoperatorio, nos asistieran
en el seguimiento o incluso pudieran seleccionar mejor a los pacientes que vayan a
beneficiarse mas de la cirugia o de tratamiento preoperatorio sistémico. Teniendo en
cuenta que se trata de intervenciones quirtrgicas de alta morbimortalidad, podriamos
evitarla en aquellos casos en los que se pudiera predecir una recidiva inmediata vy,
por tanto, estimemos que el balance riesgo-beneficio no sea adecuado. Por ello la

posibilidad de aplicar el analisis de ctDNA seria conveniente también en este marco.
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Varios estudios individuales y un metaanalisis de trabajos retrospectivos que
incluy6 375 pacientes coinciden en que la deteccion de ctDNA en muestras de plasma
preoperatorias de tumores resecables son indicativas de peor prondstico (86,103—
105). De este modo, en este metaanalisis se objetivo una peor supervivencia global
(SG) en los casos con ctDNA positivo preoperatorio (HR=2.3, 95% CI: 1.1-4.6),
y una tendencia estadisticamente no significativa a presentar un mayor riesgo de
recidiva (HR=1.96, 95% CI: 0.65-5.9) (105). En esta misma linea, en un estudio con
105 pacientes en el que se analiz6 la presencia de la mutacion de KRAS en ctDNA
empleando ddPCR, las diferencias en supervivencia libre de recaida (SLR) y SG
fueron claramente distintas entre los pacientes con ctDNA positivo frente a negativo:

6 vs. 16 meses (p <0.001) y 14 vs. 28 meses (p < 0.0001), respectivamente (103).

Asi mismo, también se ha evaluado el valor prondstico de la positividad de
ctDNA en las determinaciones tras la cirugia (86,94,102,104—108). Después de una
reseccion considerada completa y teniendo en cuenta que la vida media del ctDNA
es muy corta, éste ya no se deberia detectar en muestras de plasma extraidas tras
la intervencion. Su aislamiento en esa situacion, que por analogia con el término
empleado en neoplasias hematologicas se podria denominar “enfermedad minima
residual” (EMR), indica que probablemente haya una persistencia de enfermedad
y, por tanto, un alto riesgo de recidiva. Esto sucede en un porcentaje de entre un
30 y un 45% de los pacientes (86,100) y, en estos casos, la tasa de recaida llega
a alcanzar el 100% con los tratamientos estandar (86). Al igual que ocurre en el
escenario preoperatorio, la deteccion de mutaciones de KRAS en el ctDNA tras
cirugia implica una peor GS y SLP, hecho evidenciado tanto en el metaanalisis antes
mencionado como en otros trabajos (86,102,107) (SG: HR=3.7, 95% CI: 1.45-9.3,y
SLR: HR=2.2, 95% CI: 0.99-4.9) (105). De este modo, en los casos en los que tras
la cirugia ya no se logre detectar ctDNA, el riesgo de recidiva parece menor que en
los pacientes en los que persisten altos los niveles de ctDNA (86). Asi mismo, se ha
evidenciado lo contrario con la situacion opuesta: la conversion de ctDNA negativo

a positivo entre la muestra obtenida en las 24 horas antes de la intervencion y la
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extraida previa al alta (resuelto el proceso inflamatorio postoperatorio inmediato)
también se ha identificado como factor prondstico independiente de SG seglin un
estudio japonés con 45 pacientes resecables (HR=9.4; 95% CI: 2—44; p=0.004)
(108).

El seguimiento mediante biopsia liquida en pacientes intervenidos ha sido
igualmente evaluado en diversas investigaciones como factor pronostico y como
método para detectar la recaida de forma precoz. De este modo, en un estudio con
39 pacientes en el que se les monitorizaba de forma prospectiva, la emergencia de
la mutacion de KRAS predijo peor SG (HR=54, 95% CI: 6.6-447, p<0.001) (104).
Seglin otros trabajos, con esta técnica se detectaria la recidiva entre 84 dias (102)
y 6.5 meses (106) antes de por los métodos radioldgicos convencionales, con una
sensibilidad y especificidad en torno al 90%. Un asunto que quedaria por resolver
es si la deteccion precoz de estas recidivas realmente tendria una implicacion en la

mejora de la supervivencia global.

Todas estas evidencias nos harian plantearnos claras aplicaciones en la practica
clinica rutinaria. Es posible que los pacientes resecables en los que se detecte
ctDNA en determinaciones preoperatorias pudieran beneficiarse en mayor grado de
estrategias de tratamiento neoadyuvante, ya que parece el subgrupo que presenta
las mayores tasas de recidiva y recidivas mas precoces tras la intervencion. Por
otra parte, aunque la variacion de la VAF durante el tratamiento neoadyuvante no
se ha mostrado til en alglin estudio para la toma de decisiones (89), es necesario
continuar con la busqueda de biomarcadores en este contexto, en el que en muchos
casos se mantienen dudas acerca de la posibilidad de conseguir una reseccion
completa tras el tratamiento y/o si esos pacientes van a presentar recidivas precoces.
También, a la hora de determinar y monitorizar el tratamiento adyuvante de forma
optima, podria tener utilidad el ctDNA. En esta direccion, algunos indicios apuntan
a que podria aportar mayor beneficio un tratamiento adyuvante mas intensivo en

los casos en los que hay deteccion de ctDNA en el postoperatorio, aunque esto
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es solo una hipoétesis de algin pequetio estudio (86). Ademas, en los pacientes en
los que, pese a estar recibiendo un tratamiento adyuvante aumentara la VAF, podria
ser un indicador de desarrollo de resistencia al mismo y, por tanto, de necesidad de

modificarlo o suspenderlo para evitar toxicidad.

En cualquier caso, es absolutamente imprescindible evaluar de forma reglada
y dentro de ensayos clinicos la aplicabilidad de la biopsia liquida para la toma de
decisiones a nivel asistencial en adenocarcinoma de pancreas localizado. En este
aspecto, ya hay en marcha algunos de ellos, como son el DYNAMIC-Pancreas
(ACTRN12618000335291) o el PROJECTION (NCT04246203), que sin duda

aportaran datos relevantes en este escenario.

ctDNA para monitorizacion de tratamiento en enfermedad no resecable

Enpacientes conadenocarcinoma de pancreas localmente avanzado o metastasico,
la deteccion de ctDNA previo al tratamiento ha demostrado tener peor pronostico en
términos de SLP y SG en varios trabajos, incluyendo estudios prospectivos fase 1/

Il y un metaanalisis que integraba los datos de mas de mil pacientes (107,109-117).

Aunque con menor evidencia que en otros tumores, también disponemos de
algunos indicios que sugieren que la monitorizacion del ctDNA durante el tratamiento
pueda servir como herramienta que nos permita evaluar la respuesta. A pesar de que
en este contexto no contamos con muchas opciones terapéuticas, sabemos que la
eficacia de los tratamientos es bastante limitada y que, en ocasiones, las toxicidades
derivadas de los mismos hacen que el beneficio sobre el paciente sera todavia menor.
Adicionalmente, la interpretacion radiologica de las pruebas de imagen en cancer
de pancreas puede ser compleja. A veces es muy dificil distinguir entre tumor y
fibrosis, pueden existir respuestas radiologicas discordantes (reduccion del tamaiio
de unas lesiones y aumento de otras); o incluso haber mejoria en las imagenes y

empeoramiento clinico o viceversa. Por todo esto, la posibilidad de valorar la
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respuesta al tratamiento de forma precoz o poder complementar la informacion de la
evolucion de la enfermedad a través de biopsia liquida, ayudaria enormemente a la
toma de decisiones, evitando cirugias o tratamientos sistémicos toxicos que pudieran

ser futiles y/o la discontinuacion de terapias globalmente efectivas.

Segun los resultados del subgrupo de 20 casos que recibieron neoadyuvancia y
posteriormente fueron intervenidos dentro de un estudio con 59 paciente (39 fueron
resecados sin tratamiento preoperatorio), la deteccion de ctDNA en el momento
previo a la cirugia se asoci6 a de forma significativa peor SLP (mediana de 8 frente a
19 meses) y SG (14 meses en el grupo de ctDNA detectable y mediana no alcanzada
en el subgrupo ctDNA negativizado). Del conjunto global de casos, un mayor
porcentaje de pacientes en el grupo de cirugia directa presentaba ctDNA detectable
antes de la cirugia (el 69%, frente al 21% de los que recibieron neoadyuvancia), y en
todas las ocasiones en las que se detectaba ctDNA tras neoadyuvancia se evidencio
recidiva (con una mediana de SLR de 5 meses) (102). En otro estudio en el que
se realizaron determinaciones seriadas de ctDNA en 34 pacientes tratados con
intencion neoadyuvante, sin embargo, las variaciones en la VAF de KRAS en ctDNA
no se correlacionaron con la resecabilidad (si hubo correlacion en el caso de las

variaciones del DNA contenido en exosomas) (89).

Algunos de estos trabajos incluyen también pacientes estadio I'V, del mismo modo
en que se han analizado estas variaciones de ctDNA en grupos bastante uniformes
de pacientes con enfermedad metastasica tratados con el mismo tratamiento. En
un primer estudio asiatico en el que se monitorizo la evolucion de las mutaciones
de 5 genes en ctDNA de 13 pacientes metastasicos, la emergencia de mutaciones
de KRAS predecia la progresion temprana al tratamiento y, en 10 de ellos, las
variaciones en los niveles de ctDNA coincidio con la respuesta radiologica al mismo
(118). En la misma linea, dos estudios posteriores ofrecieron resultados similares,
correlacionando las variaciones en el ctDNA en 21 (119) y 39 pacientes (104) no

resecables. Asi mismo, en un estudio aleman en 54 pacientes con tumores avanzados
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que recibian quimioterapia de primera linea con gemcitabina y nab-paclitaxel,
ademas de correlacionar la presencia de mutaciones de KRAS en la muestra basal
con una peor SG, el descenso de la VAF de KRAS durante el tratamiento predijo
la respuesta. Del mismo modo, su aumento fue capaz de prever la progresion de
enfermedad con una sensibilidad del 83% y una especificidad del 100% (120). Estos
y otros autores han comunicado que los cambios dinamicos de c¢tDNA durante el
tratamiento no soélo se relacionan con el volumen de enfermedad, sino también con
la SLP y la SG (120,121). También existiria una asociacion significativa entre la
SG y la velocidad de variacion de los niveles de ctDNA, con mejor SG en los casos
de descenso rapido y pronunciado (122). Resultados similares se obtuvieron en un
grupo homogéneo de pacientes que recibieron tratamiento de segunda linea dentro
de un ensayo clinico fase II (123). Sin embargo, encontramos algun otro estudio en

el que no se reprodujeron estos resultados (89).

Ademas de evolucion de las mutaciones de KRAS en ctDNA, también se han
evaluado variaciones en otros genes frecuentemente mutados de adenocarcinoma de
pancreas con potencial utilidad para monitorizar la respuesta al tratamiento en este
escenario, como TP53, SMAD4, CDKN2A, ERBB2 o ATM (118,124,125). En todos
estos estudios, los cambios en los niveles de otros marcadores tumorales clasicos no
lograron demostrar un papel claramente predictivo de respuesta. Otro punto de debate
es el momento 6ptimo de extraccion de las muestras para predecir la respuesta, ya
que en los primeros siete dias puede existir un aumento de la VAF no indicativa de
progresion. Algunos de los estudios parecen indicar que las variaciones a los catorce

dias, en cambio, si anticiparian la respuesta radiologica (120,126).

Nuevamente, hay que tener en cuenta que estos datos derivan de pequefios
estudios y que, para poder llevar el uso del ctDNA a la practica clinica como método
de monitorizacion de respuesta a tratamiento y aplicarlo a la toma de decisiones,
se necesitan ensayos clinicos prospectivos de mayor tamafio muestral para poder

validar estos resultados.
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ctDNA como técnica de caracterizacion molecular

Una de las grandes limitaciones a la hora de conseguir mejoras terapéuticas
en adenocarcinoma de pancreas es la dificultad para obtener muestras tumorales
de la cantidad y calidad suficiente para poder realizar estudios que identifiquen

alteraciones moleculares que predigan respuesta a tratamientos dirigidos (127).

Sabemos que en este tipo tumoral existen diversas anomalias en genes “driver”
que permitirian a los pacientes recibir terapias especificas, como son como KRAS,
CDKN2A4, ERBB2, BRCA1/2, NTRK, PI3K, BRAF o genes de la via reparadora del
ADN. En el marco de un estudio de caracterizacion molecular estadounidense en
pacientes con adenocarcinoma de pancreas conocido como “Know Your Tumor”
(KYT), se realiz6 un analisis retrospectivo de los resultados obtenidos en la evolucion
clinica posterior de los pacientes testados. Segun este trabajo, no sélo se lograron
identificar este tipo de alteraciones hasta en un cuarto de los pacientes, sino que se
evidencio que un tratamiento especifico se traducia en mejoras en la SG (33,128).
En este programa se incluyé a 1856 pacientes con adenocarcinoma de pancreas, en
los que solo en un 58% de los casos el material tumoral fue adecuado para poder
realizar el analisis molecular y obtener un informe de los resultados. Un 26% de estos
pacientes analizados presentaban alteraciones moleculares subsidiarias de tratamiento
dirigido (189 pacientes) y, de ellos, 46 recibieron tratamiento personalizado. En este
conjunto de pacientes en los que finalmente recibieron una terapia dirigida la SG fue
significativamente mayor que los que recibieron terapia no guiada por resultados
moleculares (2.58 vs. 1.51 afios, p < 0.0001). Estas diferencias en supervivencia no
se observaron al comparar a los pacientes que presentaban alteraciones moleculares
y no recibieron tratamiento personalizado con aquellos que no presentaron ninguna
anomalia accionable. Este hecho sugiere que estas alteraciones moleculares tendrian

un valor predictivo y no pronostico (33).



42

Por fortuna, el fenémeno de la personalizacion del tratamiento, aunque
lentamente, parece que se esta convirtiendo en una realidad en cancer de pancreas.
Olaparib, en diciembre de 2019, fue el primer fArmaco dirigido aprobado para su uso
especifico en este tumor. El ensayo clinico fase III randomizado “POLO” demostro
beneficio estadisticamente significativo en SLP frente a placebo como tratamiento
de mantenimiento en pacientes metastasicos con mutacion germinal de BRCA que
no hubieran progresado a quimioterapia de primera linea basada en platino (31).
Ademas de olaparib, algunos de los tratamientos tumor agnosticos que se estan
comercializando en los ultimos afios también brindan la posibilidad de obtener
beneficio en pacientes con cancer de pancreas. Asi, los pacientes con deficiencia de
los genes de reparacion de los errores de apareamiento del ADN (mismatch repair)
o inestabilidad de microsatélites (AMMR o MSI-H), aunque sélo representan un 1%
de los tumores de pancreas, pueden beneficiarse de tratamiento con pembrolizumab
y probablemente también conseguirian mejoras con otro tipo de farmacos
inmunoterapicos (129,130). En este mismo contexto, entrectinib y larotrectinib, dos
inhibidores tirosina quinasa activos frente a tumores sélidos que presentan fusiones
de NTRK, podrian emplearse en los pacientes con estas alteraciones gracias a los
resultados obtenidos en ensayos clinicos “tipo basket” (131,132). Otro gen cuya
fusion genera grandes expectativas por su potencial implicacion terapéutica es NRGI:
en un estudio fase I con zenocutuzumab o MCLA-128 (anticuerpo biespecifico anti
Her2-3) dos pacientes con adenocarcinoma de pancreas con esta fusion presentaron
respuestas profundas y muy duraderas (133), por lo que esta en marcha un estudio
fase 11 con una rama dedicada a este subtipo tumoral (NCT02912949). Sin duda, el
farmaco que ha abierto enormes esperanzas en torno a la posibilidad de personalizar
el tratamiento en adenocarcinoma de pancreas es sotorasib. Se ha convertido en el
primer inhibidor de KRAS que ha demostrado eficacia y excelentes resultados en el
bloqueo de este gen, tradicionalmente considerado como “undruggable”, y mutado
casi universalmente en cancer de pancreas. La limitaciéon en adenocarcinoma de
pancreas es que sotorasib inhibe Unica y especificamente la mutacion KRAS G12C,

presente s6lo en aproximadamente un 1% de los casos (134). A pesar de ello, este
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avance alienta a seguir investigando en este campo con el objetivo de conseguir
otros fArmacos capaces de impedir la actividad distintas mutaciones de KRAS, por
lo que actualmente existe un gran interés en su desarrollo y estan en marcha ensayos

clinicos con distintos inhibidores (135-137).

Todos estos datos argumentan la necesidad e importancia cada dia mayor de la
realizacion de estudios moleculares en pacientes con adenocarcinoma de pancreas,
y nos hace plantearnos alternativas al analisis en tejido tumoral. En este aspecto,
la biopsia liquida se posiciona como la mejor candidata para superar este gran
problema para el avance en la medicina de precision en cancer de pancreas. Diversas
investigaciones han evaluado la concordancia entre los resultados obtenidos de la
secuenciacion en tejido y plasma. En este aspecto, el primer trabajo que demostro la
factibilidad de deteccion de alteraciones moleculares en plasma mediante NGS en
pacientes con tumores avanzados biliopancreaticos sin necesidad de un estudio en
tejido se publicd en 2015 (138). Segun un metaanalisis de 14 estudios que recogia
los datos de 369 pacientes de todos los estadios, la correlacion entre plasma y tumor
utilizando paneles de NGS era del 31.9%. En cambio, si se consideraban solo los
trabajos que analizaban la concordancia de KRAS, coincidian en un 65% de los casos
(139). En cuanto a las diferencias, el 38% de las mutaciones se detectaron s6lo en
tumor, mientras el 30% so6lo en biopsia liquida, lo que podria estar relacionado con
la heterogeneidad intratumoral y la emergencia de diferentes clones en el tumor
primario y la metastasis. Otro estudio que incluyé pacientes con adenocarcinoma
de pancreas y de colon, tras el analisis de muestras de tejido y plasma mediante
un panel de 56 genes, observaba que un 78% de las alteraciones detectadas en
plasma no se pudieron detectar en tumor primario. Con estos datos concluian que
las muestras de plasma eran mas representativas de la heterogeneidad tumoral que
las tisulares (140). Adicionalmente hay que tener en cuenta los posibles cambios en
la evolucion temporal. Segun algunos trabajos, las mutaciones en genes “driver”
en adenocarcinoma de pancreas habitualmente se mantienen durante la evolucion

clonal. No obstante, a lo largo de la progresion tumoral se pueden anadir otras
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alteraciones moleculares que serian detectables en biopsias de lesiones metastasicas,
pero no en tumor primario (40,140,141). En este aspecto, el estudio del ctDNA nos
daria una vision mas adaptada, integrada y en tiempo real de la enfermedad tumoral,
proporcionando informacion completa del genoma del tumor y permitiendo la

identificacion de cambios que ocurren con la respuesta y la progresion al tratamiento.

Algunos estudios ya han valorado la posibilidad de detectar en plasma
alteraciones moleculares subsidiarias de un tratamiento dirigido y que, por tanto,
pudieran sustituir el analisis molecular en tejido. De este modo, dentro del programa
anteriormente comentado “KYT” también se intentd correlacionar la informacion
obtenida de muestras de plasma con las tisulares (142). Aunque fueron capaces
de identificar alteraciones sobre las que administrar tratamientos personalizados
en tejido y biopsia liquida, el panel de NGS utilizado no fue capaz de lograr tal
concordancia que permita afirmar que el analisis en plasma pudiera sustituir a la
biopsia clasica con este objetivo. Segtin otro trabajo, hasta en un 75% de los pacientes
con tumores avanzados presentaban al menos una alteracion en el ctDNA (143) y en
un estudio japonés detectaban alguna anomalia potencialmente accionable en el 29%
de los casos (144). Entre estos genes se encuentran ATM o PALB2 (predictivos de
sensibilidad a inhibidores de PARP o sales de platino); CCND2, CDK4 y CDKG6 (a
inhibidores de ciclinas); ALK, EGFR o KIT (con posibles respuestas a inhibidores
de ALK, EGFR y KIT, respectivamente); AKT1, AKT2, ARIDI1A, o PIK3CA (podrian
responder a inhibidores de la via PI3K/AKT/mTOR); o receptores de tirosina, con
posible sensibilidad a inhibidores de éstos, como AXL, EGFR, FGFRI, FLT3 o
PDGFRA. Un andlisis mas reciente de 357 muestras de 282 pacientes con un panel
de NGS que incluia 73 genes hallo alteraciones con potencial terapéutico casi en la
mitad de los casos (48%). Otro dato interesante de este trabajo fue que, en los 40
pacientes en los que se pudo analizar ctDNA al diagnostico y a la progresion, en mas
de la mitad (23 de ellos) se detectaron alteraciones genéticas nuevas o adquiridas,
ninguna de ellas presentes en el tejido basal. Este hecho hace pensar que la biopsia
liquida nos daria una idea dinamica y real del panorama molecular de los pacientes
(145).
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Todas estas hipotesis, para poder ser aplicadas a nivel de la clinica, requieren
de mayor evidencia y solidez, por lo que se necesitan mas trabajos para valorar si la

biopsia liquida podria sustituir la biopsia clasica.

1.4. Cultivo de organoides en cancer de pancreas

Durante muchos afios se han utilizado los cultivos celulares como modelos de
estudio “in vitro” para la investigacion en cancer, incluyendo el adenocarcinoma de
pancreas (146). Las lineas celulares constituyen un modelo relativamente simple,
estable, homogéneo, rapido y barato para el conocimiento de la biologia tumoral
y testar la sensibilidad a farmacos. Sin embargo, no son capaces de representar
totalmente la situaciéon “in vivo”, ya que no es posible reproducir en ellos todas
las alteraciones sub clonales ni de reflejar las interacciones con otras células del
microambiente tumoral o el estroma, de inmensa importancia en el caso del pancreas.
En los ultimos afios, algunas de estas limitaciones se han podido sobrepasar gracias al

desarrollo de unos sistemas de cultivo tridimensionales llamados organoides (147).

Aunque existen varias definiciones para el término “organoide”, parece que se ha
consensuado considerar como tal a aquellas estructuras tridimensionales que reunan
los siguientes cuatro criterios: 1) conservar la identidad del 6rgano representado; 2)
presentar multiples tipos celulares (los mismos que el 6rgano del que proviene), 3)
exhibir algin aspecto de la funcion especializada de 6rgano y 4) autoorganizarse o

estructurarse segun los mismos principios intrinsecos del 6rgano de origen (148).

De forma muy breve y somera, tras la obtencion de la muestra, para generar el
organoide el tejido debe ser digerido mecanica o enzimaticamente. Posteriormente se
filtra y se cultiva en un medio rico en proteinas como puede ser Matrigel®. Ademas,
los medios de cultivo se suplementaran con diferentes sustancias como factores de
crecimiento y reguladores de la diferenciacion, que simularan las condiciones del
lugar de origen para que no sélo se origine una estructura tridimensional, sino que

represente al tejido del que proviene (149).
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Recientemente se estan optimizando las técnicas de generacion de organoides,
consiguiendo no soélo el cultivo de células madre epiteliales provenientes del tumor,
sino que se han podido establecer cocultivos con células inmunes y fibroblastos
asociados a tumor (150-152). De este modo, todavia se recrea mejor el escenario
real, al estar representado el microambiente tumoral. Este componente es de inmensa
importancia en adenocarcinoma de pancreas, tumor en el que hasta el 70-90% del

volumen es estroma, lo que aparentemente es de gran impacto a nivel de eficacia de
los tratamientos (153,154).

. . . Organoides Xenografts
Caracteristicas | Cultivo 2D | Organoides ganol Xenografts g
(cocultivo) humanizados
Concordgnma N N - N —
con paclente
Microambiente ) i N n —
tumoral
Estabilidad ++ + ? ++ ?
Tlen.lp(.) R ++ ++ - -
establecimiento
Adaptabilidad + ++ ? + -
Costes -- - - + ++

Tabla 4. Modelos in vitro mas utilizados en la actualidad con sus principales ventajas y
desventajas con respecto al resto.

Estos nuevos modelos preclinicos, cada uno con sus ventajas e inconvenientes,
estan suponiendo una herramienta de gran relevancia para el desarrollo de la medicina

de precision en multiples tumores, entre ellos, el adenocarcinoma de pancreas (Tabla
4).
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Establecimiento de organoides de pacientes con adenocarcinoma de pancreas

Fue en 2015 cuando se establecieron por primera vez organoides derivados de
tumores de pancreas enhumanos (149,155,156). Estos organoides se sometian a cultivo
con Matrigel® en presencia de un medio de crecimiento intestinal, suplementado
con sustancias como R-SPONDIN1 (modulador de la via Wnt), Noggin (modulador
de la via TGF-p), factores de crecimiento fibroblastico y epidérmico, Gastrin I y
antibidticos, entre otros. Su crecimiento desde lesiones tipo PanIN, malignizacion y
metastatizacion tras su injerto en ratones inmunodeficientes reflejo la historia natural
de la enfermedad. También se identificaron las mismas caracteristicas histoldgicas,
mutaciones “driver” tipicas (KRAS o SMAD4), o caracteristicas fisiologicas (como
la hipoxia o marcadores epigenéticos) de los tejidos tumorales, como muestra de que

representan la biologia tumoral del cancer de pancreas (155,156).

Posteriormente se han desarrollado multiples métodos para generar organoides
pancreaticos y crio preservarlos a largo plazo (149,152,157,158). Sin duda, la
posibilidad de conseguir organoides multicelulares, es decir, cocultivos con otros tipos
celulares de microambiente tumoral como son las células inmunes o los fibroblastos
asociados al tumor (CAFSs), es clave para la generacion de modelos que reflejen mas
fielmente el comportamiento tumoral. El primer trabajo publicado de cultivo exitoso
de organoides con CAFs en adenocarcinoma de pancreas, no sélo demostro que era
factible, sino que identifico dos subpoblaciones diferentes de fibroblastos con distinta
capacidad de generar respuesta inflamatoria y posible implicacion terapéutica (159).
Otro estudio posterior, ademas de células con estromales, se consiguio desarrollar
organoides con linfocitos infiltrantes asociados al tumor (152). Mas tarde no sélo se
han cocultivado organoides de células tumorales e inmunes, sino que se han hecho
ensayos de deplecion de los elementos inmunes, modificando con ello la sensibilidad

a inmunoterapia en estos modelos (160).
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Los primeros organoides se generaron a partir de muestras de tumores primarios
resecados, pero sabemos que la cirugia es factible en un bajo porcentaje de pacientes.
En la mayoria de las ocasiones nos encontramos ante casos en los que s6lo vamos
a disponer de una biopsia de metastasis o de una puncién con aguja fina o bloque
celular procedente del tumor primario obtenido a través de ecoendoscopia. Ademas,
lo habitual durante el curso de la enfermedad es que haya cambios en la biologia de
la enfermedad, derivados de la evolucion clonal y/o inducidos por los tratamientos,
no reflejados en la muestra de tumor primario inicial. Aunque, obviamente, la
rentabilidad es mayor cuando se dispone de gran cantidad de tejido de pieza
quirargica, en algunos estudios se ha comunicado un porcentaje de éxito de 72-87%
en la generacion de organoides con material procedente de biopsias de aguja fina
(161,162). Menos experiencia existe con el establecimiento de éstos a partir de CTCs,
pero ya se ha conseguido en cancer de prostata (163) y pulmon (164). En tumores
pancreaticos, lo mas aproximado a esto fue la generacion de cocultivos con células
inmunes y CTCs aisladas en muestras extraidas de sangre de vena porta (165). Pese a
que todavia parece lejana la posibilidad de obtener organoides de pancreas con CTCs
de sangre periférica, este hecho supondria la integracion de las dos herramientas de

medicina de precision empleadas en esta tesis: la biopsia liquida y los organoides.

Organoide como modelo de estudio de la biologia del adenocarcinoma de

pancreas

Para la caracterizacion molecular del tumor, el modelo de organoide clasico
reproduce las caracteristicas de las células tumorales ofreciendo la ventaja de una
mayor pureza, ya que carece de la contaminacion con células estromales e inmunes
que encontramos el tejido primario. Esto convierte a estas estructuras en una
fuente de células tumorales enriquecidas. Algunos estudios han mostrado que los
organoides reproducen las firmas gendmicas de los tumores primarios (157,161,166),
aunque parece que existen diferencias en la carga mutacional global (167). Como es

esperable, al eliminar los componentes no tumorales presentes en el tejido primario,
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la mayoria de las alteraciones del tumor son detectables en estos modelos (alrededor
del 97%). En los organoides se suelen identificar mutaciones somaticas adicionales
que probablemente en tumor primario estén en un porcentaje tan bajo que queden
enmascarados por las células no tumorales propiamente dichas (161). Probablemente,
por esta misma razon, también se han comunicado en algunos casos diferencias en
variantes estructurales (167) y en la frecuencia alélica (mayor en organoides) (157).
En estos mismos estudios se han comparado los perfiles transcripcionales entre
tumor primario y organoide, con una buena correlacion, por lo que parece que se
mantienen los subtipos “clasico” y “basal-like” de los tumores de los que provienen
(157,161,166).

Con la introduccion de los cocultivos de organoides también se amplia

el conocimiento del microambiente tumoral, tan estudiado y relevante en
adenocarcinoma de pancreas. El estroma desmoplasico, compuesto por la matriz
extracelular, células endoteliales, las células inmunes y los CAFs suponen la mayor
parte del tumor y tienen gran importancia en la migracion e invasion celular, asi
como la resistencia a los tratamientos (168). Estas relaciones se han podido objetivar
en modelos de organoides, como en un estudio en el que se observo que las células
esteladas pancreaticas inducian la rotura de la membrana basal y generaban invasion
estromal, a través de metaloproteinasas de matriz (169). Asi mismo, se ha descrito
que en cocultivos de monocitos, CAFs y células tumorales pancreaticas se genera un
aumento de citoquinas inmunosupresoras que provoca una inhibicion de células T,
responsables del ambiente de inmunosupresion tumoral (154). Otro estudio no solo
demostréd que las células supresoras mieloides promovian el crecimiento tumoral y
suprimian la proliferacion de linfocitos T citotoxicos, sino que postulaban que su

deplecion podia conseguir sensibilidad a inmunoterapia (160).

Del mismo modo, se han realizado estudios en organoides para intentar evaluar

la transformacion metastasica. En trabajos en los que se han generado organoides de

metastasis de distintas localizaciones y en diferentes momentos de la evolucion de la
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enfermedad, las sensibilidades a distintos farmacos fueron cambiando, como reflejo
de la generacion de resistencias a los mismos. En algun caso, aunque se mantenia
el perfil mutacional, se identificaron cambios en el nimero de copias, que podian
representar variaciones epigenéticas responsables de las resistencias (161). No sélo
se han investigado con organoides los cambios moleculares, sino que también se
ha intentado conocer mejor el proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT),
ya que en estas estructuras tridimensionales es posible observar la capacidad
invasiva. De esta forma, se ha constatado la pérdida de E-cadherina como evento
desdiferenciador en modelos de organoides (170) o el papel de SMAD4 y la via de
TGEFB en la adquisicion de un fenotipo invasivo (171,172).

Uso de organoides como test funcional para la identificacion de tratamientos

personalizados en cancer de pancreas

Globalmente el prondstico del adenocarcinoma de pancreas es malo, si bien
es cierto que existe cierta heterogeneidad tanto en la evolucion natural como en
la respuesta a los tratamientos. A pesar de que conocemos distintos subgrupos
genodmicos con potenciales comportamientos y sensibilidades terapéuticas diferentes
(42,44,173), en el momento actual s6lo disponemos de un farmaco que podriamos
considerar “personalizado” con eficacia demostrada en ensayo clinico fase III:
Olaparib, para pacientes con mutaciones de BRCA1/2 (31). Este pequeiio avance, junto
con los datos indirectos del beneficio de la terapia personalizada en adenocarcinoma
de pancreas (33), animan a continuar con la investigacion en este campo. Uno de
los obstaculos ha sido que los modelos preclinicos tradicionales probablemente no
han podido reflejar suficientemente lo que sucede en el paciente, por lo que muchos
farmacos prometedores en fase preclinica no han llegado a demostrar eficacia clinica.
Con el uso de los cocultivos de organoides se prevé minimizar estos problemas e
incluso llegar a individualizar tratamientos, hecho que ya parece evidenciarse en
diversos tumores digestivos, con una sensibilidad del 100%, especificidad del 93% y

valores predictivos positivo y negativo de un 88% y un 100% respectivamente (174).



51

Varios trabajos han evaluado la quimiosensibilidad en modelos de organoides de
adenocarcinoma de pancreas, intentando compararla con la respuesta en los pacientes
(157,161,175,176). En uno de los primeros se testd en 66 organoides la sensibilidad
a gemcitabina, paclitaxel, irinotecan, 5-FU y oxaliplatino en monoterapia, con
importantes diferencias entre ellos, que parecian reproducirse con la evolucion que
habian presentado los pacientes de los que provenian. En los casos en los que se
disponia de organoides en diferentes puntos de la evolucion de la enfermedad de
un mismo paciente, también se pudo evaluar la quimiorresistencia en fases mas
avanzadas (161). En otro estudio que evalud los esquemas gemcitabina asociado a
nab-paclitaxel y FOLFIRINOX en organoides, ratones y pacientes también obtuvo

resultados comparables en los tres escenarios (157).

La pureza de células tumorales que encontramos en los organoides nos
permite identificar alteraciones moleculares frente a las que podemos actuar con
tratamientos dirigidos, lo que también se ha evaluado en algunos de estos estudios.
Por ejemplo, en uno de los trabajos antes mencionados, en la mitad de los casos
resistentes a quimioterapia se encontraron farmacos dirigidos, como Sunitinib,
a los que presentaban sensibilidad. También hubo efecto antitumoral en casos de
quimiosensibilidad y, como era esperable, en aquellos en los que se detectaron
alteraciones especificas, como amplificaciones de £RBB2 o mutaciones de EGFR
(sensibles a afatinib), pérdida de PALB?2 (olaparib) o mutacion de PIK3CA (sensible
a everolimus) (161). Un estudio, en el que se testo la sensibilidad en 24 organoides
de adenocarcinoma de pancreas con un panel de 76 drogas, detectaron respuestas
similares con farmacos que actuaban a nivel de las mismas vias moleculares o
procesos biologicos. Entre otros, el efecto de gemcitabina con afatinib, se vio que
dependia del estado de MAP3KI y PIK3RI: mayor sensibilidad en los casos con
alteraciones del numero de copias de estas quinasas “downstream” del receptor de
EGFR (175).



52

Con el desarrollo de los cocultivos multicelulares es probable que también se
explore la utilidad de farmacos que modulen el microambiente tumoral para mejorar
la eficacia de tratamientos que hasta ahora se han considerado futiles (152). En este
sentido, ya se han generado modelos de organoides en los que se ha conseguido
sensibilizar a anticuerpos antiPD-1/PDL-1 deplecionandolos de células mieloides,
responsables de bloquear la respuesta citotoxica antitumoral en condiciones normales
(160).

Aunque todos estos resultados son bastante preliminares y todavia alejados de
la practica, ya se han publicado los resultados iniciales de un estudio piloto llevado
a cabo en el Dana Farber Cancer Institute: el estudio HOPE. En ¢l se incluyeron
76 pacientes, de los que en 12 de ellos se lograron generar de forma prospectiva de
organoides aptos para testar farmacos (16%). Globalmente, se evidencié una alta
concordancia entre las respuestas clinicas y la sensibilidad a los farmacos en los
modelos in vitro (177). Todo esto anima a continuar avanzando en investigacion con
organoides para mejorar la seleccion de farmacos que posteriormente pudieran ser

llevados a su administracion en ensayos clinicos.
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Hipotesis: La secuenciacion del exoma completo en biopsia liquida al
diagndstico en pacientes con adenocarcinoma de pancreas metastasico y la generacion
de organoides a partir de tejido tumoral permiten identificar alteraciones moleculares

subsidiarias de tratamiento personalizado.

Objetivos:
1. Describir las alteraciones genomicas en las muestras de tejido parafinado al
diagnodstico de pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado mediante el
estudio de secuenciacion del exoma completo.
1.1. Distinguir las anomalias germinales y somaticas, patogénicas o
potencialmente patogénicas.
1.2. Identificar aquellas alteraciones que puedan responder a tratamiento dirigido
o predecir diferente respuesta a tratamientos.
2. Describir las anomalias genomicas de pacientes con adenocarcinoma de pancreas
avanzado al diagnéstico mediante el estudio de secuenciacion del exoma completo
en muestras de plasma (ctDNA).
2.1. Determinar las alteraciones patogénicas o potencialmente patogénicas,
reconocer aquellas que puedan tener impacto en el tratamiento e identificar las
vias implicadas en el desarrollo tumoral o con valor pronostico.
2.2. Evaluar la concordancia molecular entre tejido y plasma y, con ello,
explorar la utilidad del estudio de ctDNA como método de caracterizacion de la
heterogeneidad intratumoral.
3. Valorar la utilidad clinica de la deteccion y monitorizacion en plasma mediante
ddPCR de mutaciones de KRAS como biomarcador en pacientes con adenocarcinoma
de pancreas avanzado.
4. Explorar la génesis de modelos de organoides de adenocarcinoma de pancreas

humano a partir de muestras obtenidas en piezas de pancreatectomia.






MATERIALES Y METODOS

59






61

3.1. Diseno del estudio

En este proyecto se incluyeron prospectivamente a pacientes diagnosticados
de adenocarcinoma de pancreas en cualquiera de los estadios clinicos (I-IV) en el
Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV) entre junio de 2016 y agosto de
2022. Los criterios de inclusion fueron: tener al menos 18 afios de edad y capacidad
de decidir; diagndstico citologico o histologico de adenocarcinoma de pancreas;
y reunir las caracteristicas habituales del centro para poder recibir un tratamiento
quirargico y/o quimioterapico activo. Se excluyeron pacientes con enfermedades
oncohematoldgicas malignas activas o durante los 5 afios previos que puedan alterar
o enmascarar el analisis de los resultados. El estudio fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica del HCUV (2017.118) y los pacientes incluidos

proporcionaron su consentimiento por escrito para participar en el proyecto.

Durante este periodo de aproximadamente 4 afos, se reclutaron 184 pacientes

con todos esos requisitos, que podemos dividir en 2 grupos (figuras 2 y 3):

A. Pacientes considerados en el comité multidisciplinar como resecables de

inicio: Se tom6 una primera muestra de sangre basal el dia de la intervencion (antes
de la misma). En el acto quirirgico se obtuvo tejido tumoral para su parafinado y
analisis patologico rutinario, asi como muestra de tejido fresco para generacion de
organoides y almacenamiento en biobanco. Durante el seguimiento se recogieron
sucesivas muestras de plasma: entre 4 y 8 semanas tras intervencion, para deteccion
de enfermedad minima residual (antes de iniciar quimioterapia adyuvante, si
se administra); y coincidiendo con las pruebas radiologicas de seguimiento
(habitualmente TAC), seglin practica estandar. Los pacientes en los que el diagnostico
de irresecabilidad se realizd intraoperatoriamente o aquellos en los que hubo una

recaida durante el seguimiento, continuaron con el manejo del grupo de pacientes B.
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B. Pacientes irresecables/metastdsicos: La muestra basal de sangre y de

tejido fue la del diagnostico. Posteriormente se realizaron extracciones de plasma
aproximadamente cada 2 meses, en las analiticas mas cercanas a las pruebas de
imagen de valoracion de respuesta a tratamiento de acuerdo a la practica clinica

habitual.

Quimioterapia adyuvante/Seguimiento

A. Resecable Cirugia

QT/Sgto

- . Resecable — Cirugia
Borderline Quimioterapia
oLA. “neoadyuvante” < Quimioterapia

No resecable

Seguimiento

A. No - resecable
Quimioterapia

Metastasico

Figura 2. Subgrupos de pacientes incluidos en el estudio y esquema de su manejo clinico segiin
resecabilidad. L.A.: Localmente avanzado, QT: quimioterapia, Sgto: seguimiento.

/ Seguimiento \
Diagndstico
‘/?i
Yl |
- | R e

->

TAC

e A N
(] o B

Figura 3. Esquema de recogida de muestras de tejido y plasma

En estos pacientes se recogieron las variables clinicas clasicas y patologicas
que constan en la histérica clinica del hospital relacionadas con el pronostico
y la evolucion de esta enfermedad, manejando toda la informaciéon de una forma
confidencial siguiendo las normas de buenas practicas clinicas y los principios
¢éticos legales. Entre otras, las variables mas relevantes registradas fueron: sexo;

edad al diagndstico; estadiaje clinico (cTNM); tipo y grado histologico; analitica
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al diagnodstico (hemograma, bilirrubina y CA 19.9 fundamentalmente); valor de
CA 19.9 en cada valoracion de respuesta (considerado como normal <27 U/mL);
esquema e intencién de quimioterapia (neoadyuvante, adyuvante o paliativo);
respuesta al tratamiento segun criterios RECIST 1.1 (respuesta parcial, estabilidad
de enfermedad o progresion de enfermedad); tiempo a la progresion o recaida y
supervivencia; fecha de exitus o pérdida de seguimiento. En el caso de pacientes que
se intervinieron se recogio la fecha de cirugia, el estadiaje patologico (pTNM) y el
grado de afectacion de margenes (RO, R1 o R2). Las caracteristicas mas importantes

de los pacientes reclutados se recogen en la tabla 5.

Caracteristicas Todos los pacientes n=183 (%)
Mediana de edad (rango) 67 (37-83)
Hombres 96 (52.5)
Sexo
Mujeres 87 (47.5)
A* 44 (24.1)
Grupo Borderline/LA 59 (32.2)
B
Metastasico 80 (43.7)
De inicio* 37 (20.2)
Si
Cirugia Tras neoadyuvancia | 18 (9.8)
No 128 (70)
Tipo de material | Citologia (solo) 69 (37.7)
tumoral
disponible Biopsia o bloque celular 114 (62.3)
Si 132 (71.7)
Exitus**
No 51(28.3)

Tabla 5. Principales caracteristicas de los pacientes de la serie (todos los estadios).
LA: localmente avanzado.
*7 pacientes irresecables o metastasicos intraoperatoriamente.
** Seguimiento hasta diciembre de 2022.
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La mediana de edad en nuestra serie de pacientes con adenocarcinoma de
pancreas, teniendo en cuenta todos los pacientes reclutados en cualquiera de
los estadios de la enfermedad, fue de 67 anos. Algo mas de la mitad de ellos, el
52.5%, fueron hombres. En cuanto a la situacion de enfermedad al diagndstico, en
44 casos (24.1 % de la serie) se considerd que se trataba de tumores resecables en
ese momento, aunque en 7 de ellos en el acto quirargico se evidencio enfermedad
metastasica o irresecabilidad que contraindico este tratamiento. En 139 pacientes
(75.9% de la serie) el tratamiento inicial fue la quimioterapia. De los 59 pacientes
considerados no resecables de inicio, pero sin enfermedad metastasica, en 18 casos
se consiguio practicar una cirugia de intencion curativa, lo que representa un 30.5%
de este subgrupo de tumores (borderline o localmente avanzados) y un 9.8 % de
toda la serie. En el momento del corte de datos, el 71.7% de los pacientes habia sido
exitus, con una mediana de seguimiento de 361 dias (rango 9-2616), considerando el
tiempo de seguimiento desde la fecha del diagndstico hasta el dia de exitus, pérdida
de seguimiento o fecha de corte de datos. A tener en cuenta que el paciente con
mayor tiempo de seguimiento es un paciente diagnosticado previamente al inicio del

estudio, al que incluimos a partir del momento de la recaida.

Con respecto a los datos epidemioldgicos generales de cancer de pancreas, la
mediana de edad de nuestra serie es un poco inferior a la estimada, probablemente
porque solo incluimos pacientes candidatos a tratamiento activo y habitualmente
los pacientes de edad mas avanzada presentan mas comorbilidades que los hacen no
aptos para tratamiento. También observamos un porcentaje ligeramente mayor de
pacientes quirargicos, lo que posiblemente se deba a que nuestro centro es unidad de

referencia para cirugia pancreatica.

3.2. Seleccion de pacientes con adenocarcinoma de pancreas estadio IV

Para la caracterizacion molecular mediante la secuenciacion del exoma completo

en las muestras de sangre antes de iniciar tratamiento y tejido al diagndstico, se
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seleccionaron los 37 primeros pacientes diagnosticados de adenocarcinoma de
pancreas avanzado incluidos en el proyecto de forma prospectiva y correlativa
entre mayo de 2016 y abril de 2020 (cohorte de descubrimiento). De estos mismos
pacientes se evalu6 la presencia de la mutacion de KRAS mediante ddPCR en las
muestras de plasma al diagnéstico y en los subsiguientes seguimientos coincidiendo
con las valoraciones de respuesta (en los casos en los que obtuvimos muestras). Las

principales caracteristicas de estos pacientes se resumen en la tabla 6.

Como cohorte de validacion interna de los resultados obtenidos del estudio
mediante ddPCR de este subgrupo de pacientes, se estudiaron las mutaciones de
KRAS por esta misma técnica muestras al diagnostico y en la primera evaluacion
de respuesta del resto de pacientes avanzados incluidos en nuestro biobanco desde
mayo de 2020 a agosto de 2022 (43 pacientes). El seguimiento de estos pacientes se

incluye hasta 24 de febrero de 2023.

Pacientes totales (n=184)

]

Cirugia curativa Borderline o LA Metastasicos
(n=55) (n=59) (n=81)

) S —

 EEE—

Cohorte de Cohorte de

descubrimiento validacion
(n=37) (n=43)

Generacién de
organoides*

—eee/

Figura 4. Esquema de los grupos y cohortes del proyecto y pacientes analizados. En lineas
discontinuas se representa el flujo de pacientes entre grupo A 'y B (pacientes que intraoperatoriamente
se consideraron irresecables o metastasicos) y al contrario (casos que, tras tratamiento quimioterapico
con respuesta, se pudieron intervenir). * El inicio de recogida de tejido en fresco para generacion de
organoides es posterior al inicio del proyecto (no se recogi6 tejido para generar organoides de todos
los pacientes).
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Pacientes estadio IV de cohorte

Caracteristicas de descubrimiento: n=37 (%)
Mediana de edad (rango) 65.5 (37-82)
Mujer 14 (37.8)
Sexo
Hombre 23 (62.2)
0 3(8.1)
1 24 (64.9)
ECOG
2 8(21.6)
3 2(54)
<27 U/mL 3(8.1)
CA 19.9 al diagnostico
>27 U/mL 34 (91.9)
Higado 25 (67.6)
Localizacién de metastasis | Peritoneo 11(29.7)
al diagnostico Pulmoén 10 (27)
Otros 3(8.1)
1 28 (75.7)
Numerf) Fle localizaciones 5 5(13.9)
metastasicas
Mas de 2 4 (10.8)
Ninguno* 1(2.7)
. . Gemcitabina 7 (18.9)
Tratamiento de primera FeR——
linea emcitabina +
Nab-paclitaxel 25 (67.6)
FOLFIRINOX 4 (10.8)
0 1(2.7)
Numero de lineas de 1 18 (48.7)
tratamiento recibidas ) 10 (27)
3 8(21.6)
Mediana de supervivencia ** (rango) 249 (27 - NA)

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes estadio IV de la cohorte seleccionada para la
secuenciacion (cohorte de descubrimiento).

ECOG: performance status segun escala ECOG.
* paciente que se estimo subsidiaria de tratamiento de primera visita, con rapido deterioro.
** En dias; una de la paciente de la serie sigue viva
(rango superior de mediana de supervivencia no alcanzada = NA).
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Las caracteristicas de los pacientes de la cohorte de validacion interna se

resumen en la siguiente tabla:

Pacientes estadio IV de cohorte

Caracteristicas de validacion interna: n=43 (%)
Mediana de edad (rango) 63 (43-83)
Mujer 23 (53.4)
Sexo
Hombre 20 (46.5)
0 2(4.7)
1 31 (72.1)
ECOG
2 9(20.9)
3 1(2.3)
<27 U/mL 6 (14)
CA 19.9 al diagnostico
>27 U/mL 37 (86)
Higado 29 (67.4)
Localizacién de metastasis | Peritoneo 13 (30.2)
al diagnoéstico Pulmén 7(16.3)
Otros 8 (18.6)
1 30 (69.8)
Numerf) Fle localizaciones 5 10 (23.3)
metastasicas
Mas de 2 3(7)
Gemcitabina 6 (14)
Gemcitabina +
;ljratamiento de primera Nab-paclitaxel 24 (55.8)
fea FOLFIRINOX 12 (27.9)
Otros 1(2.3)
1 19 (44.1)
Numero de lineas de
tratamiento * 2 18 41.9)
3 6 (14)
Mediana de supervivencia ** (rango) 263 (9-NA)

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes estadio IV de la cohorte validacion interna de los

resultados de ddPCR en la cohorte de descubrimiento.

* en el momento del analisis (24 de febrero de 2023), 10 pacientes contintian vivos, cinco de ellos en
tratamiento de primera linea, con opciones de recibir otros tratamientos.

** En dias, teniendo en cuenta solo los pacientes que han fallecido en el momento del analisis
(rango superior de mediana de supervivencia no alcanzada = NA)
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3.3. Procesamiento de las muestras de tejido y extraccion de ADN/ARN

Las muestras tumorales estudiadas procedieron del tejido parafinado y
archivado en el Servicio de Anatomia Patologica del HCUV a partir de las biopsias
diagnodsticas de los pacientes. Se realizaron cortes de aproximadamente 3 pm,
tenidos con hematoxilina-eosina para valorar el area tumoral, asi como el porcentaje

de celularidad en cada una de las muestras analizadas.

Para la extraccion de ADN total del tejido fijado en formaldehido e incluido
en parafina se partié de 8 secciones de 5 um, procesadas mediante el kit comercial
AllPrep® DNA/RNA FFPE kit (Qiagen, CA, USA), que nos permite obtener de
manera simultanea ADN y ARN. Para ello se siguieron las instrucciones del
fabricante, lo cual consistié en un tratamiento con proteinasa K tras el desparafinado
de las muestras. Con ello se obtuvo una fase liquida o sobrenadante, de la que se
extrajo el ARN y una fase solida o precipitado, con el que siguio el protocolo para la
extraccion de ADN. Mediante una purificacion en columnas, la fase sélida se tratd
con diferentes tampones incluidos en el kit (ATL, AL, y etanol) y finalmente se eluyo
el ADN total con agua libre de DNasa. En el caso de la purificacion del ARN se
siguieron igualmente las instrucciones del fabricante, utilizando en este caso etanol
y las soluciones del kit especificas para esta sustancia (RLT, FRN, RDD 'y RPE). Para

la elucion se utilizod agua libre de RNasa.

Las muestras de ADN procedente de tejido FFPE se conservaron a -20°C hasta
su posterior uso y el ARN obtenido del protocolo se almacend a -80°C para su
conservacion.

3.4. Procesamiento de las muestras de plasma y extraccion del ADN circulante

Las muestras de sangre se recogieron en tubos Vacutainer con anticoagulante K2

EDTA de 6 ml, procesadas en las dos primeras horas tras la extraccion para evitar la
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degradacion del ADN. Para la separacion del plasma de las células sanguineas, las
muestras de sangre fueron sometidas a dos centrifugaciones a temperatura ambiente
a 1600 x g durante 20 minutos. Tras ello, las muestras de plasma se almacenaron a

-80°C hasta su procesamiento para la extraccion del ADN libre circulante.

La extraccion de ADN libre circulante (cfDNA) se realizé a partir de 4 ml de
plasma mediante la utilizacion del “QIAmp® Circulating Nucleic Acid kit” (Qiagen,

CA, USA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

El cfDNA extraido se almacend a -20°C para su conservacion.

3.5. Cuantificacion y analisis de la calidad del ADN de las muestras de plasma

y tejido

Tanto el ADN tumoral extraido de las parafinas, como el ADN germinal (ADNg)
de las células blancas y el cfDNA del plasma se cuantificé mediante fluorometria
utilizando el equipo Glomax Discovery (Promega Inc, USA) utilizando el kit

QuantiFluor dsDNA Kit, el cual permite la cuantificacion de ADN de doble cadena

La calidad y concentracion total del ADN extraido del tumor incluido en
parafina y del cfDNA se determino con el 4200 TapeStation System (Agilent, Santa
Clara, California, USA) en combinacion con los kits comerciales Genomic DNA
ScreenTape Analysis y Cell-free DNA ScreenTape Analysis (Agilent, Santa Clara,

California, USA), respectivamente.
3.6. Secuenciacion del exoma completo de muestras de sangre y tejido.
Para la secuenciacion del exoma de cada una de las muestras de ADN (gDNA,

tDNA y cfDNA) se utilizé la aproximacion SureSelect XT HS V6 + UTR (Agilent

Technologies, USA) siguiendo las indicaciones de la casa comercial.
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Esta estrategia constd de un paso inicial de fragmentacion mecéanica mediante
sonicacion hasta conseguir fragmentos de 150-200 pb, este paso no fue necesario en
el caso de cfDNA debido a su tamaiio. El primer paso en comtn de los distintos ADN
procesados fue la reparacion de extremos y adicion de una adenina (A) para permitir
la ligacion de los adaptadores para el marcaje molecular. En este paso se incorporan
indices tnicos por muestra e identificadores de molécula unica (UMI) en cada uno
de los extremos de los fragmentos, lo que nos permiti6, por un lado, la correcta
identificacion de las lecturas de cada muestra y, por otro lado, la eliminaciéon de
ruido de fondo en el analisis bioinformatico posterior. Seguidamente se llevo a cabo
una serie de purificaciones y amplificaciones para generar unas librerias de tamafios

comprendidos entre 200-400pb.

Con la libreria preparada y con el tamafo esperado se realiz6 un paso de
captura mediante hibridacién por sondas, las cuales contenian todas las regiones
identificadas como exodnicas a lo largo del genoma. El contenido de este panel tiene
un tamarfio total de 36Mb. Los fragmentos capturados fueron purificados usando las
propiedades del complejo biotina-estreptavidina y amplificado una ultima vez para
aumentar la cantidad de material a secuenciar. Tras un paso final de purificacion
con bolas magnéticas las librerias finales fueron evaluadas mediante Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA) con el kit High Sensitivity DNA Kit

(Agilent Technologies, USA) para confirmar el tamafo y la cantidad de las mismas.

Estas librerias se secuenciaron en la plataforma de secuenciacion NovaSeq 6000
(Illumina Inc, USA) con una configuracion de 150x2, con una cobertura media de
139.5 X para gDNA, 102.53 X para tDNA y 425.43X para el cfDNA.

3.7. Analisis de las mutaciones de KRAS mediante ddPCR en las muestras de

plasma

Dado el alto porcentaje de tumores de pancreas que presentan la mutacidon

de KRAS, se llevd a cabo la evaluacion de mutaciones de este gen en el plasma
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al diagnostico y en los seguimientos mediante la técnica de alta sensibilidad PCR

digital en nanogotas o droplet digital PCR (ddPCR).

Las reacciones de ddPCR se realizaron utilizando el sistema QX200 AutoDG
Droplet Digital PCR (ddPCR) System, que incluye el generador automatico de gotas
de emulsion, el lector QX200 Droplet Reader, que contabiliza la fluorescencia positiva
y negativa, y el QuantaSoft software que se utiliza para calcular la concentracion
del ADN diana. Ademas, la reaccion de ddPCR precisa de la utilizacién de un
termociclador C1000 Touch Thermal Cycler y el PX1 PCR Plate Sealer para el

termosellado de las placas.

Para cada muestra, la reaccion de ddPCR se produce en un volumen total de
21 ul que corresponden a 10 ul del mix de reaccion ddPCR Supermix for Probes
(No dUTP), 2 ul de la sonda especifica (en este caso la ddPCR™ KRAS G12/G13
Multiplex Screening kit (BioRad, Hercules, California, USA)) y 1 ul de agua. Se
completa hasta 21 ul con el ADN del paciente disuelto en agua. La placa se introduce
en el Automated Droplet Generator™ donde obtendremos el ADN compartimentado
en hasta 20.000 emulsiones de agua y aceite y las nanogotas generadas se transfirieron
a una nueva placa de 96 pocillos. Tras el sellado de la misma en el PXI PCR Plate
Sealer durante 3 segundos a 180°C, se introdujeron en el termociclador C1000

Touch™ termal Cycler donde se lleva a cabo la reaccion de amplificacion por PCR.

Finalizada la reaccion de PCR, la placa se coloco en el lector QX200 Droplet
Reader, que analiza cada gota de manera individual, lee su fluorescencia y usa un
sistema de deteccion por colores. El analisis de fluorescencia se realizo con el software
informatico QuantaSoft™, que utiliza un algoritmo de Poisson para determinar la
concentracion de partida del ADN diana en copias/ul (Copias por nanogota =— In
(1 -p), donde p = fraccion de nanogotas positivas (nimero de nanogotas positivas/

nanogotas totales)).
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Cada reaccion fue revisada manualmente y para cada una de ellas se establecio
un umbral de amplitud de fluorescencia que clasifico cada uno de los eventos.
En esta tesis doctoral fijamos el limite de eventos positivos para VAF, para poder
considerar como positiva para una mutacion a la muestra, en 3 eventos positivos
VAF. Cada muestra se analiz6 una sola vez. Aquellas muestras que tras el analisis
de los resultados generaron dudas sobre la existencia o no de alteraciones en el gen
KRAS fueron analizadas por duplicado. Cada placa se diseii6 de modo que incluia
dos controles negativos, uno sin ADN molde y uno con ADN molde sin variaciones
en la secuencia de interés, y un control positivo, con ADN molde con variaciones en

la secuencia de interés.
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Figura 5. Analisis de ddPCR mediante el software de analisis QuantaSoft de Bio-Rad. La sonda
multi-KRAS estd marcada con dos fluoréforos: VAF para la deteccion de la mutacion, resaltado en azul
en los graficos de dispersion, y HEX para los loci WT, marcado en verde. Las marcas naranjas indican
eventos con ambas etiquetas, no seleccionados debido a la inespecificidad. A) Control negativo de un
tejido previamente probado en el laboratorio, representado como no mutado para KRAS (CTT147).

B) Control positivo de un tejido previamente probado en el laboratorio, representado como mutacion
para KRAS (CTT143). C) Biopsia liquida de un paciente con cancer de pancreas mutado para KRAS.
D) Biopsia liquida de un paciente con cancer de pancreas no mutado para KRAS
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3.8. Organoides

Desde noviembre de 2019, en todos los pacientes sometidos a intervencion
quirargica, ademas de obtencion de tejido tumoral pancreatico procedente de las
pancreatectomias para su almacenaje en fresco en biobanco, se seleccioné muestra

para intentar el establecimiento de organoides.

En el periodo comprendido entre noviembre de 2019 y junio de 2022 se
incluyeron en el proyecto 28 pacientes con adenocarcinoma de pancreas que fueron
intervenidos con intencidén curativa, con o sin tratamiento neoadyuvante previo.
Ademas, de un caso en el que se realizd una reseccidon parcial tumoral, se remitid
tejido tumoral en fresco pese a tratarse de una cirugia paliativa. De estos 29 casos,
fue posible organizar el circuito completo para la recoleccion de tejido tumoral con

el objetivo de generar organoides en 18 de ellos (figura 6).

29 pancreatectomias

2 pacientes operados en otro centro

27 pancreatectomias en HCUV

2 casos no posible recogida en fresco:

- - o - 1estado de alarma (pandemia)
25 pacientes con - 1cirugia por la tarde

posibilidad de generar PDOs

4 fallos de circuito:
r Y - 3no coordinacion
- 1 pieza en formol

21 piezas en fresco

3 tumores no identificables por patdlogo

18 muestras tumorales en fresco

Figura 6. Diagrama de flujo de pacientes intervenidos.
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Tras la reseccion del tumor mediante pancreatectomia por cirujanos
especializados, las piezas se remitieron en fresco al Servicio de Anatomia Patologica
para su apertura y seleccion de tejido tumoral por los patdlogos de referencia de
patologia pancreatica. Una pequefa porcion del tumor se utilizo para la generacion
de organoides, otra para su conservacion en fresco en Biobanco y el resto de la
pieza se incluy6 en formol para su posterior procesamiento siguiendo el protocolo de

Anatomia Patologica rutinario para diagndstico asistencial.

3.8.1. Generacion de organoides de adenocarcinoma de pancreas a partir de

tejido de pancreatectomia.

Para el establecimiento de organoides derivados de pacientes (PDOs) con
adenocarcinoma de pancreas estimados como resecables tras revision en comité
multidisciplinar, se siguié el protocolo de generacion de organoides de nuestro

laboratorio.

Tras la seleccion en fresco de un area de la pancreatectomia considerada como
tumoral por el patdlogo experto, las muestras se recogieron en una solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) para su procesamiento. En los casos en los que fue

posible, se recogieron también muestras del tejido sano adyacente al tumor.

Después de realizar lavados seriados con PBS, las muestras se incubaron durante
20 minutos con PBS al 2X de antibioticos: Penicilina/Estreptomicina (Gibco, ref:
15140-122) y Primocina (InvivoGen, ref: ant-pm-1). A continuacion, las muestras se
disgregaron mecanicamente con la ayuda de un bisturi. Con los fragmentos obtenidos
se realizé una digestion enzimatica con Liberasa TL (Roche, ref: 05401020001) a

una concentracioén de 0,3U/mL durante 90 minutos a 37°C.

La solucion resultante de esta digestion se pasé por un filtro de 70um para

descartar los restos de tejido no digerido y se realizd un contaje celular mediante
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camara de Neubauer. A continuacion, se plaquearon entre 200.000 y 300.000 células
por pocillo, en un volumen final de 40uL al 50% del hidrogel Reduced Growth
Factor Basement Membrane Extract (RGF BME) Type 2 (R&D Systems, ref: 3533-
005-02) y de las células resuspendidas en medio basal (MB), utilizando placas P24W
antiadherentes (Sarstedt, ref: 833922500). Se incubaron en la estufa de cultivos
durante 30 minutos a 37°C y 5% de CO2 vy, una vez solidificados los domos de
BME con las células, se afiadi6 el medio IntestiCult™ Organoid Growth Medium

(Stemcell Technologies, ref: 06010) para la formacion de los organoides.

Durante el cultivo de los PDOs, se cambi6 el medio cada 48 horas, monitorizando
su evolucion al microscopio. Una vez alcanzado un tamafio y densidad de organoides
elevados, se disgregaron con tripsina TrypLE™ Express 1X (Gibco, ref: 12605010)
y se plaquearon en un mayor niimero de pocillos, de forma analoga a lo explicado
anteriormente, aumentando asi la densidad de organoides progresivamente en cada

pase.

Con la finalidad de coleccionar los organoides para posteriormente poder realizar
diferentes estudios y constituir un biobanco de PDOs de pancreas, se criopreservaron
empleando el medio de congelacion Bambanker™ (Nippon Genetics, ref: BB02) y se
almacenaron a -120°C en tanque de nitrogeno liquido en el Biobanco de INCLIVA.
Asi mismo, también se recogieron en pellets, que se guardaron a -20°C, para

extraccion de ADN y ARN para su posterior secuenciacion.

Para la utilizacion de las muestras almacenadas, los criotubos se descongelaron
en medio basal y, tras centrifugar y eliminar el medio de congelacion, se plaquearon

de forma analoga a la descrita anteriormente para su mantenimiento en cultivo.

Cada organoide se nombro con las siglas PTO (Pancreatic Tumor Organoid) o
PNO (Pancreatic Normal Organoid), en funcion de si se generaron a partir de tejido
pancreatico tumoral o normal, seguidos del nimero correlativo de muestra recogida

y procesada.
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3.8.2. Caracterizacion morfologica de organoides.

Para la caracterizacion morfoldgica, tras la eliminacion del medio de cultivo,
se disgregaron los domos de BME con PBS frio, y se recogieron los organoides.
Una vez centrifugados para eliminar el PBS, se fijaron con formaldehido (PFA)
en solucion al 4% en PBS incubando durante 45 minutos a 4°C. A continuacion,
sobre el sedimento de organoides fijados, se afiadieron 4 gotas de histogel (Thermo
Scientific, ref: HG-4000-012) con la ayuda de una pipeta Pasteur, formandose un
bloque de histogel que se transfirio a un cassette de histologia y se introdujo en un

procesador automatico (LEICA ASP6025), el cual deshidrata y parafina la muestra.

Finalmente se realizaron cortes de 3um de las muestras parafinadas en
microtomo y se montaron en cristales portaobjetos. Tras secarlos a 37°C, se realizo
la desparafinacion y tincion con hematoxilina-eosina (Dako, ref: CS700, CS701) de
los cristales de forma automatica en el equipo PT Link (Dako, ref: PT10126) en el

departamento de Anatomia Patologica de la Facultad de Medicina.

Estas mismas tinciones se realizaron en los tejidos tumorales parafinados
recogidos de acuerdo a la practica clinica habitual y, tanto los cortes procedentes de
los cultivos de organoides como el tejido tumoral, fueron revisados por patdlogos

expertos dedicados a patologia pancreatica.

3.8.3. Caracterizacion molecular de organoides y tejido tumoral pareado
mediante WES.

Laextraccion de ADN de los organoides se realizo a partir de un pellet de densidad
alta utilizando el kit QIAmp® DNA Micro Kit (Qiagen, ref: 56304), siguiendo las
indicaciones del fabricante, mientras que la extraccion de sus respectivos tejidos
tumorales parafinados se llevo a cabo a partir de 4 secciones de 10um cada una,
empleando el kit QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, ref: 56404).
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Por otro lado, la extraccion de ARN se realizé de forma analoga, utilizando los
kits RNeasy® Micro Kit (Qiagen, ref: 74004) y RNeasy® FFPE Kit (Qiagen, ref:
73504), respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante y partiendo de

las mismas cantidades de muestras arriba descritas.

La cuantificacion y evaluacion de la calidad del ADN genoémico y del ARN
extraidos se llevo a cabo mediante fluorescencia empleando TapeStation (Agilent

Technologies) en la Unidad de Medicina de Precision de INCLIVA.
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Figura 7. Graficos de evaluacién y control de calidad de las muestras ctDNA tras su analisis
mediante TapeStation. En el grafico A observamos los resultados de una muestra 6ptima para el
analisis, frente a la muestra del grafico B, con una calidad que impide su analisis o nos ofreceria unos
resultados erroneos.
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3.8.4. Ensayos de sensibilidad a farmacos

Para la realizacion de ensayos de sensibilidad a distintos farmacos, los
organoides se disgregaron totalmente hasta llegar a célula tnica, incubandolos
con tripsina TrypLE™ Express 1X (Gibco, ref: 12605010) entre 10 y 15
minutos a 37°C. Se realiz6é un contaje celular en camara de Neubauer y se
plaquearon 3000 células por pocillo en un volumen final de SuL al 50% de
BME, en placas P96W antiadherentes (Sarstedt, ref: 83.3925.500). Las placas
se incubaron a 37°C durante 10 minutos para la formacion de los domos de
BME y a continuacion, se afiadieron 100uL de medio de cultivo por pocillo.

Tras 48 horas de incubacién en estufa de cultivos (37°C, 5% CO2), cuando
los organoides se habian formado de nuevo, se retird el medio y se anadieron
los diferentes farmacos diluidos en el mismo medio. Se testaron al menos 5
dosis distintas por farmaco y cada concentracion por triplicado. Ademas, se
dejaron pocillos como control en cada placa, a los que se les afiadié medio sin
ningln tratamiento.

Las placas se incubaron con los tratamientos durante 120 horas y se midio6
la viabilidad celular con el reactivo CellTiterGlo3D® (Promega, ref: G9681)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello, se afiadieron 100uL de
reactivo por pocillo empleando una pipeta multicanal. Tras resuspender, se
incubaron las placas en oscuridad a temperatura ambiente durante 25 minutos
y, a continuacion, se midieron los valores de luminiscencia en el lector de
placas (Fluorskan, Thermo Fisher).

Cada ensayo se realiz6 al menos dos veces, con un triplicado técnico para
cada condicidn, y se tomo el valor de la media de ellos. Las representaciones
graficas se llevaron a cabo empleando el software GraphPad Prism (version
v. 8.2.1).

3.9. Analisis bioinformatico de los resultados de secuenciacion del exoma.

Los datos crudos fueron evaluados con la herramienta FastQC v0.11.8. Se
eliminaron adaptadores y las lecturas con baja calidad con fastp v0.20.1. Las
lecturas filtradas se mapearon frente al genoma humano GRCh38 con bwa
v0.7.17. Se realizé un post-procesado de los ficheros BAM generados con
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PicardTools v2.18.6 y con la estrategia de buenas practicas de GATK v4.2.0.0.
Se utilizé UMI-tools v1.0.1 para extraer las secuencias de los UMI y eliminar
las lecturas duplicadas. La mediana de cobertura obtenida en muestras de
sangre fue de 139.5 X, en tejido de 102.53 X y en plasma de 425.43X. El
criterio de calidad se estableci6 en superar el 75% de las bases cubiertas a 50x
para las muestras de sangre, 75% bases cubiertas a 100x para tejido y 75%
bases cubiertas a 250x para las muestras de plasma. Posteriormente, se llevo
a cabo la llamada de variantes con una combinaciéon de GATK v4.2.0.0.0 y
LoFreq v2.1.5.

En las muestras parafinadas, se establecio un limite para la deteccion de
variantes del 5%, mientras que para las muestras de biopsia liquida se estableci6
un limite de 0.1%. La anotacion de las variantes se llevo a cabo integrando la
informacion proporcionada por el software Variant Effect Predictor sobre la
base de datos de Ensembl v.105 y la base de datos de OncoKB a través del uso
de sus APIs (interfaces de programacion de aplicaciones).

Las variantes clasificadas como “Oncogenic”, “likely oncogenic” y
“predicted oncogenic” por OncoKB fueron revisada manualmente para
minimizar la ocurrencia de falsos positivos.

Ademas, estas variantes se agruparon en distintas categorias segiin una
clasificacion propia de INCLIVA:

*  Grupo[:
o Ja: variantes revisadas con tratamiento dirigido segin OncoKB

o Ib: Variantes no revisadas con tratamiento dirigido segin OncoKB

* Grupo II: Variantes oncogenic/likely oncogenic/predicted oncogenic
revisadas por Oncokb

*  Grupo III: Variantes oncogenic/likely oncogenic/predicted oncogenic
en genes clasificados como TSG/oncogen con frecuencia poblacional
inferior al 1% o sin valor en esta columna de frecuencia poblacional
(““”) y que no tengan un impacto (columna IMPACT) LOW o
MODIFIER.

* Grupo IV: variantes oncogenic/likely oncogenic/predicted oncogenic
en genes no clasificados como TSG/oncogen, con impacto (columna
IMPACT) que no sea LOW ni MODIFIER, y con una frecuencia
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poblacional inferior al 1%. También se incluyen en este grupo las
variantes oncogenic/likely oncogenic/predicted oncogenic con un
impacto (columna IMPACT) que sea LOW pero en zonas de splicing
y con una frecuencia poblacional inferior al 1%.

* Grupo V: resto variantes oncogenic/likely oncogenic/predicted
oncogenic con frecuencia poblacional superior al 1%.

*  Grupo VI: resto de variantes que no cumplen los anteriores requisitos.

Estas variantes se reportaron en los genes correspondientes a la
HALLMARK de céancer de pancreas descrita en MSigDB (https://www.
gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/human/geneset/HP PANCREATIC _
ADENOCARCINOMA . .html) (178). Mediante la seleccion de esta firma se
pretendio6 observar el perfil molecular de la cohorte de estudio en los 30 genes
con mayor influencia en el desarrollo y evolucion de tumores pancreaticos.
Los genes incluidos en esta HALLMARK se recogen en la tabla 8.

AAGAB BMPRIA BRCAI BRCA2 CDC73 CDKN2A4
COLI14A41 CTRC EPCAM FANI KRAS MLHI
MLH3 MSH?2 MSH6 NTHLI PALB? PALLD
PIK3CA PMS1 PMS2 RABL3 RNF43 RPS20
SEMA4A4 SMAD4 SPINK1 STK11 TGFBR?2 TP53

Tabla 8. Genes pertenecientes a la HALLMARK de cancer de pancreas.

3.10. Analisis estadistico

La descripcion de la cohorte y los distintos subgrupos se realizé mediante
parametros estadisticos descriptivos. Para las variables demograficas, clinicas
y valores de laboratorio continuas se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk para
contrastar la normalidad. Los datos con distribucion normal se informaron
como media y aquellos con distribuciéon no normal se informaron como
mediana. Las comparaciones entre las cohortes se llevaron a cabo utilizando
pruebas t de Student, en los datos de distribucion normal, o pruebas de
Kruskal-Wallis, en aquellos de distribucion no normal. Los datos categdricos
se informaron como n (%) y las comparaciones se analizaron mediante la
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prueba de Chi-cuadrado (2). Para los andlisis de supervivencia se empleo la
regresion de Cox, comparando las curvas de Kaplan-Meier con un Log-Rank
test. Se utilizo el ajuste del p- valor segin el método de Benjamini-Hochberg
(179) para comparar las curvas de supervivencia.

El grupo de 80 pacientes metastasicos se dividio en 2 cohortes
temporalmente consecutivas. En la primera de ellas, o cohorte de
descubrimiento, se calcul6 el punto de corte Optimo para la reduccion de la
VAF de KRAS utilizando estadisticas de rango méaximamente seleccionadas
para el tiempo transcurrido hasta la progresion de la enfermedad. Este valor
se utilizod en la segunda cohorte (cohorte de validacion) para crear la curva
Kaplan Meier de tiempo hasta la progresion. Posteriormente se incluy6
este biomarcador en un andlisis multivariable con seleccion de variable
de regresion de Cox basado en el criterio de informacion de Akaike (180)
considerando edad (<65 vs > 65 afios), ECOG (0,1 o >2), presencia o no de
metastasis hepaticas y nivel de CA 19.9 (superior o inferior al limite superior
de la normalidad, o alto vs bajo, respectivamente).

Todos los analisis se llevaron a cabo con el software R (version 4.0.2
(181)), con el punto de corte de significacion estadistica en 0.05. Se utilizd
MaxStat (182) para estadisticas de rango maximamente seleccionadas; y
Survival (183) y Survminer (184) para la generacion de las curvas Kaplan
Meier y el célculo estadistico de log-rank.
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1. Descripcion de las alteraciones gendmicas de las muestras de tejido parafinado
de pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado mediante el estudio de

secuenciacion del exoma completo (objetivo 1).

Paralacaracterizacion genomica de los tumores de pacientes con adenocarcinoma
de pancreas realizamos la secuenciacion del exoma completo de las muestras de
parafina de las biopsias obtenidas al diagndstico, en aquellos casos en los que

conservamos material en cantidad y calidad adecuada.

De los 37 pacientes incluidos, en 15 de ellos el diagnostico se obtuvo a partir de
muestras de citologia y en 4 casos mas el tejido parafinado se emple6 en su totalidad
durante el estudio anatomopatoldgico inicial o en el proceso asistencial del paciente
y, por tanto, no disponiamos de tejido. De los 18 pacientes con tejido para extraccion
del tDNA y generacion de las librerias, 3 de ellos no reunieron los parametros de
calidad o cantidad necesarias para la secuenciacion, por lo que obtuvimos resultados
de 15 muestras de parafina. En el momento del analisis bioinformatico, en uno de
los casos no teniamos la informacion de secuenciacion de la muestra de células
mononucleadas para poder filtrar las anomalias germinales y en 4 casos adicionales
dichos resultados no alcanzaron los criterios de calidad establecidos por nuestra
unidad para su analisis. En conclusion, 10 de las muestras de tejido parafinado se
consideraron optimas para el analisis final de resultados de secuenciacion (figuras
8y9).

De estas 10 muestras, nueve de ellas eran tejido obtenido a partir de biopsia con
aguja gruesa hepatica. La otra muestra de tejido valida (TT-PDAC-029) se trataba
de una biopsia endoscdpica de duodeno, infiltrado por el tumor primario. Las cuatro
muestras de parafina con calidad insuficiente provenian de biopsias de metastasis

hepaticas.
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37 pacientes estadio IV

15 casos solo citologia

4

22 biopsias

A 4

18 muestras de tejido
disponibles

\4

4 muestras agotadas

3 cantidad/calidad ADN

A 4

15 muestras de tejido
secuenciadas

insuficiente

A 4

10 muestras de tejido
analizadas

4 baja calidad
1 ausencia WBC

Figura 8. Esquema de seleccion de muestras de tejido parafinado para el analisis de resultados
de secuenciacion. WBC= white blood cells (células mononucleadas de sangre periférica)
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Figura 9. Graficas representativas de la calidad de las muestras de parafina. A la izquierda se
representa el porcentaje de bases cubiertas a 50x. En el grafico de la derecha, la cobertura media de
dichas muestras. Con un asterisco en la parte superior se sefialan las muestras no analizadas por no
alcanzar los parametros de calidad/cantidad de ADN preestablecidos. En la base, con un aspa se marca
el caso en el que no disponiamos células blancas del paciente, con un triangulo los pacientes sin
plasma disponible para analisis y con una raya las muestras de calidad insuficiente.
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1.1. Distincion de las anomalias germinales y somaticas, patogénicas o

potencialmente patogénicas.

Tras la secuenciacion del ADN obtenido de los tejidos tumorales (tDNA),
realizamos un analisis bioinformatico de los resultados de la misma. Se reconocieron
tanto las mutaciones puntuales o “Single Nucleotide Variant” (SNV) como las
variaciones en el nimero de copias o “Copy Number Variation” (CNV), patogénicas
o potencialmente patogénicas segun oncoKB, de los 30 genes recogidos en la firma
de genes de la hallmark de adenocarcinoma de pancreas, tal y como se describe

detalladamente en el apartado correspondiente de material y métodos.

Para podernos asegurar de que estas alteraciones eran propias del tumor
(somaticas) y no se trataba de anomalias germinales fue necesario en analisis de
las células mononucleadas de las muestras de sangre periférica de los pacientes. La
secuenciacion del exoma completo de estas células de los casos de los que realizamos
WES en plasma y tejido nos llevé a la deteccion de mutaciones en linea germinal
con potencial patogénico en tres de los casos. Teniendo en cuenta que el total de
pacientes en los que finalmente analizamos WES de células blancas fueron 29, esta
cifra supone que un 10.3% del grupo presentaron alguna mutacion germinal. Dichas

alteraciones se recogen en la tabla 9.

Gen Variante germinal Consecuencia | N° de pacientes VAF
TP53 p.Leu348Ser Missense 1 48.98 %
RECQL4 p-Cys525AlafsTer33 Frameshift 1 45.45 %
AXIN1 Splicing 1 55.83 %

Tabla 9. Mutaciones germinales potencialmente patogénicas. Mutaciones detectadas en los genes
de las células mononucleadas con potencial patogénico. N°: nimero, VAF: Frecuencia alélica de la
variante.
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Una vez excluidas estas mutaciones germinales, el resto de alteraciones
detectadas se podian considerar propias del tejido tumoral o somaticas. Todas las
muestras tumorales presentaban, al menos, una variante patogénica en alguno de los
genes descritos en la hallmark PDAC. En el 90% de ellas detectamos mutaciones
puntuales del gen KRAS (9 de 10 casos). Si nos centramos en los genes, el siguiente
gen con mayor frecuencia de mutaciones fue 7P53, mutado en el 50% de los
tumores, seguido de CDKN24 (20% de las muestras). BRCAI, MLH3 y PALLD los

encontramos mutados Unicamente en uno de los diez tejidos parafinados (figura 10).

Tipo de mutacion
Sin sentido
[ M Cambio de marco de lectura
—_— — — M Codon de stop
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Figura 10. Grafico de las SNVs detectadas en las muestras de tumor parafinadas. Representacion
de las mutaciones oncogénicas del tejido de los 10 pacientes con muestra adecuada. Cada columna
corresponde al tumor de un paciente. A la derecha aparecen los genes en los que se han detectado
mutaciones y, a la izquierda, el porcentaje de muestras con mutaciones para ese gen y la via a la

que pertenece cada uno o el grupo en el que podriamos incluirlo: genes clasicos descritos como con
mayor porcentaje de mutaciones en cancer de pancreas (genes mas prevalentes en adenocarcinoma

de pancreas o MPPG), genes relacionados con deficiencia de recombinacion homologa (HRD), con
deficiencia en el sistema de reparacion de apareamiento erroneo (MMRD) y otros. Las casillas estan
coloreadas en los casos en los que en el tumor se detecte alguna mutacion, con distinto color segun el
tipo: amarillo en mutaciones missense o sin sentido, lila para mutaciones frameshifi o que implican
cambio de marco de lectura y azul aquellas que generan un codén de stop. Aquellas con tratamiento
potencial segiin OncoKB aparecen resaltadas con el reborde en rojo. En la parte superior, el grafico de
barras indica el nimero de mutaciones puntuales en estos genes por muestra de parafina.

Si consideramos no solo las mutaciones, sino también las variaciones de nimero

de copias (CNV) KRAS'y TP53 siguen siendo los genes en los que detectamos mayor
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numero de alteraciones de este tipo, en un 20% de las muestras. En el caso de KRAS,
las dos muestras presentan una ganancia o amplificacion del nimero de copias,
mientras que para TP53 detectamos una amplificacion y una delecion. También
hallamos variaciones de nimero de copias en dos pacientes en los genes SMAD4
(deleciones en ambos casos) y AAGAB (una delecion y una amplificacion). El resto
de genes pertenecientes a la hallmark de pancreas en los que detectamos CNVs fue
solo en una de las muestras y, predominantemente, se traté de amplificaciones. Estos

datos aparecen representados en la figura 11.
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Figura 11. Grifico de las variaciones de nimero de copias (CNV) patogénicas o potencialmente
patogénicas en los genes de la hallmark de pancreas de las muestras de tejido. Cada columna
corresponde al tumor de un paciente. A la derecha se enumeran los genes en los que se han detectado
CNVs (deleciones en azul y amplificaciones en rojo). A la izquierda se indica el porcentaje de
muestras con mutaciones para ese gen. En la parte superior, el grafico de barras indica el numero de
alteraciones por muestra, con el mismo codigo de colores.
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1.2. Identificacion de aquellas alteraciones que puedan responder a tratamiento

dirigido o predecir diferente respuesta a tratamientos.

Mas alla de describir la genémica tumoral de las muestras de tejido, intentamos

reconocer qué alteraciones moleculares podrian ser predictoras de respuesta a

tratamientos, de modo que pudieran tener una aplicacion practica para el manejo de

los pacientes.

Basandonos en la informacion recogida en la base de datos OncoKB, detectamos

hasta once mutaciones subsidiarias de tratamiento dirigido en siete genes diferentes,

con un porcentaje de frecuencia de variacion alélica de, al menos, un 5%. (tabla 10).

MUTACIONES % DE VAF
(G2 ACCIONABLES (n) | PACIENTES | (MEDIANA) ORI CULINELLEy || I TLEND
GI12D .
KRAS 5 50 10 Missense MRTX1133
Rucaparib/
. Niraparib/
BRCAI 1 10 6 Stop, Missense Talazoparib/
Olaparib
. Taxemetostat/
ARIDIA 1 10 8 Frameshift, Stop PLX2853
Abemaciclib/
CDKN2A4 1 10 10 Stop, Missense Ribociclib/
Palbociclib
MTOR 1 10 6 Missense Temsnro.lmus/
Everolimus
EZH2 1 10 7 Missense Tazemetostat
SF3B1 1 10 7 Missense H3B-8800

Tabla 10. Mutaciones detectadas en tejido tumoral con potencial accionabilidad segiin OncoKB. En las
columnas, de izquierda a derecha, podemos ver: el gen en el que se detecta la alteracion accionable (en caso

de KRAS, la variante G12D), el nimero de mutaciones accionables, porcentaje de pacientes que presenta la
alteracion, la mediana de VAF detectada, el tipo de mutacion o variante y los potenciales tratamientos dirigidos
que se podrian valorar. VAF: Variante de fraccion alélica.
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En la mitad de las muestras de parafina hallamos la mutaciéon de KRAS G12D,
mutacion frente a la que existen moléculas en investigacion clinica con resultados
esperanzadores, como como MRTX1133. El resto de mutaciones identificadas con
potencial terapéutico solo las detectamos en casos individuales, en los genes BRCA,
ARIDIA, CDKN2A, MTOR, EZH2 y SF3B1.

Discusion del objetivo 1

La obtencion de, al menos, material de citologia proveniente de tumor primario o
metastasis sigue siendo en la actualidad una maniobra necesaria de confirmacién del
diagnostico de adenocarcinoma de pancreas antes de cualquier actuacion terapéutica,
sobre todo para administrar tratamiento sistémico. La dificultad de acceso al tejido
de tumor primario, altamente rico en estroma y con bajo porcentaje de celularidad
tumoral, complica en muchas ocasiones este proceso. Mas compleja todavia es la
obtencion de tejido en cantidad y calidad suficiente que permita realizar estudios
moleculares para caracterizar este tumor mas alla del diagndstico histologico (41,42).
Pese a que en el momento actual el tratamiento de pacientes con tumores avanzados
se basa predominantemente en el empleo de terapia citotoxica, si queremos avanzar
en el campo de la medicina personalizada en cancer de pancreas, es fundamental
conseguir material que nos permita realizar estos analisis moleculares. En nuestra
serie, al igual que en la mayoria de trabajos de adenocarcinoma de pancreas (33), el
porcentaje de pacientes en los que dispusimos de tejido tumoral 6ptimo para analisis
molecular fue muy bajo: de los 37 pacientes con tumores metastasicos de la cohorte
de descubrimiento, s6lo en 10 de ellos se obtuvieron resultados moleculares validos,

lo que representa un 27% de los casos.

Antes del analisis de las alteraciones moleculares propias del tumor, es necesario
conocer y filtrar aquellas que estan presentes en todas y cada una de las células
del individuo y, por tanto, serian alteraciones germinales y no tumorales como tal.

Para ello se analizan las células blancas mononucleadas provenientes de muestras
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de sangre del paciente. En el caso del adenocarcinoma de pancreas avanzado, este
estudio de las mutaciones en linea germinal se ha convertido en los tltimos afios en
un procedimiento con aplicacion en la practica clinica, ya que el Gnico tratamiento
dirigido aprobado para esta patologia es Olaparib, cuyo beneficio en SLP se ha
demostrado en pacientes con mutaciones germinales de BRCA1/2 (no somaticas)
(31). En nuestra serie no detectamos ninguna alteracion germinal en este gen, aunque
si en otros tres: TP53, RECQL4 y AXINI. El primero de ellos y mas conocido, el gen
supresor tumoral 7P53, cuando esta alterado en linea germinal se relaciona con el
sindrome de Li Fraumeni. En los pacientes portadores de estas mutaciones, no sélo
existe mayor predisposicion al desarrollo de cancer de pancreas, sino también otros
tumores como sarcomas, carcinoma de mama, tumores cerebrales, renales, adrenales
o tumores hematologicos. La identificacion de esta mutacion germinal y, por tanto,
esta predisposicion, puede resultar util para individuos portadores cara a la prevencion
y el diagnostico precoz de estos tumores (185). En el caso de nuestro paciente, era
conocedor de la mutacion, por antecedentes familiares que habian llevado al estudio
de la familia, pero habia decidido no realizarse el seguimiento intensivo propuesto
por la Unidad de Consejo Genético. RECQL4 se trata de un gen que codifica para
una DNA helicasa de la familia RecQ, implicada en la modulaciéon de segregacion
cromosdmica y se ha asociado a un aumento de desarrollar cancer (186). Por su
parte, AXINI codifica una proteina citoplasmatica reguladora negativa de la via
WNT1 y sus mutaciones se han relacionado con desarrollo de carcinomas hepaticos,
meduloblastoma, vejiga, ovario y cancer gastrico (187,188). En cualquier caso, a la
hora de evaluar estas alteraciones germinales, hay que ser muy cuidadoso con las
implicaciones que pueden tener estos hallazgos, ya que pueden tener consecuencias
no solo para el paciente, sino también para familiares, por lo que cualquier hallazgo
no conocido debe manejarse en el entorno de una Unidad especializada de Consejo

Genético.

En los casos en los que pudimos realizar un estudio de WES en las muestras de

tejido parafinado, el panorama mutacional somatico obtenido fue similar al descrito
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previamente en este tipo tumoral. En el 90% de las muestras detectamos mutaciones
en KRAS, gen oncogénico alterado en la inmensa mayoria de estos tumores. Le
siguieron en frecuencia las mutaciones en 7P53, identificadas en la mitad de las
muestras de tejido, y de CDKN2A, presentes en 2 casos (20% de las muestras). El
resto de las mutaciones oncogénicas pertenecientes a la hallmark PDAC encontradas,
solo aparecian en una de las muestras. A diferencia de lo reportado en la literatura,
en los tejidos parafinados estudiados no hallamos mutaciones en SMAD4, el cuarto
gen mutado con mas frecuencia en este tipo tumoral, y el porcentaje de muestras con
mutaciones en 7P53 y CDKN2A fue algo menor al descrito en los principales trabajos
de adenocarcinoma pancreatico (80 y 60%, respectivamente) (38). Probablemente
este hecho se deba a dos factores: el escaso numero de muestras analizadas y
que practicamente todas ellas provienen de tejido metastasico, mientras que en
los estudios de secuenciacion de referencia se estudia material de tumor primario

proveniente de piezas de pancreatectomia.

El estudio de secuenciacion mediante WES del tejido tumoral no solo describe
las alteraciones oncogénicas presentes en las muestras tumorales, sino que también
nos permite identificar aquellas con un potencial tratamiento dirigido. Al analizar el
exoma completo y no centrarnos en un panel génico limitado a un listado de genes,
pudimos identificar todas las alteraciones con posibles tratamientos personalizados
recogidos en la base de datos OncoKB. En el caso concreto de nuestro trabajo, hasta la
mitad de pacientes presentaron la mutacion de KRAS G12D. Tras el éxito terapéutico
de los inhibidores de KRAS G12C (189-192), existe un gran avance en el desarrollo de
farmacos dirigidos frente a otras mutaciones de KRAS, tradicionalmente considerado
como no accionable. Aunque en el momento actual todavia no disponemos de
farmacos accesibles en la practica clinica, los inhibidores de KRAS G12D muestran
resultados preclinicos prometedores (135-137,193) y ya hay en marcha estudios con
estos farmacos (NCT05737706, NCT05533463, NCT05846516 o NCT06040541),
lo que ampliaria las opciones terapéuticas en gran nimero de pacientes con cancer de

pancreas. El resto de alteraciones detectadas, aunque en menor porcentaje de casos,
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también abririan las puertas a posibles tratamientos dirigidos en este tumor en el
que las opciones terapéuticas son tan escasas. En cualquier caso, habria que tener en
cuenta que estas posibles terapias dirigidas no disponen de evidencia clinica para su

uso en la practica habitual y, por tanto, su aplicacion se limitaria a ensayos clinicos.

2. Descripcion de las anomalias genémicas de pacientes con adenocarcinoma
de pancreas avanzado que no han recibido tratamiento mediante el estudio de

secuenciacion del exoma completo en muestras de plasma (ctDNA) (objetivo 2).

Al igual que hicimos con las muestras parafinadas de la biopsia tumoral
diagnostica, para la caracterizacion del genoma de los pacientes con adenocarcinoma
de pancreas avanzado llevamos a cabo la secuenciacion del exoma completo en las
muestras de plasma recogidas antes de iniciar tratamiento sistémico. En 7 de los 37
pacientes, no se obtuvo el ADN en suficiente cantidad o calidad para poder realizar
el estudio de secuenciacion. Adicionalmente, en un paciente no fue posible estudiar
las células mononucleadas para poder discernir entre las alteraciones en el ADN
germinal o somatico. Por tanto, finalmente pudimos caracterizar el ctDNA de 29
pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado no pretratados. Tal y como
se hizo con los tejidos parafinados, nos centramos en las alteraciones con potencial

patogénico en los treinta genes incluidos en la hallmark de PDAC.

2.1. Determinacion de las alteraciones patogénicas o potencialmente patogénicas,
reconocimiento de aquellas que puedan tener impacto en el tratamiento e

identificacion de vias implicadas en el desarrollo tumoral o con valor prondstico.

En estos 29 pacientes, tras excluir las alteraciones germinales que ya hemos
comentado en el andlisis de tejido, los genes pertenecientes a la hallmark PDAC
en los que detectamos alteraciones somaiticas oncogénicas o potencialmente
oncogénicas en mas del 50% de las muestras de plasma fueron: 7P 53 (79% de las

muestras) y KRAS (55%). Como cabia esperar, también encontramos mutaciones
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puntuales somaticas con potencial patogénico en el ctDNA de los pacientes en un
porcentaje importante en los genes SMAD4 (7 de 29 pacientes, lo que supone un 24%
de muestras) y CDKN2A (5 de 29 muestras, un 17%). Otros genes que reunieron
nuestros criterios de seleccion con mutaciones puntuales en al menos cuatro muestras
de plasma fueron BRCA2 (8 de 29, o un 28% de las muestras), BRCA (5/29, un 17%),
MSH2 (5/29, 17%) y MLH1 (4/29, 14% de los plasmas). Se detectaron mutaciones
patogénicas en un 10% de los casos en los genes MSH6, PMS2 y STK11 (3 muestras
de 29)y, en PALB2 y TGFR2, solo hallamos mutaciones en una muestra. En la figura
12 podemos ver estos resultados, con los genes agrupados: en la parte superior los
cuatro genes clasicos descritos como con mayor porcentaje de mutaciones en cancer
de pancreas (genes mas prevalentes en adenocarcinoma de pancreas), seguidos de
los relacionados con deficiencia de recombinacion homologa (HRD), deficiencia
del sistema de reparacion por apareamiento erroneo (MMRD) y el gen supresor de
tumores que codifica para el receptor del factor de crecimiento transformante beta 2
(TGFRB2) (194).

Mas alla de la descripcion de estas alteraciones moleculares detectadas en ctDNA
de los pacientes en el momento del diagndstico, evaluamos si existia un patron
gendmico diferencial que condicionara diferencias en la supervivencia. Para ello,
comparamos aquellos pacientes con supervivencia o seguimiento mayor de 11 meses
frente a los de menor supervivencia, observando en este Gltimo grupo mutaciones
en genes como MTOR, CDK12 o EPHA7, no presentes en los pacientes que vivian
mas alla de 11 meses. Cuando valoramos las vias génicas en las que estan implicadas
estos genes mutados exclusivamente en los pacientes de menor supervivencia,
encontramos un enriquecimiento en genes de la via de “regulacion negativa de los
componentes de organizacion celular”. En cambio, cuando analizamos los pacientes
con supervivencia mayor de 11 meses, detectamos mutaciones solo presentes en este
subgrupo en MLH3 o en 9 genes ZNF, lo que sugiere mejor pronostico probablemente

relacionado con alteraciones en la via de regulacion y reparacion del DNA.
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Figura 12. Representacion de las SNVs detectadas en las muestras de plasma. Cada columna
corresponde a un paciente. A la derecha, los genes en los que se han detectado mutaciones y, a la
izquierda, el porcentaje de muestras con mutaciones para ese gen y la via o subgrupo en el que se
podria incluir dicho gen. Los diferentes colores de relleno de los recuadros representan los distintos
tipos de mutaciones detectadas: amarillo en mutaciones missense o sin sentido, lila para mutaciones
frameshift o que implican cambio de marco de lectura y azul aquellas que generan un codon de stop.
Aquellas mutaciones con tratamiento potencial segiin OncoKB aparecen resaltadas con el reborde en
rojo. El grafico de barras de la parte superior indica el nimero de mutaciones puntuales por muestra
de plasma.

Ademas, analizamos si los pacientes con metastasis hepaticas al diagnostico
presentaban algin patréon génico diferencial a aquellos metastasicos en otras
localizaciones. Interesantemente, este grupo de pacientes con enfermedad metastasica
hepatica desde inicio son los unicos en los que detectamos mutaciones en KRAS al
realizar el WES de ctDNA, no siendo detectables por esta técnica en pacientes sin
afectacion metastasica hepatica. Como se puede ver en la figura 14, existen otros
genes que hallamos diferencialmente mutados en casos con metastasis hepaticas
al diagnostico, siendo la via génica diferencialmente activada en este subgrupo de

pacientes la “adaptativa del sistema inmune”.
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Al igual que al estudiar las muestras de tejido, con el estudio de WES en ctDNA
no solo pudimos evaluar mutaciones sino también variaciones del nimero de copias.
En 15 de las 29 muestras de plasma detectamos CNVs en alguno de los genes de la
hallmark de pancreas, tal y como aparecen representadas en la figura 15. MSH2 y
TP53 son los genes con mayores CNVs, amplificado en todos los casos el primero

y predominantemente delecionado 7P53, lo esperable al tratarse de un gen supresor.

Al realizar el estudio mediante WES de estas muestras plasmaticas, y no sélo
analizar los genes pertenecientes a la hallmark de pancreas, encontramos mutaciones
anotadas como oncogénicas en otras bases de datos como OncoKb. De este modo,
y mas alla de la deteccion de alteraciones patogénicas, identificamos aquellas con
potencial terapéutico: mutaciones “accionables” o”targetables”. Cabe destacar
que en el 93% de los pacientes con plasma analizable (27 de los 29 casos) detectamos,
al menos, una variante somatica accionable segiin OncoKb. Entre ellas podriamos
destacar que casi un tercio de los pacientes (31%) podrian beneficiarse de los nuevos
inhibidores de KRAS en investigacion. Entre las variantes de este gen, destaca la
identificacion de la mutacion G12D, detectada en el 28% de las muestras de plasma,
pero también la variante G12C en un paciente (3%), alteracion en la que el desarrollo
de inhibidores esta en fases mas avanzadas de investigacion. El listado completo de
estas mutaciones detectadas en plasma de nuestros pacientes, con sus detalles y sus

respectivos tratamientos dirigidos, se recoge en la tabla 11.
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Figura 15. Grafico que representa las CNV en genes de la hallmark de pancreas detectadas en
las muestras de plasma. Cada columna corresponde a la muestra de un paciente. A la derecha se
enumeran los genes en los que se han detectado CNVs (deleciones en azul y amplificaciones en rojo).
A la izquierda se indica el porcentaje de muestras con mutaciones para ese gen. El grafico de barras de
la parte superior indica el nimero de alteraciones por muestra, con el mismo cdédigo de colores.

En la siguiente pdagina

Tabla 11. Mutaciones potencialmente accionables detectadas en las muestras de plasma.

De izquierda a derecha, en cada columna se describe: el gen o variante del gen en el que encontramos
la alteracion, si forma parte o no de la hallmark PDAC, si la alteracion se ha detectado también en la
muestra de parafina del paciente, el nimero de mutaciones accionables halladas en ese gen, porcentaje
de pacientes con la alteracion, porcentaje de VAF en el que se detecta, el tipo de mutacion y el posible
tratamiento indicado para cada mutacion por OncoKb.
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MUTACIONES

GEN GEN EN HPAC GENENFFPE | CCIONABLES (n)
KRASCI12D Si Si 8
KRASG12C Si NO 1
NFI NO St 6
BRCA?2 Si St 6
7SC2 NO NO 5
BRCAI Si Si 4
ARIDIA NO Si 4
ATM NO Si 3
CDKN2A Si Si 3
PTEN NO NO 3
ERBB2 NO NO 2
RET NO NO 2
CHEK? NO NO 2
PDGFRA NO NO 1
ERCC2 NO Si 1
STKI1 Si NO 1
ZRSR2 NO St 1
CDKI12 NO NO 1
NRAS NO NO 1
FANCL NO Si 1
BARDI NO NO 1
RADS5ID NO NO 1
FGFRI NO NO 1
ALK NO NO 1
PALB2 Si NO 1




101

% DE PAC. % DE PAC. CONSECUENCIA

28% 38% missense_variant

3% 4% missense_variant
21% 1.8% stop_gained
21% 1.7% stop_gained

17% 0.5% missense_variant,stop_gained
14% 0.8% stop_gained,missense_variant
14% 4.7% frameshift variant,stop gained
10% 1.6% stop_gained

10% 5.6% stop_gained,missense_variant
10% 1.1% missense_variant

7% 0.8% missense_variant

7% 0.9% missense_variant

7% 1.9% splice_donor variant

3% 0.8% missense_variant

3% 0.7% splice_donor_variant

3% 0.5% stop_gained

3% 1.6% stop_gained

3% 0.7% splice_donor_variant

3% 1.0% missense_variant

3% 1.4% splice_donor variant

3% 1.0% splice_acceptor variant

3% 0.4% stop_gained

3% 0.8% missense_variant

3% 0.9% missense_variant

3% 0.6% stop_gained
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2.2.Evaluacion dela concordancia molecular entre tejido y plasmay de la utilidad
del estudio de ctDNA como método de caracterizacion de la heterogeneidad

intratumoral.

Como ya se ha comentado en el primer objetivo, en 10 de los 37 pacientes
fue posible la secuenciacion optima y conocer las alteraciones somaticas del tejido
parafinado. De estos 10 pacientes, en 2 de ellos no disponiamos de plasma analizable
al diagnoéstico, por lo que finalmente en 8 pacientes se pudieron comparar los

resultados de la secuenciacion del exoma de forma pareada tejido-ctDNA.

37 pacientes

30 plasma

1 sin WBC 1 sin WBC

WBC-plasma T WBC-FFPE

8
muestras pareadas

Figura 16. Diagrama de flujo representativo de las muestras disponibles de los pacientes de
la cohorte de descubrimiento para el estudio 6ptimo mediante WES. WBC: White blood cells
(células mononucleadas de sangre periférica). FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded tissue
(muestras de tejido parafinado)
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De manera esperable con todo lo comentado anteriormente, los genes con mayor
porcentaje de mutaciones detectadas en estos ocho casos pareados fueron KRAS y
TP53, mutados en siete de los ocho pacientes (88%), seguidos de CDKN24 (3 de 8
casos, un 38%), SMAD4 y MSH?2 (en ambos genes 2 pacientes de los 8, un 25%). En
el caso de KRAS, estas mutaciones se detectaron tanto en tejido como en ctDNA en
cinco de esos siete pacientes y en dos de ellos so6lo las encontramos en la muestra de
parafina (concordancia de 75%). Las mutaciones en 7P53 fueron coincidentes en un
62.5 % de los casos (en cuatro de siete presentes tanto en plasma como en tejido y un
caso sin mutaciones), detectandose solo en plasma en los otros tres casos. También
encontramos mutaciones en CDKN2A tanto en plasma como en tejido en dos de
los tres pacientes, identificando la tercera mutacion en este gen exclusivamente en
plasma (concordancia de 87.5 %). En el resto de genes mutados, estas alteraciones
las hallamos tinicamente en ctDNA (SMAD4, MSH2, BRCA2, MSH6 y TGFBR?2)
o en las muestras de tejido (BRCAI, MLH3 y PALLD), como se representa en la
figura 17.

Teniendo en cuenta todas las mutaciones somaticas puntuales de muestras de
tejido y plasma en el mismo momento de recoleccion (al diagnéstico, antes de iniciar
tratamiento) de estos 8 casos, realizamos una comparacion intrapaciente de éstas.
Con ello, observamos una mediana de concordancia entre las mutaciones somaticas
detectadas en plasma frente a muestras de tejido de nuestra seleccion de genes del

20%, representada en la figura 18.
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Figura 17. Panorama mutacional de las alteraciones detectadas en las muestras pareadas.
Comparativa de las mutaciones oncogénicas de muestras basales de plasma y tejido de los ocho
pacientes con adenocarcinoma de pancreas en las que disponiamos muestras pareadas, representando
a cada paciente en una columna. Cada recuadro representa un gen en un determinado paciente,
coloreado en caso de haber encontrado alguna mutacién oncogénica: azul en caso de que la mutacion
se detecte en el plasma, lila si se detecta en tumor primario y verde si se detecta en plasma y tumor.
En el eje de ordenadas se indica el porcentaje de pacientes en los que se han detectado mutaciones en
cada gen en cualquiera de las muestras.
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Figura 18. Concordancia de mutaciones de muestras pareadas de tejido y plasma. Porcentaje de
concordancia de las SNV basales del tumor primario y del plasma entre el nimero de pacientes. La
concordancia mediana de la cohorte se muestra con un punto (20%).

Discusion del objetivo 2

Mediante la realizacion de WES en muestras de plasma fuimos capaces de
describir el panorama mutacional de una cohorte de pacientes con adenocarcinoma
de pancreas estadio IV antes de iniciar tratamiento. A grandes rasgos, los genes en
los que detectamos alteraciones en el plasma se aproximan a los descritos hasta el
momento en la bibliografia y en los diferentes articulos de secuenciacion en cancer
de pancreas (38,39,43-45). Este hecho nos hace pensar que el estudio de mutaciones
en muestras de plasma de pacientes con adenocarcinoma de pancreas avanzado,
podria resultarnos de gran utilidad si, a través de él, pudiéramos detectar alteraciones

con potencial terapéutico.



106

Si nos fijamos en las mutaciones detectadas en plasma en nuestra cohorte,
probablemente lo que mas llame la atencion sea el porcentaje relativamente bajo
de mutaciones que encontramos en KRAS. Sabemos que en torno al 90% de los
tumores pancreaticos tipo adenocarcinoma presentan mutaciones en este gen, por
lo que quiza la deteccion en un 55% de las muestras plasmaticas podria parecernos
pobre. Este nimero de mutaciones halladas en KRAS “menor al esperado” podria
deberse a diversas circunstancias. Lo primero que deberiamos tener en consideracion
es si las muestras presentaban las condiciones necesarias para poder realizar este
analisis, hecho que se tuvo en cuenta al establecer los criterios de calidad minimos
que debian tener éstas, tal y como se describe en el apartado de material y métodos.
Otra posibilidad que podria justificar esta cifra seria una sensibilidad de la técnica
insuficiente. Como desarrollaremos en el apartado siguiente, ademas de WES, en
estas muestras también analizamos las mutaciones de KRAS mediante ddPCR,
técnica a priori de mayor sensibilidad. Aunque el porcentaje de muestras en los que
detectamos mutaciones en KRAS fue superior con ddPCR (76%), la concordancia
entre ambas técnicas fue del 83%. Es importante tener en cuenta que toda técnica
puede tener sus falsos negativos y que los niveles de ctDNA, pese a que son
pacientes con tumores avanzados, pueden ser muy bajos en casos con menor carga de
enfermedad metastasica, cuando las metastasis son de determinadas localizaciones

como el peritoneo o en tumores denominados “no secretores” (195).

Pese a que por la complejidad del analisis e interpretacion de los datos centramos
la representacion de los resultados en los genes incluidos en la hallmark PDAC,
al realizar el estudio mediante WES, ademas de estas alteraciones, encontramos
mutaciones en otros genes anotadas como oncogénicas en otras bases de datos. La
identificacion de estas mutaciones no incluidas en la hallmark, podria proporcionar
informacion valiosa sobre otras vias de sefializacion alteradas en este tipo de tumoral,
mejorar el conocimiento y clasificacion de los pacientes, y el descubrimiento de
nuevas alternativas de terapia dirigida. De este modo, si ampliamos el espectro de

genes estudiados, en todos los pacientes de nuestra cohorte detectamos, al menos,
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una variante somatica patogénica. Estas alteraciones, incluso aunque no sean
accionables, podrian resultarnos de utilidad a la hora de mejorar el conocimiento
de la enfermedad y servirnos, por ejemplo, para monitorizar el ctDNA durante la

evolucion del paciente u ofrecernos informacion pronostica.

De este modo, a pesar de que los resultados estén limitados por el nimero de
casos, en nuestro grupo de 29 pacientes pudimos distinguir una serie de genes que se
detectaban en ctDNA de forma exclusiva en plasma de pacientes con supervivencia
menor de 11 meses, mediana de supervivencia aproximada de los ensayos de primera
linea de pacientes avanzados con triplete de quimioterapia (28,30). Al evaluar
a qué vias génicas pertenecen estos genes que estan exclusivamente mutados en
pacientes de peor supervivencia, encontramos un aumento de mutaciones en genes
de la via de regulacion negativa de los componentes de organizacion celular. Las
alteraciones en estos genes, encargados de la movilidad celular, proporcionarian a
las células tumorales mayor capacidad de invasion, diseminacion y metastatizacion,
lo que probablemente condicione este peor prondstico. Aquellos pacientes con mejor
pronostico, por el contrario, presentaban mutaciones en genes relacionados con
la via de regulacion y reparacion del ADN, que probablemente impliquen mayor
supervivencia por si mismos o por condicionar mejores respuestas a tratamiento.
También fuimos capaces de distinguir un patron de mutaciones diferencial entre
aquellos pacientes con metastasis hepaticas al diagnodstico, localizacion metastatica
de peor pronodstico conocido frente a otras localizaciones (28,29,196,197). Aunque
entre estos genes destaca KRAS, ya descrito como asociado a la presencia de metastasis
hepaticas en otros trabajos (198,199), encontramos otros genes diferencialmente
mutados en este grupo de pacientes, con un enriquecimiento de mutaciones en los
genes de la via adaptativa del sistema inmune. Ademas de la limitacion del nimero
de pacientes, en esta observacion también tendriamos que considerar el factor de la
diferente capacidad de liberacion de ADN tumoral al plasma segtin la localizacion

metastasica y la carga tumoral (195).
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En cuanto a la deteccion de alteraciones en plasma con potencial terapéutico, el
porcentaje de casos en los que detectamos mediante WES alteraciones accionables
segiin OncoKB en ctDNA podemos considerarlo alto: 93% (27 de 29 pacientes). A
destacar que, si s6lo consideramos el analisis de los 30 genes de la hallmark PDAC,
el numero de pacientes en los que detectamos este tipo de alteraciones subsidiarias de
tratamiento dirigido se reduciria a 21 casos, un 72% de los pacientes. Si nos fijamos
en el nimero de genes y mutaciones en los que encontramos alteraciones, detectamos
33 mutaciones accionables en 6 de los genes de la hallmark PDAC, mientras que,
ampliando el estudio con WES fuimos capaces de identificar 70 mutaciones en 24
genes distintos que potencialmente podrian responder a un tratamiento dirigido

segin OncoKb.

Por otro lado, mediante el estudio de WES del ctDNA detectamos mutaciones
oncogénicas y con potencial terapéutico segun OncoKb en genes como NF1, TSC2,
CHECK?2, PTEN o CDK12, que no s6lo no estan descritos en la hallmark PDAC,
sino que ademas no los hallamos mutados en las muestras de tejido tumoral. De un
modo opuesto, también encontramos mutaciones accionables de forma exclusiva en
tejido y no en plasma en un 10% de los casos, en genes como MTOR, EZH2 y SF3B1.
En total, en las muestras de tejido detectamos 9 mutaciones accionables en 7 genes,
mientras que en ctDNA identificamos 14, distribuidas en 8 genes. Si consideramos
solo aquellos pacientes en los que disponiamos muestras pareadas, igualmente el
nimero de mutaciones accionables detectadas en plasma fue igualmente superior
frente al tejido (11 frente a 9). Todo ello nos sugiere una doble ventaja del estudio
molecular en plasma basal frente al tejido a 1a hora de ofrecer alternativas terapéuticas:
por una parte, supondria un método mas accesible y menos invasivo que las biopsias
tisulares clasicas (en ocasiones lesiones ni siquiera biopsiables) y, por otra, capaces
de capturar un mayor espectro de alteraciones accionables, probablemente por su

capacidad de detectar la heterogeneidad tumoral.
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En relacion con las similitudes y disparidades de los analisis de tejido y plasma
no solo considerando las mutaciones accionables sino todas las patogénicas, hicimos
una comparacion de los resultados del estudio de WES en los ocho pacientes en los
que disponiamos de estos dos tipos de muestra. Globalmente, la concordancia tejido-
plasma en este subgrupo fue del 20%. En algunos casos, el analisis de tejido tumoral
mostré un conjunto de mutaciones que no detectamos en el plasma, probablemente
por la capacidad heterogénea de los clones formadores de tumor a la hora de liberar
ctDNA. Sin embargo, también observamos el evento opuesto, identificando algunas
mutaciones puntuales exclusivamente en el plasma y no en tejido. Especificamente,
47.7% de todas las mutaciones oncogénicas fueron eventos exclusivos del plasma.
Este fendmeno con alta probabilidad se deba a la heterogeneidad intratumoral y la
evolucion clonal del tumor en su diseminacion incluso sin estar sometido a la presion
de tratamiento, ya que en una muestra de parafina s6lo se analiza un area muy escasa

y limitada de la enfermedad.

3. Valoracion de la utilidad clinica de la deteccion y monitorizacion en plasma
mediante ddPCR de mutaciones de KRAS como biomarcador en pacientes con

adenocarcinoma de pancreas avanzado (objetivo 3).

En esta cohorte de 37 pacientes con cancer de pancreas metastasico, ademas de
realizar WES, analizamos mediante ddPCR las mutaciones de KRAS G12/G13 en las
muestras de plasma al diagnostico y en las subsiguientes valoraciones de respuesta

al tratamiento.

De los 29 pacientes en los que fue posible realizar WES, detectamos mutaciones
en el gen KRAS en la muestra de plasma basal mediante este método en 17 de ellos.
Si analizamos estas mismas muestras mediante ddPCR, en 22 casos encontramos
mutaciones de KRAS. En 4 de los 5 pacientes discordantes (detectada la mutacion
por ddPCR, pero no en el estudio de WES), la VAF detectada mediante ddPCR

fue <1 (0.45, 0.6, 0.6 y 1). En el quinto caso que no detectamos mutaciones en
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KRAS al hacer el analisis con WES, la VAF obtenida por ddPCR fue 2.4. En ninguna

muestra plasmatica hallamos mutaciones en este gen en el analisis de WES que no se

hubieran detectado con ddPCR. Todo ello supone una concordancia entre estos dos
métodos del 83% (24 de los 29 pacientes).
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Figura 19. Grifico tipo “swimmer plot” representativo de la evolucion en el tiempo de los
pacientes de la cohorte de descubrimiento y el estatus de la mutacion de KRAS analizado por
ddPCR durante la evolucion. Cada linea representa a cada uno de los pacientes del eje de ordenadas
y, en el eje de abscisas, se indica el tiempo en dias desde el diagnostico en el que se realiza cada
determinacion o suceden los eventos. Con un rombo azul se sefialan las determinaciones en las

que no se detecta la mutacion de KRAS por ddPCR y con un triangulo las muestras con mutaciones
de KRAS al analizarlas por esta misma técnica. Los puntos rojos marcan el momento en el que se
produce el fallecimiento del paciente. Los puntos blancos representan los pacientes vivos en el Gltimo
seguimiento del centro (una paciente contintia viva y otro paciente fue pérdida de seguimiento).
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De los 29 pacientes en los que fue posible realizar WES, detectamos mutaciones
en el gen KRAS en la muestra de plasma basal mediante este método en 17 de ellos.
Si analizamos estas mismas muestras mediante ddPCR, en 22 casos encontramos
mutaciones de KRAS. En 4 de los 5 pacientes discordantes (detectada la mutacion
por ddPCR, pero no en el estudio de WES), la VAF detectada mediante ddPCR
fue <1 (0.45, 0.6, 0.6 y 1). En el quinto caso que no detectamos mutaciones en
KRAS al hacer el analisis con WES, la VAF obtenida por ddPCR fue 2.4. En ninguna
muestra plasmatica hallamos mutaciones en este gen en el analisis de WES que no se
hubieran detectado con ddPCR. Todo ello supone una concordancia entre estos dos
métodos del 83% (24 de los 29 pacientes).

En estos 37 pacientes, en los que estudiamos las muestras de plasma mediante
WES y también determinamos las mutaciones de KRAS por ddPCR (cohorte de
descubrimiento), evaluamos si la deteccion de mutaciones en este gen con esta
segunda técnica implicaba peor prondstico. Para ello, comparamos la supervivencia
libre de progresion a la primera linea (SLP) y la supervivencia global (SG) entre los
pacientes en los que detectdbamos mutaciones de KRAS (positivos por ddPCR) y
aquellos en los que no se detectaba (negativos). Realizamos esta comparativa tanto
en las muestras basales de todos estos 37 pacientes (antes de iniciar tratamiento),
como en las que extrajimos en el momento de la primera valoracion de respuesta
(post-tratamiento) en aquellos en los que disponiamos de ella (24 pacientes). En la
determinacion inicial, en 27 de los 37 pacientes detectamos la mutacion de KRAS
y en el caso de la primera valoracion de respuesta, 8 de los 24 casos mantenian
detectable KRAS (tabla 12).

Al comparar la evolucion entre los pacientes positivos y negativos, encontramos
diferencias estadisticamente significativas en SLP entre ambos subgrupos, con una
peor SLP de los positivos frente a los negativos, tanto si eran positivos en la momento
inicial como en la primera valoracion de respuesta (HR=2.315, C195%=1.027-5.217,
p=10.038 y HR =2.838, CI 95%= 1.104-7.296, p= 0.024 respectivamente, figura 20
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Ay B). En cuanto a la supervivencia global (SG), fue peor en los que detectamos
las mutaciones de KRAS en la primera valoraciéon de respuesta (HR= 2.923, CI
95%= 1.119-7.636, p = 0.022), pero no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en SG entre positivos y negativos en las muestras basales (p= 0.074).

Para comprobar estos resultados y ampliar el nimero de pacientes para realizar
otros posibles estudios, analizamos de la misma forma las mutaciones de KRAS
por ddPCR en la segunda cohorte de 43 pacientes con adenocarcinoma de pancreas
avanzado (cohorte de validacion). Estos casos fueron reclutados a continuacion de
la cohorte anterior, bajo los mismos requisitos para su inclusion y manejados por los
mismos profesionales con tratamientos y criterios clinicos analogos. En la tabla 12

se recogen los estados de la mutacion de KRAS basal y en la primera evaluacion de

respuesta.
Cohorte de descubrimiento (n=37) | Cohorte de validacion (n=43)
KRAS status m Tuacid n Tuacid
_ evaluacion _ evaluacion
Basal (n=37) (n=24) Basal (n=43) (n=25)
Detectable 27 8 33 10
(positivo)
No detegtable 10 16 10 15
(negativo)

Tabla 12. Estado de la mutacién de KRAS en muestras de plasma antes de iniciar tratamiento
(basal) y en el momento de primera valoracion de respuesta (1* evaluacion) en la cohorte de
descubrimiento y de validacién.

Figura 20. Representacion de la SLP de pacientes con mutacion detectable de KRAS por ddPCR
(positivos) frente a los que no se detecta (negativos) en la cohorte de descubrimiento. Curva de
Kaplan-Meier segun el estatus de mutacion de KRAS en el momento basal (A) y en el momento de la
primera valoracion de respuesta a tratamiento (B)
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Al igual que en la cohorte inicial de descubrimiento, en los pacientes en los que
detectamos por ddPCR la mutaciéon de KRAS, tanto en las muestras pre-tratamiento o
basales como post-tratamiento (primera evaluacion de respuesta), tuvieron una SLP
menor, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (HR = 3.022, CI 95%
=1.299 - 7.030, p= 0.0075 en las muestras basales y HR = 3.430, CI 95% = 1.365
- 8.619, p= 0.007 en la primera evaluacion de respuesta, Figura 21 A'y B). En este
grupo, la SG fue menor en los pacientes KRAS positivos antes de iniciar tratamiento
frente a los negativos (HR = 3.759, CI 95% = 1.307 - 10.81, p = 0.009, figura 21
C), pero no en el momento de la primera valoracion de respuesta (p = 0.084, Figura
21 D).

Adicionalmente, intentamos evaluar el valor prondstico que podrian tener los
cambios de situacion en la deteccion de KRASpor ddPCR con el tratamiento de primera
linea. Es decir, si aquellos pacientes en los que habiamos detectado la mutacion de
KRAS en el momento inicial y la siguiente determinacion tras iniciar tratamiento
era negativa, tenian distinto pronéstico que aquellos en los que continudbamos
detectando KRAS tras el inicio de tratamiento. Para ello, dado el nimero reducido
de pacientes de los que dispondriamos en cada subgrupo, realizamos en analisis

teniendo en cuenta los pacientes de las dos cohortes en su conjunto (n=80).

Figura 21. Representacion de la SLP y SG de pacientes con mutacién detectable de KRAS por
ddPCR (positivos) frente a los que no se detecta (negativos) en la cohorte de validacion. Curvas
de Kaplan-Meier de SLP segun el estatus de mutacion de KRAS en el momento basal (A) y en el
momento de la primera valoracion de respuesta a tratamiento (B) en la cohorte de validacion. Curvas
Kaplan-Meier de SG segun status de KRAS en la muestra basal (C) y en la primera valoracion de
respuesta (D)
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Pese a no hallar diferencias en SG (p = 0.093), tras hacer comparacion multiple,
objetivamos que los pacientes que mantenian la positividad de KRAS en el momento
de primera evaluacion de respuesta tenian peor SLP que los que se mantenian
negativos (p= 0.003). Del mismo modo, aquellos pacientes que seguian siendo
positivos en la primera evaluacion de respuesta tenian peor SLP que los que pasaban

de positivos a negativos (p= 0.003) (Figura 22).

Transicion pre a post tratamiento

=+ Mantiente negativo =+ Positivo a negativo =+ Matiente positivo

1.00

o)
3
o

o
N}
a

Log-rank p<0.001

Supervivencia libre de progresion
o
@
o

0.00

0 6 12 18
Meses

Pacientes en riesgo (%)

= 5(100) 4 (80) 1(20) 0(0)
== [ 10 (100) 4 (40) 1(10) 1(10)
= [ 9(100) 0(0) 0(0) 0(0)
0 6 12 18
Meses

Figura 22. Analisis de Kaplan-Meier de todos los pacientes segun la evolucién del status

de KRAS durante tratamiento de primera linea. En rojo se representa la curva de SLP de los
pacientes con deteccion indetectable de KRAS tanto en el momento inicial como en la primera
evaluacion de respuesta (persistentemente negativos), en verde aquellos que detectamos KRAS en las
muestras basales pero no en la primera valoracion de respuesta (convertidos a negativos) y en rojo
aquellos en los que se detecta KRAS en ambas muestras (persistentemente positivos).

Teniendo en cuenta que la ddPCR no sélo nos proporciona informacion de
positividad o negatividad, sino que nos ofrece el resultado del valor numérico de la
fraccion alélica mutada (VAF) detectada en los casos positivos, intentamos evaluar

si existia un punto de corte de reduccion de VAF que nos permitiera distinguir el
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pronostico de los pacientes. Al analizar el curso de los 37 pacientes de la cohorte

inicial o de descubrimiento en términos de SLP, estimamos que una reduccion de,

al menos, el 84.75% del valor de la VAF de KRAS entre la determinacion inicial y

la primera muestra tras inicio de tratamiento suponia diferencias en SLP (p = 0.006,

figura 23). Este mismo punto de corte se mantenia como el diferenciador prondstico
en cuanto a SLP en la cohorte de validacion (HR =5.942, C1 95% = 1.801 - 19.61, p

=0.001, Figura 24), por lo que concluimos que se trataba del punto de corte optimo.
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Figura 23. Curva Kaplan-Meier de SLP de los pacientes de “alto riesgo” (con reduccién de VAF

<84.74%) frente a “bajo riesgo (reduccion > 84.75%) en la cohorte de descubrimiento.
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Figura 24. Curva Kaplan-Meier de SLP de los pacientes de “alto riesgo” (reduccion de VAF
<84.74%) frente a los de “bajo riesgo” (reduccién > 84.75%) en la cohorte de validacion.

Para evaluar la posible asociacion o dependencia de otras variables que sabemos
pueden ser relevantes para el pronostico en la practica clinica, introdujimos este
biomarcador en una regresion de Cox multivariable y seleccionamos el mejor modelo
de acuerdo con el criterio de informacion de Akaike (AIC). El AIC mas bajo (59,77)
se logré en un modelo que incluia el estado ECOG y nuestro biomarcador, que fue el
unico que permanecio significativo en el analisis multivariante (HR = 6.71, IC 95%

=1.77-25.38, p=0.005, Tabla 13).
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Univariante Multivariante
HR (CI 95%) p-valor | HR (CI 95%) p-valor
< 65 afos - - - -
Edad
>65 anos 0.63 (0.23-1.79) 0.390 - -
0 - - - -
ECOG
performance | 1 1.94 (0.24-15.51) 0.532 1.48 (0.18-12.53) 0.718
status
>2 12.93 (0.99-169.09) |0.051 9.31 (0.60-143.64) 0.110
o |No - - : -
Metastasis
hepaticas ,
Si 1.01 (0.27-3.69) 0.994 - -
., >84.75% - - - -
Reduccion
VAF
< 84.74% 7.12 (1.97-25.77) 0.003 6.71 (1.77-25.38) 0.005
> 27 U/mL - - - -
CA19.9
basal*
<27 U/mL 3.37 (0.68-16.83) 0.139 - -

Tabla 13. Regresion de COX univariante y multivariante en la cohorte de validacién. * 27 U/mL es la
cifra de limite superior de la normalidad para el marcador CA 19.9 en nuestro laboratorio.

Discusion del objetivo 3

La accesibilidad de las muestras de sangre posiciona al ctDNA como un potencial

biomarcador idoéneo para poder utilizarlo en la practica clinica. Ademas, la escasa

invasividad necesaria para su extraccion, nos permite repetir las determinaciones

a lo largo del curso de la enfermedad de forma poco cruenta. El alto porcentaje

de tumores pancreaticos que presenta mutaciones en KRAS lo convierte en un gen

candidato destacado para desempefiar esta funcion en un tumor en el que, como
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hemos comentado, en muchas ocasiones resulta dificultoso obtener tejido tumoral

apto para secuenciacion.

Mientras en algunas series la deteccion de estas mutaciones ha demostrado
impacto en supervivencia global (116,117,120,200) en nuestros pacientes resultd
prondstico en términos de supervivencia libre de progresion, tanto al diagndstico
como en la primera valoracion de respuesta, pero no claramente diferenciador en
el caso de supervivencia global. Una posible explicacion a este hecho podria ser el
tamafio reducido de nuestra muestra, siendo todavia menor el nimero de pacientes

en los que disponiamos de ctDNA en el momento de la valoracion de respuesta.

Si atendemos a la dinamica de la VAF de KRAS durante la evolucion de la
enfermedad y el tratamiento de primera linea, también fuimos capaces de diferenciar
el prondstico de los pacientes en los que seguiamos detectando mutaciones en este
gen en el momento de la primera valoracion de respuesta frente a aquellos en los que
esta mutacion se hacia indetectable o lo era desde el principio. Una novedad de este
trabajo en comparacion con lo publicado hasta el momento es la determinacion de
un punto de corte de reduccion de la VAF discriminador de prondstico en términos
de supervivencia libre de progresion. Este porcentaje, calculado en el 84.75% en la
cohorte de descubrimiento, resultd como el punto de corte 6ptimo en la cohorte de
validacion. De este modo, comparandolo frente a un modelo en el que se utilice como
marcador de prondstico la total negativizacion de la VAF de KRAS, nuestro modelo
(reduccion de al menos un 84.75%) funcionaria mejor en términos de AIC (65.61 para
la negativizacion completa vs 54.41 en nuestro modelo) y C-index (0.709 (se:0.039)
y 0.791 (s€:0.059), respectivamente). Ademas, cuando integramos este factor dentro
de un analisis multivariado, fue el Uinico que se mantuvo como discriminador de
forma estadisticamente significativa, lo que lo reafirma como un buen predictor. Este
porcentaje de reduccion tan alto si lo comparamos con puntos de corte calculados en
otros tumores digestivo como determinantes de pronoéstico (201), posiblemente se

deba al momento en el que recogimos la primera muestra de seguimiento. Mientras
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en este trabajo la primera muestra de monitorizacion se tomoé aproximadamente a
los dos meses de iniciar tratamiento, en cancer colorrectal se estimo el punto de
corte de reduccion de VAF discriminador de respuesta en un 30% a las 4 semanas de
inicio de tratamiento. En otro estudio en adenocarcinoma de pancreas que comparo
la cinética de KRAS en términos de negativizacion segun la respuesta al tratamiento,
hallaron el dia 14 como el momento dptimo para una valoracion temprana (120).
La determinacion de los puntos de corte de estos porcentajes de cambio en la VAF
de KRAS como predictores de respuesta y el momento en el que se determinan de
forma optima probablemente deberia integrarse dentro de los disefios de los ensayos
clinicos. De este modo, podrian ayudar en la toma de decisiones terapéuticas,
evitando tratamientos que puedan ser futiles y/o excesivamente toxicos en pacientes
en los que la finalidad del tratamiento sigue siendo paliativa. Al mismo tiempo, estas
cinéticas podrian ser de utilidad para la toma de decisiones en aquellos casos en los
que la valoracién radioldgica de la respuesta sea dificil por tratarse de enfermedad

no medible o en casos de respuestas disociadas.

Por otro lado, a pesar de la alta prevalencia de las mutaciones de KRAS en
los tumores pancreaticos, no debemos olvidar que no estan presentes en todos los
tumores y que en algunos pacientes estas mutaciones no se detectan en ctDNA pese
a estar presentes en el tumor. En nuestro caso concreto, en 20 de los 80 pacientes
(25%) no detectamos mutaciones de KRAS, por lo que este método no nos serviria
para monitorizar respuesta. En estos casos la identificacion de otras alteraciones en
tejido y en ctDNA nos permitiria poder realizar un seguimiento de estas anomalias
moleculares y cuantificarlas de igual forma con el objetivo de predecir respuestas a

tratamiento.
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4. Evaluacion de la génesis de modelos de organoides de adenocarcinoma de
pancreas humano a partir de muestras obtenidas en piezas de pancreatectomia
(objetivo 4).

En el grupo de pacientes que se consideraron resecables, al diagndstico o tras
respuesta a quimioterapia neoadyuvante, intentamos el establecimiento de organoides
como modelo preclinico para caracterizacion de la enfermedad y realizar pruebas de

sensibilidad a farmacos.

Tal y como se detalla en la parte de materiales y métodos, de las 29 piezas
de pancreatectomia llevadas a cabo en el grupo de pacientes no metastasicos, en
18 casos obtuvimos tejido tumoral en fresco seleccionado por un patdlogo experto
con el proposito de realizar el cultivo de organoides. De estos 18 pacientes, el 38.9
% habia recibido tratamiento neoadyuvante (7/18) y el resto se intervinieron sin

tratamiento previo. Las caracteristicas de estos casos se recogen en la tabla 14.

En la siguiente pagina

Tabla 14. Caracteristicas clinico-patolégicas de los casos recogidos para la generacion de
organoides. Viab: viabilidad de organoide. Neoady: tratamiento neoadyuvante recibido. TNM:
estadiaje segun clasificacion TNM patoldgico. E: estadio anatomopatoldgico (segtn la clasificacion
TNM). Resec: tipo de reseccion (RO, R1 o R2). GH: grado histolégico. L/V/PNI: invasion linfatica/
vascular/perineural (+=presente, -= ausente). t: tiempo hasta la recaida o supervivencia libre

de enfermedad en dias (en aquellos sin evidencia de recidiva a 31 de diciembre de 2022). GA:
gemcitabina + nab-paclitaxel. GC: gemcitabina + capecitabina. QRT: quimiorradioterapia con
capecitabina. 1L: primera linea de tratamiento paliativo. NA: no aplica (persistencia de enfermedad
tras cirugia, reseccion no curativa). * Paciente fallecida por otras causas
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PTOs Caracteristicas clinico-patologicas de paciente/ tumor

Cadigo | Viab. Neoady. TNM (E) | Resec | GH II;/I}I/I/ Adyuvancia Rezgida
PTO1 | NO Ninguno T4N2(II) | RI 2 | -+/+ | FOLFIRINOX | SI(316)
PTO2 | NO | FOLFIRINOX | T2N2(Ill) | RO 2 | +/+/+ | FOLFIRINOX | SI (252)
PTO3 | NO | FOLFIRINOX | T3N2(Ill) | RI 2 | HAHA+ Ninguno SI(101)
PTO4 | NO Ninguno TINI(IIB) | RO 2 | -/+/+ | FOLFIRINOX | SI (862)
PTO5 | NO GA+QRT T3NI(IIB) | RI1 3| A+ Ninguno NO(147)*
PTO6 | NO Ninguno T2N1({IB) | RO 2 | A+ Ninguno SI (120)
PTO7 SI Ninguno TIN2(III) | R2 2 | HAHA+ GA (1L) NA
PTO8 | NO | FOLFIRINOX | T2N1(IIB) | RO 2 | HAHA+ Ninguno SI(223)
PTO9 SI Ninguno T2NO (IB) | RO 2 | HAHA+ GC NO (806)
PTO10 | NO [ FOLFIRINOX | T2N2(IIl) | R1 2 | +/+/+| Gemcitabina SI1(92)
PTO11 | NO Ninguno T2N1({IB) | RI 2 | A+ Ninguno NO (464)
PTO12 | NO Ninguno T2NO (IB) [ RO 2 | +/+/+| Gemcitabina SI (257)
PTO13 | SI | FOLFIRINOX | T2NO (IB) | RO 2 | -+ Ninguno NO (593)
PTO14 | NO Ninguno T2NO (IB) | RI 2 | -/-/+ | FOLFIRINOX | SI (487)
PTO15 | NO Ninguno T2NI1(IIB) | R1 2 | +/+/+ | FOLFIRINOX | NO (561)
PTO16 | SI Ninguno T3N2(II) | RI 2 | -+ GA (1L) SI(53)
PTO17 | NO GA T2NO (IB) [ RO 2 | -+ Ninguno NO (324)
PTO18 | SI Ninguno TINO(IA) | RO 1 | -/-/- | FOLFIRINOX | NO (253)
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En cinco de los dieciocho casos se consiguieron cultivar organoides viables a
partir de este material tumoral en fresco, lo que supone un 28 % de tasa de éxito
en muestras tumorales. De estos organoides establecidos con éxito, cuatro de los
pacientes (80%) no habian recibido tratamiento quimioterapico previo a la cirugia
y uno de ellos habia sido tratado con FOLFIRINOX preoperatorio. Esto supone
una eficacia de un 36.4% en pacientes no pretratados (4/11) y de 14.3% en casos
que habian recibido quimioterapia (1/7). Adicionalmente, en los pacientes 13
y 16, se obtuvo material de tejido pancreatico normal de estas mismas piezas de
pancreatectomia y se generaron dos organoides como modelos no tumorales (PNO
13 y PNO 16), resultando uno de ellos viable (50% de tasa de éxito en muestras
normales). Por tanto, si consideramos estas veinte muestras en su conjunto, 18
tumorales y 2 normales, nuestra tasa de éxito en el establecimiento de organoides

global (PTOs y PNOs) fue de un 30 %, tal y como se muestra en la figura 25.

PDOs PANCREAS

. Tumorales establecidos
. Normales establecidos

No establecidos

70%

Figura 25. Gréfico circular representativo de la tasa de éxito en la generaciéon de PDOs
pancreaticos. En azul se representa el porcentaje de organoides tumorales derivados de pacientes
(PTOs) viables con respecto al conjunto (5 de 20 muestras). Sombreados en naranja podemos ver

el porcentaje de organoides de tejido normal derivado de pacientes (PNOs) viables sobre el total de
muestras y, en amarillo, la proporcién de muestras de las que no se lograron establecer organoides con
viabilidad (14 de las 20 muestras).
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En los cinco PTOs generados con éxito y sus tejidos parafinados pareados,
realizamos estudio de WES para caracterizarlos molecularmente e intentar identificar
alteraciones frente a las que pudiéramos aplicar tratamiento dirigido. Ente ellos,
seleccionamos los dos casos que presentaban las mayores tasas de crecimiento para

realizar ensayos de sensibilidad a farmacos: PTO9 y PTO16.

PTO13 P10 10X

PTO16 P3 10X PTO18 P3 10X

Figura 26. Imagenes del cultivo de los PTOs establecidos al microscopio en campo claro.
Organoide tumoral del paciente 7 (PTO7) en el pase 6 (P6) en aumento 10X (A). PTO del paciente 9
en el pase 12 a 10X (B). Organoide tumoral del paciente 13 (PTO13) en el pase 10 (P10) y vision a
10X (C). Organoide tumoral del paciente 16 (PTO 16) en el pase 3 (P3) a 10X (D). Organoide tumoral
del paciente 18 (PTO18) en el pase 3 (P3) en vision a 10X (E).

Caracterizacion molecular de los organoides y su tejido tumoral parafinado

pareado mediante la secuenciacion del exoma completo.

Una vez establecidos los organoides realizamos la secuenciacion del exoma
completo (WES) de éstos y de sus correspondientes tejidos tumorales parafinados
archivados, comprobando asi que el tejido seleccionado en fresco para la generacion

de los PTOs correspondia realmente a tejido tumoral.
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Nuevamente el gen que mas frecuentemente detectamos mutado en organoides
fue KRAS, en el 80% de los casos, y de forma concordante con el tejido parafinado
(cuatro de los cinco organoides y sus respectivos tejidos). En un 40% de las muestras
detectamos mutaciones en ATR (dos PTOs y sus correspondientes PTTs), SMAD4
(en PTT9 y PTO13) y TP53 (en PTO13 y PTT16). Las mutaciones detectadas en
los genes ARIDIA, CHEK2 y FANCD?2 estaban presentes s6lo en un caso, pero lo
estaban tanto en los PTOs como en sus PTTs pareados. En el caso del paciente 9,
encontramos una mutacion en SMAD4 y otra en KDM6A exclusivamente en tumor
parafinado y no en su correspondiente organoide y, sin embargo, detectamos una
mutacion en NUP93 que solo estaba presente en PTO-9 pero no en PTT9. En PTT9
encontramos mutaciones en los genes TP53, ARIDIA, HLA-A1 y KMT2D que no
estaban presentes en PTO9, mientras que en PTO13 hallamos mutaciones en SMAD4,
TP53, APC, KMT2C y NFI ausentes en el tejido parafinado analizado del paciente

13. Todas estas mutaciones se pueden ver representadas en la figura 27.

De estas mutaciones oncogénicas segin OncoKB, se seleccionaron aquellas
frente a las que dicha base de datos identifica un tratamiento dirigido, es decir,
potencialmente accionables (figura 28). Posteriormente, en los dos organoides con
mayor tasa de crecimiento, testamos la sensibilidad a farmacos dirigidos de acuerdo
a estas alteraciones moleculares detectadas, asi como a distintos quimioterapicos

utilizados en la practica clinica habitual.
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MUTACIONES ONCOGENICAS TUMOR PRIMARIO/ORGANOIDE
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Figura 27. Grafico representativo de las mutaciones (SNVs) patogénicas detectadas mediante
WES en los organoides tumorales y/o en sus correspondientes tejidos parafinados archivados.
Los porcentajes del margen derecho indican el porcentaje de muestras con mutacion en cada uno

de los genes listados en el margen izquierdo. Cada columna representa a un paciente, numerado en
la parte inferior de la columna. En verde se indican los genes en los que la SNV se detecta tanto en
organoide (PTO) como en tumor (PTT). En rojo se representan los genes con mutacion detectada
solo en organoide y, en azul, aquellos genes mutados solo en tejido tumoral parafinado. Aparecen en
gris los casos en los que no se detecta mutacion en ese gen ni en PTO ni PTT. En la parte superior se
indica el nimero de genes mutados en cada uno de los casos, con el mismo codigo de colores.
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MUTACIONES ACCIONABLES TUMOR PRIMARIO/ORGANOIDE ESTADO DE LA MUTACION

M EXCLUSIVO TUMOR PRIMARIO
M TUMOR PRIMARIO Y ORGANOIDE
M EXCLUSIVO ORGANOIDE

CDKN2A

CHEK2

NF1

Figura 28. Graifico representativo de las mutaciones (SNVs) oncogénicas potencialmente
accionables segiin OncoKB en PTOs y/o PTTs. En el margen derecho se indica el porcentaje de
muestras con mutacion en cada uno de los genes listados en el margen izquierdo. Cada columna
representa a un caso, con su respectivo nimero de paciente en la base. En verde se indican los genes
en los que la SNV se detecta tanto en organoide (PTO) como en tejido (PTT), en rojo, el gen mutado
solo en PTO13 y; en azul, el gen mutado so6lo en PTT16. Aparecen en gris los casos en los que no

se detecta mutacion en ese gen ni en PTO ni PTT. En la parte superior se indica el numero de genes
mutados en cada uno de los casos, con el mismo codigo de colores.

En la siguiente tabla se especifican las mutaciones detectadas en cada uno de
los genes identificados como potencialmente accionables segun OncoKB (KRAS,
ARIDIA, CDKN2A4, CHEK2 y NF1I), asi como los farmacos indicados para su
inhibicion y la proporcion en la que se presentd esta mutacion en los PTOs y/o PTTs,

o fraccion alélica mutada (tabla 15).
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FARMACO PTT PTO
GEN CONSECUENCIA HGVSp (ONCOKB) (VAF) (VAF)
ARIDIA Variante frameshift | p.Pro224ArgfsTer8 PLX2853 9(0.4048) | 9(0.9407)
Tazemetostat
Variante Abemaciclib
CDKN2A4 . p-Asp84Asn Ribociclib | 16 (0.1286)
missense ..
Palbociclib
CHEK2 Variante p.Lys373Glu Olaparib | 7(0.0263) | 7(0.055)
missense
MTRX1133 | 7(0.0169) | 7(0.4603)
Variante Binimetinib | 9 (0.1192) | 9 (0.4755)
KRAS missense p-Glyl2Asp Trametinib | 16 (0.0921) | 16 (0.2537)
Cobimetinib | 18 (0.0755) | 18 (0.1649)
Variante Binimetinib
KRAS . p-Glyl12Val Trametinib 16 (0.1685)
missense ..
Cobimetinib
Variante Binimetinib
KRAS . p.Glyl2Arg Trametinib 16 (0.063)
missense ..
Cobimetinib
Trametinib
NF1 Variante de splicing Cobimetinib 13

Selumetinib
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Tabla 15. Resumen de las mutaciones potencialmente accionables seglin OncoKB detectadas en
los casos con PTOs estudiados. En la primera columna se enumeran los genes en los que se detectan
las mutaciones y en segunda y tercera columnas la consecuencia génica y la nomenclatura HGV Sp
del gen respectivamente. En la columna Farmaco se recogen los tratamientos que bloquearian estas
dianas terapéuticas segun la base de datos OncoKB. En las dos columnas de la derecha se indican

los casos en los que se detectan estas alteraciones y en qué fraccion alélica en tejido (PTT) y/o en
organoide (PTO). VAF: Fraccion alélica mutada

Ensayos de sensibilidad a farmacos antineoplasicos.

Como ultima prueba de la utilidad de los organoides como modelos preclinicos
testamos, en PTO 9 y PTO 16, la sensibilidad a distintos quimioterapicos de
eficacia clinica probada y uso rutinario en adenocarcinoma de pancreas, asi como
a tratamientos diana de acuerdo a los resultados de los estudios de WES en dichos
organoides y sus respectivos tejidos tumorales. En base a estas sensibilidades,
podriamos tomar decisiones a la hora de la eleccion del tratamiento en el paciente del
que proviene el tumor a partir del que generamos el organoide con, a priori, mayor

expectativa de respuesta.

En el caso del organoide PTO9, la combinacion de gemcitabina con paclitaxel
o el paclitaxel conseguirian reducir la viabilidad celular a unas concentraciones mas
bajas frente al resto, seguidos de gemcitabina en monoterapia y SN-38, metabolito
activo de irinotecan. Por el contrario, SFU oxaliplatino y su combinacion, requeririan
de unas concentraciones mucho mayores para poder conseguir reducir la viabilidad
celular tumoral, tal y como podemos ver representado en la figura 29. En cualquier
caso, hay que tener en cuenta que esto puede no estar directamente relacionado con
mayor actividad antitumoral de uno frente a otro farmaco, ya que tienen caracteristicas

farmacodinamicas y farmacocinéticas distintas.
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Figura 29. Ensayo de viabilidad celular frente a control sin tratamiento en organoide PTO9
tras la exposicion a concentraciones crecientes de distintas quimioterapias citotoxicas. SFU: 5-
fluorouracilo.

Deacuerdoalosresultados que obtuvimos del WES de PTO9y PTT9, los farmacos
capaces de bloquear KRAS y ARIDI14, tendrian un potencial efecto terapéutico en
este tumor. En base a ello, decidimos testar la sensibilidad del organoide a Trametinib
(inhibidor de MEK, componente de la via de las MAPK, en la que también esta
implicado KRAS) y dos farmacos con actividad frente a mutaciones de ARIDIA:
Olaparib (inhibidor de PARP) y Ceralasertib (inhibidor de ATR). Adicionalmente,
hicimos test de sensibilidad al inhibidor de ciclinas Palbociclib, que podria tener
accion frente a mutaciones de CDKN2A, alteracion no detectada en este organoide

ni en su tejido tumoral parafinado. En la figura 30 se representan las graficas de

sensibilidad a estas drogas.
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Figura 30. Ensayo de viabilidad celular frente a control sin tratamiento en organoide PTQ9Y tras
la exposicion a concentraciones crecientes de diferentes farmacos dirigidos.

De forma analoga a los experimentos realizados en PTO9, en el organoide PTO16
también realizamos estudios de sensibilidad a distintos fArmacos quimioterapicos

clasicos y aterapia dirigida, como se puede ver en las figuras 31 y 32, respectivamente.
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Figura 31. Ensayo de viabilidad celular frente a control sin tratamiento en organoide
PTO16 tras la exposicion a concentraciones crecientes de quimioterapias citotoxicas. SFU: 5-
fluorouracilo.
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En este caso, el quimioterapico con el que claramente se logro una mayor
reduccion de la viabilidad celular con menores concentraciones de farmaco fue
gemcitabina. Se preciso de mayores concentraciones de quimioterapicos para reducir
la proliferacion celular cuando se aplicaron paclitaxel y SN-38, con necesidad de
concentraciones todavia mayores para reducir viabilidad celular en el caso de SFU,

oxaliplatino y su combinacion (figura 31).

Igualmente, testamos la viabilidad celular de los organoides con terapia dirigida
de acuerdo a los resultados obtenidos tras el estudio de WES de PTO y PTT del
paciente 16. Nuevamente pudimos ver una mayor reduccion de la viabilidad celular
conmenores dosis de droga cuando empleamos trametinib. En este caso no detectamos
ninguna otra alteracion accionable en PTO16, pero si se encontrdé una mutacion en
CDKN24 en PTT16, que podria conferir sensibilidad a inhibidores de ciclinas segin
OncoKB, por lo que fue testada la sensibilidad a palbociclib en los organoides.
Como podemos ver en la figura 32, este farmaco no consigui6 un claro control del
crecimiento celular, como tampoco lo hizo el inhibidor de ATR ceralasertib. El
inhibidor de PARP olaparib redujo la viabilidad celular a concentraciones mas altas

que trametinib.
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Figura 32. Ensayo de viabilidad celular frente a control sin tratamiento en organoide PTO16
tras la exposicion a concentraciones crecientes de distintos firmacos dirigidos.
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Sicomparamos lasensibilidad alos distintos tratamientos entre ambos organoides,
globalmente pudimos observar un requerimiento de menores concentraciones de
farmacos para inhibir el crecimiento celular (mayor sensibilidad) en PTO9 que en
PTO16, como podemos ver en la figura 33. Esta diferencia es mas clara y acusada en

el caso de paclitaxel y trametinib, asi como SN38 y palbociclib.
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Figura 33. Heatmap representativo de las distintas sensibilidades farmacologicas de los
organoides. La fila superior corresponde al organoide PTO9 y la inferior se refiere a PTO16.

En el bloque de la izquierda, en las tres primeras columnas, en negro encontramos los genes con
accionables mutados y en gris no mutados. Las siguientes columnas representan la sensibilidad a los
diferentes farmacos testados en cada organoide, indicando el color las distintas AUC normalizadas
(siendo mas oscuro mas sensible y mas claro mas resistente).

Discusion del objetivo 4

La generacion de organoides derivados de tumor, estructuras tridimensionales
que reproducen de forma mas fidedigna las caracteristicas morfoldgicas y moleculares
que los cultivos celulares tradicionales, esta surgiendo como herramientas clave
para el estudio de la biologia tumoral y las potenciales respuestas a tratamiento en

diversos tipos de cancer, incluido el adenocarcinoma de pancreas (155,161,202,203).

Como método alternativo y complementario a la biopsia liquida para la
medicina de precision, en nuestro trabajo propusimos el desarrollo de organoides de
adenocarcinoma de pancreas a partir de muestras provenientes de pancreatectomia en
otro subgrupo diferente de pacientes con tumores no metastasicos. Nuestro porcentaje

de éxito o viabilidad fue menor al descrito en otros trabajos (155,161,162,204),
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sobre todo en el subgrupo de pacientes que recibieron tratamiento quimioterapico
previo a la cirugia. No obstante, tenemos que considerar que pese a la experiencia del
grupo en la generacion de organoides en otros tipos tumorales como cancer de colon
(205), se trata de las primeras muestras de cancer de pancreas a partir de las que
nuestro laboratorio ha intentado generar organoides. Probablemente, en los casos
que recibieron tratamiento previo a la cirugia, la dificultad para la identificacion
por parte del patoélogo del area tumoral por los cambios fibréticos inducidos por la
quimioterapia y un menor porcentaje de células tumorales viables influyen en la
menor tasa de éxito. Para mejorar estas tasas de viabilidad, algunos grupos generan
los organoides tras la formacion de xenografts con la muestra tumoral inicial, por su

mayor cantidad y porcentaje celular tumoral en la muestra (206).

En los 5 organoides, morfoldégicamente de apariencia tumoral y considerados
viables, realizamos WES de forma pareada con las muestras de tejido tumoral
parafinado que se obtuvieron también durante la pancreatectomia. De forma global,
vimos una buena concordancia entre los organoides y sus correspondientes tejidos.
En los pacientes 7 y 18 detectamos exactamente el mismo patrén de mutaciones
patogénicas (en KRAS en ambos y CHECK? tanto en PTT7 como PTO7). En el caso
del paciente 13, que fue el Ginico paciente que habia recibido neoadyuvancia en el que
se gener6 organoide, el estudio de secuenciacion sélo detectd un gen cominmente
mutado en tejido y organoide: FANCD?2, hallando el resto de mutaciones de forma
aislada en organoide y no en tejido (TP53, SMAD4, APC, KMT2C y NFI). A su
vez, fue el Unico caso en el que en nuestro estudio mediante WES no detectamos
ninguna mutacion en KRAS. En los otros dos pacientes restantes, 9 y 16, vimos
una concordancia entre organoide y su respectivo tejido parafinado del 80 y 73.3%
si consideramos estos 15 genes patogénicos representados en la grafica (12/15 y
11/15, respectivamente). Estas diferencias de resultados muy probablemente
reflejen la heterogeneidad intratumoral que, asociada al alto porcentaje de fibrosis
y menor pureza de celularidad tumoral en las piezas de pancreatectomia frente a los

organoides, podrian generar estas discrepancias.
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La caracterizaciéon molecular, no sélo tiene importancia por su utilidad para
conocer las alteraciones patogénicas y vias implicadas en el desarrollo tumoral,
sino que también pueden tener una aplicacion incluso mas relevante al permitirnos
identificar aquellas alteraciones con potenciales tratamientos dirigidos o que puedan
predecir respuesta a terapia. En el caso de los organoides, al ser un modelo in vitro,
podemos testar la sensibilidad a farmacos de uso habitual en la practica clinica y
aquellos dirigidos frente a las alteraciones moleculares accionables detectadas
en el estudio de WES. Nuestros dos organoides sobre los que realizamos test
farmacologicos tenian mutaciones en KRAS (concretamente los dos G12D y el
PTO16 ademas las mutaciones G12V y G12A), gen considerado no targetable hasta
hace muy poco tiempo, pero en el que se estan desarrollando inhibidores que estan
ya en fase de ensayo clinico (135,136). Al no disponer de estos inhibidores, testamos
la sensibilidad a trametinib, inhibidor de MEK1/MEK2 y por tanto potencial
inhibidor indirecto de KRAS cuya eficacia se ha probado en ensayos clinicos
(207,208). En ambos organoides este farmaco fue el que consiguié mayor inhibicion
celular a concentraciones mas bajas que otras drogas dirigidas, probablemente como
reflejo de mejor respuesta al farmaco como consecuencia de bloquear esta via de
proliferacion celular que sabiamos estaba alterada en nuestros organoides. La otra
mutacion potencialmente accionable segin OncoKB que detectamos fue en el gen
ARIDIA, presente solo en PTO9. Al testar la sensibilidad de nuestros organoides
a ceralasertib, inhibidor de ATR que ha demostrado mayor eficacia en tumores
con alteraciones de ARID1A (209), observamos que PTO9 seria mas sensible que

PTO16, probablemente por presentar mutacion en dicho gen.

Al margen de la respuesta a tratamientos dirigidos, también evaluamos la
sensibilidad de nuestros organoides a quimioterapia utilizada en la practica estandar,
aunque no nos sirvido para la toma de decisiones terapéuticas. A excepcion de
gemcitabina, a la PT016 fue ligeramente mas sensible que PTO9, la concentracion
de los farmacos necesaria para conseguir la misma reduccion de viabilidad celular

fue menor en PTO9, sobre todo en el caso de paclitaxel. En el contexto en el que
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se generaron estos organoides, tumores resecados, estos test de sensibilidad a
quimioterapia podrian tener gran valor para la eleccion del esquema de quimioterapia
adyuvante. En el momento actual, los pacientes reciben preferentemente
mFOLFIRINOX, frente a la combinacion de gemcitabina con capecitabina o
gemcitabina en monoterapia, por sus mejores resultados en términos de SG y SLP.
Sin embargo, la decision entre dichos tratamientos se basa en factores clinicos, ya
que no disponemos de biomarcadores que nos asistan en la eleccion del esquema
idéneo para cada paciente, ni tampoco una comparacion directa de mFOLFIRINOX
y gemcitabina-capecitabina. La posibilidad de testar la sensibilidad a estos farmacos
en el transcurso del post-operatorio para poder elegir el tratamiento adyuvante

optimo probablemente mejoraria los resultados.

En el caso concreto de la paciente de la que procedia PTO9, se administrd
tratamiento adyuvante con gemcitabina y capecitabina, permaneciendo libre de
enfermedad en el momento de corte de datos, por lo que no podemos hacer una
comparativa directa con la respuesta a tratamiento en la clinica. En cambio, el
paciente del que derivaba PTO16, present6 una recaida hepatica inmediatamente tras
la cirugia, por la que recibié quimioterapia de primera linea con gemcitabina+nab-
paclitaxel (con estabilidad de enfermedad como mejor respuesta y una SLP de 8
meses), segunda linea con irinotecan liposomal+ SFU (SLP 2 meses, con progresion
en primer TAC) y llego iniciar una tercera linea con FOLFOX, de la que solo pudo
recibir un ciclo por deterioro clinico, progresion radiologica tras el mismo y exitus
(supervivencia desde el momento de la enfermedad metastasica de 11 meses).
Aunque las decisiones de tratamiento se tomaron en base a las recomendaciones
de las guias clinicas y lo esperable en este contexto es que la respuesta sea mejor y
de mayor duracion con gemcitabinatnab-paclitaxel frente a las posteriores, en los
test farmacologicos que se realizaron en PTO 16 también pudimos ver una mayor
sensibilidad a gemcitabina frente al resto de quimioterapicos, por lo que podriamos

decir que concordarian las respuestas a nivel clinico y experimental.
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Pese a todas estas ventajas o aplicaciones potenciales de los organoides, todavia
existen limitaciones que hacen dificil su uso en la practica clinica rutinaria. Una
de ellas seria la dificultad técnica de generacion de organoides, con altos costes
y requerimientos estructurales que hacen que no puedan desarrollarse fuera de
laboratorios dotados para ello. Ademas, el tiempo necesario para completar todo
el proceso dificulta la aplicabilidad en pacientes, sobre todo en el escenario de
la enfermedad metastasica, donde los pacientes se pueden deteriorar con gran
rapidez sin tratamiento. También seria necesario una mayor evidencia cientifica
y estandarizacion de las técnicas para su uso en la clinica. En cualquier caso, los
organoides se posicionan claramente como otra herramienta de utilidad y muy
prometedora para el desarrollo de la medicina de precision en adenocarcinoma de

pancreas.
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CONCLUSIONES

1. El estudio mediante secuenciacion completa del exoma de tejido tumoral
parafinado de pacientes con adenocarcinoma de pancreas metastasico detecta
mutaciones patogénicas o potencialmente patogénicas:
1.1 A nivel somatico, fundamentalmente en KRAS (90%), TP53 (50%) y
CDKN24 (20%).
1.2 Accionables como diana terapéutica potencial en KRAS®"
ARID1A4, CDKN2A4, MTOR, EZH2 y SF3B1.

D

, BRCAI,

1.3 Germinales, tras la adicion de la secuenciacion de células mononucleadas
de sangre periférica, en los genes TP53, RECQL4 y AXINI.
2. La secuenciacion completa del exoma de ctDNA de pacientes con adenocarcinoma
de pancreas metastasico:
2.1 Concuerdaenun20% con sutejido pareado, captando mejor la heterogeneidad
tumoral.
2.2 Presenta una mayor sensibilidad para la deteccion de alteraciones
moleculares accionables que el analisis con un panel limitado de genes o el
estudio tnicamente del tumor
2.3 Identifica un enriquecimiento en genes de la via de regulacion negativa de
los componentes de organizacion celular en pacientes con supervivencia menor
a 11 meses, frente a mutaciones en genes de la via de regulacion y reparacion
del DNA, exclusivas de pacientes de mayor supervivencia.
3.1 La deteccion de mutaciones de KRAS en plasma mediante ddPCR al diagnéstico
condiciona una peor supervivencia libre de progresion.
3.2 Los pacientes con negativizacion completa de KRAS en plasma o reduccion de
fraccion alélica mutada tras el tratamiento mayor al 84.75% presentan una mejor
supervivencia libre de progresion.
4. Los organoides generados a partir de tejido en fresco de pancreatectomias presentan
caracteristicas morfologicas y moleculares analogas al tumor, permiten identificar
tratamientos dirigidos y testar la sensibilidad farmacos, que probablemente puedan

predecir la respuesta a tratamiento en la practica clinica.
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RESUMEN

El adenocarcinoma de pancreas es el tumor solido de peor prondstico y su
incidencia esta en aumento en los Gltimos afios en los paises desarrollados, lo que
lo convierte en un problema fundamental de salud publica. Este mal pronostico
en gran parte viene condicionado por su presentacion habitual como enfermedad
avanzada o metastasica y las escasas alternativas terapéuticas con limitados avances
en el tratamiento, que tienen escaso impacto en términos de supervivencia. Estos
tratamientos, a excepcion de olaparib en los pocos casos que presentan mutaciones
germinales de BRCA, se seleccionan generalmente en base a criterios clinicos,
no guiados por biomarcadores predictivos de respuesta. Uno de los principales
obstaculos para el desarrollo de la medicina de precision en este tumor es la
dificultad del acceso a muestras en cantidad y calidad optimas para su caracterizacion
molecular en casos no resecables, por lo que en este contexto seria de gran utilidad la
aplicacion de la biopsia liquida. En aquellos casos con acceso a muestras tumorales,
otra herramienta de gran utilidad para el desarrollo de medicina personalizada es la
génesis de organoides como modelos preclinicos funcionales que permiten, no sélo la

caracterizacion molecular tumoral, sino también evaluar la respuesta al tratamiento.

El analisis de ADN tumoral circulante (ctDNA), uno de los subtipos de
biopsia liquida, en el contexto de enfermedad avanzada nos ofreceria de un modo
relativamente facil y poco invasivo dos ventajas fundamentales para el desarrollo
de tratamientos personalizados en adenocarcinoma de pancreas: la caracterizacion
molecular del tumor y la monitorizacion de su evolucion durante el tratamiento. Con
estas premisas, el objetivo fundamental de este trabajo es describir las alteraciones
gendmicas mediante secuenciacion del exoma completo (WES) de una cohorte de 37
pacientes con adenocarcinoma de pancreas metastasico en tejido y, fundamentalmente
en plasma, identificando aquellas germinales y somaticas con potencial patogénico,
predictivo de respuesta y con valor pronostico. Adicionalmente, mediante una técnica

de mayor sensibilidad como es la ddPCR, se pretende evaluar el valor pronostico
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de la deteccion de KRAS en plasma al diagnostico y en su monitorizacion en el
momento de la respuesta en estos pacientes y en una cohorte de validacion con 43

casos con caracteristicas clinicas comparables.

Por otro lado, el desarrollo de organoides o cultivos celulares tridimensionales
a partir de tejido tumoral en fresco, nos permitiria, ademas de la caracterizacion
de alteraciones moleculares con potencial tratamiento dirigido, un estudio funcional
mediante el test in vitro de la sensibilidad del organoide a distintos farmacos
antitumorales. Con todo ello, nuestro trabajo tiene como propdsito cultivar organoides
a partir de tejido tumoral procedente de pancreatectomias de pacientes con tumores
resecables, su caracterizacion molecular identificando dianas terapéuticas y realizar
test de sensibilidad farmacoldgicos que puedan predecir respuesta a tratamiento en

la clinica.

Con todo ello, se pretende integrar el uso de la biopsia liquida y organoides como
métodos de diagndstico y funcionales para la aplicacion de la medicina personalizada

en adenocarcinoma de pancreas.
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ABREVIATURAS

AAGAB: Alpha And Gamma Adaptin Binding protein

ACVR2A4: ACtiVin A Receptor type 2A

ACVRI1B: ACtiVin A Receptor type 1B

ADEX: Aberrantemente Diferenciado Endocrino eXocrino
ADN/DNA: Acido DesoxirriboNucleico/ DeoxyriboNucleid Acid
ADNg/gDNA: Acido DesoxirriboNucleico germinal/ germinal DeoxyriboNucleid
Acid

AKT: AKT serine/threonine kinase

AL: Lysis buffer (tampon de lisis)

ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase

APC: Adenomatous Polyposis Coli (poliposis adenomatosa de colon)
APIs: Application Programming Interfaces (interfaces de programacion de
aplicaciones)

ARIDIA: AT-Rrich Interactive Domain-containing protein 1A
ARN/RNA: Acido RiboNucleico/ RiboNucleid Acid

ATL: Tissue Lysis Buffer (tampdn de lisis de tejido)

ATM: Gen Ataxia Telangiectasia Mutado

AXL: AXL receptor tyrosine kinase

BARDI: BRCAI associated RING domain 1

BEAMing: Beads, Emulsion, Amplification and Magnetics

BME: Basement Membrane Extract (Extracto de Membrana Basal)
BMPRI1A: Bone Morphogenetic Protein Receptor type 1A

BPER: Base-Position Error Rate

BRAF: v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

BRCA: BReast CAncer (Gen del cancer de mama)

CAF(s): Cancer-Associated Fibroblast (s) (fibroblasto (s) asociado (s) a tumor)
CA 19.9: Carbohydrate Antigen 19.9 (antigeno carbohidrato 19.9)
CCDN?2: G1/S-specific cyclin-D2

CDC73: Cell Division Cycle 73

CDK: Cyclin-Dependent Kinases

CDKN24: Cyclin-Dependent KiNase inhibitor 2A

CEA: CarcinoEmbrionary Antigen (antigeno carcinoembrionario)
cfDNA: cell free DNA (ADN libre cellular)

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
CHECK?2: CHECKpoint kinase 2

CI: Confidence Interval (intervalo de confianza)

CNV: Copy Number Variation (variaciones de nimero de copias)
COL14A41: COLlagen type XIV Alpha 1 chain

CTC(s): Célula(s) Tumoral(es) Ciruculante(s)
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CTRCK: ChymoTRypsin C

cfDNA: cell free DNA (AND libre circulante)

ctDNA: circulating tumor DNA (ADN circulante tumoral)

CTNNBI: CaTeNiN Beta 1

dPCR: digital Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa
digital)

ddPCR: droplet digital Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la
polimerasa digital de gotas)

dMMR: MisMatch Repair deficient

dsDNA: double-stranded DNA (ADN de doble cadena)

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EDTA: EthyleneDiamineTetraacetic Acid (Acido EtilenoDiaminaTetraacético)
EGFR: Epithelial Grow Factor Receptor

EPCAM: EPithelial Cell Adhesion Molecule

ERBB2: Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2

ERCC2: ERCC excision repair 2, TFIIH core complex helicase subunit
EMR: Enfermedad Minima Residual

EMT: Epithelial-Mesenchymal Transition (transicion epitelio mesénquima)
EPHA7: EPH receptor A7

EZH2K: Enhancer of Zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit
FANCD?2: Fanconi ANemia Complementation group D2

FANCL: Fanconi ANemia Complementation group L

FANI: FANCD2 and FANCI Associated Nuclease 1

FAP: Familiar Adenomatous Polyposis (polipomatosis adenomatosa familiar)
FDR: False Discovery Rate (tasa de descubrimiento falso)

FFPE: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (tejidos fijados en formalina, embebidos
en parafina)

FGFR: Fibroblast Grow Factor Receptor

FLT-3: Fms Like Tyrosine kinase 3

FOLFIRINOX: Acido FOLinico+Fluorouracilo+IRINotecan+Oxaliplatino.
FOLFOX: Acido FOLinico+Fluorouracilo +Oxaliplatino.

FU: FluoroUracilo

GA: Gemcitabina+Nab-paclitaxel

GATA6: GATA binding protein 6

GC: Gemcitabina+Capecitabina

gDNA: Germinal DNA (ADN germinal)

GH: Grado Histologico

GNAS: Guanine Nucleotide Binding Protein (G Protein), Alpha Stimulating
GTP: Guanosine TriPhosphate (Guanosin Trifosfato)

HCUYV: Hospital Clinico Universitario de Valencia

HGF: Hepatocyte Grow Factor (factor de crecimiento hepatocitario)
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HGVSp: Human Genome Variation Society description at protein level
HR: Hazard Ratio

HRD: Homologous Recombination Deficiency (deficiencia de recombinacion
homologa)

JNK: c-Jun N-terminal kinase

KDM©6A: Lysine Demethylase 6A

KIT: KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase

KMT2C: lysine methyltransferase 2C. Conocido también como MLL3
KRAS: Kirsten RAt Sarcoma virus

KYT: Know Your Tumor

LKBI: Liver Kinase B1. Conocido también como STK11

LA: Localmente Avanzado

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MAP3K21: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 21

Mb: Megabase

MB: Medio Basal

MCN: Mucinous Cystic Neoplasm (neoplasia mucinosa quistica)
MET: MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase

ml: mililitros

MLH1: MutL Homolog 1; Colon Cancer, nonpolyposic type 2

MLH3: MutL Homolog 3

MMRD: MisMatch Repair Deficiency

MPPG: Most Prevalent Pancreatic cancer Genes (genes mas frecuentes en cancer
de pancreas)

MSH?2: MutS Homolog 2

MSHG6: MutS homolog 6

MSI-H: MicroSatellite Instability High

mTOR: mammalian Target Of Rapamycin

MYC: MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor

NA: No Alcanzada

NCCN: National Comprehensive Cancer Network

(Neo)ady.: (Neo)adyuvancia

NFI: NeuroFIbromin 1

NGS: Next Generation Sequencing (secuenciacion de nueva generacion)
NOTCH1: Neurogenic locus notch homolog protein 1

NRAS: Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
NRGI1:NeuReGulin 1

NTHLI: NTH Like DNA glycosylase 1

NTRK: Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor

OR: Odds Ratio

PALB?2: PArtner and Localizer of BRCA2
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PALLD: PALLaDin, cytoskeletal associated protein

PanIN(s): Pancreatic Intraepitheliel Neoplasia(s) (neoplasia(s) intraepitelial(es)
pancreatica(s))

PARP: Poly (ADP-Ribose) Polymerases

pb: par de bases

PBRM1: PolyBRoMo 1

PBS: Phosphate Buffered Saline (solucion salina amortiguada por fosfatos)
PCR: Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
PDAC: Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma (adenocarcinoma ductal pancreatico)
PDGFRA: Platelet-Derived Growth Factor Receptor A

PDO(s): Patient Derived Organoid(s) (Organoide(s) Derivado(s) de Paciente(s))
PDXI: Pancreatic and Duodenal homeoboX 1

PD-1: Programed Death-1

PD-L1: Programed Death Ligand-1

PFA: Paraformaldehyde (paraformaldehido)

PMS2: PMS1 homolog 2

PNO: Pancreatic Normal Organoid (Organoide Pancreatico Normal)

PRSS1I: Serine Protease 1

PTEN: Phosphatase and TENsin homolog

PTO(s): Pancreatic Tumor Organoid(s) (Organoide(s) Pancreatico(s) Tumoral(es))
PTT(s): Tejido(s) Tumoral(es) Parafinado(s)

qPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa)

QRT: Quimio-RadioTerapia

QT: QuimioTerapia

RABL3: RAB, member of RAS oncogene family Like 3

RAD51C: RADS1 homolog C

RECQL4: RecQ like helicase 4

Resec: Reseccion

RET: ret proto-oncogene

RNF43: Ring Finger Protein 43

RPS20: Ribosomal Protein S20

SEMA4A4: SEMAphorin 4A

Sd: syndrome

SF3B1: Splicing Factor 3b subunit 1

SG: Supervivencia Global

Sgto: Seguimiento

SLP: Supervivencia Libre de Progresion

SLR: Supervivencia Libre de Recaida

SMAD4: Small Mothers Against Decantaplegic 4

SMARCA4: SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator Of
Chromatin, Subfamily A, Member 4
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SNV: Single Nucleotide Variant (variaciones de nucle6tido tnico)
SPINK: Serine Peptidase Inhibitor Kazal type 1

STK11: Serine/Threonine Kinase 11. Conocido también como LKB1
TAC: Tomografia Axial Computarizada

TCGA: The Cancer Genomic Atlas

tDNA: tissue or tumor DNA (ADN tumoral o de tejido)

TGFp: Transforming Growth Factor Beta

TGFBR2: Transforming Growth Factor Beta Receptor 2

TNM: Tumor Node Metastasis

TPMI: Tumor Papilar Mucinoso Intraductal

TP53: Tumoral Protein 53

TP63: Tumoral Protein 63

TSC2: Tuberous Sclerosis Complex 2

UMI: Unique Molecular Identifier (Identificadrores de Molécula Unica)
VAF: Variant Allele Frequency (fraccion alélica mutada)

Viab.: Viabilidad

WBC(s): White Blood Cell(s) (célula(s) mononucleada(s) de sangre periférica)
WES: Whole Exome Sequencing (secuenciacion del exoma completo)
WNTI: Wnt family member 1

ZNF: ZiNc Finger

ZRSR2: zinc finger CCCH-type, RNA binding motif and serine/arginine rich 2
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