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1 INTRODUCCIO

Troba un treball que t’agradi
i no tornaras a treballar
ni un sol dia de la teva vida
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1.1 Generalitats del cancer de pulmé

1.1.1 Incidencia

Es parla de cancer de pulmé quan apareix qualsevol neoplasia maligna originada a I'area
broncopulmonar. Agrupant ambdds sexes, es tracta del tipus de tumor més freqlient i és
considerat la primera causa de mort per cancer a escala mundial.

Per a la poblacié masculina, la major incidéncia la trobem a I'Europa central i de I'est,
seguida per I’Ameérica del Nord, mentre que per a la poblacié femenina la incidéncia és
més elevada als Estats Units i ocupa la tercera posicid, amb una taxa de mortalitat igual
a la del cancer de mama (JEmAL et al. 2011).

A Catalunya, la taxa ajustada d’incidéncia de cancer de pulmd en la poblacié masculina
és del 52,91 per 100.000 habitants i any, fet que el col-loca en el segon tipus de cancer
respecte a la incidéncia, mentre que per a la poblacié femenina és del 4,69. El cancer de
pulmo entre la poblacié femenina ha anat augmentant a tot el mén. A Catalunya, entre
els anys 1985 i 2004, aquest increment ha estat del 2,68% (BORRAS JM. 2008).

Malgrat que en els darrers anys s’ha avangat en el coneixement de la malaltia i el seu
tractament, la taxa de supervivéncia global als 5 anys no s’ha incrementat excessivament
i continua situant-se al voltant del 14% en homes i del 20% en dones. Aquesta baixa taxa
de supervivencia s’atribueix a que només un ter¢ dels pacients es diagnostiquen en
estadis inicials de la malaltia, quan sén susceptibles a la reseccid per cirurgia.
Normalment aquest diagnostic té lloc en estadis avancats, quan la progressid és més
rapida. En molts casos el pacient presenta altres patologies, freqiientment associades al
tabaquisme com ara la malaltia pulmonar obstructiva cronica i/o malalties
cardiovasculars, que fan més complex el tractament.

1.1.2 Etiologia

L'any 1939 es va presentar el primer treball epidemiologic on es postulava I'estreta
relacié entre tabaquisme i cancer de pulmd. (PRocTor 2001). S’estima que el 90-95% dels
casos esta relacionat amb aquest habit a més de ser la causa de prop del 30% de les
morts per cancer en els paisos desenvolupats (MONTES et al. 2004).

Entre els components del fum del tabac, s’han trobat més de 20 elements carcinogens,
agents quimics i radicals lliures que es consideren responsables del desenvolupament
del carcinoma pulmonar com ara el 1,3-butadie, I'0xid d'etile, el benze, aldehids,
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1- INTRODUCCIO

hidrocarburs aromatics policiclics o nitrosamines. Molts d’aquests elements, actuen a
nivell de I’ADN (Acid DesoxiriboNucléic) creant adductes quan els seus metabolits
carcinogenics s’uneixen covalentment a la guanina i citosina. Si el mecanisme de
reparacidé cel-lular no és capag¢ de revertir aquest adducte, comporta un canvi en la
sequencia de 'ADN i per tant I'aparicid d’una alteracié genética permanent que pot
afectar I'activacié d’oncogens (HusSAIN and HARRIS 1998; SEKIDO et al. 1998).

Altres factors que augmenten el risc de desenvolupar cancer de pulmd vénen
condicionats per I’entorn laboral. Les persones exposades a substancies com |'asbest,
I'arsénic, el crom, el niquel o el radd tenen més risc de desenvolupar aquesta malaltia.
Altrament, I'exposicié al fum del tabac de forma regular també n’augmenta el risc
malgrat no es sigui fumador actiu. L’exposicié a la radiacio ionitzant també fa augmentar
el risc proporcionalment al temps d’exposicid i és sinérgic amb el tabaquisme (ALBERG et
al. 2007).

Independentment de I'ambient que envolta els individus, hi ha certa susceptibilitat
genetica que augmenta la possibilitat de desenvolupar un cancer de pulmo, sobretot en
persones amb historial familiar. Paral-lelament, s’ha comprovat I'associacié entre
diversos locus com ara el 15925 o el 6g23-25 o l|‘existencia de determinats
polimorfismes en enzims de reparacié a 'ADN amb I"'augment del risc de desenvolupar
aquest tipus de cancer (BRENNAN et al. 2011).

Finalment, I'edat també és un factor a tenir en compte ja que comporta la inherent
exposicié acumulativa de molts dels factors de risc anteriorment exposats. Aquests
factors, combinats amb la pérdua natural de I’eficacia de les vies de reparacié del dany a
I’ADN, provoca que el risc augmenti proporcionalment al pas dels anys (BALbuccl and
BEGHE 2001).

1.2 Classificacio del cancer de pulmé

Quan es parla genéricament de cancer de pulmd, s’hi inclouen els tipus més comuns de
carcinomes de pulmé i bronquis. Al voltant el 95% dels casos de carcinoma pulmonar
son de tipus epitelial.

El cancer de pulmé o carcinoma broncogenic es divideix per al seu estudi i tractament en
dos grans grups: el carcinoma de cél-lules petites (CPCP) i el carcinoma de cel-lules no
petites (CPCNP).
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El sistema de classificacid actual del cancer de pulmo es basa en els criteris de |'Ultima
classificacio de la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) de l'any 2004 i en les
modificacions dels grups d’experts internacionals (TRAvVIS et al. 2011).

1.2.1 Carcinoma de pulmo de cél-lules petites (CPCP)

Representa al voltant del 15% dels carcinomes pulmonars, normalment en pacients
d’edat avangada i esta altament relacionat amb el tabaquisme, I'exposicié a asbest i
redd. Es tracta d’un tipus de cancer molt agressiu, amb molta facilitat per produir
metastasis ja des dels seus estadis més primerencs. La supervivencia als 5 anys es situa
al voltant d’'un 5%.

Geneéticament, és un tipus de cancer que presenta moltes alteracions com ara pérdues o
guanys cromosomics, estimulaci6 de gens com la telomerasa, mutacions,
hipofosforilacions de gens supressors i alteracions en multiples vies de transduccié de
senyal que el fan atractiu per aplicar-hi tractaments especifics (D'ANGELO and PIETANZA
2010; vAN MEERBEECK et al. 2011).

1.2.2 Carcinoma de pulma de cél-lules no petites (CPCNP)

Aproximadament el 85% del cancer de pulmod correspon a aquest tipus tumoral que es
subclassifica en carcinoma escatds, adenocarcinoma, carcinoma de cel-lules grans amb
els seus diferents graus de diferenciacié. Fins a mitjan segle passat el tipus cel-lular
predominant era |'escatds. Actualment, i en gran part pel canvi d’habit tabaquic, aquesta
relacié s’ha revertit a favor de I"'adenocarcinoma (MONTESINOS et al. 2011).

1.2.2.1 Carcinoma escatos

Es el subtipus cel-lular més relacionat amb el tabaquisme dins del CPCNP, on representa
el 20-30% d’aquests tumors i es localitza, preferentment, en la zona central dels
bronquis. Es caracteritza per 'existéncia de ponts intercel-lulars i una alta queratinitzacio
que s’utilitza per identificar aquest tipus de tumor en preparacions histologiques i
citologiques. Les cél-lules acostumen a ser grans amb un citoplasma abundant i dens,
amb nucli hipercromatic irregular i nucléols petits.

Des d’'un punt de vista genetic, el carcinoma escatds té una série de gens amplificats.
Entre ells SOX2, FGFR1, PIK3CA i TP63. El gen SOX2 regula la supervivencia cel-lular i,
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mitjancant la tecnica de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), es troba amplificat en
un 68% i sobreamplificat en un 20% dels casos. FGFR1 (Fibroblast Growth Factor
Receptor) es relaciona amb la proliferacioé cel-lular i es detecta per FISH en un 22% dels
casos (WEiss et al. 2010). El gen PIK3CA (Fosfatidilinositol 3 quinasa domini catalitc) esta
amplificat en un 33% dels casos quan s’analitza per PCR quantitativa (YAMAMOTO et al.
2008) i per ultim, TP63 (Transcription factor 63) esta relacionat amb la carcinogenesi, i es
troba una freqliéncia d’amplificacié del 88% per FISH (MAssION et al. 2003).

També s’han detectat mutacions en diversos gens com ara PIK3CA en un 6,5% dels casos
(KAWANO et al. 2006). Per una altra banda, malgrat que la forma truncada EGFRvIII té una
freqgliéncia al voltant del 5% i es considera l'alteracidé més freqlient d’EGFR en aquest
tipus histologic, també s’han descrit mutacions del domini tirosina quinasa en un
percentatge menor al 5% (DRILON et al. 2012; PEREz-MORENO et al. 2012).
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Fig. 1. En A, imatge de carcinoma escatds moderadament diferenciat. S’observa la produccio de queratina
per les cél-lules tumorals, marcat amb una fletxa negra. En B es poden observar els ponts intercel-lulars en
un carcinoma escatds poc diferenciat, indicats per les fletxes negres (tincio: hematoxilina-eosina, 400
augments).

1.2.2.2 Adenocarcinoma

Es tracta del tipus histologic més freqlient ja que representa practicament el 50% dels
casos de CPCNP. Malgrat aquest tipus de carcinoma es relaciona amb individus
fumadors, és la histologia més freqlient entre la poblaci6 no fumadora. Els
adenocarcinomes de pulmé habitualment es localitzen en els camps pulmonars
periférics i no és infreqlient que envaeixin les pleures. El tret histologic més caracteristic
és la seva capacitat de formar estructures glandulars que, en moltes ocasions,
requereixen de técniques de deteccié de mucina per tal de posar-les de manifest ja que
no sempre son evidents.

Molecularment s’ha identificat una serie de gens que poden modular respostes al
tractament. Entre ells es troben les mutacions mutuament excloents d’EGFR (10-40%),
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K-RAS (38%), HER-2 (2-4%) o BRAF (2%) que es troben aproximadament en el 50% dels
casos o les translocacions d’ALK (4%), RET (1%) o ROS-1 (2%) (GREULICH 2010; SAINTIGNY
and BURGER 2012; Bos M. 2013).
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Fig. 2. En A es pot observar un adenocarcinoma moderadament diferenciat on s’aprecien les glandules
compactes constituides per cél-lules tumorals atipiques (tincié: hematoxilina-eosina, 400 augments). En B
es pot observar un adenocarcinoma pobrement diferenciat on hi ha una tincio positiva en el citoplasma de
les cél-lules tumorals mucosecretores (tincié: PAS-DIASTASA, 400 augments).

1.2.2.3 Carcinoma de cél-lules grans

Aquest tipus de carcinoma és poc freqlient i representa el 3% dels casos de CPCNP,
predominantment en poblacié masculina fumadora. Es un tipus de tumor agressiu i de
dificil diagnostic ja que, per definicid, no tenen trets de diferenciacié citoplasmatica, ja
sigui en la direccié de I'adenocarcinoma o del carcinoma escamos (GOLLARD et al. 2010).
Es tracta d’un tipus de tumor format per ceél-lules poligonals amb un nucli gran que es
desenvolupa freqlientment en les zones pulmonars periferiques.

1.2.2.4 Carcinoma adenoescatds

El carcinoma adenoescatés és el subtipus histologic més infreqiient dins dels CPCNP,
amb una incidéncia del 0,4 a un 4% dels casos. Estan formats per una barreja
d’adenocarcinoma i carcinoma escatos en diferents proporcions i s6n molt més agressius
que els dos tipus histologics per separat. Acostumen a fer metastasis amb molta facilitat
i presenten mal pronostic. S'ubiquen preferentment en la periféria del pulmé (BASTIDE et
al. 2010).
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1.3 Estadiatge del cancer de pulmé

La classificacid de les malalties neoplasiques evoluciona paral-lelament amb el
coneixement geneétic dels tumors. Aquest fet permet no només un diagnostic més acurat
siné també estimar el pronostic i la valoracio dels resultats del tractament. Des que es va
publicar per primer cop el sistema d’estadiatge TNM I'any 1968, hi ha hagut una
evolucié constant en la classificacié tumoral conduida per la International Union Against
Cancer (UICC). Aquesta classificacid té en compte I'extensid i severitat d’un cancer ja
sigui en el seu estadi més inicial com en la seva fase metastasica ja que d’aquests
parametres en depenen la supervivencia i el tractament que rebra el pacient.

La classificacié de l'estadi de la malaltia es basa en el sistema TNM (Tumor Nodal
Metastasis) on la “T” descriu les caracteristiques del tumor primari, la “N” descriu
I'afectacio o no ganglionar i la ”M” indica presencia o abséncia de metastasis a distancia.
La definicid dels components d’aquest sistema d’estadiatge es poden veure en la Taula 1.

Per a cada pacient existeixen dues classificacions TNM del tumor que corresponen, per
una banda a I'estadiatge clinic (s’afegeix una “c” davant del TNM), basat en la historia
clinica, examen fisic i altres proves realitzades anteriorment al tractament, etc., i per una
altra banda, a I'estadi patologic basat en el TNM patologic (s’afegeix una “p” davant del
TNM) aplicable als casos on s’ha utilitzat la cirurgia quan s’ha avaluat I’estat dels marges
del tumor extirpat, la preséncia o no d’invasié limfovascular i el grau histologic
(MIRSADRAEE et al. 2012).

Un cop s’ha definit el TNM del pacient cal classificar el tumor segons uns estadis que van
de 0 a IV on s’agrupen els tumors per pronostic i tractament similars. Els pacients amb
estadis inicials tenen millor pronostic (CRINO et al. 2010).

Malgrat que des del gener del 2010 el sistema vigent és el que es descriu en la 7a edicié
de la TNM classification of malignal tumors de la International Association for the Study
of Lung Cancer (IASLC), publicada per la UIIC (TRAvIS et al. 2011), aquest treball es basa
en l'estadiatge de la 6a edicid ja que els pacients que es descriuen van ser estadificats
anteriorment a la nova classificacio.
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TUMOR (T)

TO

TX

Tis
Tl

T2

T3

T4

Mo evidéncia de turmor primari

Tumor primari que no pot ser avaluat

Preséncia de cél-lules malignes en I'esput 0 en el rentat bronquial
Carcinoma in situ

Tumor < 3cm sense evidencia d'invasid més proximal del bronqui lobar
Tumor > 3cm

Turmor de qualsevol mida amb qualsevol de les seglents caracteristiques:
-Extensio proximal z 2cm distal de la carina

-Invasid de la pleura visceral

-Atelectasi o pneumonitis obstructiva sense compromentre el pulmd sencer
Tumor de qualsevol mida amb qualsevol de les seglents caracteristiques:

-Invasid de |a paret toracica, del diafragma, de la pleura mediastinica o del
pericardi parietal

-Turnor armb extensid proximal < 2em de la carina
-Atelectasi o prneurnonitis obstructiva del pulmo sencer

Tumor de qualsevol mida que envaeix qualsevol de les estructures
seglents: mediasti, cor, traquea, esdfag, grans vasos, carina, cossos
vertebrals

Embassament pleural o pericardic maligne
Modul/s satel-lit/s en el mateix nodul que el tumor primari
GANGLIS LIMFATICS (N)

Nx
NO
N1
N2

N3

Regionals no avaluables
Regionals sense metastasi
Ipsilaterals hiliars ifo peribronquials amb metastasis

Limfatics ipsilaterals mediastinics i/o subcarinals amb metastasis
Limfatics mediastinics contralaterals, hiliars contralaterals, escalens
ipsilaterals o contralaterals, supraclaviculars amb metastasis

METASTASIS A DISTANCIA (V1)

Mx
Mo
M1

Metastasis a distancia no avaluables
Sense metastasis a distancia

Armnb metastasis a distancia

Taula 1 Definicio dels diferents components del sistema d’estadificacio TNM corresponents a la 6a edicid.

En la Taula 2 es poden veure els canvis en la classificacid dels estadiatges on s’han

subdividit els descriptors T1, T2 i M1 en “a” i” b” cadascun.
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Estad Ga Edicio 7a Edicia
14 T1, RO, MO T1a-Tik, NO, MO
I T2, N0, WD T2a, NO, MO

Tla-Tib, N1, MO

(I} T1, N1, MO T2a, N1, MO
Tk, NO. MO
. T2, N1, MO T2b, M1, MO
T3, N0, KD T3, NO. MO
T3, N1, MO T1-T2, N2, MO
A T1-T3, N2, MO T3, H1-M2, MO
T4, NO-MN1, MO
B Ta, NO-N2, MO Ta, N, MO
T1-T4, N3, MO T1-T4, N3, MO
i1 T1-T4, KNO-N3, M1 T1-T4, NO-N3 Mls-Mlb

Taula 2. Canvis promoguts per la 7a edicio de la TNM classification of malignal tumors per quadrar els
estadiatges amb la prognosi i el tractament. Un dels canvis importants és que I'estadi IIA passa a T2(a) N1 i
que I'estadi T4 NO o N1 és I’estadi IlIA i no IlIB com fins ara (UyBico et al. 2010).

1.4 Tractament de CPCNP

El tractament dels pacients dependra, en gran mesura, de I'estadiatge per TNM del
tumor. Els principals procediments es descriuen a continuacio.

1.4.1 Cirurgia

S’aplica la cirurgia en tots aquells pacients que presenten el tumor localitzat, classificats
en la seva majoria com a estadis | i ll, sempre que no hi hagi patologies associades i la
funcié pulmonar sigui correcta. La supervivéncia als 5 anys és del 50% en estadis | i del
35% en estadis Il. En tumors TINO la supervivencia després de la cirurgia pot assolir el
80% (NONAKA et al. 2003). En pacients d’estadis més avangats (llIA-111B), malgrat que sén
considerats inoperables, s’"han estudiat combinacions de quimio-radioterapia i cirurgia
amb bons resultats respecte a la supervivencia (MACCHIARINI et al. 1994). Hi ha tres tipus
principals de reseccié: la pneumonectomia on s’extirpa tot el pulmd; la lobectomia on
s’extirpa un dels lobuls pulmonars i la reseccié en cunya on s’extipa una part del lobul
del pulmd.
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Per poder determinar amb més exactitud I'estadiatge del tumor (és usual que el cancer
de pulmd faci metastasis a través dels noduls limfatics) també es fa la linfadenectomia,
extirpacié dels ganglis de drenatge adjacents a la zona operada (Pass et al. 2010).

1.4.2 Radioterapia

La radioterapia és una altra estrategia de tractament d’un tumor localitzat o inclis de
metastasis, que es pot aplicar com a tractament per si mateix o en combinaciéo amb
cirurgia o quimioterapia (PRiICE 2003). Es molt util en els casos en qué el tumor esta
localitzat en zones de dificil accés o bé en persones d’edat avangada amb altres malalties
associades quan la cirurgia esta contraindicada (HAYAKAWA 2003). La radioterapia és un
tractament que utilitza raigs d’alta energia per eliminar les cél-lules tumorals. La radiacié
es produeix mitjangcant una maquina externa al cos (radioterapia externa), o bé a través
de material radioactiu que s’introdueix directament al tumor (braquiterapia). El tipus
més utilitzat en el cancer de pulmé és la radioterapia externa (DEVITAV. 2011).

S’ha comprovat que les cél-lules hipoxiques que es troben en tumors de mida gran sén
poc sensibles a la radiacid. Per tant, aquest tractament és aconsellable en tumors petits
on la dosi de la radiacio és proporcional a la mort cel-lular que provoca (HAYAKAWA 2003).

1.4.3 Quimioterapia
1.4.3.1 Adjuvancia

L’Us de quimioterapia després de la cirurgia és un regim estandard per a d’altres tipus de
tumors com el cancer de mama o de colon. Malgrat el benefici respecte a la
supervivencia que comporta |'extirpacié completa del tumor, alguns pacients tornen a
recaure per I'existéncia de micrometastasis indetectables en el moment de la cirurgia i
gue provoquen el desenvolupament de tumors en localitzacions llunyanes a la del tumor
original. L'aplicacié de quimioterapia després de la intervencid ha demostrat ser una
estrategia util per evitar la recaiguda del pacient (ARRIAGADA et al. 2004; PIGNON et al.
2008).

Tant I’American Society of Clinical Oncology com la guia de la National Comprehensive
Cancer Network recomanen |'GUs de la quimioterapia adjuvant en pacients de CPCNP
d’estadis IIA i lll operables.
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1.4.3.2 Neoadjuvancia

El tractament amb quimioterapia abans de la cirurgia té com a objectiu reduir les
micrometastasis en llocs allunyats del tumor principal i disminuir-ne la mida per tal
d’incrementar-ne la resecabilitat, factor associat a un augment de la supervivencia (GRAY
et al. 2009).

L'aplicacié d’aquest régim de tractament és controvertit. Mentre que els resultats
d’alguns treballs no demostren cap diferencia respecte a la supervivencia i la PFS
(supervivencia lliure de progressid) entre I'aplicacié o no de neoadjuvancia respecte a la
cirurgia (DEPIERRE et al. 2002; FELIP et al. 2010; GILLIGAN et al. 2007), altres estudis posen
de manifest que la quimioterapia prévia a la cirurgia aporta un clar benefici per al
pacient (RoOSELL et al. 1999; ScAGLIOTTI et al. 2012; SONG et al. 2010).

1.4.3.3 Primera linia

La primera referéncia que es té del tractament amb quimioterapia data de I'any 1948
guan l'equip de Karnofsky va descriure el benefici de I'Us pal-liatiu del gas nitrogen en
pacients amb tumors d’origen broncogenic, alguns dels quals CPCNP (KARNOFsKY et al.
1948). Després d’aquesta publicacié tan esperancadora, el progrés de la quimioterapia
en tumors pulmonars va ser molt modest ja que tots els agents coneguts com a primera
generacié (metotrexat, ciclofosfamida, vincristina i doxorubicina) eren inactius per als
CPCNP malgrat haver-se utilitzat ampliament en SCCL.

A finals dels anys 80, el descobriment d’una segona generacié d’agents (cisplati,
ifosfamida, mitomicina C, vindesina i etoposit) va comportar I'assoliment de respostes
objectives (CULLEN et al. 1999; SPIRO et al. 2004; THONGPRASERT et al. 1999). La metanalisi
realitzada pel Non-Small Cell Lung Cancer Collaborative Group I'any 1995 va demostrar
el benefici, respecte a la supervivéncia, que comporta utilitzar el cisplati en la
guimioterapia dels pacients de diversos estadis de CPCNP respecte al millor tractament
de suport (PIGNON et al. 2008).

A finals dels 90, una nova generacié d’agents terapeutics, coneguts com a tercera
generacid, que inclouen vinques i taxans, es van administrar com monoterapia o en
combinacié amb cisplati o carboplati (molécula basada en el cisplati que en redueix la
toxicitat) per tractar els pacients de CPCNP. Els resultats obtinguts d’'una metanalisi on
es van recollir diverses combinacions d’aquests nous agents amb derivats del plati
(cisplati/paclitaxel, carboplati/paclitaxel, cisplati/gemcitabina, cisplati/docetaxel) van
mostrar un modest benefici respecte al millor tractament de suport existent o inclus
amb regims basats en agents de segona generacid (BAGGSTROM et al. 2007). En estadis
avangats de CPCNP, les combinacions en doblets del cisplati o carboplati amb
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gemcitabina, vinorelbina o taxans es consideren els tractaments estandard de referéncia
(PFISTER et al. 2004).

Durant uns anys es van realitzar uns estudis en que es prescindia del plati per evitar
toxicitat, i es combinaven paclitaxel/gemcitabina o gemcitabina/vinorelbina respecte a
régims basats en plati, pero els resultats no van ser positius (D'ADDARIO et al. 2005). S’ha
comprovat que el fet d’afegir un nou compost en el regim de quimioterapia en doblet no
incrementa la resposta al tractament i inclds, molts cops, se n‘augmenta la toxicitat
(ScuLier and MoRo-SiBILOT 2009).

Actualment, malgrat que la quimioterapia en pacients avancats respon al patré de
tractament pal-liatiu, s’esta treballant en la implantacid de nous farmacs com ara
I'antiangiogenic bevacizumab, anticos que inhibeix el receptor del VEGF (Vascular
Endotelial Growth Factor), aprovat per I'FDA (Food and Drug Administration) en primera
linia (SANDLER et al. 2006) o el pemetrexed, inhibidor de la timidilat sintasa (TS),
relacionada amb la metabolitzaciéd dels nucleotids necessaris en la sintesi d’ADN
(ScaGLioTTI et al. 2008).

En els darrers anys s’estan desenvolupant una serie de farmacs basats en I'analisi de
biomarcadors del pacient que permeten un tractament personalitzat de quimioterapia
com per exemple els inhibidors del domini tirosina quinasa (ITQ), erlotinib i gefitinib dels
guals es parlara en un altre apartat.

1.4.3.4 Segona linia

Malgrat que s’ha progressat molt en el tractament amb quimioterapia dels tumors
pulmonars, els pacients d’estadis avangats recauen després del tractament. Un dels
avantatges a favor de tractaments posteriors a la primera linia és la disponibilitat de
nous farmacs que permeten incrementar la supervivencia i el control dels simptomes
sense afectar la qualitat de vida del pacient (ScuLiER and MORO-SIBILOT 2009).

Actualment hi ha tres farmacs aprovats per I'FDA que es poden aplicar en segona linia:
docetaxel, pemetrexed i erlotinib, aquest darrer també indicat per a linies de tractament
posteriors. Aguests tres agents tenen eficacies similars respecte a la resposta i la
supervivencia pero difereixen respecte a la toxicitat. L'administracié d’'un o altre depén
de diversos factors, la majoria relacionats amb les condicions generals del pacient
(STiIncHcomBE and Socinskl 2008) (veure Taula 3)
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Estadi Procediment estandard Estrategia de fubur

Terapia adjuvant (quimic-radic
| Clrurgia o combinacit de dos agents de
guirnioprevencid)

Terapla adjuvant (quimio-radio
1l Cirurgla o combinacié de dos agents de
quimioprevencia)

Quirnioradioterapia Mecadjuvancia i tractament
& combinat per a tumoars
Enrurg:a &n pacients primaris du baix estadiatge
seleccionats
Meoadjuvancia | tractament
[I1]=] Quimioradioterapia combinat per a tumors
primaris de baix estadiatge

Quimicterépia basada en

cisplati Combinacid de farmacs de
v clrumla & tUmors qu MIO[EféPIB O traCt ament
primaris amb una sola amb Fagent Gnic més eficag
mistastasi

Taula 3. Recomanacions de tractament i estrategies de futur dels tumors de CPCNP segons el seu estadi. En
fases primerenques, els tumors son susceptibles a cirurgia mentre que per a estadis avangats el més
recomanat és la quimioterapia.

1.5 EGFR

Malgrat que el bon funcionament de la familia dels Receptors del Factor de Creixement
Epidermic és essencial per al normal desenvolupament tissular, I'activitat desregulada
dels membres d’aquesta familia té un paper destacat en el procés de carcinogenesi.
Molts processos tumorals s’originen per desregulacions de les vies de transduccié de
senyal dependents d’EGFR com ara la sobreexpressid, amplificacid genica, mutacions
activadores o perdua dels factors reguladors, que afecten de forma directa els receptors.

Tots aquests processos contribueixen a que I'estudi de la familia d’EGFR sigui primordial
per entendre el seu paper en el desenvolupament i tractament del cancer (ZHANG et al.
2006a).

1.5.1 Caracteristiques de la familia EGFR

Diferents families de receptors de factors de creixement estan implicades en el
desenvolupament cel-lular, entre elles la familia EGFR. Des que va ser descoberta per
I’equip de Carpenter I'any 1975 i es va demostrar I'activitat quinasa, la seva relacié amb
processos de migracid, diferenciacié i proliferacié cel-lular i el seu paper decisiu en la
patogenia i progressidé de molts tipus de tumor, s’ha vist que és cabdal per entendre els
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processos neoplasics (BLUME-JENSEN and HUNTER 2001; HyNEs 2005; JORISSEN et al. 2003;
RAYMOND et al. 2000).

La familia EGFR esta formada per quatre membres: EGFR (també anomenat ErbB1 o
Herl), ErbB2 (Her2, Neu), ErbB3 (Her3) i ErbB4 (Her4). Els lligands d’aquests receptors es
poden classificar en tres grups: els que s’uneixen especificament a EGFR (Factor de
Creixement Epidermic (EGF), Factor a de Creixement Transformant (TGF-a), amfiregulina
i epigen); els que ho fan tant a EGFR com a ErbB4 (betacel-lulina, I’heparina-bindig EGF i
I’epiregulina) i els que ho fan tant a ErbB3 com a ErbB4 (neuregulina) (HYNES 2005). No es
coneix cap lligand d’ErbB2 (GARRIDO-CASTRO AC. 2013; JORISSEN et al. 2003).

Les proteines d’aquesta familia presenten quatre dominis funcionals: un domini
extracel-lular d’unié als lligands, codificat pels exons 1-16, un domini transmembrana
per I'exé 17, un domini d’activitat tirosina quinasa (TQ) que comprén els exons 18-24 i
un domini regulador C-terminal, de I'exd 25 al 28 (LEAHY 2004; Roskoski 2004) (Fig. 3).
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Fig. 3. Estructura de la familia EGFR. El domini extracel-lular inactiu d’Her-2 i el domini TQ inactiu d’Her-3
son representats en vermell i amb una X.

El domini extracel-lular esta dividit en quatre regions. Les regions | i lll on s’estableix la
unié amb els lligands i les regions Il i IV necessaries per al procés de dimeritzacid, un cop
el lligand s’ha unit al receptor. En aquest procés cal que hi hagi una rotacié del receptor
per tal que les regions Il i IV quedin al descobert i es pugui iniciar al procés d’activacié

(Fig. 4).
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A

Fig. 4. Canvi de conformacio del receptor. La forma replegada comporta que les regions Il i IV estiguin
unides. Es la forma autoinhibida del receptor o “tethered form” (A). Per a que el lligand s’uneixi a les
regions 1 i lll, cal que el receptor es trobi en la seva forma estesa on aquestes regions queden al descobert
(B). El lligand s’uneix simultaniament a les regions | i lll del receptor i I'estabilitza (C), de manera que la
regid Il pot interactuar amb la d’altres receptors per a la seva dimeritzacid i activacio (FERGUSON et al. 2003;
LEAHY 2004; Li et al. 2005; Roskoski 2004).

Un cop el lligand s’uneix al receptor té lloc la dimeritzacié (homodimeritzacié si els dos
receptors son iguals o heterodimeritzacié si son diferents). Malgrat que qualsevol
combinacié entre els membres de la familia EGFR és activa (menys els homodimers
d’Her-3 ja que la seva activitat quinasa és molt feble) (SHI et al. 2010; JURA et al. 2009;
ViaHovic and CRAWFORD 2003), s’ha demostrat que els heterodimers en general i en
concret la combinacié EGFR-Her2 sén més actius que la resta d’homodimers (Tzahar,
Waterman et al. 1996; Rubin and Yarden 2001; Yuan, Zhu et al. 2012) o d’heterodimers
(GRAUS-PORTA et al. 1997; RuBIN and YARDEN 2001).

Aixi, doncs, la dimeritzacid del receptor comporta I'estimulacid intrinseca de I'activitat
del domini TQ que s’autotransfosforila. EIl domini TQ bilobulat, caracteristic de totes les
proteines quinasa, esta format per dues subunitats esferiques: el Iobul N i el Iobul C. El
lloc d’unié a I’ATP (Adenosin Trifosfat) necessari per iniciar el procés de fosforilacid es
troba entre els dos lobuls (GAzDAR et al. 2004; Roskoskl 2004; ZHANG et al. 2006b) (Fig. 5).

Cada membre de la familia EGFR és capac d’activar diferents molécules de senyalitzacié
gue s’uneixen a residus especifics de fosfotirosina ubicades en el domini intracel-lular
del receptor. Per tant, segons la combinacié homo/heterodimer i dels residus que
s’hagin fosforilat, s’activaran diferents vies de transduccié de senyal (HYNES 2005; SCHULZE
et al. 2005). El senyal que s’origina després de la dimeritzacido no és només una suma de
la capacitat fosforiladora de cada monomer sind que I’heterodimer assumeix un rol que
no és possible en forma homodimérica (Zaczek et al. 2005) (Fig.6).
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C-Loba

Fig. 5. Estructura bilobulada del domini TQ d EGFR. El Idobul superior conté una estructura d’hélix a i una
regié rica en glicina en el lloc d’unié a 'ATP. En el Iobul inferior és on es troba la regié catalitica (Gazdar,
2004).

En concret, el gen d’EGFR (ErbB1) es localitza en el cromosoma 7p12-13 i codifica una
glicoproteina transmembrana de 170kDa amb activitat tirosina quinasa que transfereix
el fosfat de I’ATP a residus de tirosina (HuBBARD and TiLL 2000).

A partir d’aguest moment, quan es parla d’EGFR es fa referéncia al membre EGFR i no a
la familia.
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Fig. 6. Esquema del perfil d’interaccid de la familia EGFR. Les proteines amb que interaccionen les diferents
tirosines (Y) fosforilades estan representades amb simbols de colors. Com es pot apreciar, no tots els
membres de la familia interactuen amb les mateixes proteines. També és important la Y fosforilada per a
la posterior transduccié de senyal (ScHULZE et al. 2005).
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1.5.2 Vies de transduccid de senyal

La dimeritzacié dels receptors comporta I'activacio de les proteines associades
mitjangant una cascada de fosforilacions que es transmet fins al nucli i permet la
transcripcié génica de resposta cel-lular a I'estimul (MENDELSOHN and BASELGA 2006).

La transduccid del senyal es transmet per les seglients vies principals:

1.5.2.1 Via de la proteina quinasa d’activacié mitogénica (MAPK)

Aguesta via de transduccié de senyal s’inicia quan, a través del seu domini SH2, Ila
proteina adaptadora Grb2 s’uneix a les fosfotirosines del receptor dimeritzat i pot unir-
se a SOS. Un cop SOS és actiu, pot activar RAS a través d’un intercanvi GDP-GTP
(guanosin difosfat/trifosfat). RAS activa RAF (una serina-treonina quinasa) que al seu
torn activa MEK (també serina-treonina quinasa) i finalment a MAPK, ERK-1 i ERK-2, que
regulen molécules de transcripcié relacionades amb la proliferacié cel-lular i Ia
supervivencia (GAzDAR 2010; MENDELSOHN and BASELGA 2006).

Tot aquest procés pot ser modulat per altres proteines com ara MET, IGF-1R, LKB1 o la
proteina de fusié EML4-ALK (GAzDAR 2010).

1.5.2.2 Via de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K)

La via de PI3K s’activa quan es dimeritza el receptor a través de la fosforilacid de la
proteina c-Src (JORISSEN et al. 2003) i es produeix fosfatidilinositol trifosfat (PI3P) que
s’uneix al domini PH (Pleckstrin Homology) d’AKT (serina-treonina quinasa) i de PDK1.
Aguesta darrera proteina també fosforila AKT. Finalment, AKT acaba fosforilant mTOR
gue modula les respostes de creixement cel-lular, proliferacié i mobilitat (BLUME-JENSEN
and HUNTER 2001; MENDELSOHN and BASELGA 2006; VIVANCO and SAWYERS 2002). L’activacid
d’AKT mitjancant la fosforilacid/inactivacié de les proteines proapoptotiques BAD i
caspasa 9, permet escapar als estimuls d’apoptosi (DomIN 2008). Per una altra banda
aquesta via també esta regulada per PTEN (Phosphatase and TENsin homologue). Una
perdua d’aquest gen, ja sigui per metilacié del promotor com per delecions, comporta la
hiperactivacié d’AKT amb el conseqiient descontrol en la proliferacid cel-lular (ScAGLIOTTI
et al. 2004).
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1.5.2.3 Viade la Y1 isoforma de la fosfolipasa C (PLCy)

La proteina PLCy s’uneix directament a les Y fosforilades d’EGFR després del procés de
dimeritzacid i catalitza la hidrolisi de PI3P produint segons missatgers com ara 1,2-
diacetilglicerol i inositol trifosfat (IP3). Mitjangcant I'Gs d’ions de calci, IP3 pot activar
altres vies com la de NFkB i propiciar un seguit de respostes cel-lulars dependents de
I'alliberament al citoplasma de Ca2+, entre ells 'activacié de quinases dependents de
calmodulina. L"activacio de PKC (proteina quinasa C) pot estimular les vies de RAF-MEK-
MAPK i JNK (GAzDAR 2010; JORISSEN et al. 2003).

Aixi, doncs, la via de transduccié de PI3K pot ser activada de dues maneres: de forma
directa mitjancant I'activacié de PLCyl per part d’EGFR o de forma indirecta a través
d’AKT. També s’ha comprovat la interaccié directa entre aquestes dues proteines
mitjangant el domini SH3 de PLCy1 i els dominis rics en prolina d’AKT (WANG and BRATTAIN
2006).

1.5.2.4 Via de la proteina de transduccié de senyal i transactivacié (STAT)

La familia STAT es considera com un grup de factors de transcripcié latents en el
citoplasma. Poden actuar tant a nivell citoplasmatic com factors de transduccié o a nivell
nuclear com factors de transcripcié gracies al seu domini d’unié a I’ADN. El senyal es
transmet directament de I'estimul extern al nucli sense segons missatgers (LEvy and
DARNELL 2002).

La via de transduccié de senyal esta formada per una série d’elements: un receptor, la
proteina JAK (janus quinasa) i el factor de transcripcié STAT (SHEPHERD et al. 2005). En el
cas que l'activacio sigui a través de la familia d’EGFR, no és necessaria la intervencié de
JAK ja que STAT és capac¢ d’unir-se directament a les fosfotirosines del dimer d’EGFR
mitjancant el seu domini Src 2. Llavors es desencadena un procés de fosforilacié i la
proteina es dimeritza formant tant homo com heterodimers. La dimeritzacié de la
proteina STAT permet la seva entrada en el nucli cel-lular per tal d’actuar com a factor
de transcripcié en processos com ara apoptosi, proliferacié i diferenciacié (ScaGLioTTI et
al. 2004; SiLvA 2004)
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Fig. 7. Esquema de les principals vies de transduccié de senyal que s’activen per I'homo/dimeritzacio
d’EGFR.

La inhibicio d’aquestes vies comporta I'aturada de la proliferacié cel-lular i I'activacié de
I’apoptosi (NIEDERST and ENGELMAN 2013).

1.5.3 Alteracions geniques
1.5.3.1 Polimorfismes

El gen EGFR, com molts d’altres, té una serie de polimorfismes en la seva seqliéncia. Tot
i que s’ha demostrat que molts d’ells no tenen rellevancia clinica, hi ha treballs que
postulen que poden exercir certa influéncia en la resposta al tractament (BANDRES et al.
2007; Ma et al. 2009; SHITARA et al. 2012; ZHANG et al. 2013) o conferir un major risc
d’aparicié de cancer pulmonar (Liu et al. 2011a; ZHANG et al. 2006a).

D’entre aquests polimorfismes destaca la CA-SSR1 (simple sequence repeat 1)
localitzada en I'extrem 5’ de I'intrd 1. Es tracta d’un locus altament polimorfic que conté
de 14 a 22 repeticions del dinucleotid CA. S’ha comprovat que el nombre de repeticions
esta relacionat amb l'origen éetnic dels individus, de manera que els individus asiatics
presenten repeticions més llargues que els caucasics. (NOMURA et al. 2007). S’ha descrit
una relacié inversament proporcional entre la llargada dels al-lels i I'expressié d’EGFR:
els al-lels amb 22 repeticions redueixen un 80% |’expressid genica comparat amb els
al-lels de 16 repeticions (GEBHARDT et al. 1999; Suzuki et al. 2008). Aquest polimorfisme
s’ha correlacionat amb una millor resposta al tractament amb ITQ (AMADOR et al. 2004;
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Liu et al. 2008; MA et al. 2009) i un increment en la supervivencia en aquells pacients
amb més repeticions (NIE et al. ; Tiseo et al. 2008).

Associats a la CA-SSR1 s’han descrit un parell de SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)
ubicats també en la regié promotora del gen i relacionats amb la regulacié de I'expressid
d’EGFR. Es tracta dels polimorfismes -216G/T, situat 216 pb upstream del codé inicial
ATG i lloc important d’unié al factor de transcripcié SP1, i -191C/A, associat a I'increment
de I'expressio. Diversos treballs han demostrat que aquests polimorfismes es poden
considerar factors predictius de la resposta al tractament amb ITQ (ArRAuJO et al. 2007;
JUNG et al. 2012).

1.5.3.2 Amplificacié génica i sobreexpressid

La resposta al tractament en pacients sense mutacions en el domini TQ ha suscitat un
debat molt actiu en els darrers anys. Un dels temes més debatuts ha estat la relacio
entre I'amplificacié génica i la sobreexpressio del gen EGFR amb la resposta al
tractament i la supervivencia.

La sobreexpressid es pot analitzar per diferents metodologies en funcié del material
genétic que es vulgui estudiar. Per exemple, si s’analitza la quantitat de proteina
expressada per un gen, les tecniques més utilitzades sén el Western Blot,
I'immunoassaig enzimatic o la immunohistoquimica (IHQ), considerada la técnica de
referencia per quantificar la sobreexpressié proteica i basada en I'Us d’anticossos
marcats amb fluorocroms que s’uneixen a la proteina. Per una altra banda, la
sobreexpressio respecte a I’ARN (Acid Ribonucléic) es detecta mitjancant Northern Blot
o RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) o si el que es vol detectar
és I'amplificacié de I’ADN, les tecniques més utilitzades sén el FISH o la PCR quantitativa.

La sobreexpressié d’EGFR, que oscil-la entre el 43-89%, s’ha descrit en diversos treballs.
Segons la histologia, els carcinomes escatosos presenten una sobreexpressié del 84%;
els adenocarcinomes del 65% i els carcinomes de cel-lules grans del 68%. No s’ha trobat
sobreexpressié en carcinomes de pulmé de cel-lules petites (HIRscH et al. 2003a).

El benefici que comporta I'amplificacié o la polisomia respecte al tractament és forga
controvertit ja que hi ha treballs tant a favor de la relacié entre el nombre de copies del
gen i una major supervivéncia (CAppPuUzzO et al. 2005; DAHABREH et al. 2010; TsAo et al.
2005; ZHu et al. 2008b) com estudis amb resultats contradictoris (SAsAKI et al. 2008; SONE
et al. 2007).

Tant els resultats de I'estudi fase Il FLEX (First Line ErbituX) en pacients amb CPCNP en
que s’afegeix erbitux (cetuximab) en el tractament en primera linia (PIRKER 2012) com els
gue s’obtenen de metanalisis amb més de 5.000 pacients, posen de manifest que
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aquesta sobreexpressid es pot considerar un factor pronostic de supervivéncia
estadisticament significatiu (LEE et al. 2010) i un biomarcador per a la prediccié de la
resposta a ITQ (CAPPUZzZO et al. 2005; MAscAuxX et al. 2011).

Respecte a I'amplificacié genica analitzada per FISH, s’han descrit percentatges que
varien del 31% al 47% en diversos estudis clinics com ara I'ISEL (Iressa Survival Evaluation
in Lung cancer) o el BR.21 i s’ha demostrat la correlacié entre aquesta amplificacid i un
benefici respecte a respostes al tractament i la supervivencia (16% respecte a 3% en
respostes al tractament en pacients amb moltes copies respecte a poques copies amb
Hazard Ratio (HR) 0,61; 95% intérval de confianca (Cl), 0,36 a 1,04; P=0,067 respecte a la
supervivencia dels pacients amb moltes copies per a I'ISEL, HR 0,44; 95% Cl, 0,23 a 0,82;
P=0,008 per al BR.21) (CAPPUZZO et al. 2005; HIRSCH et al. 2006; TsA0 et al. 2005; ZHu et al.
2008a). Malgrat tot, quan el tractament del tumor es basa en I'administracié de ITQ, la
importancia de la sobreexpressio i I'amplificacié desapareixen respecte a |'existéncia de
les mutacions en el domini TQ (DAcic et al. 2006; NAKAMURA et al. 2006). Respecte a
aquesta darrera consideracié, s’ha demostrat que I'amplificacié génica s’observa més
freqlientment en tumors EGFR mutats que en els wt (wild type) (56% respecte 26%) i
gue els tumors amb alta polisomia (més de 6 copies per cél-lula) pateixen amplificacio
dels al-les mutats (TAKANO et al. 2005; TARON et al. 2005).

Cal remarcar que tots els estudis basats en I'analisi de la sobreexpressié i amplificacid
d’EGFR per IHQ i FISH, respectivament, recomanen la corroboracid dels resultats per
altres métodes de deteccid. Aquestes técniques, malgrat ser les estandard d’analisi,
presenten alguns factors que poden esbiaixar els resultats com ara els anticossos
utilitzats o els rangs d’acceptacio de resultats (DAcIC et al. 2006; SCAGLIOTTI et al. 2004).

Finalment, tot i que lI'amplificacié génica es considera el mecanisme principal de
sobreexpressid (CAPPUzZO et al. 2005; HIRSCH et al. 2003b; LEe et al. 2010; LIANG et al.
2010; Suzuki et al. 2005), hi ha un percentatge de tumors en queé la sobreexpressié no ve
acompanyada d’amplificacié génica (HIRscH et al. 2003b), de manera que es pot
interpretar que hi ha altres mecanismes que modulen I'expressié (PINTER et al. 2008).

1.5.3.3 Mutacions del domini extracel-lular: EGFRvIII

Hi ha una versié del gen EGFR que té delecionats els exons 2 al 7 i que comporta el
truncament del domini extracel-lular d’unié als lligands de la proteina. Tot i que no hi ha
unio a lligand, aquest receptor esta constitutivament actiu. S’ha vist que malgrat que
aquest receptor té tendéncia a homodimeritzar-se, |"heterodimeritzacié amb Her-2 és
possible (CHU et al. 1997). El domini TQ també pateix modificacions: per una banda
s’activa constitutivament la via de PI3K i per una altra apareixen noves tirosines
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susceptibles de fosforilacié que permeten I'activacio de diferents vies de transduccio de
senyal (PEDERSEN et al. 2001).

Aguest receptor truncat és freqlient en glioblastomes (60%) tot i que també s’ha
detectat en altres tipus tumorals com en la histologia escatosa de CPCNP. El fet de que
només sigui present en cel-lules tumorals ha contribuit que s’hagi convertit en diana
terapéutica. Actualment el tractament es basa en anticossos i inhibidors de I'activitat
tirosina quinasa (KUAN et al. 2001; MELLINGHOFF et al. 2005).

1.5.3.4 Mutacions del domini TQ

L"any 2004 tres grups de recerca (LYNCH et al. 2004; PAez et al. 2004; PAo et al. 2004) van
descriure, quasi simultaniament, el descobriment d’'unes mutacions activadores del
domini TQ del gen EGFR en una serie de pacients amb CPCNP, molt sensibles a ITQ.
Aquesta descoberta va resoldre I'enigma de per qué hi havia un subgrup de pacients
tractats amb aquests farmacs que responien d’'una manera excepcional. La resposta es
podia explicar mitjancant la preséncia d’aquestes mutacions en pacients joves de sexe
femeni, no fumadors i amb histologia tumoral d’adenocarcinoma. Aquestes mutacions
son forca més freqiients en poblacié asiatica (40-50%) que en poblacid caucasica (15%)
(Pao et al. 2005).

Malgrat que s’han descrit més de 192 mutacions entre diversos treballs (Mu et al. 2005;
SHIGEMATSU et al. 2005) s’ha demostrat que les que tenen capacitat de modular la
resposta als ITQ estan localitzades entre els exons 18 i 21 que formen part del domini TQ
(DE GUNST et al. 2007; LYNCH et al. 2004; Wu et al. 2011). Es tracta de petites delecions de
9 a 24pb en I'exd 19 i de mutacions puntuals en els exons 18 i 21. Les delecions de I'exd
19 i les mutacions de I'ex6 21 representen el 90% del total de les mutacions descrites en
el gen. Diversos treballs han demostrat que aquestes mutacions sén mutuament
excloents (MiTsubomi et al. 2005; PAN et al. 2005; TAKANO et al. 2007; YATABE et al. 2011).

Per demostrar que les mutacions eren les precursores del desenvolupament tumoral, es
va idear un model animal amb ratolins transgenics que expressaven el gen EGFR
delecionat o amb la mutacié L858R de I'exd 21. Diferents estudis van comprovar que
aquests ratolins desenvolupaven adenocarcinomes i que la massa tumoral disminuia
amb el tractament amb ITQ. A més es va observar que el senyal constitutivament activat
del gen EGFR era necessari per mantenir el tumor (GREULICH et al. 2005; Ji et al. 2006;
PoLiTi et al. 2006).

Gracies a diversos treballs, s’Tha comprovat que cada mutacid, malgrat que totes elles
estiguin ubicades molt a prop del domini d’'unié a I’ATP, provoca un patrd diferent de
fosforilacid de les tirosines del receptor que comporta una diferent activacié de les vies
de transduccio de senyal (CHEN et al. 2006; SORDELLA et al. 2004).
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1.5.3.4.1 Mutacions de sensibilitat al tractament: ex6 19, 21 18

Les delecions més comunes de I'exd 19 comprenen els aminoacids de la signatura
proteica ELREA. Les més freqlients sén les delecions de 15pb dels codons delE746-A750
en un 68,1% dels casos, seguida per la delecié de 18pb que consisteix en la delL747-
P753insS, en un 6,8%; la delecié de 9pb representada per delL747_E749, en un 6,4% dels
casos; la delecié de 24pb corresponent als codons delS752_1759, en un 0,7% i finalment
la delecié de 12 pb dels codons delE746_E749, en un 0,5% (BREVET et al. 2010).

Taula 4. Delecions més comunes de I’exd 19 amb la seva freqiiencia. Com es pot observar, la delecid de
15pb és la més freqlient mentre que les de 12pb i 24 pb sén les menys comunes.

Les delecions comporten la fosforilacid constant del receptor sense necessitat d’unid a
lligand i activen la via d’AKT i STAT de supervivencia cel-lular (SORDELLA et al. 2004). A
més s’ha comprovat, per estudis de cinética enzimatica, que els receptors delecionats
presenten una afinitat molt més alta per als ITQ que no pas els wt (CAREY et al. 2006).

Malgrat que no s’ha detectat cap relacié entre la mida de la delecié i el tractament amb
ITQ (TARON M. 2010) s’han observat diferents rangs de respostes del 70 al 100%,
depenent dels aminoacids delecionats i de la posicid de la delecié (CHUNG et al. 2012).

Recentment s’han descrit insercions en I'exd 19 que, mitjancant models cel-lulars, també
estan relacionades amb la sensibilitat (semblant a la que confereixen les delecions) als
ITQ. La seva frequiencia és al voltant de I'1% (HEe et al. 2012).

En I'exd 21 s’han descrit dues mutacions puntuals que modulen la resposta als ITQ. La
més comuna, present en un 40% dels casos, esta ubicada en el codd 858 on hi ha una
substitucié de leucina per arginina (L858R). Mitjancant models cristal-lografics s’ha
comprovat que aquesta mutacid provoca que l'activitat quinasa del receptor estigui
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constitutivament activa ja que impedeix que pugui tornar a la conformacié inactiva (Yun
et al. 2007). Estudis enzimatics han posat de manifest que la mutacié L858R és 20 cops
més afi per I'l'TQ que no pas el receptor wt (Eck and Yun 2010; Yun et al. 2007).
D’aquesta manera s‘explica la resposta tumoral al tractament.

En el mateix exd també hi ha la mutacié puntual L861Q, en una freqiieéncia del 2% i on es
substitueix una leucina per una glutamina. Molt propera a la mutacié L858R, la L861Q
sembla que també estaria implicada en el mateix mecanisme d’activacié constitutiva del
receptor. Estudis enzimatics han demostrat que I'afinitat per I’ATP és més gran que en la
resta de mutacions, de manera que la seva unié amb els ITQ és més feble i per tant, no
hi ha tan bona resposta al tractament (KANCHA et al. 2011; YUNG et al. 2009).

En I'’ex6 18 hi ha una mutacié puntual en el codé G719S on la glicina és substituida per
una serina, molt a prop del lloc d’unié de ’ATP amb la quinasa. Cristal-lograficament s’ha
vist que la seva aparicio té un efecte semblant a |'estabilitzacié de la forma activa del
receptor pero d’una manera més indirecta que no les mutacions de I'exd 21 (Eck and YUN
2010). Estudis enzimatics han demostrat que la mutacié de I'exd 18 confereix 10 cops
més afinitat pels ITQ que no pas el receptor wt. Tot i que queda lluny de I'alta afinitat
per als ITQ dels receptors mutats en la posicié6 L858R, aquesta mutaci6 modula,
modestament, la resposta al tractament (YuN et al. 2007).

1.5.3.4.2 La mutacio T790M : resisténcia al tractament amb ITQ

L’any 2005 es va descobrir que la mutacié puntual ubicada en el codd 790 de I'exé 20,
on es produeix un canvi de treonina a metionina, era la causa de la resistencia al
tractament amb ITQ quan es van analitzar mostres dels pacients que havien progressat a
aquests farmacs (KoOBAYASHI et al. 2005; Pao et al. 2005). Es va estudiar el paper
d’aquesta mutacié en l'aparicié de la resistencia a ITQ mitjancant I'dUs d’un model
cel-lular que se li havia introduit la mutacié T790M. En tractar la linia cel-lular sensible al
tractament amb gefitinib es va comprovar que s’havia tornat resistent al farmac
(GREULICH et al. 2005; PAo et al. 2005).

Per determinar quin era l'origen estructural d’aquesta resisténcia, es van realitzar
diversos estudis cristal-lografics. La mutacido T790M també esta ubicada molt a prop del
lloc d’unié de I'ATP, perd a diferencia de les anteriors, sembla que provocaria un canvi
de conformacié que impediria la unié de I'l'TQ al receptor, comportant la no resposta al
tractament (Eck and YuN 2010; KumaR et al. 2008).

Malgrat que més de la meitat dels pacients amb mutacions de sensibilitat i tractats amb
ITQ progressen al tractament, la deteccid de la mutacio T790M en el moment del
diagnostic s’ha descrit al voltant del 5% (INUKkal et al. 2006; MA et al. 2011; ToYOOKA et al.
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2005). Tot i aixi, i utilitzant tecniques d’analisi més sensibles, diversos treballs descriuen
freqliéncies superiors al 30% en pacients no tractats amb ITQ, com ara el grup de Su o de
Rosell (31,5% i 35%, respectivament) (Su et al. 2012; RosELL et al. 2011).

S’han postulat diverses hipotesis sobre la mutaciéd T790M, en base al coneixement previ
de I'existencia de les mutacions que confereixen resistencia al tractament en leucemies.
Aquestes mutacions s’havien observat en gens de caracteristiques similars a la familia
EGFR, com els gens ABL o c-KIT. Una de les teories de I'aparicié de la mutacié T790M es
basa en la preexisténcia d’aquesta mutacidé en un nombre petit de cel-lules que sén
seleccionades amb el tractament. Com que la resta de les cél-lules sén sensibles als
farmacs, es van seleccionant les cél-lules resistents que poden proliferar sense problema
i augmentar la massa tumoral (INUKAI et al. 2006) (Fig. 8). Malgrat que aquesta és la
hipotesi més acceptada, una altra possibilitat contempla I'aparici6 de la mutacié
provocada pel tractament (WENYONG CHEN 2011).
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Fig. 8. Hipotesi de seleccio cel-lular de la clona resistent. La cel-lula progenitora (en blau) pateix una
activacio oncogeénica provocada per I'aparicié d’una mutacié (cél-lules en verd) de sensibilitat del gen EGFR
(A). A mida que la proliferacié avanga, una de les cel-lules muta en la posicié T790M (en taronja) de I'exo
20 relacionada amb resistencia als ITQ (B). Totes les cél-lules, tant mutades sensibles com resistents,
proliferen conjuntament (C). Quan s’aplica un ITQ com a tractament (D), les cél-lules amb la mutacio de
sensibilitat son eliminades mentre que les resistents continuen proliferant convertint el tumor en resistent
al farmac. Adaptat d’ Inukai, 2006.

Tot i que la mutacid en la posiciéd T790M de I'ex6 20 és la que influeix en la modulacio de
la resposta als ITQ, s’han descrit moltes altres mutacions amb un paper incert tant des
del punt de vista de la resposta com de la resistencia al tractament. Entre aquestes
darreres, les insercions de 14 aminoacids, generalment entre els residus Glu762 to
Cys775 de I'exd 20, ubicades en el Iobul N del domini TQ. Malgrat que no esta reportat
amb exactitud la seva freqliencia la base de dades de mutacions somatiques del
Wellcome Trust Sanger Institute (COSMIC) postula que és de I'1,6% en I’analisi de 7.066
mostres de CPCNP. Com que no hi ha models animals ni linies cel-lulars amb aquesta
alteracid tan poc freqlient, la seva implicacid clinica no esta del tot dilucidada. Tot i aixi,
sembla que conferiria una resisténcia semblant a la de la mutacié T790M (ARCILA et al.
2013; YasuDA et al. 2012).
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Fig. 9. Esquema de les mutacions del gen EGFR. En aquesta figura escuii icpicociiiuucs eo piniCipals
mutacions distribuides per exons i dominis. Les mutacions dels requadres magenta estan relacionades amb
sensibilitat al tractament amb ITQ, mentre que les que estan en els requadres grocs son les relacionades
amb resisténcia al tractament. Sota els requadres estdn representades les freqliéncies en qué es troben les
mutacions en pacients de CPCNP. Com es pot veure, les delecions de I'exd 19 i les mutacions puntuals de
I’exd 21 representen el 90% del total. En negreta es ressalta la mutacié més freqiient en cada exo (SHARMA
et al. 2007). La llista completa de mutacions i les seves freqiiencies esta indexada en la pdgina web “EGFR
mutation database” (http.//www.somaticmutations-eqgfr.orqg/NSCLC.html).

1.5.4 Estrategies de tractament

Hi ha diverses estratégies per al tractament dels pacients amb CPCNP amb farmacs
dissenyats contra la familia EGFR:

1.5.4.1 Anticossos monoclonals

Els anticossos monoclonals s’han desenvolupat a partir del coneixement dels
mecanismes d’unié dels lligands als receptors per poder inhibir diversos membres de la
familia EGFR. Sén altament especifics i es poden combinar amb quimio i radioterapia
(SRIDHAR et al. 2003). La seva activitat es basa en la capacitat d’unié al domini
extracel-lular del receptor competint amb el lligand.

Dins d’aquest grup trobem diversos agents:

Cetuximab és un anticos quimeric huma-ratoli que, en unir-se al domini extracel-lular del
receptor, n‘impedeix |'activacid. El seu mecanisme d’accid, que ha estat descrit en
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diversos estudis, es basa en la unié de cetuximab al domini Ill del receptor impedint la
dimeritzacid i bloquejant I'autofosforilacié. Amb aquests treballs s’"ha comprovat que la
inhibicié d’un dels dos dominis d’unié al lligand (domini | o Ill) és suficient per bloquejar
I'activacio (LI et al. 2005).

Aqguest anticos és ampliament utilitzat en el tractament de cancer de colon i de cap i coll
combinat amb quimioterapia (MENDELSOHN and BASELGA 2006). En un subgrup de pacients
amb CPCNP s’ha aconseguit una elevada resposta (DIENSTMANN et al. 2011).

Matuzumab és un anticos resultant de la immunitzacié de BALB/c de ratoli amb la linia
cel-lular de carcinoma huma A431. Mitjangant estudis de cristal-lografia s’"ha comprovat
gue, tot i que aquest anticds també s’uneix al domini lll del domini extracel-lular d’EGFR
com ho fa cetuximab, I'epitop d’unié és diferent, de manera que permetria I'Us
terapeutic dels dos anticossos en combinacié (SCHMIEDEL et al. 2008).

Panitumumab és un anticds completament huma que redueix el risc de reaccions
d’hipersensibilitat. Com els altres dos anticossos, el seu lloc d’'unié és el domini lll del
domini extracel-lular d’EGFR. Malgrat que diversos estudis havien postulat que el
panitumumab i el cetuximab s’unien exactament en els mateixos epitops, el treball de
Voight demostra que el panitumumab també es pot unir en d’altres llocs d’unié. Aixo
comporta que els pacients que tenen una mutacié en el domini extracel-lular que
impedeix I'activitat inhibidora de cetuximab puguin ser tractats amb aquest altre anticos
(VoieT et al. 2012).

Necitumumab també és un altre anticos completament huma. Mitjancant estudis de
cristal-lografia s’"ha comprovat que es tracta d’un anticos molt semblant a cetuximab
amb l'avantatge que necitumumab no comporta tants problemes d’hipersensibilitat (Li
et al. 2008c). D’altres treballs han posat de manifest que té una activitat antiEGFR
superior a cetuximab que el podrien convertir en un potencial tractament en pacients
amb CPCNP (SAXENA B. 2011).

Finalment, nimotuzumab és, com els anteriors, un anticdos d’origen huma que s’uneix
també al domini lll del domini extracel-lular d’EGFR amb moderada afinitat i impedeix la
unio amb el lligand. D’aquesta manera, no permet la torsié del receptor i no exposa els
dominis de dimeritzacié. Podria ser una alternativa a I'Gs de cetuximab en pacients amb
CPCNP (BoLanD and Bess 2009).

1.5.4.2 Toxines conjugades

Una altra estrategia és utilitzar toxines conjugades covalentment a un lligand o bé a un
anticos antiEGFR. Quan aquest lligand s’uneix al receptor es produeix la internalitzacio

48



1- INTRODUCCIO

de la toxina que inhibeix les corresponents vies de transduccid de senyal. Aquestes
toxines poden ser d’origens molt diferents (bacteria, com I’endotoxina A de
Pseudomonas o la toxina de la diftéria; vegetal, etc.) o inclus petites molecules d’unid a
I’ADN. Aquest tipus de tractament presenta una serie d’avantatges: en tractar-se del
lligand o I'anticos del receptor diana s’assegura |'especificitat d’accié de la toxina que
pot interactuar amb d’altres mecanismes que, a priori, no tenen per qué estar regulats
pel receptor. En contrapartida si el receptor també es troba en cel-lules wt pot haver
toxicitat i en moltes ocasions, la concentracid necessaria per produir I'efecte toxic pot
ser massa elevada per ser viable en un sistema in vivo (CASSELL and GRANDIS 2010; TEICHER
and CHARI 2010).

Aquesta estratégia s’ha aplicat en tumors de cap i coll, glioblastomes i leucémies (CASSELL
and GRANDIS 2010). També s’ha aplicat en limfomes no de Hodgkind’s amb exit,
conjugant-les amb radionuclis.

1.5.4.3 Oligonucleotids antisense

Els oligonucleotids antisense consisteixen en fragments monocatenaris d’ADN d’uns
20pb de llarg que s’uneixen a I’ARN missatger i entorpeixen la funcié dels ribosomes
durant la traduccid. Per evitar la degradacié d’aquests oligonucleotids per les nucleases,
cal modificar-los amb fosfotioat que els estabilitza i n’'impedeix la degradacié. Aquesta
estrategia s’ha provat en CPCNP en combinacié amb quimioterapia (JORISSEN et al. 2003).

1.5.4.4 Inhibidors de tirosina quinasa (ITQ)

Els inhibidors de la tirosina quinasa sén petites molécules que competeixen amb I’ATP
per la unié al domini TQ en el domini intracel-lular del receptor. Generalment actuen
incrementant els processos d’apoptosi i inhibeixen els de proliferacié cel-lular i
angiogénesi. Els principals ITQ sén gefitinib i erlotinib, anilinoguinazolines orals
dissenyades per unir-se de manera reversible i especifica al receptor EGFR inhibint
I"'autofosforilacid. Estudis in vitro han demostrat que aquests ITQ poden inhibir I'activitat
d’EGFR a una concentracio suficientment baixa com per qué no afecti significativament
I'activitat d’altres quinases (WAKELING et al. 2002).

Entre els ITQ també hi ha I’afatinib, inhibidor irreversible aprovat per I'FDA I'any 2013
per administrar-lo en primera linia en pacients amb mutacions d’EGFR. D’aquest farmac
se’n parla més endavant.
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Fig. 10. Resum dels mecanismes d’accio de les diferents estratégies de tractament antiEGFR. Es pot veure
que l'activitat dels anticossos i les toxines conjugades es duu a terme en I’exterior de la membrana cel-lular
mentre que els ITQ i els oligonucleotids antisense requereixen la internalitzacié cel-lular. Modificacid de
West, 2008.

1.6 Els ITQ com alternativa a la quimioterapia convencional

La relacié d’EGFR amb el desenvolupament de cancer de pulmé i les limitades opcions
de tractament en estadis avangats van propiciar I'Us de nous farmacs que tenien com a
diana terapéutica el gen EGFR en pacients amb CPCNP.

Els estudis fase | en qué es va demostrar la capacitat antitumoral dels dos inhibidors
orals de la TQ, erlotinib i gefitinib, van ser seguits en molt poc temps per estudis
extensius fase Il on es va provar I'Gs d’aquests inhibidors en pacients amb CPCNP
resistents a la quimioterapia (BASELGA et al. 2002; HERBST et al. 2002).

El fet de desconeixer el paper determinant de les mutacions d’EGFR respecte al
tractament amb ITQ va comportar que els resultats obtinguts d’alguns estudis clinics
arribessin a ser contradictoris si no tenien en compte les caracteristiques genétiques
dels pacients (GARASSINO et al. 2009).

A continuacié s’exposen els principals assaigs clinics realitzats amb erlotinib i gefitinib.
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1.6.1 Estudis amb pacients no seleccionts

1.6.1.1 Assaig fase Il: IDEAL-1/2

IDEAL (lressa Dose Evaluation in Advanced Lung cancer) és un assaig clinic aleatoritzat
fase Il on es va avaluar la dosi d’administracié de gefitinib en monoterapia (250mg en
I'IDEAL-1 i de 500mg en I'IDEAL-2) en pacients que ja havien rebut alguna linia de
guimioterapia basada en plati i docetaxel. Es va poder comprovar que les respostes i les
supervivencies eren molt similars (18% i 10% respecte a respostes, i la supervivéncia a
I'any del 27% i 35%, respectivament). S’ acorda que la dosi d’administracié del farmac en
estudis posteriors seria de 250mg ja que el seu efecte toxic era menor (FUKUOKA et al.
2003; KRris et al. 2003). Curiosament es van obtenir millors resultats en un subgrup de
pacients amb certes caracteristiques com ara origen asiatic (p=0,002), sexe femeni, no
fumador i histologia d’adenocarcinoma (OR de 2,65 pel sexe i 3,45 per I'histologia)
(MILLER et al. 2004).

1.6.1.2 Assaig fase lll: BR.21

BR.21 és un assaig clinic fase Ill on es va avaluar |'efecte d’erlotinib monoterapia en
segona o tercera linia en pacients amb CPCNP avancat respecte a placebo. L'assignacid
dels pacients al grup de tractament amb erlotinib o placebo es va aleatoritzar en
proporcié 2:1. Amb aquest assaig es va demostrar que la resposta, la PFS i la
supervivencia eren molt superiors en el grup tractat amb erlotinib (respostes del 8,9% i
menor a I'1% p<0,001; PFS de 2,2 respecte a 1,8 mesos HR 0,61; 95% Cl, 0,51 A 0,74;
P<0,001; supervivéncia de 6,7 respecte als 4,7 mesos HR 0,70; 95% Cl, 0,58 a 0,85;
P<0,001, pels tractats amb erlotinib respecte placebo, respectivament). En I’analisi
multivariada, ser no fumador i tenir histologia adenocarcinoma estava associat a
resposta (SHEPHERD et al. 2005).

En base a aquests resultats, I'lany 2004 I'FDA va aprovar erlotinib com a tractament en
segona o tercera linia per als pacients de CPCNP avancgats.

1.6.1.3 Assaig fase lll: INTACT-1/2

Els bons resultats obtinguts en estudis inicials i les evidencies precliniques de sinergisme
entre gefitinib i quimioterapia van comportar realitzar dos estudis clinics aleatoritzats
fase Ill: INTACT-1 i INTACT-2 (Iressa NSCLC Trial Assessing Combination Therapy). La
finalitat era comprovar el benefici, en primera linia, d’administrar gefitinib en
combinacié amb quimioterapia estandard (gemcitabina/cisplati per I'INTACT-1 o
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paclitaxel/carboplati per I'INTACT-2). Malauradament no van proporcionar resultats
favorables (GIACCONE et al. 2004; HERBST et al. 2004).

1.6.1.4 Assaig fase Ill: ISEL

ISEL és un assaig comparatiu fase Ill on es va avaluar I'efecte de gefitinib monoterapia
respecte a placebo en pacients amb CPCNP avangat, que havien progressat al
tractament. La mitjana de supervivéncia mostrava una tendencia favorable per al grup
tractat amb gefitinib perd amb una diferéncia que no va ser estadisticament significativa
(5,6 mesos pel tractament amb gefitinib respecte a 5,1 mesos per al placebo; HR 0,89;
95% Cl, 0,77 a 1,02, p=0,087) (THATCHER et al. 2005). Es va fer I'analisi de les mutacions
d’EGFR i malgrat que el nombre de pacients mutats era massa petit, es va comprovar
que responien millor al tractament (37,5% de respostes dels pacients mutats respecte al
2,6% dels pacients wt) (HIRscH et al. 2006).

Com a conseqliencia d’aquests resultats, I'FDA va restringir I'Gs de gefitinib en els
estudis clinics que s’estaven duent a terme.

1.6.1.5 V-15-32i INTEREST: Estudis amb resultat contradictori

També en segona linia de tractament com L’ISEL, es van publicar I'any 2008 els resultats
dos estudis fase Ill on s’avaluava la no inferioritat per a la supervivencia de gefitinib
enfront de docetaxel en pacients avancats de CPCNP préviament tractats amb
guimioterapia. Mentre que l'estudi V-15-32, que incloia poblacié japonesa, no va
demostrar aquesta no inferioritat entre els dos tractaments (MARUYAMA et al. 2008),
I’estudi INTEREST (Iressa NSCLC Trial Evaluating Response and Survival versus Taxotere)
va demostrar aquesta diferéncia (7,6 mesos amb erlotinib respecte als 8,0 mesos de
docetaxel; HR 1,020; 96% Cl, 0,905 a 1,15) (Kim et al. 2008).

De totes maneres, I'analisi posterior de les mutacions d’EGFR va posar de manifest que
els pacients mutats tenien una millor PFS (DoUILLARD et al. 2010).

1.6.1.6 Estudis fase Ill: TRIBUTE | TALENT

Els estudis TRIBUTE (Tarceva Responses in Conjunction with paclitaxel and carboplatin) i
TALENT (Tarceva in Lung Cancer) van avaluar I'efecte d’erlotinib en combinacié amb
guimioterapia estandard (paclitaxel/carboplati per al TRIBUTE o gemcitabina/cisplati per
al TALENT) en primera linia de tractament. Com en el cas dels altres estudis realitzats
amb gefitinib, no es van obtenir resultats favorables per a la supervivéncia (GATZEMEIER et
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al. 2007; HeRBST et al. 2005). Es va fer I'analisi de deteccié de les mutacions d’EGFR en
I’estudi TRIBUTE. Es va comprovar que els pacients amb mutacions responien millor al
tractament (P<0,05), mentre que no es va assolir la significacié estadistica respecte a la
supervivencia i PFS (P=0,092 i P=0,96), respectivament (EBERHARD et al. 2005).

1.6.2 Estudis amb pacients seleccionats

1.6.2.1 Estudi fase lll: IPASS

L’'ISEL donava a entendre que hi havia un subgrup de pacients asiatics que, tractats amb
gefitinib, assolien una millor supervivéncia, tot i que la diferéncia no era estadisticament
significativa. En I'analisi de covarianga es va descobrir que aquest augment en la
supervivencia era més clar entre els pacients no fumadors amb histologia
d’adenocarcinoma (CHANG et al. 2006).

L’any 2006 es va iniciar I'estudi fase Il IPASS (lressa Pan ASia Study) que investigava
I’efectivitat en primera linia del tractament amb gefitinib en els pacients clinicament
seleccionats d’origen asiatic amb adenocarcinoma avangat, fumador lleuger o no
fumador. En aquests pacients preseleccionats es van analitzar les mutacions i el nUmero
de copies del gen EGFR previ tractament i I’expressid proteica. Els resultats van mostrar
gue no hi havia diferéncia significativa en la mitjana de supervivéncia entre els pacients
tot i que la resposta i la PFS era millor en els tractats amb ITQ que amb quimioterapia
amb una diferéncia del 71% respecte al 47%; p<0,001 per la resposta i amb una HR de
0,74; 95% Cl, 0,65 a 0,85; p<0,001 per a la PFS. Analitzant el subgrup de pacients tractats
amb gefitinib la PFS era superior per als mutats que per als wt (HR 0,48; 95% Cl, 0,36 a
0,64; p<0,001).

Per tant, es va concloure que les mutacions d’EGFR eren un bon biomarcador de
prediccié de la PFS i la resposta al tractament en primera linia amb gefitinib respecte a
quimioterapia amb carboplati/paclitaxel (Mok et al. 2009).

Gracies a aquests resultats, I’'any 2009 es va aprovar a Europa I'ts de gefitinib per als
pacients amb CPCNP en estadis avancats mutats d’EGFR sense tractament previ de
guimioterapia.

1.6.2.2 Estudis fase Ill: WITOG3405 i NEJSG002

Un cop descobert el paper destacat de les mutacions en relacié amb el tractament, es
van realitzar una serie d’estudis comparatius entre quimioterapia i tractament amb ITQ
amb resultats semblants a I'IPASS, en poblacié asiatica. Aixi, I’estudi West Japan Thoracic
Oncology Group 3405 trial (WJTOG3405) que comparava gefitinib respecte a

53



1- INTRODUCCIO

cisplati/docetaxel i I'estudi North-East Japan Study group 002 trial (NEJSG002) que
comparava gefitinib respecte a carboplati/paclitaxel descriuen millors respostes i PFS
dels pacients tractats amb ITQ que amb quimioterapia (62% respecte al 32% de
respostes (p<0,001) i PFS de 9,2 respecte a 6,3 mesos, respectivament (HR 0,48; 95% Cl,
0,33 a 0,71; p<0,001) de l'estudi WITOG3405; 74% respecte al 31% de respostes
(p<0,001) i PFS de 10,8 respecte a 5,4 mesos, respectivament (HR 0,30; 95% Cl, 0,22 a
0,41; p<0,001) de l'estudi NEJOO2. Com en el cas de I'IPASS, no hi havia diferéncia
respecte a la supervivéencia entre tractaments (MAEMONDO et al. 2010; MiTsubomi et al.
2010). Aquests estudis van assentar les bases de la seleccid del tractament segons el
perfil genetic.

1.6.2.3 Estudi fase lll: OPTIMAL

Per tal d’avaluar I'efecte d’erlotinib en pacients avancats amb mutacions d’EGFR, I'any
2008 es va iniciar I'estudi fase Ill OPTIMAL, en que es comparava la PFS assolida amb
erlotinib respecte al tractament amb gemcitabina/carboplati en primera linia, en
poblacié xinesa. Els resultats van demostrar que el tractament amb erlotinib era
significativament superior a la quimioterapia, en termes de resposta i PFS (83% respecte
al 36%, respectivament per a la resposta i 13,1 mesos respecte a 4,6 mesos (p<0,001),
respectivament (HR 0,16; 95% Cl, 0,10 a 0,26; p<0,001) per a la PFS) (ZHou et al. 2011).
Per a la supervivencia no es van obtenir diferéncies entre tractaments.

1.6.2.4 Assaig fase lll: EURTAC

EURTAC (EURopean TArceva vs Chemotherapy), que es va iniciar I'any 2007, és un assaig
fase Ill en queé es compara el tractament amb erlotinib enfront de quimioterapia (cisplati
o carboplati amb gemcitabina o docetaxel) en primera linia en pacients avancats amb
mutacions d’EGFR, en poblacié caucasica. Els resultats demostren que la resposta al
tractament i la PFS dels pacients de la branca d’erlotinib és significativament superior a
la dels pacients tractats amb quimioterapia (63% respecte al 18% (p<0,001),
respectivamant per a la resposta i de 9,4 mesos respecte als 5,2 mesos (HR 0,37; 95% Cl,
0,25 a 0,54; p<0,001). Com en els estudis anteriors, no es va assolir cap diferéncia
respecte a la supervivencia (RosELL et al. 2012).

Tots aquests resultats demostren la importancia de I'analisi d’aquestes mutacions per a
la practica clinica. En la seglient taula es poden veure els principals estudis amb ITQ i els
seus resultats respecte a la resposta, supervivencia i PFS.
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EGFR + ChP 114 30,7 5.4 26,6
EURTALC ng-n erletinib vs 86 &3 < 0,001 a7 < 00001 15,3 087
EGFR + plating ar 13 5 13,5

Taula 5. Resum dels principals estudis clinics on s’avalua I’efecte del tractament amb ITQ en monoterapia
en primera linia en pacients avangats de CPCNP. CD: cisplati/docetaxel; CbP: carboplati/paclitaxel; CbG:
carboplati/gemcitabina. EGFR + tots els pacients eren mutats d’EGFR.

1.6.3 Resisténcia a ITQ

Malgrat que s’ha demostrat que els pacients amb mutacions de sensibilitat del gen EGFR
son els que responen al tractament amb ITQ, invariablement es desenvolupa una
resisténcia a aquests farmacs que provoca una progressio de la malaltia (KOBAYASHI et al.
2005). El temps a la progressié depen del tipus de mutacié de sensibilitat tot i que pot
variar d’un pacient a un altre (SHARMA et al. 2007).

Hi ha dos mecanismes principals responsables d’aquest fenomen: el que es coneix com
resisténcia primaria, en aquells pacients que no responen al tractament des de l'inici, i la
resisténcia adquirida, en aquells pacients que responen al tractament perdo que
experimenten una recaiguda després de la resposta als ITQ (CHONG and JANNE 2013).

1.6.3.1 Resisténcia primaria

En termes generals, la resisténcia primaria consisteix, principalment, en alteracions en
els gens que modulen la resposta als ITQ, independentment de I'estat mutacional
d’EGFR. Entre aquestes alteracions s’han descrit les mutacions, mutuament excloents
amb les d’EGFR, dels codons 12 i 13 de K-RAS, mediador de la transduccié del senyal de
la via MAPK, amb una freqiieéncia d’entre el 15-25% dels pacients de CPCNP (LINARDOU et
al. 2008).
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Per una altra banda, els gens relacionats amb la via PI3K/AKT també sén causants de la
resisteéncia al tractament amb ITQ. Per exemple, I"'amplificacié o sobreexpressio del gen
MET, descrit en un 20% dels casos de resistencia adquirida, i el seu lligand HGF
(Hepatocyte Growth Factor), que s’ha vist sobrexpressat en un 29% de tumors primaris
mutats d’EGFR (YANO et al. 2011). Aquests dos gens estan relacionats amb la fosforilacié
d’Her-3 que activa la via de PI3K/AKT malgrat que EGFR estigui inactiu. En el treball de
Capuzzo es descriu que un 2,5% dels pacients que encara no havien estat tractats amb
ITQ presentaven sobreexpressido de MET en uns nivells semblants als de la linia cel-lular
resistent a aquests farmacs (Cappuzzo et al. 2009).

Paral-lelament, la pérdua de PTEN faria augmentar I'activitat d’aquesta via i, per tant, la
supervivencia de les cel-lules malgrat que siguin sensibles al farmac (YAMAMOTO et al.
2010). També s’ha comprovat que les mutacions del principal domini catalitic del gen
PI3KCA sén responsables de I'adquisicié de resistencia quan sén introduides en linies
cel-lulars (SEQuist, WALTMAN et al. 2011). Aquestes mutacions s’han descrit en un 5% dels
pacients resistents als ITQ incloent pacients mutats d’EGFR que encara no havien estat
exposats al tractament amb aquests inhibidors (KAwaNo et al. 2006). Per una altra
banda, la baixa expressié de BIM (Bcl-2 interacting mediator of cell death) gen relacionat
amb el procés d’apoptosi, comporta la resisténcia al tractament amb ITQ. Els gens
relacionats amb aquest procés com ara HDAC (Histona DeACetilasa) sén també objecte
d’estudi per la seva relacié amb la resistencia primaria (GONG et al. 2007).

També s’ha de tenir en compte la mutacié en la posicié6 T790M del gen EGFR com a
causa de la resisténcia primaria en aquells casos en qué aquesta mutacié és present
guan el pacient encara no ha estat tractat amb ITQ. Aquesta freqliencia representa al
voltant del 30% dels casos (ROSELL et al. 2011; Su et al. 2012).
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Fig. 11. Accid de MET en el procés de resisténcia primaria al tractament amb ITQ. En la figura A, MET pot
activar la via PI3K/Akt mitjancant la seva relacié amb HER-3. En els pacients amb amplificacié de MET (B),
els ITQ erlotinib i gefitinib inhibeixen I'activacié d’EGFR perd no d’HER-3, que activa la via PI3K/Akt
independentment de I'accié del farmac (ENGELMAN et al 2008).
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1.6.3.2 Resisténcia adquirida

Per una altra banda, la resisténcia adquirida es basa, essencialment, en I'aparicié de la
mutacié en la posicié T790M de I'exé 20 del gen EGFR (veure Figura 6). S’"han descrit
altres mutacions que també confereixen certa resisténcia als ITQ com la L747S i la
D761Y, en I'exd 19, o la T854A, en I'exd 21 (BAaLAK et al. 2006; BEAN et al. 2008; CosTA et
al. 2008b). La mutacié T790M es detecta al voltant del 80% dels pacients que han
progressat al tractament amb ITQ (Su et al. 2012).

Un altre fenomen de resisténcia adquirida és la transformacié histologica de les cél-lules
cap a l'estat de mesenquima (EMT) de manera que perden el seu fenotip epitelial i
generen nous patrons d’expressid genica, com ara la perdua de I'expressié d’E-cadherina
o 'augment d’expressié de vimentina, que comporten una agressivitat invasiva més alta
(Supa et al. 2011). Malgrat que el mecanisme no es coneix completament, sembla que hi
estarien relacionats, de manera directa o indirecta, el gen NOTCH o TGF-B, entre
d’altres.

Altres gens amb alteracions que potencialment poden estar relacionats amb aquesta
resistéencia podrien ser ROS1, AXL, ALK, RET, JAK-2, d’"HER-2, BRAF, IGFR o MEK1, entre
d’altres (Pao and GIRARD 2011; Pao and HUTCHINSON 2012), aixi com la via de NFkB (Bivona
et al. 2011). Per una altra banda, alteracions en els citocroms del metabolisme del
farmac com ara CYP3A4 i CYP3A1 també podrien estar-hi relacionats. Tots aquests gens
s’estan estudiant actualment, per discernir, inequivocament, el seu paper en la
resisténcia als ITQ.

Malauradament, els mecanismes que originen la resisténcia al tractament amb ITQ
encara son desconeguts per a un 40% dels pacients amb mutacions de sensibilitat del
gen EGFR. El que s’ha comprovat és que poden coexistir diferents mecanismes de
resisténcia al mateix temps en un mateix pacient: per exemple, es pot donar el cas de
I’existéncia de la mutacié de resisténcia T790M al mateix temps que I'activacié de MET
(BEAN et al. 2007).
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Fig. 12. Esquema de les principals alteracions que han estat descrites com a moduladores de les respostes
als ITQ, que confereixen resistencia al tractament. Com es pot veure en la figura, encara resta un alt
percentatge d’alteracions no conegudes.
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1.6.3.3 Estrategies per superar la resisténcia als ITQ

Malgrat que hi ha diferents estratégies per revertir la resisténcia adquirida, s’ha
demostrat que els pacients que progressen al tractament amb ITQ presenten més
freqientment la mutacié 790M que qualsevol altre mecanisme de resisténcia (ENGELMAN
and JANNE 2008). Per tant, en els darrers anys, s’han desenvolupat una serie d’agents
gue s’uneixen irreversiblement a EGFR mitjangant una unié covalent amb un residu del
domini d’unié de I'ATP. D’aquesta manera I’ATP no s’hi pot unir i s’inhibeix I’activitat
guinasa del receptor (YuN et al. 2008).

Els inhibidors irreversibles que s’estudien actualment sén neratinib, afatinib i
dacomitinib.

Neratinib és un inhibidor irreversible que s’uneix a tots els membres de la familia EGFR
menys a HER-3. En un estudi fase Il es va determinar que neratinib no era un bon
tractament, malgrat que les dades precliniques eren favorables per als pacients que
havien desenvolupat resisténcia als ITQ per la mutacié T790M. Només un petit subgrup
de pacients portadors de la mutacié de sensibilitat G719X de I'exé 18 es beneficiaven
d’aquest inhibidor. D’acord amb aquests resultats, neratinib ha deixat d’administrar-se a
pacients de CPCNP tot i que s’investiga com a inhibidor d’"HER-2 en cancer de mama
(BURSTEIN et al. 2010; Kwak 2011).

Afatinib és un inhibidor oral irreversible que s’uneix a tots els membres de la familia
EGFR menys a HER-3. El grup de Li ha demostrat, basant-se en models cel-lulars i
xenografts, que en els doble mutants L858R i T790M, afatinib és més actiu que no pas
gefitinib (LI et al. 2008a). L’activitat d’aquest inhibidor in vivo s’ha investigat en I'estudi
LUX-Lung-1. Es tracta d’un estudi comparatiu fase Ilb/lll on es va avaluar l'efecte
d’afatinib monoterapia en pacients amb adenocarcinoma avangat, que havien
progressat al tractament amb quimioterapia seguit de ITQ, respecte a placebo. Es va
comprovar que no aportava cap benefici per a la supervivencia pero si respecte a la PFS
(MILLER et al. 2012). En posteriors estudis, LUX-Lung-2 i LUX-Lung-3, aquest farmac ha
demostrat la seva activitat antitumoral (SeQuisT et al. 2013; YANG et al. 2012).

Dacomitinib és un inhibidor irreversible que s’uneix a tots els membres de la familia
EGFR menys a HER-3, i que va demostrar la seva activitat en models animals resistents al
tractament amb gefitinib (ENGELMAN et al. 2007). Basant-se en els bons resultats
obtinguts en estudis previs en primera linia en pacients avancats, es va desenvolupar un
estudi fase Il on es comparava erlotinib enfront d’aquest inhibidor en pacients que
havien progressat a |'anterior régim de quimioterapia. Es va poder comprovar que I'Us
de dacotinib augmentava la PFS respecte a erlotinib (RAMALINGAM et al. 2012).

Tot i que aquests inhibidors poden ser utils en el tractament de pacients resistents als
ITQ, I'equip de Yun postula que no és necessari que l'inhibidor sigui irreversible: un
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inhibidor reversible que s’unis al receptor EGFR-T790M mutat amb una afinitat suficient
per competir amb I’ATP seria suficient per revertir la resisténcia (YUN et al. 2008).

Per una altra banda es treballa en la recerca de combinacions de farmacs per tal de
combatre la resistencia multifactorial T790M concomitant a altres alteracions que
també confereixen resisténcia als ITQ.

1.7 Tecniques per detectar les mutacions d’EGFR

Tal com s’ha comentat en apartats anteriors, les mutacions en el gen EGFR han marcat la
pauta de tractament de tots aquells pacients portadors de les mutacions. Les respostes
assolides en pacients d’estadis avancats, descrites al voltant del 80%, entre les quals hi
ha remissions completes, és un fenomen conegut com efecte Llatzer (ROSELL et al. 2011;
RosELL et al. 2009; SuTANI et al. 2006; TAMURA et al. 2008).

S’ha descrit la correlacié entre algunes de les caracteristiques dels pacients com ara
I'origen asiatic, el fet de ser no fumador de sexe femeni i amb histologia
d’adenocarcinoma i les mutacions del gen EGFR. Es en aquest tipus de pacient on, de
forma sistematica, I'analisi de les mutacions proporciona un major niumero de casos
susceptibles a beneficiar-se del tractament amb ITQ (RIELY et al. 2006; SHUKUYA et al.
2011).

1.7.1 Deteccio de les mutacions d’EGFR en teixit tumoral

Historicament, I'analisi de les mutacions d’EGFR es realitza del teixit inclos en parafina,
utilitzat en el diagnostic de la malaltia, procedint a la macro o microdisseccié de la zona
tumoral i la posterior analisi (CORTES-FUNES et al. 2005; Do et al. 2008; ELLISON et al. 2010;
RoseLL et al. 2009; TARON et al. 2005). S’"ha comprovat que, tant durant com després del
procés de fixacio del teixit, es malmet la integritat de ’ADN i es produeixen canvis en la
seva composicié nucleotidica. Aquests canvis també poden venir provocats per
I’envelliment dels blocs (Do and DoBrovic 2009; GILBERT et al. 2007; INOUE et al. 1996;
PLESEC and HUNT 2009). Per evitar que aquesta degradacio interfereixi en I'analisi de les
mutacions, o bé en el cas que el teixit inclos en parafina no estigui disponible, també
s’han realitzat estudis mutacionals de teixit criopreservat (ARAKI et al. 2011; AsANO et al.
2006; HosHi et al. 2007).

La dificultat, en molts casos, per obtenir aquest tipus de mostra en pacients avancats ha
comportat la necessitat de treballar amb biopsies i mostres no quirurgiques, d’obtencid
menys agressiva per al pacient com, per exemple, les citologies o mostres extretes per
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EBUS-TBNA (EndoBronchial UltraSound-guided TransBronchial Needle Aspiration)
(ButTITTA et al. 2013; GARCIA-OLIVE et al. 2010; KHODE et al. 2013; TANAKA et al. 2007). Com
gue en moltes ocasions aquestes mostres contenen molt poca quantitat de teixit
tumoral s’han desenvolupat técniques amb alta sensibilitat que requereixen molt
poques cel-lules tumorals per detectar, amb exit, les mutacions d’EGFR (MOLINA-VILA et
al. 2008).

Gracies a l'evolucié de les técniques moleculars, s’han pogut desenvolupar diversos
metodes per detectar les mutacions d’aquest gen. A continuacié se’n descriuen els més
utilitzats.

1.7.1.1 Meétodes de cribatge

Aquests métodes sén molt Utils per detectar qualsevol alteracié present en un gen, fins i
tot les que no han estat descrites, per la qual cosa permeten obtenir una exaustiva
informacid del gen d’estudi. Els més utilitzats son:

1.7.1.1.1 Seqiienciacio Sanger o directa

Aguesta técnica, desenvolupada per I'equip de Sanger I'any 1977 (SANGER et al. 1977) es
considera el metode estandard per detectar mutacions. Es basa en la sintesi d’una
cadena complementaria d’ADN mitjangant una reaccié enzimatica que va afegint els
dideoxinucleotids (ddNTP) marcats, cadascun amb un fluorocrom diferent. A aquests
ddNTP els manca el grup OH que permet I'extensio,de manera que la reaccié s’atura en
cada incorporacio de ddNTP a la nova cadena (Fig. 13).
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Fig. 13. Estructura d’un dNTP respecte a un ddNTP. Com es pot veure en un cercle vermell, els ddNTP han
estat modificats per qué no es produeixi I'extensio de la cadena. En aquest cas esta representada una
deoxi/dideoxicitosina.
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Amb la seqlienciacié directa, tots els fragments generats passen al llarg dels capil-lars
d’un equip de seqlienciacié on té lloc I'electroforesi necessaria per que els fragments
s’ordenin per mida. La seqiiéncia s’obté per la lectura de la fluorescéncia emesa per
cada fluorocrom quan és excitat pel laser de I'aparell (OLIvA et al. 2004).
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Fig. 14. Metode de deteccié de mutacions per seqiienciacio automatica Sanger. Els ddNTP estan marcats
amb diferents fluorocroms que, quan son incorporats en la cadena de nova sintesi, aturen I’elongacio.
Mitjangant I’excitacio dels fluorocroms pel laser de I'equip, s’obté la seqiiéncia d’ADN.

1.7.1.1.2 Piroseqlienciacio

Aguesta tecnica, desenvolupada I'any 1996, es basa en I'alliberament de pirofosfat per la
unid d’un nucleotid a la nova cadena i que es transforma en llum mitjancant una reaccié
enzimatica durant I'elongacié de I’ADN. A diferencia de la seqlienciacié Sanger on tots
els ddNTP estan disponibles al mateix temps, en aquest métode es van afegint els
nucleotids un per un, de manera que si un s’uneix, allibera el pirofosfat que es detectara
en forma de llum per I'equip. Si no s’uneix no hi haura senyal. A continuacié un enzim
degrada els nucleotids no units, i el procés torna a comencar de nou (RONAGHI 2001) (Fig.
15).

Aquest metode permet obtenir un nombre elevat de seqliencies del mateix fragment i
resulta molt Util per detectar mutacions puntuals. Un dels equips que forma part de la
Next Generation Sequencing i que es basa en aquesta tecnologia és el 454 FLX
Pyrosequencer de Roche.
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Fig. 15. Quan el nucleotid és incorporat per la polimerasa a la cadena de nova sintesi, s’allibera un
pirofosfat que és transformat en llum per una luciferasa. Aquest senyal és captat per la camera de I'equip
que interpreta el nucleotid que s’ha incorporat i ho transforma en seqiiéncia.

1.7.1.1.3 Next generation sequencing (NGS)

Aguesta técnica es basa en el concepte de crear milions de reaccions de seqliéncia
independents per obtenir milers de copies d’una série de fragments que, en solapar-se,
conformen una regié més extensa de la qual es poden descriure totes les alteracions. Hi
ha diverses estratégies emmarcades dins d’aquesta macroseqiienciacié. El whole
genome sequence consisteix a fer llibreries de tot I’ADN gendmic, seqlienciar aquests
fragments milers de vegades i alinear-los amb una seqiiéncia de referéncia per poder
detectar qualsevol alteracié. També permet realitzar el que es coneix com exome
sequence, on només es seqliencien els exons o, en aquesta linia, també es pot amplificar
i obtenir milers de seqiéncies d’'una zona concreta d’un gen per tal de detectar petites
variacions de seqiiéncia que es poden trobar en freqlieéncies molt baixes i que dificilment
es detecten mitjancant altres técniques (Liu et al. 2012) a partir de fragments amplificats
per PCR (reaccio en cadena de la polimerasa).

Actualment hi ha cases comercials que estan apostant per aquesta tecnologia i han
desenvolupat equips d’amplificacid i analisi. Entre aquests trobem Myseq d’lllumina o la
plataforma SOLID de Life Technologies.
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Fig. 16.Principals aplicacions de la Next Generation Sequencing. Com es pot observar, no només es pot
utilitzar per anlitzar petits fragments amplificats per PCR siné que també es poden seqiienciar genomes
sencers amb I'obtencid de milers de copies.

1.7.1.1.4 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

Es basa en I'amplificacié per PCR del fragment d’ADN que es vol estudiar i la posterior
desnaturalitzacid (separacié de les cadenes de I’ADN) per temperatura. Aquest producte
desnaturalitzat adopta una conformacié tridimensional caracteristica que s’analitza per
electroforesi en gel d’acrilamida. La diferéencia de mobilitat entre el fragment d’estudi
amplificat i el mateix fragment wt determina I'existéncia de possibles variacions en Ila
seqléncia que poden detectar, fins i tot, la diferéncia d’una sola base. Aquesta técnica
és molt util, no només per detectar delecions sind també per detectar polimorfismes i,
per tant, mutacions puntuals (MARCHETTI et al. 2005).

1.7.1.15 HRM (High Resolution Melting)

L'HRM és un métode de deteccié d’alteracions genetiques basat en la monitoritzacié a
temps real dels canvis de fluorescéncia produits per I'alliberament d’'una molécula
fluorescent intercalada en I’ADN, que es va desnaturalitzant gradualment amb
increments de temperatura molt petits, durant el procés d’amplificacié per PCR. Aquesta
fluorescéncia alliberada genera el que es coneix com corba de melting. Si les dues
cadenes d’ADN tenen la mateixa seqliencia de nucleotids les dues corbes seran
idéntiques. Si una de les cadenes conté una mutacio, la temperatura necessaria per
desnaturalitzar I’ADN sera diferent que la wt i apareixera una corba de melting diferent
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(KAPABIOSYSTEMS). Aquesta técnica és molt Gtil per detectar mutacions puntuals com la
dels exons 18 i 21 d’EGFR (Do et al. 2008).
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Fig. 17. Representacio de les corbes de melting d’una mostra mutada. Els canvis de nucleotid en la
seqliéncia d’ADN provoquen canvis en la temperatura de desnaturalitzacio. Es pot veure en blau que la
corba corresponent a I’al-lel wt és diferent a la que apareix per al mutat, en vermell.

1.7.1.2 Meétodes basats en posicions conegudes

Es tracta de técniques basades en I'amplificacid per PCR d’un fragment de seqiiéncia
coneguda. Requereixen, per tant, del coneixement previ de la posicié de la mutacié que
es vol estudiar. Un dels problemes d’aquest tipus de tecniques és que les mutacions que
no estan incloses en el fragment amplificat no es poden detectar, de manera que no es
poden descobrir noves mutacions. La majoria de metodes utilitzats per detectar
mutacions corresponen a aquest grup ja que la major part de les que s’ha comprovat
gue tenen rellevancia clinica estan descrites en posicions conegudes.

A continuacid es descriuen els més utilitzats:

1.7.1.2.1 Analisi de fragments per electroforesi capil-lar (GeneScan)

Es basa en I'amplificacié per PCR del fragment d’ADN que es vol estudiar utilitzant un
encebador marcat amb un fluorocrom. Les copies d’ADN es que es generen es barregen
amb un estandard de mida, també fluorescent, i emeten fluorescéncia quan soén
excitades pel laser de I'equip durant I'electroforesi capil-lar. Aquest estandard de mida
coneguda permet discernir la mida del fragment amplificat de manera que es poden
discriminar dos fragments amb la diferéncia d’una sola base (AppLIED-BIOSYSTEMS 2012).
Aquesta tecnica és molt util per a I’analisi d’insercions o de delecions.
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1.7.1.2.2 Discriminacié al-lelica per TagMan

La discriminacid al-lelica es basa en la comparacid de la fluorescéncia basal emesa per
unes sondes especifiques no extensibles que s’uneixen a I’ADN. Aquestes sondes
contenen un fluorocrom diferent dependent de si hibriden amb I’al-lel mutat o el wt, i
un quencher que inhibeix la fluorescéncia del fluorocrom mitjangant el sistema FRET
(Forster Resonance Energy Transfer). No es produeix alliberament de la fluorescéncia
fins que I'activitat 5’exonucleasa de la polimerasa degrada la sonda i la distancia entre el
fluorocrom i I'inhibidor augmenta (Livak 1999).

Segons la proporcio de la fluorescéncia emesa, els al-lels es poden discriminar entre els
mutats, que hauran emeés el maxim de fluorescéncia de la sonda que hibridava amb la
seqliencia portadora de la mutacié i minima per la seqiiéncia wt, i els al-lels wt on la
proporcié de fluorescéncies sera inversa. Es una técnica molt Gtil per detectar mutacions
puntuals de posicid coneguda com les dels exons 18 i 21 del gen EGFR (ENDO et al. 2005).

Sonda intacta

Fluorescéndia inhibida Q

=l
Extensié per PCR ﬂ A

2o LRI

7ag polimerasa ﬂ Activitat
5’exonucleasa
Q
+
i

- 1 Sonda digerida

Emissié de fluorescéndia

Fig. 18. Esquema de la reaccio de discriminacié al-lélica. La fluorescencia de les sondes MGB ve
determinada per un fluorocrom ubicat en I’'extrem 5°. En I'extrem 3’es troba el quencher que inhibeix la
fluorescéncia del fluorocrom via FRET. Un cop té lloc la reaccié d’amplificacio, I'activitat 5’exonucleasa de
la Taq Polymerasa va digerint la sonda, de manera que la fluorescéncia alliberada pel fluorocrom ja no és
inhibida i per tant I’equip capta el senyal.

1.7.1.2.3 Scorpion ARMS (Amplification Refractory Mutation System)

Aquesta técnica combina I'especificitat del sistema ARMS amb la deteccid de la
fluorescéncia de les sondes escorpions. El sistema esta compost per una sonda
especifica flanquejada per unes seqliencies complementaries que en hibridar formen
una caracteristica estructura en forma de lla¢ (escorpion). En aquesta conformacio, el
fluorocrom no emet fluorescencia per la proximitat del quencher. Un altre element és un
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bloquejador que inhibeix I'amplificaci6 de I'ADN en abséncia de la sequeéencia
complementaria a la sonda, que impedeix que la conformacié del llag es desplegui.
Finalment, cal un encebador especific que s’uneixi a I’ADN i a partir del qual s’inicii
I’'amplificacié per PCR. Un cop el procés d’amplificacié comenca, el llag s’obre, la sonda
hibrida amb la seqiieéncia complementaria de la nova cadena, la distancia entre
fluorocrom i quencher augmenta i I'equip capta la fluorescencia emesa (THELWELL et al.
2000).
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T

b A Hibridacio
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Extensié
T
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ff(}/\ - ‘/W?,'?. s
= e LTS
\41'"',[[ i |

Fig. 19. Estructura d’una sonda escorpion unida a un dels encebadors en forma de llag. El quencher, per
proximitat, inhibeix la fluorescéncia del fluorocrom. Quan es produeix I'extensid, la sonda es desplega, la
distancia entre el quencher i el fluorocrom augmenta i la fluorescencia s’allibera.

Diverses cases comercials han desenvolupat kits basats en aquest métode per detectar
les mutacions de I'ex6 18 i 21 d’EGFR com el de Qiagen anomenat TheraScreen® EGFR29
Mutation Kit test o els de Roche (DxS EGFR Mutation Test Kit i el Cobas que permet
analitzar fins a 41 posicions diferents mitjangant amplificacions multiplexades) (Lorez-
Rios et al. 2013). Aquests sistemes redueixen la manipulacié de la mostra i, per tant, les
contaminacions.

1.7.1.2.4 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

L'aparicié d’un canvi en la seqliencia d’ADN pot generar una diana per a un enzim de
restriccidé. Aquesta técnica es basa en I'amplificacié de I’ADN per PCR i la seva posterior
digestido amb un enzim de restriccié que tallara les copies on troba la diana. D’aquesta
manera i amb un gel d’agarosa, es poden distingir els al-lels mutats dels wt pel diferent
patré de bandes.
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Encara que hi ha el risc que errors durant |'activitat de la polimerasa crein aquestes
dianes i s’obtinguin falsos positius, aguest metode s’ha utilitzat per detectar mutacions i
delecions del gen EGFR (AsANO et al. 2006; KAWADA et al. 2008).

1.7.1.2.5 Deteccio de mutacions amb anticossos

Aquesta tecnica difereix de la resta perque es basa en la deteccid de I'alteracié en la
proteina i no en I'ADN, mitjancant la hibridacid amb anticossos especifics. Es
aconsellable per a mostres massa petites perque es puguin analitzar amb altres métodes
(BREVET et al. 2010; SIMONETTI et al. 2010). Malgrat que un dels desavantatges és que
cada tipus de mutacié requereix el seu propi anticos, hi ha autors que la recomanen com
a un primer cribatge dels pacients per a una posterior analisi basada en tecniques
moleculars (Kozu et al. 2011). Com que a més és una tecnica que preserva |'estructura
tissular, permet determinar la influencia de les mutacions en el teixit sa adjacent (Yu et
al. 2009).

1.7.2 Deteccid de les mutacions d’EGFR en sang periférica

En els darrers anys s’han desenvolupat diferents estrategies, tant metodologiques com
d’obtencié de material tumoral, per poder detectar les mutacions del gen EGFR. En
pacients avancats de CPCNP, I'obtencié d’'una biopsia és freqlentment inviable, de
manera que s’han utilitzat altres fonts de material tumoral com ara liquid pleural,
rentats bronco-alveolars o esputs (BUTTITTA et al. 2013; GARCIA-OLIVE et al. 2010; HUBERS et
al. 2013; KHODE et al. 2013; SoH et al. 2006; TANAKA et al. 2007). Malgrat que s’han descrit
técniques que requereixen molt poques cél-lules tumorals (MOLINA-VILA et al. 2008) o fins
i tot I'Us de les cél-lules tumorals circulants (CTC) per detectar mutacions (MAHESWARAN
et al. 2008), la necessitat d’accedir a la mostra tumoral d’una forma poc agressiva per al
pacient ha dut a considerar la sang periférica com una alternativa a I'analisi de les
mutacions en teixit.

Des que I'equip de Mandel va descobrir I'existencia d’ADN circulant en la sang periférica
I"'any 1948 (MANDEL and METaIs 1948), s’han dut a terme molts estudis per determinar la
importancia d’aquest fet en relaci6 amb el desenvolupament de diverses patologies.
Aixi, I'equip de Leon (LEON et al. 1977) va comprovar que la concentracié d’ADN circulant
era més elevada en pacients amb cancer que no pas en individus sans, el grup d’Anker va
demostrar que molt d’aquest ADN lliure provenia de les cél-lules tumorals (ANKER et al.
1999) i I'equip de Sozzi va correlacionar la seva concentracié amb I'estadificacio del
pacient (Sozzi et al. 2001). A partir d’aquests treballs s’han realitzat diversos estudis de
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detecciéd d’alteracions genétiques presents en aquest ADN circulant (metilacio,
mutacions, pérdua d’heterozigocitat...) i la seva correlacié amb el teixit tumoral (Fig. 20).
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Fig. 20. Esquema de les principals alteracions genétiques estudiades en I’ADN circulant en diferents tipus
de tumors en els darrers 15 anys (SCHWARZENBACH et al. 2011).

S’ha de tenir en compte que aquest ADN circulant no només prové de les cél-lules
tumorals: hi ha d’altres mecanismes patologics i fisiologics com ara processos
inflamatoris, lesions benignes o traumes tissulars que també alliberen ADN al torrent
sanguini (SAUKKONEN et al. 2008).

L'origen d’aquest ADN circulant es pot explicar per quatre mecanismes basics: necrosi,
apoptosi, alliberament actiu d’ADN de les cél-lules i per lisi de micrometastasis (MITTRA et
al. 2012; ZieGLER et al. 2002). Un esquema de tots aquests processos es pot veure en la
Fig. 21.

En el cas de la necrosi i com a conseqiiéncia de la hipoxia que es produeix en el nucli
tumoral per la manca d’irrigacié sanguinia, i per tant, d’oxigenacio, el nimero de
cel-lules que pateixen necrosi augmenta. Aquest procés implica la degradacié de 'ADN
gue es fragmenta a I'atzar i s’allibera al torrent sanguini (SCHWARZENBACH et al. 2009).

L'apoptosi o mort cel-lular programada implica la degradacio de I’ADN segons una pauta
molt caracteristica de fragments formada per nucleosomes. Aquests nucleosomes
consisteixen en un nucli format per un octamer d’histones embolcat dues vegades per
una cadena d’ADN de 200pb. En condicions fisiologiques normals, els nucleosomes sén
compactats en particules apoptotiques que sén fagocitades pels macrofags. En tumors
grans de proliferacié rapida o després del tractament amb quimioterapia hi ha un excés
de mort cel-lular. En aquest cas, als macrofags els és dificil fagocitar I'excés de cel-lules
apoptotiques i aquests nucleosomes s’alliberen al torrent sanguini (SToLLAR and
STEPHENSON 2002; WARD et al. 2008).
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Fig. 21. Esquema dels diferents mecanismes que alliberen ADN al torrent sanguini. Com es pot veure, el
teixit sa també allibera ADN mitjangant diversos mecanismes com ara I'apoptosi. Per una altra banda, les
cel-lules circulants tumorals o I'apoptosi i necrosi dels tumors son responsables de I'alliberament d’ADN al
torrent sanguini (CROWLEY et al. 2013).

Diversos treballs descriuen que els fragments petits d’ADN circulant d’entre 70 i 200pb
corresponen a I’ADN alliberat per processos d’apoptosi mentre que els fragments més
grans provenen de la necrosi cel-lular (FLEISCHHACKER and ScHMIDT 2007).

Un altre mecanisme consisteix en I'alliberament actiu d’ADN anomenat fraccié d’ADN
metabolic. S’ha comprovat que aquesta fraccié d’ADN, unida a glicoproteines, circula pel
torrent sanguini actuant com a missatger entre céel-lules i teixits. A més, sembla que
desenvolupa funcions de regulacid de la transcripcio de ’ARN (GAHAN et al. 2008).

Finalment, el darrer mecanisme de lisi de micrometastasi consisteix en I'alliberament
d’ADN al torrent sanguini per part de cél-lules tumorals circulants que s’han separat del
teixit d’origen durant el procés de transicidé epiteli-mesénquima o bé per la lisi de
diposits micrometastasics en llocs distants del tumor original (GARCIA-OLMO et al. 2010).

Tot aquest ADN circula per la sang en forma de nucleosomes o bé unit a les proteines de
membrana amb dominis d’'unié a I’ADN de la superficie de les cel-lules sanguinies
(FLEISCHHACKER et al. 2011).

La degradacié d’aquest ADN circulant depén dels mecanismes de filtracié del sistema
circulatori, ja sigui en el fetge o en els ronyons, del sistema limfatic, o bé de Ia
degradacio activa pels enzims anomenats DNAses. S’ha calculat que la vida mitjana
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d’aquest ADN circulant varia de quinze minuts a diverses hores (FLEISCHHACKER and
ScHMIDT 2007; TAMKOVICH et al. 2006).

Un dels problemes que comporta I’analisi de les mutacions a partir de ’ADN circulant és
qgue la baixa freqliencia d’algunes mutacions en el teixit tumoral determina la baixa
guantitat d’al-lels mutats alliberats al torrent sanguini. La necessitat de detectar aquesta
baixa proporcié d’al-lels mutats respecte a la gran quantitat d’al-lels wt han propiciat el
desenvolupament de metodologies molt especifiques i sensibles.

1.7.2.1 Tecniques de deteccié de les mutacions en sang periférica

Moltes de les metodologies utilitzades per detectar les mutacions en sang periférica sén
les mateixes que s’apliquen en la deteccié de les mutacions en teixit. Entre aquestes hi
ha la teécnica SARMS (KIMURA et al. 2006c; MAHESWARAN et al. 2008) o els kits comercials
(Goto et al. 2012). Per una altra banda, hi ha treballs que modifiquen les tecniques ja
descrites per augmentar la sensibilitat de deteccié de mutacions de I’ADN circulant. A
continuacio se’n descriuen les més utilitzades.

1.7.2.1.1 Técniques basades en l'analisi de canvis de conformacié per
electroforesi capil-lar

Aguestes tecniques, basades en la modificacié de les utilitzades per a I'analisi de
mutacions en teixit, incorporen |'electroforesi capil-lar per incrementar la sensibilitat de
deteccid. Per exemple, la DCE (electroforesi desnaturalitzant capil-lar) (LI-SucHoLEIKI and
THiLLY 2000; MINARIK 2011), la TGCE (electroforesi capil-lar per gradient de temperatura)
(HsiA et al. 2005), la CGCE (Cycling Gradient Capillary Electrophoresis) (MINARIK et al.
2003) o la CTCE (Cycling Temperature Capillary Electrophoresis) (EkSTROM et al. 2007)
totes elles derivades de la tecnica de SSCP.

1.7.2.1.2 Técniques basades en PCR

Aguest grup de técniques es centra en minimitzar al maxim I'amplificacié de la gran
guantitat d’ADN wt que hi ha en la mostra de sang periférica, enriquint la fraccié d’al-les
mutats. Sén els métodes més utilitzats per detectar mutacions de I’ADN circulant.

Entre d’altres, les que més s’utilitzen sén la ME-PCR (Mutant Enrichment PCR) o la COLD-
PCR (Coaplification at Lower Denaturation temperature-PCR). En el cas de la ME-PCR, es
digereix I'ADN wt amb un enzim de restricci6 préviament o durant el procés
d’amplificacié de manera que només s’amplifica I’ADN mutat (HE et al. 2009; JIANG et al.
2011). Per una altra banda, la COLD-PCR utilitza temperatures baixes d’annealing de
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manera que els encebadors no poden unir-se als fragments wt perqué no s’han pogut
desnaturalitzar i s’"han mantingut en forma de doble cadena. Els fragments mutats, que
acostumen a formar dobles cadenes imperfectes a causa precisament de la mutacid,
poden ser amplificats perqué s’hi poden unir els encebadors (Li et al. 2008b).

Una altra via és inhibir I'amplificacié de 'ADN wt amb una sonda proteica anomenada
PNA (Protein Nucleic Acid) que s’hi uneix especificament enriquint la poblacié d’ADN
mutat. Com que l'estructura del PNA es basa en una cadena de fosfodiéster, ni les
nucleases ni les proteases poden degradar-la, de manera que la seva unié a I’ADN és
altament estable (PELLESTOR and PAULASOVA 2004; YEH et al. 2010). L’Us d’aquest tipus de
sonda sola, o en combinacié amb un altre sonda proteica molt semblant anomenada
LNA (Locked Nucleic Acid) que va unida a un fluorocrom per facilitar la seva deteccid,
s’ha aplicat en I'estudi de les mutacions d’EGFR en sang periférica de pacients de CPCNP
(INOUE et al. 2009; RosELL et al. 2009; SUTANI et al. 2006). Aquest tipus d’enriquiment dels
al-lels mutats mitjangant la inhibicié dels wt és el que es coneix com PCR PNA-clamping.
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Fig. 22. Comparacio de I'estructura de I'’ADN i la sonda proteica PNA. Com es pot apreciar, la semblanca
d’estructura entre ambdues moléecules confereix una alta especificitat i estabilitat d’unic.

Finalment, entre els metodes més utilitzats, es troba la PCR digital, que consisteix a
preparar dilucions molt elevades de la mostra que sén repartides en diversos pouets
d’una placa. A continuacio es procedeix a I'amplificacié per PCR incorporant en la reaccid
unes sondes marcades amb fluorocroms. Només els pouets que continguin els al-lels
mutats amplificaran i donaran senyal fluorescent (ZHAO et al. 2013). Actualment s’estan
desenvolupant kits comercials que permeten la deteccid de diverses mutacions al mateix
temps com la que ofereix Boreal Genomics mitjancant la plataforma de seqlienciacid
Miseq d’lllumina.

71



1- INTRODUCCIO

o Partitioning. The PCR reaction mixture is partitioned into 20,000 water
in oil droplets with target and background DNA randomly distributed
among the reactions.

Target of interest e Detection. Each reaction provides a fluorescent positive or negative
s Background DNA signal indicating the target DNA was present or absent after partitioning.
The fraction of positive droplets is used to calculate the target
DNA concentration

e Amplification. Target DNA is amplified by PCR using standard
thermal cycling.

Fig. 23. Esquema del funcionament de la PCR digital. De la mostra original es realitzen mdultiples dilucions
per reduir els al-lels presents en cada pouet (1). A continuacié hi ha I'amplificacié on la sonda marcada
amb fluorescéncia s’uneix a I'al-lel mutat (2). La lectura de la fluorescéncia alliberada indica els pouets on
hi ha ’ADN mutat (3).

1.7.2.1.3 BEAMing (Beads, Emulsion, Amplification and Magnetics)

Aguesta tecnica la va desenvolupar el grup de Dielh per detectar mutacions del gen K-
RAS en I’ADN circulant de pacients amb cancer de colon (DIEHL et al. 2005). Consisteix en
I"'amplificacié d’una sola molécula d’ADN que hibrida amb un encebador o una sonda
especifica per a la mutacié, marcada fluorescentment i unida a una particula magnetica.
Per citometria es poden detectar les particules que emeten fluorescéncia i es poden
recuperar mitjancant un camp magneétic. Les particules en qué no hi hagi hagut
amplificacié o bé hi havia un al-lel wt no sén recuperades (TANIGUCHI et al. 2011).
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El pensament és la llavor de I'accio

(Ralph Emerson)
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En l'actual era de la medicina personalitzada és cabdal I'analisi de les alteracions
genéetiques de les neoplasies dels pacients abans de proporcionar-los un tractament, per
tal d’administrar el més favorable segons les seves caracteristiques genetiques. La
relacié que existeix entre la preséncia de les mutacions en el domini TQ del gen EGFR i la
resposta al tractament amb ITQ és avalada per molts estudis.

Per una altra banda, la disponibilitat de biopsies que garanteixin suficient material
tumoral per analitzar les mutacions d’EGFR és baixa en pacients d’estadis avancats.
Malgrat que s’han desenvolupat noves técniques d’analisis amb altes sensibilitats per
detectar mutacions, la necessitat d’accedir a una mostra tumoral d’'una forma poc
agressiva per al pacient ha dut a considerar I’ADN circulant de la sang periferica com una
alternativa al teixit inclos en parafina. Aquest tipus de mostra ja havia demostrat una
bona correlacié amb les alteracions detectades en el teixit del mateix pacient.

Tenint en compte aquestes premises, s’ha treballat amb la seglient hipotesi:

Es possible detectar les mutacions del gen EGFR en I’ADN circulant de Ia
sang periferica dels pacients avancats de CPCNP.

Malgrat que la seqlienciacié Sanger es considera el metode estandard per analitzar
mutacions, presenta algunes limitacions com ara la sensibilitat de deteccié o la quantitat
d’ADN necessari per detectar alteracions genétiques, factors que dificulten la utilitzacid
de mostres amb poca cel-lularitat tumoral. Per tant, és necessari el desenvolupament de
noves tecniques que permetin I'analisi de les mutacions d’EGFR independentment de la
quantitat de material tumoral del qual es parteixi.

Tenint en compte la hipotesi de treball, es van plantejar els seglients objectius:

2.1 Optimitzar la tecnica de seqlienciacié Sanger per analitzar les mutacions més
freqlients del gen EGFR dels exons 19 i 21 de mostres de teixit inclos en parafina.

2.2 Optimitzar i validar analiticament les tecniques de biologia molecular, alternatives a
la seqlienciacid Sanger, que permetin detectar les mutacions més freqients del gen
EGFR dels exons 19, 20 i 21, partint de teixit inclos en parafina.

2.3 Validar clinicament les mutacions del gen EGFR mitjancant I’analisi prospectiu dels
pacients de CPCNP de I’'SLADB (Spanish Lung Adenocarcinoma Data Base) respecte a la
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resposta als ITQ, la PFS i la supervivéncia dels pacients segons les dades descrites en la
bibliografia.

2.4 Optimitzar i validar analiticament les tecniques de biologia molecular que permetin
detectar les mutacions més frequents dels exons 19 i 21 del gen EGFR en I’ADN circulant
de la sang periferica.

2.5 Validar clinicament les mutacions del gen EGFR detectades en I’ADN circulant de la
sang periférica mitjancant I'analisi retrospectiu dels pacients amb CPCNP inclosos en
I’'SLADB. Corroborar els resultats obtinguts respecte a la resposta als ITQ, la PFS i la
supervivencia dels pacients segons les dades descrites en la bibliografia.

2.6 Analitzar les mutacions més freqiients del gen EGFR dels exons 19, 20 i 21 com a
diagnostic, en pacients de CPCNP inclosos en I'assaig clinic fase Ill EURTAC, partint de
mostres de teixit inclos en parafina.

2.7 Analitzar les mutacions més freqiients del gen EGFR dels exons 19 i 21 a partir de
I’ADN circulant de la sang periférica del pacients de CPCNP inclosos en I'assaig clinic fase
Il EURTAC.
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Anem a fer les coses bé,
que malament ja surten soles

(anonim)
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3.1 Optimitzacio de les tecniques d’analisi

Tots els encebadors utilitzats en les amplificacions, que es troben en els esquemes | i Il
de I'annex |, estan dissenyats sobre la seqiiéncia de referéncia d’EGFR NC_000007.12 del
GenBank mitjancant el programa de disseny d’encebadors Primer Express (APPLIED-
BiosysTEMS). Aquest programa, a més de suggerir la parella d’encebadors més eficient
per amplificar la regid d’estudi, calcula les temperatures d’annealing ideals i les
possibles hibridacions entre els encebadors. Un cop dissenyats, es va procedir a
comprovar, amb el programa Primer-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la
pagina web de I’'NCBI (National Center for Biotechnology Information) amb el link:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi?LINK_LOC=BlastHome, les
homologies entre la seqliéncia dels amplicons generats pels encebadors dissenyats
respecte a tot el genoma. D’aquesta manera s’obté informacié sobre possibles
hibridacions no especifiques amb altres gens. Tots els encebadors de PCR (tant els de
primera com de nested PCR) es van dissenyar sobre la zona intronica. Els amplicons no
superen els 500pb ja que, com ja s’ha comentat anteriorment, el procés de fixacio i
imbibicié en parafina malmet la integritat de I’ADN. Per una altra banda, els encebadors
de GeneScan i TagMan es van dissenyar per amplificar regions menors a 150pb per
utilitzar-los també en I'analisi de 'ADN circulant de sang periféerica, molt degradat i
fragmentat. El codi d’Ensembl utilitzat per identificar i ubicar les mutacions en el gen és
el ENSG00000146648.

Tots els ADN que s’han utilitzat per optimitzar les técniques, aixi com els dels controls
utilitzats en les amplificacions, ja sigui per PCR o per TagMan, van ser quantificats amb
I’equip Nanodrop spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific). La concentracié ve
determinada per la lectura a A,gp mentre que la puresa es va mesurar per la relacié de
les lectures Azeo/Asso.

La concentracio de treball de I’ADN dels limfocits i de les linies cel-lulars utilitzats durant
el procés d’optimitzacié de les tecniques va ser de 25ng/ul per tal de simular les
concentracions més baixes d’ADN obtingudes de I'extraccié per fenol-cloroform-alcohol
isoamilic de les mostres incloses en parafina.

Per una altra banda, la concentracié de treball de tots els controls de GeneScan i
TagMan i dels limfocits i de les linies cel-lulars utilitzats durant el procés d’optimitzacié
de les tecniques per a mostres de poca cel-lularitat tumoral i de sang periférica va ser
d’1ng/ul. D’aquesta manera s’equipara la concentracid, per una banda a I'obtinguda de
les mostres amb poca cel-lularitat tumoral i per I'altra, a la minima quantitat d’ADN
circulant que s’obté de I'extraccié amb el kit comercial QJAamp ® DNA Blood Mini Kit
(Izasa).
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Finalment, tots els controls com els ADN utilitzats per posar a punt I'analisi de la mutacio
T790M en teixit inclos en parafina també estaven a 1ng/ul, concentracié menor a la que
presentaven les mostres analitzades.

3.2 Metode estandard: Seqiienciacié Sanger

L'estratégia seguida per a la validacio analitica per detectar les mutacions d’EGFR en
mostres de teixit tumoral inclds en parafina i de mostres amb poca cel-lularitat tumoral
es va basar en la prévia deteccié d’aquestes mutacions en linies cel-lulars mutades.

3.2.1 Optimitzacio de la técnica amb linies cel-lulars mutades

Es va utilitzar ADN de diverses fonts:

1-ADN de la linia cel-lular PC9. Conté una delecié de 15pb en I'exd 19. Es va obtenir de
I’empresa certificada Hofmann-La Roche Ltd (Roche Specimen ID: CLBA00359).

2-ADN de la linia cel-lular H1975. Conté les mutacions puntuals L858R de I'exd 21 i
T790M de I'exd 20. Es va obtenir de I'empresa certificada American Type Culture
Collection.

3-ADN de limfocit. L'origen somatic de les mutacions del gen EGFR permet que aquest
ADN sigui apte per considerar-lo control wt.

3.2.1.1 Extraccio d’ADN

L'ADN de les linies cel-lulars i del limfocit es va extreure amb el kit comercial QlAamp®
DNA Blood Mini Kit (lzasa), seguint el protocol d’us. Aquest kit es basa en la digestié de
la mostra amb proteasa, per tal d’eliminar les membranes cel-lulars, i un parell de
rentats amb dos tampons que eliminen les restes proteiques i les sals. Durant aquest
procés, 'ADN de les mostres queda purificat i adherit a la membrana de silice de les
columnes d’extraccid. Per recuperar-lo només cal afegir aigua destil-lada. La instruccid
de treball es troba adjunta en I'annex | (instruccid Il).
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3.2.1.2 Amplificacié per PCR

Per posar a punt les PCR d’amplificacié dels exons 19 i 21 es va utilitzar I’ADN wt de
limfocit.

Per controlar I'astringéncia de la PCR i evitar 'amplificacié de fragments inespecifics, es
van combinar dues concentracions de MgCl,, necessari per a |'activitat polimerasa de
I’enzim, a 1mM (considerada baixa concentracid) i a 3mM (considerada concentracié
mitja) i quatre temperatures d’annealing (58°C, 60°C, 62°C i 64°C).

L’estratégia era amplificar aquests exons amb una Unica PCR. Es van provar dos cicles de
repeticié diferents (35 i 40 cicles) i tres polimerases: Ecotaq (Ecogen), enzim utilitzat
rutinariament en amplificacions per PCR; Platinum® Tagq DNA Polymerase (INVITROGEN)
gue redueix els dimers entre encebadors a més d’aconseguir amplificacions amb poca
concentracio d’ADN inicial (INVITROGEN 2010) i HotStarTag DNA Polymerase (QIAGEN) que
com l'anterior, redueix la formaci6 de dimers entre els encebadors i permet
I"'amplificacié de fragments amb alta especificitat (QIAGEN 2008). En la seglient taula es
pot observar I'esquema de treball.

C tracié .
Temperatura°C '\c/l)ggin(r:\i:;) Ne de cicles

35
40
35
40
35
40
35
40
35
40
35
40
35
40
35
40

1
58
3

60

62

64

Taula 6. Estratégia seguida per posar a punt I'amplificacié per PCR dels exons 19 i 21 d’EGFR de I’ADN de
limfocit per a la posterior analisi per seqliienciacio Sanger.

3.2.1.3 Electroforesi en gel d’agarosa

La visualitzacié de les bandes d’amplificacié per electroforesi es va fer mitjangant la
tincio dels gels d’agarosa amb SYBR® Safe. La instruccio de treball es troba adjunta en
I"'annex | (instruccid IX).
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3.2.1.4 Purificacio per digestioé enzimatica

La reaccid de seqienciacio requereix que els components de la PCR (encebadors i dNTP)
siguin eliminats per tal que no interfereixin en la incorporacié dels ddNTP marcats amb
fluorocroms. La purificacié del producte de PCR es va fer per la digestié enzimatica
conjunta de I'exonucleasa | i la shrimp alcaline phosphatase. La instruccié de treball es
troba adjunta en I'annex | (instruccié X).

3.2.1.5 Reaccid de seqiienciacio i precipitacio

La reaccid de sequéncia es basa en la incorporacié de ddNTP fluorescents i modificats
per evitar la continuacié de la sintesi un cop s’han unit a la nova cadena d’ADN
complementari. Les condicions de la reaccié sén estardards. La instruccié de treball es
troba adjunta en I'annex | (instruccié XI).

El producte d’aquesta reaccio es va precipitar amb acetat de sodi, EDTA i etanol. Les sals
funcionen de carrier dels fragments d’ADN que d’una altra manera quedarien en
suspensio i es perdrien. L'etanol ajuda en la precipitacié de les seqliencies. Per millorar
el rendiment i eliminar restes d’encebadors i de ddNTP no incorporats es realitza un
segon rentat amb etanol al 70%. La instruccié de treball es troba adjunta en I'annex |
(instruccio Xl).

Un cop optimitzades les PCR es va comprovar que les seqliencies obtingudes tant en
sentit forward com en reverse eren correctes, comparant-les amb la seqliéncia de
referencia del gen NC_000007.12 del GenBank. A continuacié es van analitzar les
mutacions de les linies cel-lulars mutades, repetint tot el procés per a tots els exons (19,
20i21).

L’exit en la deteccié de les mutacions de les linies cel-lulars mutades va servir de base
per posar a punt la técnica en mostres incloses en parafina.

3.2.2 Optimitzacio de la tecnica amb teixit tumoral inclos en parafina

El teixit obtingut per cirurgia o com a biopsia es va fixar en formol per imbibicié i es va
fer un bloc de parafina del que, mitjancant un microtom, es van fer talls de poques
micres de gruix que es van adherir en un portaobjectes. Aquests portaobjectes, amb les
seccions de teixit adherit, es van tenyir, en aquest cas amb hematoxilina-eosina, per tal
de visualitzar i distingir els tipus cel-lulars de la mostra.
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e A

Microtom

Fig. 24. El teixit inclos en parafina es va tallar amb un microtom per tal d’aconseguir seccions de poques
micres de gruix. Aquests talls es van muntar en un portaobjectes i es van tenyir amb hematoxilina-eosina
per tal que un patoleg valorrés les arees tumorals per a la seva posterior microdisseccio.

Per microdisseccionar el teixit calia que aquestes seccions, també tenyides amb
hematoxilina-eosina, quedessin adherides a la membrana d’un portaobjectes especial
que permetia que les arees microdisseccionades fossin catapultades pel laser de
I"aparell. Les instruccions de treball estan adjuntes en I'annex | (instruccions Ill, IV i V).

Microdisseccid

Fig. 25. Microdisseccid de les arees tumorals d’un teixit inclos en parafina. En la primera imatge, que
correspon a una seccio del teixit tenyit amb hematoxilina-eosina, es poden apreciar les zones tumorals que
son “retallades” pel microdissector. Aquestes arees son catapultades per un pols de laser al tap de
I’eppendorf on hi ha el tampd corresponent.

Es va treballar amb dos tipus de mostra:

1. ADN de teixit tumoral inclos en parafina de pacients amb CPCNP. Les seccions de
4um, tenyides amb hematoxilina-eosina, van ser avaluades per un patoleg que va
marcar les zones amb més concentracié de cel-lules tumorals. Generalment, es van
microdisseccionar 0,7mm?2 de teixit tumoral.

2. ADN de mostres amb poca cel-lularitat tumoral de pacients amb CPCNP. Una

mostra es considera que té poca cel-lularitat tumoral quan I'area de la neoplasia és
inferior a 0,7 mm?. Es procedeix de la mateixa manera que per a les mostres anteriors.
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La poca quantitat tumoral obliga a microdisseccionar, generalment, una area de només
0,12mm? de teixit.

3.2.2.1 Extraccio de ’ADN

1. Teixit tumoral inclos en parafina

Les arees microdisseccionades recuperades en un eppendorf amb 200ul de tampd de
digestio, es van incubar durant almenys 16 hores a 60°C per tal que la proteinasa K, que
conté el tampd, digeris el teixit i s’alliberés I’ADN cel-lular. A continuacié es van afegir
10ul més de proteinasa K, per acabar de digerir el teixit, i es procedi a I'extraccié d’ADN
amb fenol-cloroform-alcohol isoamilic. La instruccié de treball es troba adjunta en
I’annex | (instruccio VI).

2. Mostres amb poca cel-lularitat tumoral

La minsa quantitat de tumor va comportar que no fos viable I'Gs de les tecniques
d’extracci6 d’ADN convencionals. Es van digerir les mostres en 20ul del tampd
d’amplificacié de I’ADN per PCR. En la seglient figura es pot veure el procés de
microdisseccié d’aquest tipus de mostra.

Microdisseccié

Fig. 26. Microdisseccio de les cél-lules tumorals d’'una mostra de teixit inclos en parafina amb poca
cel-lularitat neoplasica. En la primera imatge, que correspon a una mostra tenyida amb hematoxilina-
eosina, es pot apreciar un grup de cel-lules. Un cop identificades son “retallades” pel microdissector i
catapultades per un pols de laser al tap de I'eppendorf on hi ha el tampé corresponent.

En aquest tampd s’havia afegit proteinasa K per digerir les membranes cel-lulars i
alliberar I’ADN. La incubacié amb el tampd va ser de 5 a 16 hores a 60°C. Tot seguit es va
realitzar un xoc térmic per inactivar I'enzim.

3.2.2.2 Amplificacié per PCR

1. Teixit tumoral inclos en parafina
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Per amplificar 'ADN del teixit inclos en parafina es va partir de les condicions
optimitzades de PCR per a ’ADN de limfocit i de les linies cel-lulars.

Es va comprovar que amb una sola amplificacié no s’assolia la intensitat de banda
suficient com per poder seqlienciar els exons 19 i 21 amb exit. Calia reajustar els cicles
de PCR i realitzar una reamplificacié o nested (reamplificacié de I’ADN que ja ha estat
amplificat en una PCR prévia).

Mantenint les condicions d’amplificacid ja posades a punt, es va optar per disminuir els
cicles de la primera PCR a 20 i 25 repeticions. Per optimitzar la nested PCR es van
combinar dues temperatures d’annealing (62°C i 64°C) amb dos cicles de repeticié
diferents (35 i 40 cicles). L'esquema de treball es pot veure en la seglient taula.

Temperatura°C N2 de cicles
35
62
40
35
64
40

Taula 7. Ajust de les condicions de la nested PCR de mostres de teixit inclos en parafina mantenint les
concentracions dels reactius ja optimitzats.

2. Mostres amb poca cel-lularitat tumoral

Paral-lelament, es van modificar les condicions d’amplificaciéo de les mostres de teixit
inclos en parafina amb poca cel-lularitat tumoral per la baixa concentraciéo d’ADN. Es va
augmentar la concentracié del MgCl,, del tampd de PCR i les unitats de I'enzim
polimerasa. Per una altra banda, es van provar dues temperatures d’amplificacid per
ajustar I'astringéncia de la reaccié (62°C i 64°C) i dos cicles d’amplificacid (20 i 25 cicles).

A continuacié, per optimitzar la nested PCR es van combinar dues temperatures
d’annealing (62°C i 64°C) amb dos cicles de repeticid diferents (35 i 40 cicles). L’esquema
de treball va ser el segiient.

A B
Temperatura®C = N2decicles Temperatura®C = N2de cicles
20 35
62 62
25 40
20 35
64 64
25 40

Taula 8. Ajust de les condicions d’amplificacio de mostres de teixit inclos en parafina amb poca cel-lularitat
tumoral. En A es descriuen les condicions per a la primera PCR mentre que en B es descriuen les de la
nested PCR.
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3.2.2.3 Electroforesi en gel d’agarosa

Després de la PCR es van visualitzar les bandes d’amplificacié per electroforesi en un gel
d’agarosa a I'1% tenyit amb SYBR® Safe (INVITROGEN), tal com es descriu en la instruccid IX
de I'annex I.

3.2.2.4 Purificacio per digestio enzimatica

La purificacié del producte de PCR es va fer per la digestié enzimatica conjunta de
I’exonucleasa | i la shrimp alcaline phosphatase, tal com es descriu en la instruccié X de
I'annex I.

3.2.2.5 Reaccid de seqiienciacio i precipitacio

Es va afegir un volum d’entre 1,5ul i 4ul del producte purificat a la reaccio de seqliencia
depenent de la intensitat de la banda d’amplificacié observada en el gel d’agarosa.

La precipitacio es va realitzar amb acetat de sodi, EDTA i etanol. Tot el procés es va fer
tal com es descriu en la instruccid XI de I'annex I.

3.3 Tecnica d’analisi de fragments per analitzar delecions : GeneScan

3.3.1 Optimitzacio de la técnica per a mostres de teixit inclos en parafina

Com ja s’ha comentat anteriorment, un dels objectius era posar a punt una altra
metodologia per detectar les mutacions d’EGFR més sensible i rapida que Ia
seqlienciacid Sanger. Per analitzar les delecions de I'exd 19 es va optimitzar la técnica de
GeneScan, tant per a mostres de teixit inclos en parafina com per a mostres de sang
periféerica.

Aguesta tecnica requereix que un dels encebadors estigui associat a un fluorocrom, en
aquest cas, es va marcar el reverse amb FAM per tal que el laser de I'equip detectés el
producte amplificat durant I'analisi de fragments. Es van dissenyar uns encebadors que
permetessin amplificar 120 pb (la mida oOptima es situa entre els 100-400pb)
comprenent la zona on s’havien descrit totes les delecions de I'exd 19 (des de 9 a 24pb).
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Com que aquesta mida també era adequada per amplificar mostres de sang periférica
on I’ADN esta molt degradat, es van utilitzar els mateixos encebadors per als dos tipus
de mostra.

Per posar a punt la PCR es va utilitzar I’ADN del limfocit i de la linia cel-lular delecionada
PC9, utilitzant les condicions de les PCR optimitzades anteriorment. Es van combinar
dues temperatures d’annealing a 58°C i 60°C i dos cicles d’amplificacid diferents, 35 i 40
cicles. L'esquema de treball es pot veure en la seglient taula:

Temperatura®C = N2decicles

35
58

40

35
60

40

Taula 9. Condicions de temperatura i repeticions d’amplificacio que es van provar per optimitzar la PCR en
I’analisi de I'exd 19 per la técnica de GeneScan.

Després de I'amplificacid, es van visualitzar les bandes obtingudes per electroforesi en
un gel d’agarosa al 2% tenyit amb SYBR® Safe (INVITROGEN). Segons la intensitat de la
banda es va diluir i resuspendre la mostra amb formamida i I'estandard de longitud
GeneScan™ 500(-250) LIZ® (AppLIED-BIOSYSTEMS) necessari per poder determinar la mida
de les delecions. Les mostres van sotmetre’s a un xoc térmic per desnaturalitzar I’ADN.
La formamida, agent desnaturalitzant, manté les cadenes separades per realitzar
I’electroforesi capil-lar.

Un cop optimitzada la PCR es van amplificar, amb les mateixes condicions, mostres de
teixit inclos en parafina i mostres amb poca cel-lularitat tumoral. En ambdds casos es va
afegir en la PCR un control delecionat i un de wt.

3.3.2 Avaluacio de la técnica
3.3.2.1 Limit de deteccio

Es va realitzar un banc de dilucions seriades en aigua destil-lada de I’ADN de la linia PC9.
Es van analitzar 20 répliques de cada concentracié (0,5ng/uL; 50pg/uL; 5pg/uL i 0,5pg/uL)
per determinar la minima concentracié d’ADN delecionat necessari per ser detectat.

Paral-lelament, es va microdisseccionar un nombre creixent de cél-lules d’'una extensid
cel-lular de la linia PC9, d’1 fins a 40 cel-lules, fent 20 repliques de cada. Es van
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resuspendre en el tampd de PCR, es va amplificar I’'exd 19 i s’analitza per la tecnica de
GeneScan. Aixi es va determinar la minima quantitat cel-lular tumoral necessaria per
detectar les delecions en mostres amb poca cel-lularitat neoplasica.

3.3.2.2 Titulacio de I’ADN delecionat

Es va realitzar un banc de dilucions seriades de I’ADN de la linia PC9 diluit amb I’ADN wt
de limfocit en concentracions creixents (1:10; 1:100 i 1:250), i es van analitzar 20
répliques de cada. Aixi es va comprovar la proporcié minima d’ADN delecionat respecte
a ADN wt que requereix aquesta técnica per detectar les delecions.

Concentracio d'ADN de PC9  Concentracié d'ADN de Factor de dilucié d'ADN

(pg/pL) limfocit (pg/uL) delecionat
100 1000 1:10
100 10000 1:100
100 25000 1:250

Taula 10. Dilucions de I’ADN delecionat de la linia PC9 amb ADN wt de limfocit per tal de comprovar la
minima quantitat necessaria per a que la técnica de GeneScan detecti la delecid.

3.3.2.3 Repetibilitat i reproducibilitat

La repetibilitat es defineix com la capacitat de la técnica de GeneScan per obtenir el
mateix resultat independentment de les vegades que es repeteixi I'analisi. Es va utilitzar
I’ADN de les linies PC9 (com control positiu de delecié) i H1975 (com control negatiu de
delecid) i es va repetir I'analisi 25 cops al llarg de quatre mesos.

La reproducibilitat es defineix com la capacitat de la técnica de GeneScan per obtenir el
mateix resultat seguint el mateix protocol per diferents individus. Dues persones van
analitzar, en paral-lel, 22 mostres de teixit inclos en parafina, tant delecionades (6
delecionades de 15pb; 1 de 12pb; 1 de 18pb i 1 de 24pb) com wt.

3.3.2.4 Sensibilitat i especificitat

La sensibilitat es defineix com la capacitat de la técnica per detectar la delecié en
mostres realment delecionades, en aquest cas, la capacitat de la técnica de GeneScan
per detectar la delecié en 170 teixits inclosos en parafina ja detectats delecionats per
sequenciacio Sanger.
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El calcul de la sensibilitat es realitza mitjangant la férmula:

PR

bilitat = ————
sensibilitat = oo TFN

on PR sdn positius reals (el pacient és delecionat tant per seqlienciacié Sanger com per la técnica
de GeneScan) i FN falsos negatius (pacients que son delecionats per seqienciacié Sanger pero
que es detecten wt per la técnica de GeneScan)

L'especificitat és la capacitat de la técnica per no detectar la delecié en mostres
realment no delecionades. Dit d’'una altra manera, la capacitat que presenta la tecnica
de GeneScan detectar no delecionat un pacient wt analitzat previament per
seqlienciacio Sanger.

El calcul de I'especificitat es va realitzar amb la férmula:

Ficitat —
especificita NETFP

on NR son negatius reals (el pacient és wt tant per seqlienciacié Sanger com per la técnica de
Genescan) i FP falsos positius (pacients que son wt per seqlienciacié Sanger pero per la técnica
de GeneScan es detecten delecionats)

3.3.2.5 Heterogeneitat tumoral

Es van microdisseccionar diverses arees tumorals (de 2 a 6) o bé diversos grups cel-lulars
(de mostres amb poca cel-lularitat) de 36 mostres (21 d’elles delecionades: 16 mostres
amb una delecié de 15pb, 3 mostres amb una delecié de 18pb i 2 mostres amb una
delecié de 24 pb; i de 15 wt) i es va determinar si la delecié era homogénia en tot el
tumor o bé no seguia un model de clonalitat inicial.

Un cop que aquesta técnica es va considerar apta per detectarar les delecions de I'exé
19 en mostres de teixit inclos en parafina, es van reanalitzar els 20 pacients delecionats
per seqlienciacié Sanger dels estudis utilitzats en la validacio clinica.
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3.3.3 Optimitzacio de la técnica per a mostres de sang periférica

Es va optimitzar la tecnica de GeneScan per detectar les delecions en I’ADN circulant de
la sang periférica dels pacients a partir de les condicions establertes per a les mostres de
teixit inclos en parafina.

Per tal d’enriquir la quantitat d’ADN delecionat es va afegir la sonda proteica PNA que
s’uneix especificament als al-lels wt i n’impedeix la seva amplificacid. Aixd va comportar
la necessitat d’afegir nous controls en les PCR. Es van afegir la linia cel-lular PC9 i el
limfocit, en dues amplificacions paral-leles amb PNA i sense PNA. Amb PNA s’esperava
veure la delecio de la linia PC9 quasi en homozigosi i molt poca amplificacié del limfocit.
Aix0 indicava que la sonda PNA estava actuant correctament. En la reaccié sense PNA
s’esperava veure la linia PC9 delecionada en heterozigosi i amplificacié del limfocit. Aixo
indicava que la PCR havia funcionat. Els controls negatius de PCR, on no s’havia afegit
ADN, s’amplificaven sense PNA per poder comprovar qualsevol contaminacié que
haguera quedat inhibida si s’hagués afegit PNA en la reaccid. La relacié dels controls
utilitzats es troba adjunta en I'annex | (instruccié XVII).

La naturalesa proteica del PNA comporta que no sigui gaire soluble en aigua destil-lada.
El fabricant recomana que es resuspengui a 60°C i es mantingui a -20°C fins el seu Us.

3.3.3.1 Obtenci6 de ’ADN circulant

Per extreure la sang periférica dels pacients es van utilitzar dos tubs col-lectors, un amb
K3/EDTA que evita la coagulacié de la sang i del qué s’obté el plasma del pacient, i un
altre anomenat SST amb un gel inert que separa el coagul del séerum un cop es
centrifuga. El procediment per obtenir el serum i el plasma es basa en un parell de
centrifugacions i la recuperacid del sobrenedant. La instruccié de treball es troba
adjunta en I'annex | (instruccid 1).

L'ADN de la sang periferica es va extreure mitjancant el kit comercial QlAamp ®DNA
Blood Mini Kit (Izasa), partint de 200ul per duplicat seguint el protocol d’us del kit fins
als darrers passos que, per augmentar la concentracié d’ADN, es va eluir una de les
répliques en 50ul d’aigua destil-lada. Per resuspendre la segona réplica s'utilitza I'eluit
de la primera. La instruccio de treball es troba adjunta en I’'annex | (instruccid XVI).

Per analitzar les mutacions d’EGFR (tant I'exd 19 com el 21) de la sang periférica dels
pacients, es van realitzar dues extraccions d’ADN independents, tant de sérum com de
plasma.
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3.3.3.2 Optimitzacio de I'amplificacié

Arran les condicions optimitzades per amplificar I’ADN de teixit inclos en parafina, es va
comprovar el grau d’amplificacié per GeneScan de I’ADN circulant de la sang periférica
de cinc individus sans. Es va incloure la linia cel-lular PC9 com control positiu delecionat i
de limfocit com control wt.

Com que la intensitat de la banda d’amplificacid, visualitzada per I'electroforesi en gel
d’agarosa, era molt baixa es va realitzar una nested PCR de 30 cicles utilitzant els
mateixos encebadors que en la primera PCR i de nou es van visualitzar les bandes en un
gel d’agarosa. Es van fer les dilucions pertinents, es van preparar les mostres amb
formamida i I'estandard de longitud GeneScan™ 500(-250) LIZ® i es van analitzar en
I’equip 3130 Genetic Analyzer (APPLIED-BIOSYSTEMS).

Un cop comprovat que I'amplificacid era adequada, es va afegir a la reaccié la sonda
PNA especifica per a la sequéncia wt de I'exd 19. L'esquema detallat de la situacié dels
encebadors i de la sonda PNA es troba en I'annex | (Esquema Il).

PMA
F

R

Fig. 27. Esquema dels encebadors (en verd) i de la sonda PNA (en vermell) respecte a la zona de delecio de
I’exo 19 (ELREA). Com es pot apreciar, I’'encebador reverse té associat un fluorocrom (en forma d’estrella
groga) que emet el senyal necessari per a I’analisi per la técnica de GeneScan.

Per determinar la concentracié de PNA necessaria per inhibir I’ADN wt i detectar les
delecions, es van provar concentracions creixents de sonda (1uM; 2uM; 3uM; 4uM i
5uM). Es va analitzar la linia PC9, com control positiu delecionat i el limfocit com control
wt. Paral-lelament, es van analitzar els ADN de sang periferica de pacients amb diverses
longituds de delecié (9pb, 15pb, 18pb i 24pb) comprovades préviament per seqiienciacio
Sanger en la corresponent mostra de teixit inclos en parafina. Es van preparar les
mostres amb formamida i I'estandard de longitud GeneScan™ 500(-250) LIZ® i es van
analitzar en I’equip 3130 Genetic Analyzer (APPLIED-BIOSYSTEMS).

Malgrat utilitzar concentracions de sonda PNA elevades, I'amplificacié amb una sola PCR
era insuficient per detectar la delecid. Com que I'estratégia era inhibir el maxim d’ADN
wt en la primera PCR i acabar la inhibicié en la nested PCR, les concentracions de sonda
gue es van provar en la segona amplificacié van ser inferiors (2 uM; 3 uM i 4 uM). En la
seglient taula es mostren les combinacions de sonda provades.
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Concentracié de PNA Concentracié de PNA

1a PCR (uM) nested (UM)
2
1 3
4
2
2 3
4
2
3 3
4
2
4 3
4
2
5 3
4

Taula 11. Combinacio de concentracions de sonda PNA que es van provar per analitzar I'exd 19 de ’ADN de
sang periférica, tant en la primera PCR com en la nested.

3.3.4 Avaluacio de la tecnica

Es va afegir la sonda PNA en totes les reaccions.

3.3.4.1 Limit de detecci6

Es va realitzar un banc de dilucions seriades de I’ADN de la linia PC9 en aigua destil-lada.
Es van analitzar 10 repliques de cada concentracié (0,5ng/uL; 50pg/uL; 5pg/ul i 1pg/ulL)
per determinar la minima concentracié d’ADN delecionat necessari per ser detectat.

3.3.4.2 Titulacio de ’ADN delecionat

Es va comprovar la capacitat de la técnica de GeneScan per detectar la delecié en aquest
tipus de mostra on la proporcié d’ADN delecionat, respecte al wt, és molt baixa. Aquesta
alta proporcié d’ADN wt pot interferir en I'analisi, comportant el risc de considerar un
pacient wt quan en realitat esta delecionat.

Es va realitzar un banc de dilucions seriades de I’ADN de la linia PC9 diluit en ADN wt de
limfocit en concentracions creixents (1:10; 1:100; 1:1.000; 1:5.000 i 1:10.000), analitzant
10 repliques de cada. La seglient taula mostra les dilucions analitzades:
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Concentracid d'ADN de PC9  Concentracid d'ADN de Factor de dilucié d'ADN

(pg/uL) limfocit (pg/pL) delecionat
20 200 1:10
20 2000 1:100
20 20000 1:1000
20 100000 1:5000
20 200000 1:10000

Taula 12. Dilucions de I’ADN delecionat de la linia PC9 amb ADN wt de limfocit per comprovar la minima
concentracio necessaria d’ADN delecionat per a que la técnica de GeneScan detecti la delecio.

3.3.4.3 Repetibilitat i reproducibilitat

La repetibilitat es defineix com la capacitat de la tecnica de GeneScan per obtenir el
mateix resultat independentment de les vegades que es repeteixi I'analisi. Es va utilitzar
I’ADN de les linies PC9 (com control delecionat) i H1975 (com control negatiu de delecid)
i es va repetir I'analisi 20 cops al llarg de tres mesos.

La reproducibilitat es defineix com la capacitat de la técnica de GeneScan per obtenir el
mateix resultat seguint el mateix protocol per diferents individus. Dues persones van
analitzar, en paral-lel, 'ADN de 25 mostres de sang periférica de pacients que havien
estat detectats delecionats de I'exd 19 utilitzant I’ADN de teixit inclos en parafina, per
aquesta mateixa técnica. D’aquestes 25 mostres analitzades, 9 pacients eren wt i 14
eren pacients delecionats amb diferent longitud de delecid (3 eren delecionats de 9pb, 9
de 15pb i 2 de 18pb).

3.3.4.4 Sensibilitat i especificitat

Es defineix com la capacitat de la técnica per detectar les delecions en ’ADN de la sang
periférica dels pacients qué se’ls havia detectat previament la delecid en teixit inclos en
parafina.

Per avaluar aquests parametres es va analitzar ’ADN circulant de la sang periférica de 98
pacients: 16 individus sans, 49 pacients wt i 33 delecionats, tots ells analitzats
previament a partir del teixit inclos en parafina.

El calcul es realitza mitjancant la férmula:

bilitat = ————
sensibilitat = 5o
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on PR son positius reals (el pacient esta delecionat per la téecnica de GeneScan tant en el teixit
inclos en parafina com en I’ADN de sang periferica) i FN falsos negatius (pacients que sén
delecionats en I'analisi d’ADN de teixit inclos en parafina perd que la técnica de GeneScan
detecta wt I’ADN circulant de sang periférica)

L’especificitat es defineix com la capacitat que presenta la tecnica de GeneScan, a partir
de I'analisi de I’ADN circulant de sang periférica, per detectar no delecionat un pacient
wt analitzat préeviament a partir del teixit inclos en parafina.

El calcul es va realitzar amb la férmula:

NR

Ficitat =
especificita NR T FP

on NR sén negatius reals (la técnica de Genescan detecta els pacients wt tant en I'analisi del
teixit inclos en parafina com I’ADN de sang periférica) i FP falsos positius (la técnica de Genescan
detecta els pacients wt en I'analisi del teixit inclos en parafina pero els detecta delecionats en
I’ADN de la sang periférica)

3.4 Tecnica de discriminacié al-lelica per analitzar mutacions
puntuals: TagMan

El resultat de la discriminacio al-l&lica, tal com ja s’ha descrit, resulta de la comparacié de
la lectura de la fluorescéncia emesa per unes sondes que hibriden amb els al-lels wt o
mutats, abans de I"'amplificacié i un cop s’han assolit tots els cicles. Es van dissenyar els
encebadors i les sondes especifiques per analitzar la mutacio L858R, molt més freqlient
que la L861Q. L'amplicé generat, de 68pb, també era adequat per aplicar aquesta
tecnica en mostres de sang periférica on ’ADN esta molt degradat.

Totes les discriminacions al-léliques es van realitzar en els equips de PCR Quantitativa a
Temps Real 7000 Sequence Detection System o 7900HT Sequence Detection System
(ambdos d’Applied Biosystems).
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3.4.1 Optimitzacié de la técnica per analitzar les mutacions L858R i
T790M dels exons 21 i 20, per a mostres de teixit inclos en parafina

Per detectar la mutacié L858R de I'exd 21, es va analitzar I’ADN del limfocit per duplicat i
de la linia H1975, mutada en aquesta posicid, per triplicat. Es va afegir un control
anomenat Not Template Control (NTC) on no s’hi va posar mostra per tal de comprovar
possibles contaminacions dels reactius. La instruccidé de treball es troba adjunta en
I’annex | (instruccid XlllI). Es van utilitzar les condicions estandard que recomana Applied
Biosystems per analitzar les mostres de teixit inclos en parafina. En totes les
discriminacions al-leliques es va afegir la linia H1975 com control positiu de mutacid i el
limfocit com control wt.

Per una altra banda, la baixa freqliéncia i la alta heterogeneitat de la mutacié T790M de
I'ex6 20 van comportar que s’afegis la sonda PNA corresponent en totes les
discriminacions al-leliques per tal d’inhibir els al-lels wt. Els amplicons generats van ser
de 51pb. L'esquema dels encebadors, la sonda PNA i les sondes TagMan es troben a
continuacio i, més detalladament, en 'Esquema Il de I'annex .

PMA
F
——————
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Fig. 28. Esquema dels diferents components de la reaccié TagMan per analitzar la mutacié T790M de I'exd
20. Com es pot observar, la sonda PNA, en vermell, hibrida amb la zona de I’ADN on es troba la mutacio
inhibint I'amplificacio wt. El cercle verd representa la sonda Tagman que s’uneix a I’al-lel wt mentre que el
cercle lila representa la sonda que s’uneix a I'al-lel mutat. En verd els encebadors en sentit forward (F) i
reverse (R).

Afegir la sonda PNA en la discriminacié al-lélica va comportar I'addicié de nous controls.
Es van analitzar dues reaccions paral-leles amb la sonda PNA i sense la sonda. Amb PNA
es van afegir els seglients controls: la linia H1975 mutada T790M (com control positiu de
mutacio i que s’esperava que es discriminés en la zona d’alta fluorescéncia de I'eix de les
y), un limfocit (com control wt i que apareixeria al costat del NTC indicant que la
inhibiciéo dels al-lels wt havia estat correcta) i el NTC. Sense sonda, s’analitzava un
limfocit (com control wt i que apareixeria en la zona de maxima fluorescéncia de I'eix de
les x, indicant que la reaccié havia funcionat) i un altre NTC que servia de control de
contaminacié de la reaccié. Com que la sonda inhibia I'amplificacié dels al-lels wt, va ser
necessari incloure, paral-lelament a les mostres que s’analitzaven amb PNA, una réplica
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de mostra sense sonda. D’aquesta manera es podien diferenciar les mostres que no
tenien suficient material tumoral per ser detectades de les que eren completament wt,
ja que en ambdds casos no hi havia amplificacié i apareixien al costat del NTC.

La técnica es va posar a punt partint de les condicions optimitzades per detectar la
mutacio L858R de I'exd 21 en sang periférica, procés que s’explica en I'apartat 3.4.3.
Afegint la sonda PNA en la mateixa concentracié que per a I'exd 21, es van provar dos
cicles d’amplificacié de 40 i 50 cicles. A diferencia de I'exd 21, no es va modificar la
temperatura d’elongacié que va ser, en totes les analisis, de 60 segons. Es va utilitzar la
linia H1975 com control positiu mutat a 50ng/pl i el limfocit com control wt. Per
comprovar I'amplificacio, es van analitzar tres répliques de la linia H1975 a 1ng/ul en
I’equip ABIPRISM 7900HT (APPLIED-BIOSYSTEMS). La relacid de controls utilitzats i la
instruccié de treball detallada es troba adjunta en I'lannex | (instruccié XV).

3.4.2 Avaluacio de la tecnica

Es va realitzar la linia cel-lular H1975 mutada en la posicié L858R i T790M. En I'avaluacié
de I'exd 20, es va afegir la sonda PNA en totes les reaccions.

3.4.2.1 Limit de deteccio de la téecnica

Es va realitzar un banc de dilucions de I’ADN de la linia H1975 en aigua destil-lada. Es van
analitzar 18 repliques de cada concentracid (0,5ng/uL; 50pg/uL; 5pg/uL i 0,5pg/uL per a
I'ex6 21 i 0,5ng/ul; 50pg/uL; 10pg/uL; Spg/uL i 1pg/ul per a I'exé 20), en un total de sis
experiments, per tal de determinar la minima concentracié d’ADN mutat necessari per
ser detectat.

Paral-lelament, es va fer la microdissecciéo d’una extensidé cel-lular de la linia H1975 en
nombre creixent de cel-lules (d’una fins a 40 cél-lules) utilitzant el tampd de PCR com
solucié de resuspensié. D’aquesta manera es va determinar la minima quantitat tumoral
necessaria per detectar la mutacié L858R. L'experiment es va repetir fins a sis vegades
analitzant, per triplicat, les diferents quantitats cel-lulars.

3.4.2.2 Titulacio de ’ADN mutat

Es va realitzar un banc de dilucions seriades de I'’ADN de la linia H1975 diluit amb I’ADN
wt de limfocit en concentracions creixents (1:2; 1:10; 1:100 i 1:250) tal com queda
resumit en la taula segiient. Aixi es va comprovar la proporcié6 minima d’ADN mutat
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respecte a ADN wt que requereix aquesta tecnica per detectar la mutacid i minimitzar el
risc de considerar un pacient wt quan en realitat és mutat. Per triplicats, es van repetir
les analisis en sis experiments.

Concentracio d'ADN de Concentracid d'ADN de Factor de dilucié d'ADN

H1975 (pg/uL) limfocit (pg/uL) mutat
100 100 1:2
100 1000 1:10
100 10000 1:100
100 25000 1:250

Taula 13. Dilucions de 'ADN mutat per a la posicio L858R de la linia cel-lular H1975 amb ADN wt de
limfocit per tal de comprovar la minima concentracié necessaria per a que la técnica TagMan detecti la
mutacio.

Es va comprovar la capacitat de la técnica per detectar la mutaci6 T790M on la
proporcié d’ADN mutat respecte al wt és molt baixa. Aquesta alta proporciéo d’ADN wt
pot interferir en I'analisi, comportant el risc de considerar un pacient wt quan en realitat
és mutat.

Es va realitzar un banc de dilucions seriades de I’ADN de la linia H1975 diluit en ADN wt
de limfocit en concentracions creixents (1:10; 1:100; 1:1.000; 1:5.000 i 1:10.000).
L’analisi es va realitzar amb triplicats de cada concentracid en sis assajos independents.

Concentracié d'ADN de Concentracié d'ADN de Factor de dilucié d'ADN

H1975 (pg/pL) limfocit (pg/pL) mutat
20 200 1:10
20 2000 1:100
20 20000 1:1000
20 100000 1:5000
20 200000 1:10000

Taula 14. Dilucions de 'ADN mutat T790M de la linia cel-lular H1975 amb ADN wt de limfocit per tal de
comprovar la minima concentracio necessaria per a que la técnica TagMan detecti la mutacio.

3.4.2.3 Repetibilitat i reproducibilitat

La repetibilitat es defineix com la capacitat de la tecnica TagMan per obtenir el mateix
resultat independentment de les vegades que es repeteixi I'analisi. Per a I'exd 21 es van
utilitzar les linies H1975 (com control positiu de mutacid) i PC9 (com control negatiu de
mutacio) i es va repetir I'analisi 25 cops al llarg de quatre mesos. Per a I'exd 20, es va
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utilitzar la linia H1975 (com control positiu de mutacid) i el limfocit (com control negatiu
de mutacid) i es va repetir I'analisi 20 vegades al llarg de tres mesos.

La reproducibilitat es defineix com la capacitat de la técnica TagMan per obtenir el
mateix resultat per diferents individus, seguint el mateix protocol. Dues persones van
analitzar, en paral-lel, 'ADN de 22 mostres de teixit inclos en parafina, 6 d’elles mutades
L858R i 16 wt de I'exd 21 i 20 mostres, 10 mutades i 10 wt de I'exd 20.

3.4.2.4 Sensibilitat i especificitat

La sensibilitat es defineix com la capacitat de la técnica per detectar la mutacio L858R en
I’ADN de pacients que s’havien detectat mutats préeviament per seqiienciacié Sanger. Es
van analitzar 170 ADN de teixit inclos en parafina per seqlienciacié i TagMan.

El calcul de la sensibilitat es va realitzar mitjangant la férmula:

PR

bilitat = ———
sensibilita PRTFN

on PR son positius reals (el pacient és mutat tant per seqlienciacié Sanger com per la técnica
TagMan) i FN falsos negatius (pacients que sdn mutats per seqiienciacié Sanger pero que la
tecnica TagMan els detecta wt)

Mentre que el calcul de I'especificitat es va realitzar amb aquesta altra férmula:

Ficitat =
especificita NR T FP

on NR son negatius reals (pacients wt tant per seqlienciacié Sanger com per la técnica TagMan) i
FP falsos positius (pacients que sén wt per seqiienciacié pero que la tecnica TagMan els detecta
mutats)

Com que no hi ha métode estandard per analitzar la mutacié T790M de I'exé 20, la
sensibilitat es va determinar comparant els resultats obtinguts per la técnica TagMan
respecte a un altre métode anomenat TagMan Mutation Detection Assay (TMDA)
(APPLIED-BIOSYSTEMS). Aquest kit comercial d’analisi de mutacions d’EGFR es basa en la
deteccio de l'al-lel mutat per la hibridacié d’'un encebador mentre que un altre
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encebador, unit a un bloquejador, inhibeix I'amplificacié de I'al-lel wt. Es van comparar
els resultats de la mutacio T790M de 88 mostres, 22 d’elles detectades mutades amb el
kit comercial, 50 mostres wt i 16 mostres d’individus sans.

En no poder-se aplicar les féormules que s’havien utilitzat per calcular la sensibilitat dels
altres exons, el grup d’Arcila (ARrciLA et al. 2011) proposa aquesta altra féormula per
aconseguir una aproximacié al valor real de sensibilitat:

Sensibilitat = % de CN1 + (% de CP1 x increment dels casos positius del nou metode)

on CN1 sén els casos negatius pel metode d’analisi 1, CP1 sén els casos positius pel meétode
d’analisi 1.

El calcul de I'especificitat recau en els falsos positius. Com que no hi ha metode
estandard per determinar, amb un 100% de certesa, que la mostra era realment wt, no
es van poder aplicar les formules utilitzades anteriorment. L’analisi dels 16 individus sans
es va utilitzar com control d’especificitat.

3.4.2.5 Heterogeneitat tumoral

Es van microdisseccionar diverses arees tumorals (de 2 a 6 arees) o bé diversos grups
cel-lulars (de mostres amb poca cel-lularitat) de 36 mostres (21 mutades en la posicié
L858R i de 15 wt) i de 3 a 6 arees de 25 mostres (14 mutades en la posiciéo T790M i d’11
wt) i es va determinar si la mutacié era homogenia en tot el tumor o bé no seguia un
model de clonalitat inicial.

Un cop que aquesta técnica es va considerar apta per detectar la mutacid L858R de I'exé
21 en mostres de teixit inclos en parafina, es van reanalitzar els 6 pacients mutats per
seqilienciacio Sanger dels estudis utilitzats en la validacio clinica.

3.4.3 Optimitzacio de la técnica per analitzar la mutacio L858R en mostres
de sang periférica

Per tal d’enriquir la quantitat d’ADN mutat, es va afegir la sonda proteica PNA que
s’uneix especificament als al-lels wt i n‘impedeix la seva amplificacio. Aixo va comportar
la necessitat d’afegir nous controls en les discriminacions al-leliques. Es van analitzar
dues reaccions paral-leles amb sonda PNA i sense sonda PNA. Amb PNA es van posar els
seglients controls: la linia cel-lular H1975 mutada L858R, un limfocit, una mostra d’ADN
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de sang periférica detectada mutada L858R i una altra detectada wt, i el NTC. Amb
aquests controls s’esperava observar la linia cel-lular i la mostra de sang periférica
mutada en la zona de maxima fluorescencia de I'eix de les y, mentre que el limfocit i la
mostra de sang periferica wt s’esperaven al costat del NTC, ja que la sonda PNA hauria
inhibit els al-lels wt. Sense sonda, els controls eren un limfocit i un altre NTC. El primer
s’esperava observar en la zona de maxima fluorescencia de I'eix de les x, indicant que la
reaccid havia funcionat mentre que I'altre NTC apareixia en la interseccié dels eixos, ja
gue no tenia ADN i servia de control de contaminacié de la reaccid. Totes les mostres de
sang periférica s’analitzaven paral-lelament amb PNA i sense, per tal d’assegurar que la
no amplificacié corresponia a la inhibici6 amb PNA i no a la manca d’ADN ja que en
ambdds casos apareixien al costat del NTC. La relacié dels controls utilitzats es troba
adjunta en I'annex | (instruccid XVIII).

La naturalesa proteica del PNA comporta que no sigui gaire soluble en aigua destil-lada.
El fabricant recomana que es resuspengui a 60°C i es mantingui a -20°C fins el seu Us.

Arran les condicions establertes per analitzar el teixit inclos en parafina es va optimitzar
aquest procés utilitzant, com material genétic, 'ADN extret del torrent sanguini del
pacient.

Es va analitzar ’ADN de la sang periférica de cinc individus sans per comprovar el grau
de discriminacio al-lelica en I'equip ABIPRISM 7900HT (APPLIED-BIOSYSTEMS) sense afegir la
sonda PNA. Paral-lelament, es va analitzar la linia H1975 com control positiu mutat i del
limfocit com control wt. Malgrat que el programa d’amplificacié és estandard, es van
modificar tant els cicles de PCR (de 40 a 50) com el temps d’elongacié (de 60seg a 90seg)
arran de la poca concentracié d’ADN de les mostres.

L'esquema dels encebadors, la sonda PNA i les sondes TagMan es troben en la figura
seglient i, amb més detall, en 'Esquema Il de I'annex I.
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Fig. 29. Esquema dels diferents components de la reaccio TagMan. La sonda PNA, en vermell, hibrida amb
la zona de I'ADN on es troba la mutacid inhibint I'amplificacio wt. El cercle blau representa la sonda
Tagman que s’uneix a I’al-lel wt mentre que el cercle groc representa la sonda que s’uneix a I’al-lel mutat.
En verd els encebadors en sentit forward (F) i en sentit reverse (R).
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Es van provar les concentracions creixents de PNA (0,5uM; 1uM; 2uM; 3uM i 5uM) en
duplicats de I’ADN circulant de sang periférica de tres pacients que s’havien detectat
mutats L858R de I'exd 21 en teixit inclos en parafina.

3.4.4 Avaluacio de la tecnica

Es va afegir la sonda PNA en totes les reaccions.

3.4.4.1 Limit de deteccié

Es va realitzar un banc de dilucions seriades de I’ADN de la linia H1975 en aigua
destil-lada. Es van analitzar 10 repliques de cada concentracié (0,5ng/uL; 50pg/uL;
Spg/ul i 1pg/ul) per determinar la minima concentracio d’ADN mutat de l'exd 21
necessari per ser detectat.

3.4.4.2 Titulacié de ’ADN mutat

Es va comprovar la capacitat de la tecnica TagMan per detectar la mutacié L858R en
aquest tipus de mostra on la proporcié d’ADN mutat respecte al wt, és molt baixa.
Aguesta alta proporcié d’ADN wt pot interferir en I'analisi, comportant el risc de
considerar un pacient wt quan en realitat és mutat.

Es va realitzar un banc de dilucions seriades de I’ADN de la linia H1975 diluit en I’ADN wt
de limfocit en concentracions creixents (1:10; 1:100; 1:1.000; 1:5.000 i 1:10.000). Per
triplicat, es van analitzar les diferents concentracions. Es va repetir I'experiment tres
cops.

Concentracio d'ADN de Concentracio d'ADN de Factor de dilucio d'ADN

H1975 (pg/uL) limfocit (pg/pL) mutat
20 200 1:10
20 2000 1:100
20 20000 1:1000
20 100000 1:5000
20 200000 1:10000

Taula 15. Dilucions de I’ADN de la linia cel-lular H1975, mutada L858R, amb ADN wt de limfocit, per
comprovar la minima concentracié necessaria de material tumoral per a que la tecnica TagMan detecti la
mutacio.
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3.4.4.3 Repetibilitat i reproducibilitat

Es van analitzar les linies H1975 (com control positiu mutat) i PC9 (com control negatiu
de la mutacid) i es va repetir I'experiment 20 cops al llarg de tres mesos.

La reproducibilitat es defineix com la capacitat de la tecnica TagMan per obtenir el
mateix resultat seguint el mateix protocol per diferents individus. Dues persones
diferents van analitzar en paral-lel ’ADN de 25 mostres de sang periferica: 14 mostres de
pacients que havien estat detectats mutats i 9 mostres de pacients que havien estat
detectats wt analitzats préviament a partir del teixit inclos en parafina.

3.4.4.4 Sensibilitat i especificitat

Es defineix com la capacitat de la tecnica per detectar la mutacié L858R en I’ADN de sang
periférica en pacients que se’ls havia detectat en el teixit inclos en parafina. Per avaluar
aquests parametres es va analitzar I’ADN circulant de la sang periférica de 16 individus
sans, 49 pacients wt i 17 mutats.

El calcul es realitza mitjancant la férmula:

PR

ibilitat = ————
sensibilitat = oo

on PR son positius reals (el pacient esta mutat per la técnica TagMan tant en I'analisi del teixit
inclos en parafina com en I’ADN circulant) i FN falsos negatius (pacients que sén mutats en
I’analisi del teixit inclos en parafina pero que la tecnica TagMan detecta wt I’ADN circulant)

L'especificitat es defineix com la capacitat de la técnica TagMan per no detectar la
mutacié en mostres d’ADN circulant de sang periférica en pacients wt analitzats
préviament a partir del teixit inclos en parafina.

El calcul es va realitzar amb la formula:

Ficitat =
especificita NR T FP

on NR sén negatius reals (pacients que sén detectats wt tant en teixit inclos en parafina com en
la sang periferica per la técnica TagMan) i FP falsos positius (pacients que sén wt en I'analisi del
teixit inclos en parafina pero que la técnica TagMan els detecta mutats en I’ADN circulant).
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3.5 Validacio clinica de les tecniques d’analisi en mostres de teixit
inclos en parafina

3.5.1 Validacid clinica de la técnica de seqiienciacié Sanger

De forma independent, es va analitzar el gen EGFR en dues poblacions diferents de
pacients per tal de comprovar que els resultats obtinguts per seqilienciacid Sanger
correlacionaven amb els resultats publicats en la bibliografia.

En el primer estudi es van analitzar les mutacions d’EGFR de 67 pacients avancats de
CPCNP, 31 dels quals d’origen asiatic (19 japonesos i 12 xinesos) i 36 d’origen caucasic,
que havien rebut gefitinib després de recaure al tractament amb quimioterapia.

En el segon estudi es van analitzar les mutacions d’EGFR de 83 pacients avancats de
CPCNP que havien rebut gefitinib com tractament d’Us compassiu després de diverses
linies de tractament amb quimioterapia.

3.5.2 Validacié clinica de les tecniques de GeneScan i TagMan dels
pacients inclosos en I’'SLADB

Es van analitzar 2105 pacients inclosos en I'SLADB des de I'abril del 2005 fins el
novembre del 2008 provinents de 129 centres hospitalaris. Els pacients mutats van rebre
erlotinib 150mg/dia com tractament de quimioterapia en primera linia o posterior.

Els criteris d’inclusié requerien que el pacient fos diagnosticat de CPCNP en un estadi IlIB
amb basament pleural o un estadi IV (respecte a la 6a edicié de classificacid TNM), la
disponibilitat de suficient teixit tumoral per realitzar I'analisi mutacional del gen EGFR,
un estat funcional (ECOG PS) de 0-2 i una adequada funcié renal, hepatica i
hematologica. Els criteris d’exclusid pels quals no s’admitia un pacient en aquesta base
de dades eren que presentés un cancer metacronic actiu, fibrosi pulmonar, malaltia
coronaria severa o embaras. Tots els pacients van firmar el consentiment informat.

L'objectiu d’aquesta base de dades era el cribatge dels pacients amb CPCNP d’acord amb
les mutacions dels exons 19 i 21 del gen EGFR i comprovar la resposta, supervivéncia i
PFS del tractament amb ITQ.

Tots els pacients amb resultat positiu, tant per la tecnica de GeneScan com per TagMan,
es van analitzar paral-lelament per seqlenciacié Sanger.
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3.6 Validacio clinica de les tecniques d’analisi en mostres de sang
periférica

Un cop comprovat que les tecniques de GeneScan i TagMan eren adequades per
detectar les mutacions d’EGFR de la sang periférica, es va procedir a la validacié clinica
amb les mostres d’ADN circulant dels pacients inclosos en I'SLADB. Totes les mostres
eren anteriors a l'inici del tractament amb erlotinib.

3.6.1 Validacio clinica de les tecniques de GeneScan i TagMan dels
pacients inclosos en I'SLADB

Es van analitzar I’ADN circulant de la sang periférica 164 pacients detectats mutats en
teixit inclos en parafina, dels quals 99 delecionats de I'exd 19 i 65 mutats L858R de I'exd
21. Es va determinar la resposta al tractament, la supervivéncia i la PFS. Es van comparar
aquests resultats amb els obtinguts en la bibliografia per determinar si la deteccioé de les
mutacions en sang periféerica es podia aplicar en el diagnostic dels pacients.

Prenent com a base totes les validacions analitiques, es va partir del suposit que el
resultat obtingut en I'analisi de les mutacions d’EGFR a partir del teixit inclos en parafina
era |'estat mutacional real del pacient.

3.7 Assaig EURTAC

3.7.1 Analisi de les mutacions d’EGFR per les téecniques de GeneScan i
TagMan de les mostres de teixit inclos en parafina

Amb la informacid obtinguda de la validacié clinica de I'analisi de les mutacions d’EGFR
dels pacients de I’'SLADB, el Grupo Espafiol de Cancer de Pulmén va impulsar I'assaig
clinic obert, doble cec i multicentric fase Ill EURTAC on els pacients avangats mutats
d’EGFR es van aleatoritzar per rebre quimioterapia convencional (docetaxel/cisplati o
gemcitabina/cisplati o combinacions amb carboplati en el cas que el pacient no fos
candidat pel tractament amb cisplati) o erlotinib en primera linia, 150 mg/dia. En el
reclutament dels pacients van participar 42 hospitals de Franca, Italia i Espanya. Aquest
assaig esta registrat en ClinicalTrials.gov amb el nimero NCT00446225.
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Els criteris d’inclusié requerien que el pacient fos diagnosticat de CPCNP en un estadi IlIB
amb basament pleural o un estadi IV de CPCNP (respecte a la 6a edicid de classificacio
TNM), que la malaltia fos mesurable o avaluable, que presentés delecid de I'exd 19 o bé
mutacio de I'exé 21, que el pacient fos major d’edat i que no hagués rebut cap régim de
quimioterapia previ per malaltia metastasica (tot i que si la quimioterapia adjuvant o
neoadjuvant havia finalitzat feia més de 6 mesos abans de la inclusié a I'estudi, també
era admes). La aleatoritzacid dels pacients mutats la va realitzar una organitzacio
d’assaigs clinics externa al centre en una proporcio 1:1.

L’objectiu principal era determinar la PFS, les respostes i supervivencies comparant els
dos régims de tractament. Es van analitzar 1227 pacients des del febrer del 2007 fins al
gener del 2011 dels quals 173 eren mutats i es van reclutar en I'assaig.

Es van analitzar els exons 19 i 21 d’EGFR de les mostres del teixit tumoral inclos en
parafina previ al tractament del pacient amb quimioterapia. Les analisis es van realitzar
mitjangant les técniques de GeneScan i TagMan. Tots els pacients mutats es van
reconfirmar per seqiienciacié Sanger.

3.7.2 Validacio clinica de I’analisi de la mutacié T790M de les mostres de
teixit inclos en parafina

Es va realitzar la validacié clinica de la deteccidé de la mutaciéo T790M de I'exd 20 de 95
pacients mutats d’EGFR, dels 173 inclosos en 'EURTAC, tant delecionats de I'exé 19 com
mutats L858R de I'exd 21. Es van analitzar els teixits inclosos en parafina abans de
comencar el tractament assignat i s'avalua la resposta al tractament, la supervivénciai la
PFS.

3.7.3 Analisi de les mutacions d’EGFR per les técniques de GeneScan i
TaqMan de I’ADN circulant de sang periférica

Es van analitzar les mutacions d’EGFR de I’ADN circulant de la sang periférica previa al
tractament de 106 pacients (64 delecionats de I'exd 19 i 42 mutats L858R de I'exd 21; 52
tractats amb quimioterapia i 54 amb ITQ) dels 173 pacients de I'EURTAC. Amb les dades
obtingudes s’avalua la resposta al tractament, la supervivéncia i la PFS.
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3.8 Tractament estadistic de les dades

Les correlacions entre les mutacions d’EGFR, les caracteristiques cliniques dels pacients i
les respostes al tractament van ser analitzades pel test de khi-quadrat (xz) i pel test
exacte de Fisher.

La normalitat de les variables quantitatives es van analitzar per la prova Kolmogorov-
Smirnov. L'avaluacié de les associacions entre caracteristiques genotipiques i cliniques
dels pacients van ser analitzades mitjancant les proves Mann-Whitney-Wilcoxon i
Kruskal-Wallis. Totes aquestes dades es van comparar utilitzant la prova de la t
d’Student.

Les HR dels potencials factors de risc amb els Cl del 95% es van calcular pel model de
regressio de riscos proporcionals de Cox. Les PFS i les supervivéncies dels pacients es van
estimar pel métode de Kaplan-Meier i es van comparar per les proves log-rank i Tarone-
Ware.

Per identificar variables d’influéncia rellevants, es va utilitzar un model de regressid
logistica multivariable i I'ajust del model es va avaluar amb la prova de raé de
verosimilitut Hosmer-Lemeshow. La prova de Wald es va utilitzar per avaluar la
significacid estadistica de cada variable.

Totes les analisis van ser de dues cues amb un nivell de significacié del 5%. Per tant, les
P<0,05 es consideren estadisticament significatives. Tots els calculs estadistics es van
realitzar amb el programa SPSS, versié 17.0 i S-Plus, versio 6.1.
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En un moment prens una decisio
que t'obliga a prendre’n una altra i,
en la suma, obtens aquest resultat

(Pep Guardiola)
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4.1 Validacié analitica del métode estandard: seqiienciacié Sanger

El meétode estandard per analitzar mutacions és la seqlienciacié Sanger. Per tant, el
primer pas va ser optimitzar les amplificacions per PCR dels limfocits i de les linies
cel-lulars mutades per demostrar que les mutacions eren detectables.A continuacid, es
van optimitzar les amplificacions per PCR de I’ADN provinent de teixit tumoral inclos en
parafina, incloent mostres amb poca cel-lularitat tumoral, de pacients de CPCNP.

4.1.1 Optimitzacié amb linies cel-lulars mutades

Per optimitzar I'amplificacié dels exons 19 i 21 es van provar les temperatures
d’annealing a 58°C, 60°C, 62°C i 64°C, paral-lelament a dues concentracions de MgCl,
('esquema de treball es troba en la Taula 6). Mitjancant I'electroforesi en un gel
d’agarosa (Fig. 30) es va observar que en les amplificacions realitzades a 58°C i 60°C
apareixien bandes inespecifiques que desapareixien en augmentar la temperatura a
62°C o 64°C. Respecte a la concentracié de Mgcl,, es va comprovar que a 1mM les
bandes obtingudes eren més intenses que a 3mM. En els gels seglients es poden veure
les amplificacions obtingudes a diferents temperatures, a una concentraciéo d’1mM de
Mgcl, .

19 21 19 21

Fig. 30. Resultat de I'amplificacio a diferents temperatures visualitzat per electroforesi en gel d’agarosa.
Els gels A i B corresponen a I"amplificacié de I'exé 19 i 21 (dues bandes per cada exd) a 58°C i 60°C,
respectivament. Com es pot observar, apareixen bandes inespecifiques que desapareixen en augmentar la
temperatura a 62°C i 64°C dels gels C i D, respectivament. Tots aquests gels corresponen a amplificacions
fetes a una concentracio de MgCl,d’1mM.
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Com que no hi havia diferéncia entre les amplificacions a 62°C o 64°C, es va optar per
utilitzar la temperatura d’annealing de 62°C i la concentracié de MgCl, d’1mM com
condicié optima de treball.

A continuacié, es van provar dos cicles d’amplificacié diferents, 35 i 40 repeticions
(veure Taula 6). Com que amb 35 cicles s’obtenien bandes amb intensitat similar que
amb 40 repeticions, es van considerar 35 cicles com els optims d’amplificacié.

Finalment, es va comparar l'activitat de tres enzims polimerasa: Ecotaq (Ecogen),
Platinum® Tag DNA Polymerase (INVITROGEN) i HotStarTaq DNA Polymerase (QIAGEN).

Concentracié

o o H . .
Temperatura®°C MgClz (mM) Ne de cicles Polimerasa Casa Comercial
Ecotaq Ecogen
62 1 35 Platinum® Invitrogen
HotStarTagq DNA Polymerase Qiagen

Taula 16. Polimerases amb les respectives cases comercials que es van provar per optimitzar I’'amplificacio
per PCR. La reaccid es va realitzar a 62°C, a una concentracié de MgCl, d’1mM i 35 cicles.

Es va comprovar que pel tipus de fragment que s’amplificava no hi havia diferéncia entre
els tres enzims. Es va considerar que la Ecotaq polimerasa era apta per amplificar els
exons 19i 21 d’EGFR (Fig. 31).

A

Fig. 31. Visualitzacié de les bandes d’amplificacio per electroforesi en gel d’agarosa. En els gels A i B es
poden veure les bandes d’amplificacio de I'exé 19 i 21, respectivament. Cada banda correspon a
I'amplificaci6 amb una polimerasa diferent (Ecotaq, Platinum i HotStart Tag DNA polimerase,
respectivament).

Es va seqienciar ’ADN del limfocit per comprovar que, tant en sentit forward com en
sentit reverse, la seqiiéncia obtinguda era wt. Un cop revisat aquest punt, es van
amplificar les linies cel-lulars PC9, delecionada 15pb de I'exo 19 i la linia cel-lular H1975
mutada L858R de I'exd 21. Les seqliencies forward i reverse van confirmar I’existéncia de
les alteracions corresponents. Un cop optimitzades les condicions de PCR es va analitzar
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la mutacié T790M de la linia H1975 tant en sentit forward com en reverse. Un exemple
de sequéncia wt de I'exd 19 i 21 del limfocit, de la delecid de I'exd 19 de la linia PC9 i de
la mutacié L858R I'exd 21 i T790M de la linia H1975 es poden observar en la seglient
figura:

Applied
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losystems
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S/N G:1054 A:579 T:355 C:527 KB_3130_POP7_BDTv3.mob
KB.bcp Pts 2128 to 5630 Pk1 Loc:2103
KB12 Cap4 Version 5.2 Patch2 HiSQV Bases: 286
| “
| \
‘ i
Biosystems
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KB 1.2 Cap4 Version 5.2 Patch2 HiSQV Bases: 216
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E
Applied
Blosystems
limfo_21F
S/N G:603 A:295 T:187 C:246 KB_3130_POP7_BDTv3.mob
KB.bcp Pts 2147 to 5868 Pk1 Loc:2122
KB12 Cap:1 Version 5. 2 Patch2 HiSQV Bases: 287
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Fig. 32. Exemple de seqiiencies de I’'exd 19, 21 i 20 obtingudes per seqlienciacio Sanger. En A s’observa com
en la posicio 745 de la seqiiencia (marcat amb una fletxa negra) de la linia PC9 apareix un doble patro de
pics que indica I'inici de la delecié. En B s‘observa que en la posicio 858 (marcat amb una fletxa negra)
apareix un doble pic que indica la mutacio puntual de la seqiiéncia obtinguda de la linia H1975. La mutacio
T790M en homozigosi de I'exé 20 de la linia H1975 (C) esta marcada amb una fletxa negra. En D i E es
poden observar els exons 19 i 21 del limfocit, on no apareix cap alteracio.

*:;

La barra blava en la part superior de la seqiéncia correspon al Quality Value (QV).
Aguest parametre, que genera el software del programa d’analisi de seqliéncies, indica
la veracitat de la base que llegeix I'aparell en cada posicid. En el cas de la seqiiéncia de
I'ex6 19 de la linia PC9 (Fig. 32 A), el QV passa a vermell i groc pel fet que apareix més
d’una base en cada posicié a partir del punt on comenga la delecié, marcat per una
fletxa en negre. El mateix s’observa en la seqiiencia de I’exé 21 de la linia H1975, on el
QV disminueix en la posicio L858R (Fig. 32 B). En aquest cas, la mutacié T790M en
homozigosi de la linia H1975 fa que no hi hagi doble pic en aquesta posicio (Fig. 32 C)
malgrat que I'equip de Kuang descriu que aquesta mutacio esta present en un 55% dels
al-lels d’aquesta linia (KUANG et al. 2009).

Exemples de les seqliencies obtingudes en sentit reverse dels exons 19 i 21 del limfocit,
de la delecié de I'exd 19 de la linia PC9 i de la mutacid L858R de I'exd 21 i T790M de la
linia H1975 es troben adjuntes en I'annex Il (FIG. 1).

4.1.2 Optimitzacié amb teixit inclos en parafina

El bon resultat de I'analisi de les mutacions d’EGFR de les linies cel-lulars va servir de
base per analitzar les mostres de teixit tumoral inclos en parafina de pacients amb
CPCNP.

1- Teixit tumoral inclos en parafina

Com que les condicions optimes de PCR del limfocit i de les linies cel-lulars no eren
idonies per amplificar I’ADN de teixit inclos en parafina, més fragmentat i de menys
gualitat, es va realitzar una nested PCR. Amb aquesta reamplificacio s’obtindria suficient
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producte amplificat per seqlienciar-lo amb exit. L'esquema de treball es pot veure en la
Taula 7.

Mitjancant I'electroforesi en gel d’agarosa es va comprovar que no hi havia diferencia
d’intensitat de les bandes d’amplificacio realitzant 20 o 25 cicles en la primera PCR amb
combinacié amb la nested PCR de 35 o 40 cicles. Tot i aixi, les bandes d’amplificacid
obtingudes a 64°C eren més intenses que a 62°C. No hi havia diferéncia en els cicles
d’amplificacié entre exons.

A

19 21 19 21

Fig. 33. Visualitzacio de les bandes d’amplificacio per electroforesi en gel d’agarosa de les nested PCR amb
35 cicles de repeticié. La primera amplificacio dels exons 19 i 21 es va realitzar utilitzant 20 cicles a 62°C. El
gel A correspon a I'amplificacié a 62°C en la nested PCR. El gel B correspon a I'amplificacié a 64°C en la
nested PCR. Com es pot apreciar en el gels, les bandes d’amplificacio més intenses s’obtenen en la
combinacio de temperatures gel B.

Per tant, les condicions optimitzades d’amplificacié es van establir en una primera PCR a
62°C i 20 cicles, seguida d’una nested PCR de 35 cicles a 64°C. Les condicions finals es
troben adjuntes en I'annex | (instruccié VII).

2- Mostres amb poca cel-lularitat tumoral

Es van modificar les condicions de la primera PCR ja que I'amplificacié no era prou
eficient per a aquest tipus de mostra. Es va augmentar la concentracié de MgCl, a
1,5mM i la temperatura d’annealing a 64°C. Per una altra banda es van afegir més
unitats de polimerasa, es va augmentar la concentracié del seu tampd i es van
augmentar els cicles d’amplificacié. Com en el cas de les mostres anteriors, es va fer una
nested PCR on es van augmentar els cicles d’amplificacié i la temperatura (Taula 8). Es va
comprovar, per electroforesi en gel d’agarosa, que els cicles optims de la nested PCR
eren 35 per a I'exd 19 i 40 per a I'exd 21. Aquesta diferéncia entre exons també
s’observa en la quantitat d’ADN necessari en la reamplificacio: I'exé 21 requeria més
guantitat per amplificar-se que I'exo 19.
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A
|

19 21 19 21

Fig. 34. Bandes d’amplificacid de les mostres amb poca cel-lularitat tumoral. En A es demostra que 35
cicles d’amplificacio no son suficients per obtenir una banda d’intensitat correcta per seqlienciar I'exé 21.
En canvi, en B es pot veure que amb 40 cicles d’amplificacio la intensitat de les bandes, per aquest exo,
eren adeqliades.

Per tant, les condicions optimitzades d’amplificacidé es van establir en una primera PCR a
64°C i 25 cicles, seguida d’una nested PCR també a 64°C de 35 cicles per a I'exé 19 i 40
per a I'exd 21. Les condicions finals estan detallades en I'annex | (instruccié VIII).

4.2 Validacio clinica de la técnica de seqiienciacidé Sanger en mostres
de teixit inclos en parafina

En primer lloc, es van analitzar 67 pacients de CPCNP tractats amb gefitinib després de
progressar al tractament previ amb quimioterapia. Quasi meitat dels pacients eren
d’origen asiatic. En la Taula 17 es troben les seves caracteristiques clinico-patologiques.

El percentatge de pacients mutats va ser del 24%, més freqlientment en pacients de
sexe femeni (P=0,003), d’histologia adenocarcinoma (P=0,007) i no fumadors (P=0,0001).
Respecte a la freqliiencia de mutacid per exons, 12 pacients eren delecionats de 15pb en
I'exd 19 (65%) i 4 pacients eren mutats L858R de I'exd 21.

Respecte a les respostes al tractament, el 94% dels pacients amb mutacions d’EGFR
presentaven resposta radiografica completa o parcial mentre que per als 51 pacients wt
només es va poder observar aquest tipus de resposta en el 12% (P<0,0001). L'Unic
pacient amb resposta radiografica completa era delecionat de I'exé 19. La probabilitat
de resposta al tractament era més elevada en pacients joves, d’origen asiatic, no
fumadors i en aquells pacients que havien rebut més regims de quimioterapia.
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Mutats wild-type P
N pacients 16 51 08
Edat {rang) G0 {34-84) 58 (39-86)
S (%) 0,003
hames 6(35,3) 39 (76,5)
dones 10(62.5) 12 (23.5)
Histologia (%) 0,007
adenocarcinoma 16 (1060) 10 [58,8])
cél-lula gran 5(9,8)
CArCingma escamis 11 (21.6)
altres 5(9.8)
Tabagquisme (%) 0,001
furmadars 3(17.6) 43 (84.3)
no fumadaors 13 (81,2) 8(15,7)
W@ Iinies prévies (ramg) 1(0-3) 2 [D-5) 0,04
fesposta a gefitinib =01, 0001
resposta completa | parcial 15 (93 8] 6(11,8)
estabilitzacid 1(6.2] 8(15,7)
progressid 3 [66,7)
noavaluakdle 2(5.8)
Tractament amb gefitinib (mesos) 94(1,1-23.1) 4,2 (0,2-41,9) 0,07

Taula 17. Caracteristiques clinico-patologiques dels 67 pacients de CPCNP respecte a les mutacions del gen
EGFR del primer estudi.

En el segon estudi es van analitzar 83 pacients que havien rebut gefitinib com
tractament d’Us compassiu després de diverses linies de tractament amb quimioterapia.
Les caracteristiques clinico-patologiques es troben en la Taula 18.

El percentatge de pacients mutats va ser del 12%, més freqlientment en pacients de
sexe femeni (P=0,007), no fumadors (P=0,01) i d’histologia adenocarcinoma. Respecte a
la freqiiéncia de mutacié per exons, 8 pacients eren delecionats de I'ex6 19 (80%) (5
pacients de 15pb, 2 pacients de 9pb i 1 pacient de 18pb) i 2 pacients eren mutats L858R
de I'ex6 21.

Respecte a les respostes al tractament, el 60% dels pacients amb mutacions d’EGFR
presentaven resposta radiografica objectiva (inclds una resposta completa) mentre que
entre els 73 pacients wt només es va poder observar aquest tipus de resposta en el 8,8%
(P=0,001). La resta de pacients mutats (el 40%) presentaven estabilitzacié de la malaltia,
tres dels quals eren delecionats i un era mutat de I'exé 21.
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Mutats Wild-type P
n (%) n {%)
M pacients 10 73
Edat {rang] 549 (28-75) B4 37-Ba) 0.2
Sexe oooy
Homes 3 30} 55 (55, 3)
Dianes 710 18 (24, 7)
Histobogia
Adenocarcinoma 10| Te0p 32 (44 4)
Carcinoma de cél-lula gran - 78,7
Carcingma Ecmos 31(43.1)
Altres 212.8)
Tabagquisme 0,01
Fumadors 4 {40] 59 [B0.B)
Mo fumadors & (&) 14(19.2)
M linies prévies (rang) & 10-2) 2 (0-5) 0.5
Resposta a gefitinib 0,001
Retposta complerta i parcal [ [i] 6 (8,3)
Madaltes estable 4 {40) 34 [46.5)
Progroasit JE(38.3)
Mo avaluable - 56,9)
Tractament amb gefitinib, B5(3.7-205) 3,1(0,4-20,5) 0,001
maesas [rang)
Resposta a quimicterapia prévia 0.9
Resposta complerta i parcial 3[37,5) 30 [44,1)
Malaltia estable 4 |50) 27(39.7)
Progressid 1(125) 11 (16,2}
Mo avaluable 2 5

Taula 18. Caracteristiques clinico-patologiques dels 83 pacients de CPCNP del segon estudi, respecte a les
mutacions del gen EGFR.

4.3 Validacié analitica de les técniques de GeneScan i TagMan en
mostres de texit inclos en parafina

Com ja s’ha comentat anteriorment, malgrat que el metode de seqlienciacié Sanger es
considera el metode estandard per I'estudi de mutacions genetiques, és necessari el
desenvolupament de noves técniques de deteccid més sensibles, donat que moltes de
les mostres dels pacients de CPCNP tenen poca cel-lularitat tumoral. Aquests nous
metodes no només han de millorar la sensibilitat i el temps d’analisi sind que també han
de ser aptes per a la seva aplicacié diagnostica. Es per totes aquestes raons que es va
optimitzar la técnica de GeneScan per a I'analisi de les delecions de I'exd 19 i de TagMan
per a la mutacio L858R de I'exd 21 i T790M de I'exd 20.
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4.3.1 Optimitzacio de la técnica de GeneScan

Per optimitzar la PCR es va utilitzarel limfocit com control wt i la linia delecionada PC9.
Es van combinar dues temperatures d’annealing amb dos cicles d’amplificacio diferents
(Taula 9). Com s’observa en la Fig. 35, I'amplificaci6 era més intensa quan la
temperatura d’annealing era de 58°C amb 40 cicles de repeticié de PCR.

A B

Fig. 35. Imatges de I'electroforesi en gel d’agarosa de les amplificacions realitzades a 58°C i 40 cicles (A) i a
60°C i 40 cicles (B). Com es pot apreciar, amb les primeres condicions s’obtenen bandes d’amplificacié més
clares que amb les segones on apareixen smears.

Com es pot observar en la Fig. 36, es va obtenir un plot amb un sol pic de 119-120pb per
a I’ADN de limfocit, que correspon a la longitud de I'amplicé de PCR sense delecid (wt).
En el cas de la linia delecionada PC9, es va obtenir un plot amb dos pics: un d’ells a 119-
120pb, que correspon a l'al-lel wt i un altre pic a 104-105pb que correspon a l'al-lel
delecionat, en aquest cas, de 15pb (119/120-104/105). Aixo confirmava que la delecié de
la linia PC9 era heterozigota: si els dos al-lels estiguessin delecionats el resultat obtingut
haguera estat d’un sol pic a 104-105pb.

A . -~ 120 1% "wo 210
e
SAOD ¢ |
e500 |
QC(I)I
- |
'
J."(n+ “
- 1
B ° —————
5 108 s 1er s
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o] |
40001
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] | |
1600 (| |
0 ! :“ J

Fig. 36. Exemple dels plots obtinguts en I'analisi de I'exé 19 per la técnica de GeneScan. El pic obtingut de
I'ADN wt a 119-120pb correspon a I'amplificacié de I'al-lel wt (A). En el plot B s’observa que el pic a 104-
105pb correspon a I'amplificacié de I’al-lel delecionat, en aquest cas, de 15pb de la linia cel-lular PC9.
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Amb les condicions de PCR optimitzades per al limfocit i la linia PC9, es van amplificar
mostres de teixit inclos en parafina i mostres amb poca cel-lularitat tumoral, comprovant
qgue, per ambdds tipus de mostra, I'optimitzacié era correcta i no calia reajustar cap dels
components de la PCR. La instruccié de treball es troba adjunta en I'annex | (instruccié
XI1).

Fig. 37. Exemple de les bandes d‘amplificacié de la PCR de GeneScan. El gel A correspon a mostres de texit
inclos en parafina i el gel B a mostres amb poca cel-lularitat tumoral. Com es pot veure, no va ser
necessaria I'optimitzacio de les condicions de PCR.

4.3.2 Avaluacio de la técnica

4.3.2.1 Limit de deteccid

De I'analisi de les dilucions seriades en aigua destil-lada de I’ADN de la linia PC9 es van
obtenir els resultats seglients:

Concentracid d"ADN de % répligues amb

- "
e Repligues Resultat resultat correcte
0,5 ngful 20 delecid 15pb 100%
50 pg/pL 20 delecid 15ph 1005
5 paful 20 delecid 15pb 10085
0,5 pg/ful 20 no amplifica

Taula 19. Resultat de I'analisi de I'exo 19 per la técnica de GeneScan de les 20 repliques de cada dilucio de
la linia cel-lular delecionada PC9.

Per a concentracions menors a 5pg/ul no es va detectar la delecié de 15pb en cap de les
20 repliques analitzades. Com que el volum per realitzar les dilucions va ser de 2ul
d’ADN de la linia PC9, el limit de deteccid estaria al voltant del 10pg d’ADN delecionat
(un exemple dels plots obtinguts es troba adjunt en I'lannex II, FIG. Il).

Els resultats de I'analisi de la microdisseccié d’'un nombre decreixent de cel-lules de la
linia PC9 es poden veure en la taula seglient:
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% repliques amb resultat

Nede cél-lulesde PC9 Répliques Resultat correcte
40 20 delecié 15pb 100%
20 20 delecié 15pb 100%
8 20 delecié 15pb 100%
20 delecié 15pb 100%
1 20 no amplifica

Taula 20.Resultat de I'analisi de 'exd 19 per la técnica de GeneScan d’un nombre decreixent de cél-lules
microdisseccionades d’una extensid cel-lular de la linia delecionada PC9.

La delecié es va detectar fins a 4 cél-lules tumorals microdisseccionades, minim
necessari per detectar les delecions d’EGFR de les mostres amb poca cel-lularitat
tumoral (un exemple dels plots obtinguts es troba adjunt en I'annex II, FIG. 111).

4.3.2.2 Titulacio de I’ADN delecionat

De l'analisi de les dilucions de la linia PC9 en ADN wt es van obtenir els seglients

resultats:
Factorde dilucié de I'ADN
. Resultat
delecionat
1:10 delecié 15pb
1:100 wt
1:250 wt

Taula 21. Resultat de I'analisi per la técnica de GeneScan de les dilucions de concentracio decreixent d’ADN
de la linia cel-lular delecionada PC9 diluida en I’ADN wt del limfocit.

Es va comprovar que es detectava una copia d’ADN delecionat respecte a 10 copies
d’ADN wt. Per a proporcions més elevades d’ADN wt respecte a copies delecionades,
aquesta técnica no va detectar la delecié. Un exemple dels plots obtinguts es troba
adjunt en I'annex Il (FIG. IV).

4.3.2.3 Repetibilitat i reproducibilitat

En totes les repeticions que es van realitzar (Taula 22), el patré obtingut de la linia PC9
corresponia al d’una mostra delecionada de 15pb (un pic a 104-105pb i un altre a 119-
120pb, al-lels delecionat i wt, respectivament) mentre que el de la linia H1975
corresponia al d’'una mostra wt, amb un Unic pic a 119-120pb. Un exemple dels resultats
obtinguts es troba adjunt en I'annex Il (FIG. V).
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Resultat liniacel-lular | Resultat linia

Mes Experiment PCo cel-lular H1975

1 del 15 pb wt

Febrer 2 del 15 pb wt
3 del 15 pb wt

4 del 15 pb wt

5 del 15 pb wt

6 del 15 pb wt

Marg 7 del 15 pb wt
8 del 15 pb wt

9 del 15 pb wt

10 del 15 pb wt

11 del 15 pb wt

12 del 15 pb wt

13 del 15 pb wt

14 del 15 pb wt

15 del 15 pb wt

Abril 16 del 15 pb wt
17 del 15 pb wt

18 del 15 pb wt

19 del 15 pb wt

20 del 15 pb wt

21 del 15 pb wt

22 del 15 pb wt

) 23 del 15 pb wt
Maig 24 del 15 pb wt
25 del 15 pb wt

Taula 22. Resultat de I'analisis de I'exé 19 de la linia PC9 i H1975 per la técnica de GeneScan, realitzades
durant quatre mesos. Es pot comprovar que el resultat de tots els experiments concordava amb I'obtingut
per seqiienciacio Sanger.

En la Taula 23 s’observa que els resultats obtinguts concordaven tant per a les mostres
delecionades com per a les wt, independentment de la persona que realitzava I'analisi i
de la delecié de la mostra.
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Mostra Resultat 1 Resultat 2
1 del15pb del15pb
2 wt wt
3 wt wt
4 wt wt
5 wt wt
6 del15pb del 15pb
7 wt wt
8 del15pb del 15pb
9 del15pb del15pb
10 del15pb del15pb
11 wt wt
12 wt wt
13 del12pb del12pb
14 wt wt
15 del15pb del15pb
16 wt wt
17 wt wt
18 del 18pb del 18pb
19 wt wt
20 wt wt
21 del24pb del24pb
22 wt wt

Taula 23. Resultats de I'analisi de reproducibilitat de 'exé 19 per la tecnica de GeneScan. Es van analitzar
22 mostres (9 mostres delecionades de diferent longitud i 13 mostres wt) de manera independent per dues
persones diferents i es va comparar el resultat obtingut. La columna de resultats 1 i 2 corresponen als
resultats obtinguts per la persona 1 i 2, respectivament.

4.3.2.4 Sensibilitat i especificitat

Per avaluar la sensibilitat es van analitzar, per GeneScan i sequenciacid Sanger, 170
teixits inclosos en parafina. Els resultats es poden observar en la seglient taula:

Seqtienciacio

wt delecionat
wt 147 0 147
Genesean ™ jelecionat 0 23 23
147 23 170

Taula 24. La concordanga entre les dues técniques de deteccid de delecions de I'axo 19, del total de 170
mostres analitzades, és idéntica, tant pel que fa a les mostres delecionades com per a les mostres wt.

Per seqlienciacidé Sanger, es va detectar la delecid de I'exd 19 en 23 mostres mentre que
les 147 restants van ser wt. A continuacid es van analitzar per la tecnica de GeneScan.
Com es pot observar en la taula, els resultats obtinguts per ambues técniques van
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concordar tant per a les mostres delecionades com per a les wt. Per tant, es pot fer el
seglient calcul de sensibilitat:

ibilitat =
sensibilitat = —o——

s’obté que, la sensibilitat de la técnica de GeneScan en percentatge, va ser del 100%.

A continuacid es va determinar I'especificitat. Partint de la Taula 24, es va realitzar el
seglient calcul:

147

Ficitat =
especificita 12770

s’obté que, I'especificitat de la técnica de GeneScan, en percentatge, va ser del 100%.

4.3.2.5 Heterogeneitat tumoral

Es van obtenir els resultats de la Taula 25 de I'analisi de les arees microdisseccionades
de 36 teixits inclosos en parafina. Es pot observar que no hi havia cap diferéncia entre
zones tumorals de la mateixa mostra, demostrant que, per a I'exd 19, no existia
heterogeneitat cel-lular dins el tumor. Alguns exemples de plots es troben adjunts en
I'annex Il (FIG. VI). Paral-lelament es va comprovar que la longitud de la delecid no influia
en la seva deteccid.
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R Grups de cel-lules
Grupsde cél-lules P

Mostra Genotip R tumorals amb genotip
tumorals analitzades L
coincident

1 del 15pb 4 4
2 del 15pb 4 4
3 del 15pb 5 5
4 del 15pb 6 6
5 del24pb 3 3
6 wt 3 3
7 wt 3 3
8 wt 3 3
9 wt 3 3
10 wt 3 3
11 wt 3 3
12 wt 3 3
13 del 18pb 3 3
14 del 15pb 3 3
15 del 18pb 3 3
16 wt 3 3
17 del 15pb 3 3
18 del 18pb 3 3
19 del 15pb 3 3
20 del 15pb 3 3
21 del 15pb 3 3
22 del 15pb 3 3
23 wt 3 3
24 wt 3 3
25 del 15pb 3 3
26 del 15pb 3 3
27 del 24pb 3 3
28 wt 2 2
29 wt 2 2
30 wt 2 2
31 wt 2 2
32 wt 2 2
33 del 15pb 2 2
34 del 15pb 2 2
35 del 15pb 2 2
36 del 15pb 2 2

Taula 25. Resultat de I'analisi d’heterogeneitat tumoral de les delecions de I'exo 19 per la técnica de
GeneScan. Es van microdisseccionar de 2 a 6 arees diferents de la mateixa mostra tant de teixits wt com de
delecionats de diverses longituds, analitzats préviament. No es va detectar cap discordanga de resultats
entre les arees analitzades.

Un cop que aquesta téecnica es va considerar adequada per detectar les delecions de
I’exd 19, es van reanalitzar els pacients delecionats per seqlienciacié Sanger dels estudis
utilitzats en la validacio clinica. En la figura seglient es poden veure un parell de plots
obtinguts amb les corresponents seqliencies. Més exemples de la comparacié es troben
adjunts en I'annex Il (FIG. V).
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Fig. 38. Exemple dels plots obtinguts de I’analisi per GeneScan de dos pacients delecionats per seqiienciacio
Sanger. Com es pot observar en A, els resultats del pacient 2 per les dues tecniques concorden
perfectament ja que, en ambdds casos, es pot apreciar una deleciéo de 15pb quasi en homozigosi.
Igualment, en B es pot observar que el pacient 7 estava delecionat 9pb tant utilitzant la técnica de
seqlienciacio Sanger com de GeneScan. L’inici de la delecié esta marcat per una fletxa negra.

4.3.3 Optimitzaciéo de la tecnica TagMan per analitzar les mutacions
L858R i T790M

Per analitzar I’'ex6 21, es van aplicar les condicions d’amplificacid i les proporcions dels
reactius que recomana Applied Biosystems. Després de 40 cicles d’amplificacié i de que
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I'aparell integrés les dades de fluorescéncia d’inici i final del procés, es va obtenir un plot
com el que es mostra en la seglient figura:

Fig. 39. Exemple de plot obtingut de I’analisi de la mutacio L858R de I’'exd 21 de '’ADN wt de limfocit i de la
linia cel-lular H1975, mutada per aquesta posicié. En blau es poden veure tres repliques de la linia cel-lular i
en vermell els duplicats del limfocit. El quadrat gris, prop la interseccio dels eixos, el NTC.

Les mostres es van discriminar segons la fluorescéncia que emetien les sondes que
havien hibridat amb I’ADN durant I'amplificacié. Aixi, es pot observar que els triplicats de
la linia cel-lular H1975, cercles blaus, s’agrupaven en la zona alta de l'eix de les y
(maxima fluorescencia de la sonda que detectava I'al-lel mutat) mentre que els duplicats
del limfocit, cercles vermells, s’agrupaven en la zona de maxima fluorescéncia de I'eix de
les x (maxima fluorescéncia de la sonda que detectava I'al-lel wt). El quadrat en gris prop
la interseccio dels eixos era el NTC qué no se li havia afegit ADN, i per tant, no emetia
fluorescencia.

Amb les condicions que descriu Applied Biosystems, es van analitzar les mostres de teixit
inclos en parafina i les de poca cel-lularitat tumoral. Es va comprovar que no calia
optimitzar ni els cicles d’amplificacié ni la proporcid dels reactius.

A continuacid, afegint la sonda PNA en la discriminacid al-lélica, es va analitzar I'exé 20
de la linia H1975. En la Fig. 40A es pot apreciar com 40 cicles d’amplificacid no eren
suficients per a I'0ptima discriminacié. En canvi, en la Fig. 40B, amb 50 cicles, la
discriminacié era molt més clara ja que els triplicats de la linia apareixien en la zona
d’alta fluorescéncia emesa per la sonda que detectava I'al-lel mutat (eix de les y) mentre
que el limfocit sense PNA apareixia en la zona de maxima fluorescencia de I'eix de les x,
corresponent a la sonda wt. Al costat del NTC, prop la interseccié dels eixos, es pot
veure com el DNA del limfocit, en ser wt, era totalment inhibit pel PNA i, per tant, no
presentava amplificacio.
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A B
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Fig. 40. Exemple de plots obtinguts de la discriminacié al-Iélica de la linia cel-lular H1975 afegint la sonda
PNA en la reaccié. En A es pot veure la discriminacio al-lélica amb 40 cicles d’amplificacid mentre que B
representa el plot de la reaccié TagMan amb 50 cicles. Les répliquesde la linia mutada estan encerclades.

4.3.4 Avaluacio de la técnica

4.3.4.1 Limit de deteccio

Es van obtenir els resultats seglients de I'analisi de I'exd 21 de les dilucions seriades en
aigua destil-lada de I’ADN de la linia H1975:

Concentracié d'ADN de Repliques Resultat % repliqguesamb
H1975 resultat correcte
0,5 ng/pL 18 L858R 100%
50 pg/pL 18 L858R 100%
5 pg/plL 18 L858R 100%
0,5 pg/uL 18 no amplifica

Taula 26. Resultat de I'analisi per la técnica TagMan de les 18 repliques de cada dilucio de la linia cel-lular
H1975 mutada L858R.

Per a I’ex6 20, els resultats van ser els segiients:
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Concentracié d'ADN de Repliques Resultat % repliquesamb
H1975 resultat correcte
0,5 ng/pL 18 T790M 100%
50 pg/plL 18 T790M 100%
10 pg/ulL 18 T790M 100%
5 pg/uL 18 T790M 100%
0,5 pg/uL 18 no amplifica

Taula 27. Resultat de I'analisi de les dilucions seriades de la linia cel-lular H1975 mutada en la posicio
T790M per la técnica TagMan.

Malgrat haver afegit la sonda PNA en la discriminacié al-lelica de I'exd 20, no es
millorava el limit de deteccié de S5pg/ul assolit per I'exé 21. Com que el volum per fer
aquestes dilucions va ser de 2ul d’ADN de la linia H1975, el limit de deteccid estaria al
voltant de 10pg d’ADN mutat per ambdds exons (un exemple dels plots obtinguts de
I’exd 211 20 es troben adjunts en I'annex Il, FIG. VIII i IX, respectivament).

Els resultats de I’analisi de la microdisseccidé d’un nombre decreixent de cél-lules de la
linia H1975 es poden veure en la taula seglient:

% repliques amb resultat

N2 de cél-lules de H1975 Répliques Resultat correcte
40 18 L858R 100%
20 18 L858R 100%
8 18 L858R 100%
4 18 L858R 100%
1 18 noamplifica

Taula 28. Resultat de I'andlisi per TagMan de la mutacié L858R de diferent nombre de cél-lules
microdisseccionades d’una extensié cel-lular de la linia H1975.

La mutacié L858R es va detectar fins a 4 cél-lules tumorals microdisseccionades, minim
necessari per detectar aquesta mutacido en mostres amb poca cel-lularitat tumoral (un
exemple dels plots obtinguts es troba adjunt en I'annex Il, FIG. X).

4.3.4.2 Titulacié de ’ADN mutat

De I'analisi de les dilucions de la linia H1975 en ADN wt es van obtenir els seglents
resultats:
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Factor de dilucio de I'ADN

mutat Resultat
1:2 mut L858R
1:10 mut L858R
1:100 wt
1:250 wit

Taula 29. Resultat de I'analisi per la técnica TagMan de les dilucions de concentracié decreixent d’ADN de
la linia H1975, mutada L858R, diluida amb I’ADN wt del limfocit.

Es va comprovar que es detectava una copia d’ADN mutat respecte a 10 copies d’ADN
wt (les mostres es van discriminar al voltant de la linia cel-lular H1975, més concentrada,
que s’utilitzava com control). Per a proporcions més elevades d’ADN wt respecte a
copies mutades, aquesta tecnica no va detectar la mutacid (les mostres es van
discriminar al voltant del limfocit wt). Un exemple dels plots obtinguts es troba adjunt en
I'annex Il (FIG. XI).

En canvi, I'analisi de I’exé 20 va donar els seglients resultats:

Factor de dilucid de ['ADM

S Resultat

1:10 Tr0M

1:100 Trs0M
1:1000 T790M
1:5000 T7%0M
1:10000 ng amplifica

Taula 30. Resultat de I'analisi per la técnica TagMan de les dilucions de concentracio decreixent d’ADN de
la linia H1975, mutada en la posicio T790M diluida amb ADN wt de limfocit.

El fet d’afegir la sonda PNA en la discriminacié al-lelica augmentava, considerablement,
la capacitat de la técnica per detectar els al-lels mutats, detectant una copia d’ADN
mutat respecte a 5.000 copies de wt. Per a proporcions més elevades d’ADN wt respecte
als al-lels mutats no es va detectar la mutacié. Un exemple dels plots obtinguts es troba
adjunt en I'annex Il (FIG. XII).
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4.3.4.3 Repetibilitat i reproducibilitat

En totes les repeticions que es van realitzar dels exons 21 i 20 (Taula 31 i Taula 32,
respectivament), el patré de discriminacio al-lélica de la linia H1975 corresponia al d’una
mostra mutada L858R i T790M, respectivament, mentre que els controls wt mostraven
el d’'una mostra sense mutacié. Un exemple dels plots obtinguts es troba adjunt en
I'annex Il (FIG. XIII, ex6 21 i FIG XIV, exd 20).

) Resultat linia Resultat linia
Mes Experiment
cel-lular H1975 cel-lular PC9
1 L858R wt
Febrer
2 L858R wt
3 L858R wt
4 L858R wt
5 L858R wt
6 L858R wt
Marg
7 L858R wt
8 L858R wt
9 L858R wt
10 L858R wt
11 L858R wt
12 L858R wt
13 L858R wt
14 L858R wt
15 L858R wt
Abril 16 L858R wt
17 L858R wt
18 L858R wt
19 L858R wt
20 L858R wt
21 L858R wt
22 L858R wt
. 23 L858R wt
Maig
24 L858R wt
25 L858R wt

Taula 31. Resultat dels experiments que es van dur a terme al llarg de quatre mesos on es va analitzar I'exd
21 de la linia cel-lular H1975 i PC9 per la tecnica TagMan, obtenint el mateix resultat.
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Resultat de la Enia  Resultat de FADN

hes Exparimant cel-lular H1975 de limfacit

1 T7S0M [y

Dezembre 2 TTo0M wt
3 T730M Wi

] T790M wl

5 TT30M wi

] TTS0M wi

winicnd 7 T790M i
B T790M wi

-] TTS0M wi

10 TTa0M wi

1 TT90M wi

12 TT30M wi

13 TT20M wi

14 T730M wi

Fabres 15 TTS0M wi
16 TTS0M wi

17 T750M wi

18 TT790M i

19 TTa0M wi

20 T750M wt

Taula 32. Experiments d’analisi de I'exé 20 de la linia H1975 i del limfocit durant tres mesos, obtenint els
mateixos resultats.

Respecte a la reproductibilitat, s’'observa que, independentment de I'exd analitzat (20 o
21) com de la persona que realitzi I'assaig, els resultats obtinguts concordaven.

A B
Mostra  Resultatl Resultat2 Mostra Resultat 1 Resultat 2

1 wt wt 1 T790M T790M
2 L858R L858R 2 wt wt
3 wt wt 3 T790M T790M
4 L858R L858R 4 wt wt
5 L858R L858R 5 T790M T790M
6 wt wt

6 wt wt
7 wt wt

7 T790M T790M
8 wt wt
9 wt wt 8 T790M T790M
10 wt wt 9 T790M T790M
11 wt wt 10 wt wt
12 wt wt 11 T790M T790M
13 wt wt 12 T790M T790M
14 wt wt 13 wt wt
15 wt wt 14 wt wt
16 L858R L858R

15 T790M T790M
17 wt wt
18 wt wt 16 wt wt
19 L858R L858R 17 wt wi
20 L858R L858R 18 T790M T790M
21 wt wt 19 wt wt
22 wt wt 20 wt wt

Taula 33. Resultat de I'analisi de reproducibilitat de la técnica TagMan. Es van analitzar 22 mostres (6
mutades L858R i 16 wt) i 20 mostres (10 mutades T790M i 10 wt) per als exons 21 i 20, respectivament, de
manera independent per dues persones diferents i es va comparar el resultat obtingut. La columna de
resultats 1i 2 corresponen als resultats obtinguts per la persona 1 i 2 respectivament.
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4.3.4.4 Sensibilitat i especificitat

Es van analitzar per TagMan i sequenciacié Sanger 170 teixits inclosos en parafina. Els
resultats es poden observar en la seglient taula:

Seqlienciacié

wt mutat
wt 157 0 157
TaaMan 7 tat 0 13 13
157 13 170

Taula 34. El resultat de les 170 mostres analitzades concordava, independentment de la tecnica utilitzada,
tant pel que fa a les mostres mutades L858R com per a les wt.

Es van detectar 13 mostres mutades L858R de I'exd 21, mentre que les 157 restants van
ser wt, per seqlienciacié Sanger. A continuacio, es va repetir I'analisi amb la técnica
TagMan. Com es pot observar en la Taula 34, hi va haver concordanga de resultats per
ambdues técniques tant per a les mostres mutades com per a les wt. Per tant, es pot fer
el seglient calcul de sensibilitat:

ibilitat =
sensibilitat = T=——

s’obté que la sensibilitat de la tecnica TagMan, en percentatge, va ser del 100%.

A continuacio es va determinar la seva especificitat. Partint de la Taula 34, es va realitzar
el seglient calcul:

157

Ficitat =
especificita 5770

s’obté que I'especificitat de la técnica TagMan, en percentatge, va ser del 100%.

Respecte a I'exd 20, es van comparar els resultats de I'analisi de la mutacié T790M de 88
mostres, 22 d’elles detectades mutades amb el kit comercial TMDA (APPLIED-BIOSYSTEMS),
50 mostres wt i 16 mostres d’individus sans. Els resultats es poden observar en la
seglient taula:
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Mostres analitzades per TagMani

PNA
N2de mostres Mutats T790M wt
controls sans 16 - 16
Resultat de I'analisiamb
el kit TMDA wt >0 39 1
mutats T790M 22 21 1

Taula 35. Comparacio dels resultats de I’analisi de la mutacio T790M per la técnica TMDA i TagMan, on se
li ha afegit la sonda PNA, en mostres de teixit inclos en parafina de controls sans i de pacients de CPCNP.

L’analisi de les mutacions dels individus sans va concordar al 100% en ser negatiu per
gualsevol dels dos métodes utilitzats. Es va comprovar que el metode TagMan amb la
sonda PNA detectava forca més casos mutats (un augment del 78%) que el kit TMDA.
Respecte als pacients wt, el resultat concorda en un 95,5% amb I'obtingut per TagMan.

Per calcular la sensibilitat de la técnica TagMan per detectar la mutacié T790M es va
aplicar la férmula proposada pel grup d’Arcila (ArciLA et al. 2011), obtenint que:

Sensibilitat= 75% casos negatius TMDA + (25% casos positius x 0,69)

la sensibilitat de la tecnica TagMan introduint la sonda PNA en la discriminacio al-lelica
era del 92,95%.

L'especificitat de la tecnica TagMan per detectar la mutacié T790M de I'exd 20 es deriva
dels resultats obtinguts de I'analisi dels individus sans. Com que no es va detectar cap
pacient mutat, es va considerar que I'especificitat era del 100%.

4.3.4.5 Heterogeneitat tumoral

De I'analisi de les arees microdisseccionades de 36 teixits inclosos en parafina es van
obtenir els resultats de la Taula 36. No hi havia cap diferéncia entre zones tumorals de la
mateixa mostra malgrat que una de les zones d’una de les mostres va resultar wt, quan
en realitat era mutada. Malgrat aquesta discordanca, es pot concloure que, com I'exd
19, per a I’'exd 21 no existia heterogeneitat cel-lular dins el tumor. Un exemple dels plots
obtinguts es troba adjunt en I'annex Il (FIG. XV).
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. Grups de cél-lules
Grupsde cel-lules P

Mostra Genotip tumorals analitzades tumorals. amb genotip
coincident
1 L858R 4 4
2 L858R 4 4
3 L858R 6 6
4 L858R 3 3
5 L858R 3 3
6 wt 3 3
7 wt 3 3
8 wt 3 3
9 wt 3 3
10 wt 3 3
11 wt 3 3
12 wt 3 3
13 L858R 3 3
14 L858R 3 3
15 L858R 3 3
16 L858R 3 3
17 L858R 3 3
18 wt 3 3
19 L858R 3 3
20 wt 3 3
21 wt 3 3
22 L858R 3 3
23 L858R 3 3
24 L858R 3 3
25 L858R 3 3
26 wt 2 2
27 wt 2 2
28 wt 2 2
29 wt 2 2
30 wt 2 2
31 L858R 2 1(1lareawt)
32 L858R 2 2
33 L858R 2 2
34 L858R 2 2
35 L858R 2 2
36 L858R 2 2

Taula 36. Resultat de I'analisi d’heterogeneitat tumoral de la mutacio L858R de I'exo 21 per la técnica
TagMan. Es van microdisseccionar de 2 a 6 arees diferents de la mateixa mostra tant de teixits wt com de
mutats.

Contrariament, I'exd 20 va presentar forca heterogeneitat tumoral tal com es pot
observar en la Taula 37.

Per a les 11 mostres wt, els resultats de totes les zones microdisseccionades coincidien.
En canvi, per a les mostres mutades hi havia heterogeneitat de resultats: les mutacions
es podien detectar des del 40% al 75% de les répliques, indicant que hi havia zones
tumorals on la mutacié T790M estava present en un nombre forga elevat de les cél-lules
microdisseccionades mentre que hi havia zones on aquesta mutacié era inexistent. Un
exemple dels plots obtinguts es troba adjunt en I'annex Il (FIG. XVI).
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Mostra Genotip Répligues Nederépliquesamb % répliques

analitzades genotip mutat mutades
1 T790M 4 3 75
2 T790M 4 2 50
3 wt 4 0 0
4 T790M 4 2 50
5 T790M 3 2 66,67
[ wit 3 o o
7 wt 3 Q Q
& wt 4 a a
9 T790M 5 3 60
10 wt 3 0 0
11 T790M 4 2 50
12 T790M 5 2 40
13 T790M 4 4 100
14 T790M 4 3 75
15 wit 4 o o
16 wit 4 o o
17 wt 4 Q Q
18 T790M 4 2 50
19 wt 3 a a
20 T790M 5 2 40
21 wt 5 0 0
22 T790M 6 4 66,67
23 T790M 3 3 100
24 T790M 4 4 100
25 wt 3 0 0

Taula 37. Resultat de I'analisi d’heterogeneitat tumoral de la mutacié T790M de I'exé 20 per la técnica
TagMan. Es van microdisseccionar de 3 a 6 arees diferents de la mateixa mostra tant de teixits wt com de
mutats.

Un cop que aquesta técnica es va considerar adequada per detectar la mutacié L858R de
I'ex6 21, es van reanalitzar els pacients mutats per seqiienciacid Sanger dels estudis
utilitzats en la validacio clinica. A continuacié, es mostra un plot amb la respectiva
seqliencia. Dos exemples més soén en I'annex Il (FIG XVII).
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Fig. 41. Exemple dels resultats obtinguts per la técnica TagMan de la reanalisi dels pacients mutats per
seqlienciacié Sanger. Com es pot veure, el pacient 21 va ser detectat mutat, resultat que corroborava el
plot de TagMan on la mostra apareixia prop la linia H1975 mutada (triangle verd). En la mateixa analisi es
va afegir un pacient wt que apareixia prop el limfocit (rodona vermella). En la interseccié dels eixos, el NTC.

4.4 Validacid clinica de les tecniques de GeneScan i TagMan dels
pacients inclosos en I’'SLADB

Per validar clinicament les técniques de GeneScan i TagMan es van analitzar 2105
pacients de CPCNP inclosos en I’'SLADB des de I’abril del 2005 fins el novembre del 2008,
provinents de 129 centres hospitalaris. En la taula 38 hi ha els resultats obtinguts de
I"analisi de les mutacions d’EGFR.

Es van detectar 350 pacients mutats que representaven un 16,6% del total. Malgrat que
hi havia un nombre més elevat d’homes i ex fumadors, les mutacions es van trobar més
freqientment en dones (69,7%), no fumadors (66,6%) i amb histologia
d’adenocarcinoma (80,9%), amb una significacié estadistica de P<0,001 per a totes les
comparacions. D’aquests 350 pacients mutats, 217 van ser tractats amb erlotinib, les
caracteristiques dels quals es troben en la taula 39.
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Total de pacients  Pacients mutats Frequiéncia de les mutacions

N=2105 d'EGFRN=350 2105 pacients 350 pacients mutats
Variable n2de pacients percentatge (95% Cl)
Sexe
dona 814 244 30,0 (26,9-33,2) 69,7 (64,7-74,3)
home 1287 106 8,2 (6,8-9,9) 30,3 (25,7-35,3)
sense dada 4 0
Edat
<56,7 anys 638 89 13,9 (11,5-16,9) 27,1(24,9-29,2)
56.7-69,1 anys 638 99 15,5 (12,9-18,6) 30,1(27,8-32,4)
69,1 anys 632 141 22,1(19,1-25,6) 42,8 (40,2-45,5)
sense dada 197 21
Tabaquisme
ex-fumador 958 91 9,5(7,8-11,6) 26,2 (24,2-28,2)
fumador 424 25 5,8 (4,0-8,6) 7,2 (6,5-7,9)
no fumador 612 231 37,7 (34,0-41,7) 66,6 (64,2-68,9)
sense dada 111 3
Tipus de tumor
adenocarcinoma 1634 283 17,3 (15,5-19,3) 80,9 (76,4-84,7)
adenocarcinoma broncoalveolar 147 34 23,1(17,0-30,7) 9,7(7,0-13,3)
carcinoma de cél-lula gran 287 33 11,5(8,3-15,8) 9,4(6,8-13,0)
sense dada 37 0

Taula 38. Caracteristiques clinico-patologiques dels 2105 pacients de I'SLADB, segons els resultats de
I'analisi de les mutacions d’EGFR.

La caracteristica més rellevant dels pacients mutats requeia en el sexe femeni (72,8%)
d’origen caucasic (98,2%). Respecte al tabaquisme, els no fumadors presentaven un
percentatge més elevat de mutacions que els ex fumadors o els fumadors actius (68,2%).
En relacié a 'ECOG PS es va comprovar que les mutacions eren més freqlients en
pacients amb PS 1 (59%).

Per exons, les delecions de I'exd 19 es van detectar en 135 pacients (62,2%) mentre que
la mutacid L858R de I'exd 21 era present en 82 pacients (37,8%). Practicament la meitat
dels pacients mutats (52,1%) va rebre tractament amb erlotinib en primera linia. Els 104
pacients restants van rebre erlotinib en linies posteriors.
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Variable Valor
Edat en anys
mitjana 67
rang 22-88
Sexe n2 (%)
dona 158(72,8)
home 59(27,2)
Origen étnic n2 (%)
africa 3(1,4)
asiatic 1(0,5)
caucasic 213(98,2)
Tabaquisme
exfumador 56 (25,8)
fumador 13(6,0)
no-fumador 148 (68,2)
ECOG PS n® (%)
0 51(23,5)
1 128 (59,0)
22 38(17,5)
Tipus de tumor n2 (%)
adenocarcinoma 176(81,1)
adenocarcinoma broncoalveolar 22(10,1)
carcinoma de cél-lula gran 19(8,8)
Estadiatge del tumor ne (%)
111:] 12 (5,5)
\Y; 205 (94,5)
Tractament amb Erlotinib
1era linia 113(52,1)
2ona o 3era linia 104 (47,9)
Mutacio del gen EGFR
delecié de I'exé 19 135(62,2)
L858R 82 (37,8)
Resposta al tractament
resposta completa 24(12,2)
resposta parcial 115(58,4)
Resposta completa o parcial 139(70,6)
estabilitzacié 38(19,3)
progressio 20(10,2)
estabilitzacié o progressio 58(29,4)

Taula 39. Caracteristiques clinico-patologiques dels 217 pacients mutats d’EGFR, tractats amb erlotinib.

Es van avaluar les respostes al tractament amb erlotinib de 197 pacients dels 217
tractats. Com s’observa en la Taula 39, el 58,4% dels pacients va assolir una resposta
parcial tot i que 24 pacients van aconseguir una resposta completa (12,2%). Respecte a
les mutacions d’EGFR, es va observar una millor resposta associada a les delecions de
I’ex6 19 (P=0,001) que no pas a la mutacié de I'exé 21.
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Fig. 42. Les corbes de Kaplan-Meier A i B representen [I‘avaluacio de la PFS i la supervivéncia,
respectivament, dels 217 pacients mutats tractats amb erlotinib. Les corbes C i D representen I'avaluacio
de la PFS i la supervivéncia respecte a la linia de tractament amb erlotinib.

La durada de les respostes al tractament amb erlotinib va ser similar entre els pacients
tractats en primera linia (14 mesos; 95% Cl, 9,7 a 18,3 mesos) i els que van rebre
erlotinib en segona linia (13 mesos; 95% Cl, 9,7 a 16,3 mesos) (Fig. 42C).

La mitjana de seguiment d’aquests pacients va ser de 14 mesos, amb un rang de 1 a 42
mesos, amb una PFS de 14 mesos (95% Cl, 11,3 a 16,7 mesos) (Fig. 42A).

La mitjana de supervivéncia va ser de 27 mesos (95% Cl, 22,7 a 31,3 mesos) (Fig. 42B).
Tant per als pacients tractats en primera linia amb erlotinib com els tractats en segona
linia, la mitjana de supervivencia va ser similar (28 mesos per als de primera linia (95%
Cl, 22,7 a 33 mesos), 27 mesos per als de segona linia (95% Cl, 19,9 a 34,1 mesos;
P=0,67) (Fig. 42D). Els pacients amb millor ECOG PS assolien una millor supervivencia.
Aixi, els de PS 0 encara no havien assolit la mitjana de supervivéncia, mentre que per als
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PS 1iPS 2 erade 32 mesos (95% Cl, 11,3 a 52,7 mesos) i 23 mesos (95% Cl, 19,7 a 23,3
mesos), respectivament, P=0,03.

Supervivencia segons ECOG PS

04 =

Probabilitat

S ! 23(19.723.3)
"'f'":

ronfesssoh
.

p=0.03 ' 32 (11.352.1)

00+
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000 10.00 000 X 00 000 0.0
mesos

Fig. 43 Corba de Kaplan-Meier de la supervivéencia segons I’lECOG PS. Els pacients amb PS 0 (en blau) no
havien assolit la mitjana mentre que per als PS 1 (en vermell) i PS 2 (en verd) la supervivéncia era de 32 i 23
mesos, respectivament.

Analitzant la mitjana de supervivéncia segons la resposta al tractament (Fig. 44), es va
observar que els pacients amb resposta completa no havien assolit la mitjana, i la
supervivencia als tres anys es situava en el 58,7%. Per als pacients amb respostes
parcials, la mitjana se situava als 28 mesos (95% Cl, 21,7 a 34,3 mesos) amb una
supervivencia als tres anys del 32,5%. Malauradament, malgrat que la mitjana de
supervivencia en el grup de pacients amb estabilitzacié de la malaltia va ser de 18 mesos
(95% Cl, 10,6 a 25,4 mesos) la supervivencia als tres anys desapareix (0%). Pels pacients
amb progressio la mitjana de supervivencia va ser de 9 mesos (95% Cl, 6,6 a 11,4 mesos)
(P <0,001).
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Supervivéncia global segons resposta al tractament
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Fig. 44. Corba de Kaplan-Meier de la supervivéncia segons les respostes al tractament. La mitjana de
supervivéencia encara no s’havia assolit per als pacients que havien respost al tractament (linia blava, RC).
Aquesta supervivéncia passava a ser de 9 mesos per als que progressaven (linia verda, PM). Linia vermella:
pacients amb resposta parcial (RP); linia negra, pacients amb estabilitzacio de la malaltia (SM).

La mitjana de la PFS va ser de 14 mesos (95% Cl, 11,3 a 16,7 mesos). Segons el sexe (Fig.
45), les dones van assolir una millor PFS (16 mesos; 95% Cl, 12,7 a 19,2) i supervivencia
(29 mesos; 95% Cl, 24,9 a 33,1) que els homes (PFS de 9 mesos; 95% Cl, 6,1 a 11,9 mesos
i supervivéencia de 18 mesos; 95% ClI, 14,5 a 21,5 mesos); P=0,003 i P=0,05,
respectivament.
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Fig. 45. Corbes de Kaplan-Meier corresponents a I’avaluacio de la PFS (A) i la supervivencia (B) segons el
sexe. Com es pot observar, tant per a la PFS com per a la supervivencia, les dones van assolir valors
superiors que els homes. En ambdds casos la diferencia és significativa.
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Es va analitzar la PFS agrupant els pacients segons la resposta al tractament (Fig. 46). Es
va comprovar que no s’havia assolit pels pacients amb resposta completa mentre que
per als pacients amb resposta parcial o estabilitzacié de la malaltia era de 15 mesos (95%
Cl, 12,2 a 17,8 mesos) i 9 mesos (95% Cl, 59 a 12,1 mesos), respectivament.
Malauradament, la PFS va ser de només 2 mesos (95% Cl, 0 a 4,2 mesos) (P<0,001) per
als pacients sense resposta.

PFS segons resposta al tractament
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Fig. 46. Corba de Kaplan-Meier de la PFS segons la resposta al tractament. Com es pot observar, mentre
que per al grup de pacients amb resposta completa (linia blava, RC) la PFS no s’havia assolit, va minvant
fins als 2 mesos per als pacients amb progressio (linia verda, PM). Linia vermella: pacients amb resposta
parcial (RP); linia negra: pacients amb estabilitzacié de la malaltia (SM).

4.5 Validacié analitica de les técniques de GeneScan i TagMan en
mostres de sang periférica

4.5.1 Optimitzacid de la técnica de GeneScan

Amb les condicions optimes d’amplificacié de I’ADN de teixit inclds en parafina es van
analitzar cinc mostres d’ADN circulant d’individus sans. Com que les bandes obtingudes
no eren massa intenses en visualitzar-les en un gel d’agarosa, es va realitzar una nested
PCR amb 30 cicles de reamplificacié. Mentre que la linia cel-lular PC9 mostrava el patré
corresponent a una mostra delecionada de 15pb, les mostres d’individus sans oferien el
corresponent al d’'una mostra wt. En la seglient figura hi ha un exemple dels resultats
obtinguts:
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Fig. 47. Exemple dels plots obtinguts per la tecnica de GeneScan de I'analisi de I'exo 19 de la linia
delecionada PC9 (A) on es pot observar la delecio de 15pb (pics a 104-105pb i 119-120pb). En B, ’ADN
circulant de I'individu sa només presenta el pic a 119-120pb que correspon a I’al-lel wt.

A continuacié es va extreure ’ADN de la sang periférica de pacients que se’ls havia
detectat la delecid en teixit inclos en parafina i es va amplificar afegint la sonda PNA a la
reaccié. Malgrat que la concentracié de PNA era elevada, no es va poder prescindir de la
nested PCR. Les combinacions de concentracié de la sonda PNA utilitzades es troben en
la Taula 11. La Fig. 48 mostra un exemple de les bandes d’amplificacié. La millor
combinacié de concentracions de PNA corresponia a la que utilitzava 5mM en la primera
PCR i 3mM o 4mM en la nested. Es va optar per 3mM en la nested PCR ja que no existien
diferencies entre I’Us d’una o altra concentracio.

Fig. 48. Exemple de les bandes d’amplificacio d’ADN de sang periférica en I’analisi de les delecions de I'exd
19 utilitzant diferents combinacions de concentracions de sonda PNA. En A es pot veure I’electroforesi del
producte de I'amplificacio utilitzant 2mM de PNA en la primera PCR i de 3mM en la nested. En B, es pot
observar les mateixes mostres amplificades utilitzant 3mM en la primera PCR i 3mM en la nested. Les
imatges C i D corresponen a una primera amplificacio utilitzant 5mM de PNA en la primera PCR i 3mM i
4mM en la segona, respectivament.
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Es van analitzar en I'equip 3130 Genetic Analyzer (APPLIED-BIOSYSTEMS) obtenint els
resultats seglients:

A

o7.5 1125 127.5 142.6 157.6 172.5

7 0 110 1% 1% 120

0 105 120 128 150 185

5400}
34001

1700 4

Fig. 49. Exemple dels plots obtinguts de I’andlisi per la técnica de GeneScan de I’ADN de sang periférica de
pacients que ja havien estat detectats delecionats. Es va comprovar que aquesta tecnica permetia
identificar diversos tipus de delecions (9pb (A), 15pb (B), 18pb (C) i 24pb (D)). En E es pot observar un plot
de GeneScan d’un control wt.

Les condicions optimes per amplificar I’ADN circulant de sang periférica es van basar en
afegir la sonda PNA a una concentracié de 5mM en una primera PCR de 40 cicles i una
nested de 30 cicles, a una concentracié de 3mM. La instruccié de treball es troba adjunta
en I'annex | (instruccid XVII).
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4.5.2 Avaluacio de la técnica

4.5.2.1 Limit de deteccio

De I'analisi de les dilucions seriades en aigua destil-lada de I’ADN de la linia PC9 es van
obtenir els resultats seglients:

Concentracio d'ADN Répliques Resultat % répliques amb
de PC9 resultat correcte
0,5 ng/uL 10 delecio 15bp 100%
50 pg/uL 10 delecio 15bp 100%
5 pg/uL 10 delecié 15hp 100%
1 pg/uL 10 no amplifica

Taula 40. Resultat de I’analisi de les dilucions de I'exd 19 de la linia cel-lular delecionada PC9 per la técnica
de GeneScan.

Malgrat haver afegit la sonda PNA en la PCR, no es detectava la delecié de 15pb en cap
de les 10 repliques de concentracid inferior a 5pg/ul. Com que el volum per realitzar
aquestes dilucions va ser de 2ul d’ADN de la linia PC9, el limit de deteccid estaria al
voltant del 10pg d’ADN delecionat (un exemple dels plots obtinguts és en I'lannex Il) (FIG.
XV1).

4.5.2.2 Titulacio de I’ADN delecionat

De I'analisi de les dilucions de la linia PC9 en ADN wt es van obtenir els seglients
resultats:

Factor de dilucio de I'ADN

delecionat Resultat
1:10 delecié 15pb
1:100 delecié 15pb
1:1000 delecié 15pb
1:5000 delecié 15pb
1:10000 no amplifica

Taula 41. Resultat de I'analisi per la técnica de GeneScan de les dilucions de concentracio decreixent d’ADN
de la linia delecionada PC9 diluida en ADN wt de limfocit.
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Es va comprovar que es detectava una copia d’ADN delecionat respecte a 5.000 copies
d’ADN wt. Per a proporcions més elevades d’ADN wt respecte a copies delecionades,
aquesta técnica no detectava la delecid. Un exemple dels plots obtinguts es troba adjunt
en I'annex Il (FIG. XIX).

4.5.2.3 Repetibilitat i reproducibilitat

En totes les repeticions que es van realitzar (Taula 42), el patré obtingut de la linia PC9
corresponia al d’'una mostra delecionada de 15pb (un pic a 104-105pb i un altre a 119-
120pb, al-lels delecionat i wt, respectivament) mentre que el de la linia H1975
corresponia al d’'una mostra wt amb un Unic pic a 119-120pb. Un exemple dels resultats
obtinguts es troba adjunt en I'annex Il (FIG. XX).

.. Resultat linia
Resultat linia

Mes Experiment cel-lular
cel-lular PC9 H1975
1 del 15 pb wt
Octubre
2 del 15 pb wt
3 del 15 pb wt
4 del 15 pb wt
5 del 15 pb wt
6 del 15 pb wt
Novembre
7 del 15 pb wt
8 del 15 pb wt
9 del 15 pb wt
10 del 15 pb wt
11 del 15 pb wt
12 del 15 pb wt
13 del 15 pb wt
14 del 15 pb wt
15 del 15 pb wt
Desembre
16 del 15 pb wt
17 del 15 pb wt
18 del 15 pb wt
19 del 15 pb wt
20 del 15 pb wt

Taula 42. Resultat de I'analisi de 'exé 19 de les linies PC9 i H1975 per la técnica de GeneScan realitzades
durant tres mesos.

En la Taula 43 s’observa que els resultats obtinguts concordaven tant per a les mostres
delecionades com per a les nou mostres wt, independentment de la persona que
realitzava I'analisi i de la delecié de la mostra.
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Mostra Resultat 1 Resultat 2

1 wt wt

2 9pb 9pb
3 15pb 15pb
4 wt wt
5 15pb 15pb
6 15pb 15pb
7 18pb 18pb
8 wt wt
9 wt wt
10 wt wt
11 15pb 15pb
12 9pb 9pb
13 wt wt
14 wt wt
15 wt wt
16 wt wt
17 15pb 15pb
18 18pb 18pb
19 15ph 15ph
20 wt wt
21 9pb 9pb
22 15pb 15pb
23 15pb 15pb
24 wt wt
25 15pb 15pb

Taula 43. Resultat de I'analisi de 25 mostres de sang periférica realitzada per dues persones diferents, per
la tecnica de GeneScan. Totes les mostres delecionades (14 mostres amb diferents tipus de delecid) van ser
detectades delecionades. El resutat 1 i 2 correspon a la persona 1 i 2, respectivament.

4.5.2.4 Sensibilitat i especificitat

En I'avaluacio de la sensibilitat de la técnica es van obtenir aquests resultats:

Mostres d'ADN de sang periférica

N2 de mostres delec'?nades wt
exo0 19

controls sans 16 0 16

Resultat de I'analisi
d'ADN de teixit wt 49 1 48
inclos en parafina

delecionats 33 21 12

Taula 44. Resultats de I"analisi de les delecions de I'exé 19 per la técnica de GeneScan en mostres d’ADN de
sang periférica de pacients ja analitzats en teixit inclos en parafina.

L'analisi de les delecions dels individus sans va ser negatiu, tant en sang periferica com
en teixit inclos en parafina. Respecte als pacients detectats wt en teixit, es va detectar
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una mostra delecionada (2%). Finalment, es van detectar 21 delecionades de les 33
mostres d’ADN circulant de pacients delecionats. A partir d’aquests resultats es va
calcular la sensibilitat:

21

bilitat = ————
sensibilitat = — 12

s’obté que la sensibilitat de la técnica de GeneScan per detectar les delecions de I’ADN
circulant de sang periférica, en percentatge, va ser del 64%.

A continuacio, es va determinar la seva especificitat. Partint de la Taula 41 es va realitzar
el seglient calcul:

(16 + 48)

especificitat = m

s'obté que I'especificitat de la técnica de GeneScan per detectar les delecions de I’ADN
circulant de sang periférica, en percentatge, va ser del 98,5%.

4.5.3 Optimitzacid de la técnica TagMan

Es van utilitzar cinc mostres d’ADN circulant d’individus sans i es van analitzar per la
técnica TagMan modificant tant els cicles d’amplificacid com el temps d’elongacid per
afavorir la discriminacié de les mostres. Els plots de la Fig. 50 representen la
discriminacio al-lélica realitzada amb 90 segons d’elongacid. No s’afegi la sonda PNA.

En A es pot veure que amb 40 cicles d’amplificacié no era suficient per a que les mostres
es discriminessin clarament. En canvi, amb 50 cicles (Fig. 50B), les mostres dels individus
sans s’agrupaven al voltant del limfocit, en la zona de maxima fluorescéncia de I'eix de
les x que correspon a I'emesa per la sonda que s’uneix a I’al-lel wt. El control H1975, en
ambdds casos, apareixia en la zona d’alta fluorescencia de I'eix de les y que correspon a
I’emesa per la sonda que s’uneix a I'al-lel mutat.
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Fig. 50. Exemple d’un dels plots obtinguts de I'analisi per la técnica TagMan de la mutacié L858R de I'exo
21 en mostres d’ADN circulant de sang periférica d’individus sans. En A, amb 40 cicles d’amplificacid i en B
amb 50 cicles. La linia mutada H1975 (triangle verd) actua com control mutat i el limfocit (cercle vermell)
actua com control wt. En la interseccid dels eixos, en forma de quadrat gris, el NTC.

Un cop comprovat que l'aplicacid d’aquesta técnica, en aquest tipus de mostra era
adequada, es van analitzar els ADN de la sang periférica de tres pacients que s’havien
detectat mutats L858R en el teixit inclos en parafina. Per tal d’inhibir ’ADN wt i poder
detectar la mutacid, es van provar diferents concentracions de la sonda PNA. El resultat
obtingut es pot veure en la seglient figura:

“ I
% 5uM
X% | 3uM

Q)
% L

Allste ¥ (EGFRZ1NEWMUT)

Q 5uM

X 3uM

2uM

2 o™ 1um

Fig. 51. Exemple de plot obtingut afegint la sonda PNA a la reaccid de discriminacié al-lélica. Per duplicat,
es van provar diferents concentracions de sonda (0,5uM; 1uM; 2uM; 3uM i 5uM) per inhibir 'ADN wt i
poder detectar la mutacio L858R. El triangle verd representa la linia cel-lular H1975 sense que se li hagi
afegit en la reaccio la sonda PNA que funciona com control positiu de mutacié. El cercle vermell representa
el limfocit que funciona com control wt amb PNA mentre que la creu representa el limfocit sense sonda. El
quadrat gris és el NTC.

A mida que s’augmentava la concentracié de la sonda PNA la discriminacio de I'al-lel
mutat era més clara. Com que la diferéncia de discriminacié entre la concentracié de la
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sonda PNA a 3uM i 5uM era minima, es va decidir que s'utilitzaria 3uM com
concentracié de treball. La instruccid de treball es troba adjunta en I'annex | (instruccié
XVIII). Els plots dels altres dos pacients es poden veure adjunts en I'annex Il (FIG. XXI).

4.5.4 Avaluacio de la tecnica
4.5.4.1 Limit de deteccio de la tecnica

Es van obtenir els resultats seglients de I'analisi de I'exd 21 de les dilucions seriades en
aigua destil-lada de I’ADN de la linia H1975:

Concentracid d'ADN Répliques Resultat % répliques amb
de H1975 resultat correcte
LS ng/ul 10 L85S8R 100%
50 pe/ul 10 L858R 100%
S pe/ul 10 LBSSR 100%
1 pg/ul 10 no amplifica

Taula 45. Resultat de I'analisi per la técnica TagMan de les 10 répliques de cada dilucid de la linia H1975
mutada L858R

Malgrat haver afegit la sonda PNA en la discriminacié al-lelica, no es detectava la
mutaciéo L858R per a concentracions inferiors a 5pg/ul, en cap de les 10 répliques
analitzades. Com que el volum per fer aquestes dilucions va ser de 2ul d’ADN de la linia
H1975, el limit de deteccié estaria al voltant del 10pg d’ADN mutat (un exemple dels
plots obtinguts es troba adjunt en I'annex Il, FIG. XXII).

4.5.4.2 Titulacié de ’ADN mutat

De I'analisi de les dilucions de la linia H1975 en ADN wt es van obtenir els seglents

resultats:
Factor de :In:ii:? de 'ADN Resultat
1:10 LESER
1:100 LaSER
1:1000 L8538
1:5000 La58R
1:10000 no amplifica

Taula 46. Resultat de I'analisi de les dilucions de concentracio decreixent d’ADN de la linia cel-lular H1975
mutada L858R diluida en ’ADN wt de limfocit.
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Es va comprovar que es detectava una copia d’ADN mutat respecte a 5.000 copies de wt.
Per a proporcions més elevades d’ADN wt respecte a cOpies mutades no es detectava la
mutacio L858R. Un exemple dels plots obtinguts és en I'annex Il (FIG. XXIII).

4.5.4.3 Repetibilitat i reproducibilitat

En totes les repeticions que es van realitzar, el patré de discriminacié al-lélica de la linia
H1975 corresponia al d’una mostra mutada L858R, mentre que el de la linia PC9
corresponia al d’'una mostra wt. Un exemple dels plots obtinguts és en I'annex Il (FIG.
XXIV).

Resultat linia L.
Resultat linia

Mes Experiment cel-lular
H1975 cel-lular PC9
1 L858R wt
Octubre
2 L858R wt
3 L858R wt
4 L858R wt
5 L858R wt
6 L858R wt
Novembre
7 L858R wt
8 L858R wt
9 L858R wt
10 L858R wt
11 L858R wt
12 L858R wt
13 L858R wt
14 L858R wt
15 L858R wt
Desembre
16 L858R wt
17 L858R wt
18 L858R wt
19 L858R wt
20 L858R wt

Taula 47. Resultat de I’analisi de I’exé 21 de la linia H1975 i PC9 realitzat durant tres mesos.

Respecte a la reproductibilitat, independentment de la persona que realitzés I'analisi, els
resultats obtinguts, tant de les mostres mutades com les wt, concordaven.

150



4- RESULTATS

Mostra Resultat 1 Resultat 2
1 wt wt
2 L858R L858R
3 L858R L858R
4 wt wt
5 L858R L858R
6 L858R L858R
7 L858R L858R
8 wt wt
9 wt wt
10 wt wt
11 L858R L858R
12 L858R L858R
13 wt wt
14 wt wt
15 wt wt
16 wt wt
17 L858R L858R
18 L858R L858R
19 L858R L858R
20 wt wt
21 L858R L858R
22 L858R L858R
23 L858R L858R
24 wt wt
25 L858R L858R

Taula 48. Analisi de I’ADN de la sang periférica de 14 pacients mutats, previament analitzats en teixit inclos
en parafina. Els resultats, tant de les mostres mutades com wt, es mantenien, independentment de la
persona que realitzava I'assaig.

4.5.4.4 Sensibilitat i especificitat

En I'avaluacié de la sensibilitat de la técnica es van obtenir aquests resultats:

Mostres d'ADN de sang periferica

N2de mostres Mutats L858R wt

controls sans 16 0 16

Resultat de I'analisi
d'ADN de teixit wt 49 1 48
inclos en parafina

mutats L858R 17 9 8

Taula 49. Resultats de I'analisi de la mutacio L858R de I'exé 21 en mostres d’ADN de sang periférica de
pacients ja analitzats en teixit inclos en parafina.
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L’analisi de les mutacions dels individus sans va ser, igual que en teixit inclos en parafina,
negatiu per a la mutacié L858R. Respecte als pacients detectats wt en teixit, es va
detectar una mostra mutada (2%). Finalment, es van detectar 9 casos mutats de I'analisi
de les 17 mostres d’ADN circulant de pacients mutats L858R. A partir d’aquests resultats
es va calcular la sensibilitat:

9
bilitat = ——
sensibilita T8

s’obté que la sensibilitat de la técnica TagMan per detectar la mutacié L858R de I’ADN
circulant de sang periférica, en percentatge, va ser del 53%.

A continuacié s’avalua I'especificitat. Partint de la Taula 46, es va realitzar el seglient
calcul:

(16 + 48)

especificitat = m

s’obté que I'especificitat de la técnica TagMan per detectar la mutacié L858R de 'ADN
circulant de sang periférica, en percentatge, va ser del 98,5%.

4.6 Validacié clinica de I'analisi de les mutacions d’EGFR de I’ADN
circulant de sang periféerica dels pacients inclosos en I’'SLADB

Es van analitzar les mutacions d’EGFR de la sang periférica extreta abans del tractament
amb erlotinib, dels pacients mutats en teixit inclos en parafina inclosos en I'SLADB. Els
resultats es poden observar en la Taula 50.

Es van detectar mutacions en 97 pacients (59,1%), dels quals 64 eren delecionats de
I'ex6 19 (65,9%) i 33 eren mutats L858R de I'exd 21 (34%). La deteccié de les mutacions
en sang periférica va ser més freqiient en dones (76,3%), pacients no fumadors (67%) i
amb histologia d’adenocarcinoma (81,4%) malgrat que no s’assolis significacio
estadistica. Els pacients no fumadors presentaven un percentatge més elevat de
mutacions que els ex fumadors o els fumadors actius (67% respecte 33%) malgrat no
s’assolis significacié estadistica. En relacié a I'ECOG PS, les mutacions eren més
frequents en pacients amb PS 1.
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Es va avaluar la relacid entre la deteccidé de les mutacions en sang periférica i la resposta
al tractament. Les mutacions detectades en els pacients amb resposta o estabilitzacié de
la malaltia representaven el 66% del total: un 62% dels pacients amb respostes parcials i
un 50% dels pacients amb respostes completes. Dels pacients que van progressar, el
66% eren mutats.

Mutacions de I'ADN circulant de la sang periferica

Detectades No detectades
N=97 N=67 i
Edat 68 (30-88) 72 (22-86) 0,34
Sexe 0,28
home (%) 23 (23,7) 21 (31,3)
dona (%) 74 (76,3) 46 (68,7)
Tabaquisme 0,56
ex fumador (%) 24.(24,7) 15 (22,4)
fumador (%) 8(82) 3(4,5)
no fumador (%) 65 (67,0) 49 (73,1)
ECOG 0,02
0 (%) 15 (16) 19 (28,4)
1 (%) 58 (61,7) 43 (64,2)
>2 (%) 21 (22,3) 5(7,5)
Histologia 0,64
adenocarcinoma (%) 79 (81,4) 53(79,1)
adenocarcinoma broncoalveolar (%) 8(8,2) 9(13,4)
no definit (%) 9(9.3) 4(6)
altres (%) 1(1) 1(1,5)
Resposta 0,68
completa (%) 9(9,8) 9(14,3)
parcial (%) 57 (62) 35 (55,6)
completa + pardial (%) 66 (71,7) 44 (69,8)
estabilitzacio (%) 18 (19,6) 15 (23,8)
progressio (%) 8(87) 4(6,3)
sense dades 5 4

Taula 50. Caracteristiques clinico-patologiques dels 164 pacients inclosos en I'SLADB qué es va analitzar
I’ADN de la sang periférica abans de comencar el tractament. Aquests pacients eren mutats en I'analisi del
teixit inclos en parafina.

Quan s’analitza la supervivéncia, es va comprovar que no hi havia diferéncia significativa
entre detectar o no les mutacions en sang periférica (31 mesos enfront 28 mesos;
P=0,21), malgrat que els pacients que se’ls havien detectat les mutacions presentaven
una lleugera menor supervivencia que els pacients qué no se’ls havia detectat. Per
exons, els pacients delecionats tenien una major supervivéncia que els mutats L858R,
arribant a la significacio estadistica (Fig. 52).
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A B
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Fig. 52. Corba de Kaplan-Meier d’avaluacié de la supervivencia dels 164 pacients mutats qué es va
analitzar EGFR en sang periférica. En A, la supervivéncia dels pacients amb mutacions en I’ADN circulant
era menor que la dels pacients que no se’ls havien detectat. En B, els pacients delecionats assolien una
millor supervivéncia que els mutats L858R de I'exé 21 (31 mesos enfront 18; P=0,01).

En I'avaluacié de la PFS, es va comprovar que els pacients sense mutacié en sang
periférica va ser de 19 mesos respecte als 12 mesos dels que se’ls havia detectat alguna
mutacié (HR 1,63; 95% Cl, 1,05 a 2,55; P=0,03), (Fig. 53A). Per exons, els delecionats
assolien una millor PFS que els mutats L858R (13 mesos respecte a 11 mesos,
respectivament; HR 0,55; 95% Cl, 0,36 a 0,85; P=0,008). Segons el sexe, les dones tenien
una millor PFS que els homes (HR 2,39; 95% Cl, 0,39 a 0,93; P=0,001).
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Fig. 53. Corba de Kaplan-Meier d’avaluacio de la PFS dels 164 pacients mutats que s’analitza la sang
periferica. En A, la PFS dels pacients amb mutacions en ’ADN circulant era menor que la dels pacients qué
no se’ls havien detectat (12 mesos enfront 19 mesos). En B, la PFS era millor per als pacients delecionats
que per als mutats L858R de I'exo 21.
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4.7 Assaig EURTAC

4.7.1 Analisi de les mutacions per les técniques de GeneScan i TagMan

Basant-se en la informacidé obtinguda de I'analisi de les mutacions dels pacients de
I’'SLADB, el Grupo Espafiol de Cancer de Pulmén va impulsar I'assaig EURTAC on els
pacients avancgats mutats d’EGFR es van aleatoritzar per rebre quimioterapia
convencional o erlotinib en primera linia. En el reclutament van participar 42 hospitals
de Franca, Italia i Espanya. Es van analitzar 1227 pacients des del febrer del 2007 fins al
gener del 2011 dels quals 173 eren mutats. La Taula 51 mostra les seves caracteristiques
clinico-patologiques. Tret de dos pacients, la resta sén d’origen caucasic.

Tractament
quimioterapia
erlotinib estandard
N=86 N=87
Sexe, dona 58 (67%) 68 (78%)
Edatenanys
mitjana (DS) 63-44 (10-95) 64-15 (9-3)
mediana (rang) 65 (24-82) 65 (29-82)
Tabaquisme
no fumador 57 (66%) 63 (72%)
exfumador 22 (26%) 12 (14%)
fumador 7 (8%) 12 (14%)
ECOG estat funcional
0 27 (31%) 30 (34%)
1 47 (55%) 45 (52%)
2 12 (14%) 12 (14%)
Histologia
adenocarcinoma 82 (95%) 78 (90%)
adenocarcinoma broncoalveolar 0 2(2%)
carcinoma de cél-lula gran 3(3%) 1(1%)
carcinoma escamos 1(1%) 0
altres 0 6(7%)
Estadi
N3 (no candidat a radio toracica) 1(1%) 0
1y 1(1%) 0
111B (basament pleural maligne) 6(7%) 5(6%)
v 78(91%) 82(94%)
Tipus de mutacié del gen EGFR
delecid de I'ex619 57 (66%) 58 (67%)
mutaci6 L858R de I'ex6 21 29 (34%) 29(33%)

Taula 51. Caracteristiques clinico-patologiques dels 173 pacients mutats de I'estudi EURTAC. En aquesta
taula estan representades les caracteristiques dels pacients de sexe femeni. L’apartat “altres” en les
histologies es refereix a 4 carcinomes indiferenciats, 1 carcinoma pleomorfic i un carcinoma adenoescatos.
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Com es pot observar, el percentatge de dones va ser una mica superior al d’homes i
I'adenocarcinoma va ser la histologia predominant, tant en el grup de pacients que va
rebre erlotinib com el que va ser tractat amb quimioterapia estandard (95% i 90%,
respectivament).

Segons l'estadiatge de la malaltia, predomina I'estadi IV, representat pel 91% dels
pacients tractats amb ITQ i pel 94% dels tractats amb quimioterapia convencional. Els
pacients no fumadors sén també predominants en les dues branques de tractament
(66% i 72%, respectivament).

La mitjana de seguiment dels pacients fins el gener del 2013 va ser de 40,7 mesos (de
10,7 a 29,0 mesos) per al grup tractat amb erlotinib i de 35,5 mesos (de 7,1 a 24,8
mesos) per al grup tractat amb quimioterapia. La mitjana de duracié del tractament amb
ITQ va ser superior a la del tractament amb quimioterapia estandard (8,2 mesos; rang
0,3 a 32,9 mesos; IQR 3,1 a 12,0 mesos per al grup tractat amb erlotinib; 2,8 mesos, rang
0,7 a5,1;1QR 1,0 a 2,6 mesos per al grup tractat amb quimioterapia).

A continuacié, es van analitzar les respostes al tractament comparant erlotinib amb
guimioterapia convencional. En la taula segilient, es poden observar els resultats

obtinguts:
Erlotinib Quimioterapia

Respostes n=86(%) n=87 (%) valorde p
respostacompleta 2(2,3) 0 <0,0001
resposta parcial 48 (55,8) 13 (14,9)
estabilitzacié de la malaltia 18(20,9) 11(12,6)
progressié 6(7,0) 11(12,6)
respostano avaluada 12 (14,0) 19(21,8)

Taula 52. Respostes al tractament (erlotinib o quimioterapia estandard) obtinguts dels 173 pacients
mutats.

Els pacients tractats amb erlotinib tenien una millor resposta ja sigui completa (2,3%)
com parcial (55,8%) respecte als pacients que havien rebut quimioterapia, amb una
significacid estadistica de p<0,0001, al mateix temps que s’assolien més estabilitzacions.
Per una altra banda, es podien observar més progressions en el grup de malalts tractats
amb quimioterapia.

En avaluar la supervivencia (Fig. 54), es va comprovar que no hi havia diferencia
significativa entre les dues branques de tractament, assolint-se els 22,9 mesos (95% Cl,
17,0 a 28,3 mesos) per als pacients tractats amb erlotinib i els 22,1 mesos (95% Cl, 16,5 a
28,4 mesos) per als pacients tractats amb quimioterapia (HR 1,04; 95% Cl, 0,65 a 1,68;
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P=0,87). Aixi doncs, al gener del 2011, un 44% dels pacients tractats amb erlotinib havien
mort mentre que aquesta xifra va ser del 36% pels pacients que havien rebut
guimioterapia estandard.
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Fig. 54. Corba de Kaplan-Meier de I'avaluacié de la supervivéncia dels pacients segons la branca de
tractament. No hi va haver diferencia significativa entre els dos tractaments en relacié a les mutacions
d’EGFR.

L'avaluacié de la PFS segons el tipus de tractament posa de manifest que aquest
parametre va ser superior, amb significacié estadistica, per al grup tractat amb erlotinib
(10,4 mesos; 95% Cl, 8,4 a 12, 9 mesos) en relaci6 amb el grup tractat amb
quimioterapia estandard (5,1 mesos; 95% Cl, 4,5 a 5,8 mesos) (HR 0,33; 95% Cl, 0,23 a
0,49; P <0,0001). Totes aquestes dades queden reflectides en la Fig. 55.
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Fig. 55. Corba de Kaplan-Meier de I'avaluacio de la PFS segons la branca de tractament. En vermell es pot
apreciar que per al grup de pacients tractats amb erlotinib va ser de 9,7 mesos (95% Cl, 8,4 a 12,3) mentre
que per als tractats amb quimioterapia estandard, en blau, va ser de només de 5,2 mesos (95% Cl, 4,5 a
5,8), amb una significacio estadistica de p<0,0001.

La PFS a I'any de tractament va ser del 40% per al grup tractat amb erlotinib (95% Cl, 28
a 52 mesos) mentre que per al grup tractat amb quimioterapia va ser de tan sols el 10%
(95% Cl, 4 a 20 mesos). Als 2 anys va ser del 0% per a aquest darrer grup.

Segons els tipus de mutacié d’EGFR, la PFS dels pacients delecionats va ser d’11 mesos
(95% Cl, 8,8 a 16,4 mesos) en la branca de tractament amb erlotinib respecte als 4,6
mesos (95% Cl, 4,1 a 5,6 mesos) dels tractats amb quimioterapia estandard, amb una
significacié estadistica de p<0,0001. Respecte a la mutacié L858R de I'exd 21, malgrat
gue no hi havia diferéncia significativa (p=0,0539), es va veure una tendéncia a favor
dels pacients tractats amb erlotinib de 8,4 mesos (95% Cl, 5,2 a 10,8 mesos) respecte als
6 mesos dels pacients tractats amb quimioterapia (95% Cl, 4,9 a 6,8 mesos). Aquestes
dades es veuen reflectides en les corbes Kaplan-Meier de les Fig. 56 i Fig. 57.
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Fig. 56. Corba de Kaplan-Meier de I'avaluacio de la PFS respecte a les delecions de 'exé 19. Com es pot
observar en vermell, la mitjana de PFS dels pacients tractats amb erlotinib va ser superior, 11,0 mesos
(95% CI, 8,8 a 10,8) respecte als 4,6 mesos (95% Cl, 4,1 a 5,6), dels tractats amb quimioterapia
estandard,en blau, amb una significaciod estadistica de p<0,0001; HR 0,3 (95% Cl, 0,18 a 0,50).
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Fig. 57. Corba de Kaplan-Meier de I'avaluacio de la PFS respecte a la mutacio de I'exé 21 L858R. Com es
pot observar en vermell, la mitjana de PFS dels pacients tractats amb erlotinib va ser de 8,4 mesos (95% Cl,
5,2 a 10,8) respecte als 6,0 mesos (95% Cl, 4,9 a 6,8), dels tractats amb quimioterapia estandard, en blau.
Malgrat que no arriba a la significacié estadistica, es pot apreciar una tendéncia en favor dels pacients
tractats amb erlotinib; HR 0,55 (95% Cl, 0,29 a 1,02, p=0,0539).

Independentment de I'ECOG PS, els pacients tractats amb erlotinib tenien una millor PFS
gue els pacients tractats amb quimioterapia convencional. Aixi doncs, per als tractats
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amb ITQ amb PS 0O, la PFS va ser de 23,9 mesos (95% Cl, 9,7 a no assolit) respecte als 6
mesos (95% Cl, 4,3 a 8,0 mesos) dels tractats amb quimioterapia, p=0,0006. Per als
pacients amb PS 1, la PFS va ser de 8,8 mesos (95% Cl,7,5 a 10,8 mesos) per als de la
branca ITQ respecte als 5 mesos (95% Cl,4,1 a 5,5 mesos) dels de la branca de
guimioterapia, p<0,0001. Finalment per a PS 2, la PFS va ser de 8,3 mesos (95% Cl, 1,0 a
16,4 mesos) per als pacients tractats amb ITQ respecte als 4,4 mesos (95% Cl, 0,3 a 6,0
mesos) dels pacients tractats amb quimioterapia, p=0,191. La corba de Kaplan-Meier
corresponent al PS O es troba en la seglient figura. Les corbes per a PS 1i PS 2 es troben
adjuntes en I'annex Il (FIG. XXV).

Hazard ratio per als pacients amb PS D
0,26 {95% C1, 0,12-0.59)
Log-rank P= 0,0006
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Fig. 58. Corba de Kaplan-Meier de I'avaluacio de la PFS respecte a 'ECOG PS 0. Com es pot observar en
vermell, la mitjana dels pacients tractats amb erlotinib va ser molt superior, 23,9 mesos (95% Cl, 9,7 a no
assolit) respecte als 6,0 mesos (95% Cl, 4,3 a 8,0) dels tractats amb quimioterapia estandard, en blau, amb
una significacio estadistica de p= 0,0006.

Segons el tabaquisme, la PFS va ser superior per al grup de pacients tractats amb
erlotinib respecte als tractats amb quimioterapia. Aixi, els pacients no fumadors van
assolir una PFS de 9,7 mesos (95% Cl, 8,3 a 15,5 mesos) respecte als 5,1 mesos (95% Cl,
4,4 a 5,6 mesos); per als fumadors la PFS va ser de 8,7 mesos (95% Cl, 5,7 a 15,8 mesos)
respecte als 4,2 mesos (95% Cl, 1,0 a 15,4 mesos) i per als ex fumadors va ser de 10,7
mesos (95% Cl, 2,7 a 13,8 mesos) respecte als 8,0 mesos (95% Cl, 1,2 a no assolit),
respectivament.
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4.7.2 Validacio clinica de I’analisi de la mutacio T790M de I’ex6 20

Es va analitzar la mutacié T790M de I'exd 20 del teixit inclos en parafina, abans de
comengar el tractament, de 95 pacients dels 173 inclosos en 'EURTAC. La mutacié es va
detectar en 62 pacients (65,2%), dels quals 34 pertanyien a la branca de tractament amb
erlotinib (68%). La resta de pacients mutats van ser tractats amb quimioterapia
convencional. Les caracteristiques clinico-patologiques es troben en la seglient taula:

Erlotinib Quimioterapia p
N=50 (%) N=45 (%)

Sexe 0,111
dona 34 (680) 37 (82,22)
home 16 (32,0) 8 (17,78)

Edat 0,948
<65 23 (46,0) 21 (46,67)

265 27 (54,0) 24 (533)

Tabaquisme 0,312
no fumador 32 (64,0) 32 (71,1)
ex fumador 15 (30,0) 8 (17,78)
fumador 3 (6,0) 5(11,11)

ECOG PS 0,726
0 15 (30,0) 16 (35,56)

1 27 (54,0) 24 (5333)
2 8 (16,0) 5 (11,11)

Histologia 0,019
adenocarcinoma 47 (94,0) 40 (88,89)
broncoalveolar 0 1(2,22)
carcinoma decel-lula gran 2 (4,0) 0
carcinoma escamds 1 (2,0) 0
altres 0 4 (8,89)

Estadiatge 0,438
1IB (amb vessament pleural) 5 (10,0) 2 (4,44)

1\ 44 (88,0) 43 (95,56)
desconegut 1 (2,0) 0

Tipus de mutacié del gen EGFR 0,764
delecid exé 19 33 (66,0) 31 (68,89)
mutacié exé 21 17 (34)0) 14 (31,11)

Mutacié T790M 0,555
detectada 34 (68,0) 28 (62,22)
no detectada 16 (32,0) 17 (37,78)

Resposta al tractament <0,0001
completa 1(2,0) 0
parcial 27 (540) 5(11,11)
estabilitzacié de la malaltia 12 (24,0) 22 (48,89)
progressid 6 (12,0) 8 (17,78)
sense dades 4 (8,0) 10 (22,22)

Taula 53. Caracteristiques clinico-patologiques dels 95 pacients inclosos en 'EURTAC qué es va analitzar la
mutacio T790M. Els pacients estan dividits segons la branca de tractament.
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La mitjana de seguiment dels pacients tractats amb erlotinib va ser de 39,4 mesos (95%
Cl, 30,5 a 42,8 mesos) i de 37,9 mesos per als pacients de la branca de tractament amb
guimioterapia (95% Cl, 29,6 a 40,5 mesos).

Com es pot observar, hi havia més pacients de sexe femeni (75%), no fumador (67,3%) i
d’histologia d’adenocarcinoma (91,5%). La majoria eren d’estadi IV (91,5%) i 'ECOG PS O
i 1 representava el 86% dels pacients analitzats. Per exons, aproximadament el 63,5%
eren delecionats de I'exé 19. El nombre de pacients mutats en una i altra branca va ser
molt semblant (66% delecionats i 34% mutats L858R en la branca d’erlotinib respecte al
69% de delecionats i 31% de mutats L585R de la branca de quimioterapia).

Els pacients tractats amb erlotinib van assolir una resposta del 56%, molt superior a
I’11% aconseguit pels pacients de la branca de quimioterapia convencional (p<0,0001).
Aixi, les respostes completes i parcials aconseguides en el grup d’erlotinib van ser del
29,4% mentre que només eren del 5% amb el tractament amb quimioterapia. Malgrat
tot, la branca de tractament convencional assoli quasi el doble d’estabilitzacions de la
malaltia (23%) comparat amb els pacients tractats amb 1ITQ (12%). En referéncia a les
progressions, en ambdues branques es van observar uns resultats semblants (6% i 8%
erlotinib i quimioterapia, respectivament).

En la seglient taula hi ha els resultats de les respostes al tractament segons la presencia
o abséncia de la mutacio T790M.

Tractament
Erlatinib Quimioterapia Total
T790M present TT20M absent TTe0M present T7900 absent
Respostes M % M % M o M % N %
completa 0 1 £.25 o 0.00 0 0.00 1 1.05
parcial 16 47 .06 11 BE.75 d 14.29 1 5.88 32 33.68
estabilitzacid 10 19.41 2 12,50 15 53.57 7 41.18 34 35,79
progressic 4 11.76 2 12.50 4 1429 4 2353 14 14.74
sense dades 4 11.76 . . 5 17.86 5 29.41 14 14.74

Taula 54. Respostes al tractament segons la preséncia o abséencia de la mutacié T790M, dels 95 pacients
analitzats.

Els pacients sense mutacio de la branca d’erlotinib assolien més respostes (75% incloent
una resposta completa) que els pacients de la mateixa branca amb la mutacié (47%).
Respecte als no mutats, les progressions i estabilitzacions eren més freqlients. Per una
altra banda, els pacients mutats de la branca de quimioterapia convencional assolien
més respostes (14%) que entre els no mutats amb el mateix tractament (6%).
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Es va analitzar la supervivéncia dels pacients per branques de tractament. En la seglient
figura es pot veure la corba de Kaplan-Meier de la branca de tractament amb erlotinib
segons la presencia o I'abséncia de la mutacié T790M.

Hazard ratio per als pacients mutats T790M tractats amb erlotinib
1,750(95% Cl 0.788,3.887)
Log-rank P=0,1632

Probabilitat de Supervivéncia
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T790M present 34 27 24 20 15 9 7 3 1 0 0 0
T790M absent 16 15 14 10 10 5 2 1 0 0 0 0

Fig. 59. Corba de Kaplan-Meier de la supervivéncia dels pacients de la branca de tractament amb erlotinib.
Com es pot apreciar no hi havia diferéncia significativa entre detectar o no la mutacio T790M

No es va assolir la significacié estadistica malgrat que els pacients qué no se’ls havia
detectat la mutacié T790M tenien tendéncia a una millor supervivéncia, 32,5 mesos
(95% Cl, 14,6 a no assolit) respecte als pacients amb mutacié, 22,9 mesos (95% Cl, 13,7 a
28,3 mesos) P=0,1692.

La corba Kaplan-Meier de la branca de tractament amb quimioterapia convencional es
pot veure en la Fig. 60. Tampoc es va assolir la significacié estadistica malgrat que els
pacients que se’ls havia detectat la mutacid T790M tenien tendéncia a una lleugera
millor supervivencia, 28,5 mesos (95% Cl, 15,5 a 40,1 mesos) respecte als pacients sense
mutacio de 23,5 mesos (95% Cl, 1,6 a 30,0 mesos) P=0,1581.
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Fig. 60. Corba de Kaplan-Meier de la supervivencia dels pacients de la branca de tractament amb
quimioterapia convencional. Com es pot apreciar no hi havia diferéncia significativa entre detectar o no la
mutacio T790M.

L'avaluacié de la PFS es pot veure en la corba de Kaplan-Meier de la Fig. 61. Els 95
pacients estan dividits per branca de tractament i per preséncia o abséncia de la mutacié
T790M. Els pacients tractats amb ITQ sense mutacié assolien una millor PFS (15,8 mesos,
95% Cl, 8,8 a no assolit) que els que tenien la mutacié T790M (9,7 mesos, 95% Cl, 6,9 a
12,9 mesos) P=0,0223. Per als pacients de la branca de quimioterapia convencional no hi
va haver significacié estadistica entre detectar-se o no la mutacié T790M. En ambdds
casos les PFS van ser molt similars, 6 mesos (95% Cl, 4,1 a 7,7 mesos) i 5,1 mesos (95% Cl,
1,1 a 6,7 mesos), respectivament, P=0,2504.

Comparant les HR entre els quatre grups es va confirmar que la preséncia o abséncia de
la mutacié T790M no influia en la PFS dels pacients tractats amb quimioterapia
estandard (HR G3 vs G4: 0,616 (0,302, 1,254)). Per una altra banda, per al grup de
pacients tractats amb erlotinib queé se’ls havia detectat la mutacié T790M tenien una PFS
millor que els tractats amb quimioterapia sense la mutacié (HR G1 vs G4: 0,293 (0,145,
0,589)).
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Fig. 61. Corba de Kaplan-Meier d’avaluacio de la PFS on els pacients s’han estratificat segons la branca de
tractament i absencia o presencia de la mutacio T790M. Les HR dels quatre grups comparats entre ells es
poden veure en la part superior del grdfic.

4.7.3 Analisi de les mutacions d’EGFR de I’ADN circulant de sang
periférica

Es van analitzar les mutacions d’EGFR de I'ADN circulant de la sang periférica de 106
pacients dels 173 inclosos en I'EURTAC, abans de comencar el tractament. Amb les
dades obtingudes es va avaluar la resposta, la supervivéncia i la PFS (Taula 55).

Es van detectar les mutacions en 59 pacients (55,66%) dels quals 35 eren delecionats de
I'exd 19 (59,32%) i 24 eren mutats L858R (40,67%). No hi va haver diferéncies de
deteccié de les mutacions entre branques de tractament (50,85% i 49,15%, erlotinib i
guimioterapia, respectivament). Malgrat que les caracteristiques que aglutinaven més
pacients amb mutacions eren sexe femeni (64,4%) i no fumador (72,8%), no s’assoli la
significacidé estadistica respecte al global de tots els pacients analitzats (p=0,38 i p=0,21,
respectivament). Com es pot apreciar, les caracteristiques d’ambdds grups eren
semblants tot i que semblava que les mutacions en sang periférica es detectaven més
freqglientment en pacients amb PS 1 (63% respecte el 45% dels pacients sense
mutacions) malgrat no assolir la significacio estadistica (p=0,17).

165



4- RESULTATS

Amb mutacions enla Sense mutacions en la

sang periferica sang periféerica P
N=59 (%) N=47 (%)

Tractament 0,98
erlotinib 30 (50,85) 24 (51,06)
quimioterapia 29 (49,15) 23 (48,94)

Sexe 0,38
dona 38 (64,41) 34 (72,34)
home 21 (35,59) 13 (27,66)

Edat 0,95
<65 28 (47,46) 22 (46,81)

265 31(52,54) 25 (53,19)

Tabaquisme
no fumador 43 (72,88) 35(74,47) 0,21
ex fumador 13 (22,03) 6(12,77)
fumador 3(5,08) 6(12,77)

ECOG PS

0 15 (25,42) 19 (40,43) 0,17
1 37 (62,71) 21 (44,68)
2 7(11,86) 7 (14,89)
Mutacid en sang
del 19 35 (59,32) —_—
L858R 24 (40,68) —_—

Taula 55. Caracteristiques clinico-patologiques dels 106 pacients de I'EURTAC segons la preséncia o
abseéncia de les mutacions en I'’ADN circulant de la sang periferica.

En general amb el tractament amb erlotinib s’assolien més respostes que amb
guimioterapia estandard, que presentava més estabilizacions, independentment de la
preséncia o abséncia de les mutacions en sang periférica (65,1% respecte al 17,31%;
p<0,001). Es van assolir respostes completes entre els pacients de la branca d’erlotinib
sense mutacions, malgrat no assolir-se la significacié estadistica. Els pacients mutats en
sang periferica presentaven més progressions de la malaltia, independentment de la
branca de tractament (88,8%).
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TRACTAMENT N=106

Erlotinib N=54 Quimioterapia N=52

amb mutacionsen sense mutacionsen amb mutacionsen sense mutacions en
sang N=30 (%) sang N=24 (%) sang N=29 (%) sang N=23 (%)

Resposta
completa 3(12,5)
parcial 19(63,33) 13 (54,17) 5(17,24) 4(17,39)
estabilitzacio 5(16,67) 6(25,0) 13 (44,83) 13 (56,52)
progressié 3(10,0) 5(17,24) 1(4,35)
sense dada 3(10,0) 2(8,33) 6(20,69) 5(21,74)

Taula 56. Respostes al tractament segons la preséncia o abséncia de les mutacions en sang periferica. Es
pot observar que amb el tractament amb ITQ s’assolien més respostes que amb quimioterapia. Les millors
respostes es van assolir entre els pacients que no se’ls havien detectat les mutacions en sang periférica.

En I'avaluacié de la supervivencia, la diferéncia era significativa entre els pacients qué no
se’ls detectaven les mutacions (25,8 mesos; 95% Cl, 17,7 a 36,2 mesos) respecte als que
se’ls havien detectat (17,9 mesos; 95% Cl, 14,3 a 23,5 mesos); p=0,03 (Fig. 62).

Supervivencia segons la deteccié de les mutacions en sang periféerica
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Fig. 62. Corba de Kaplan-Meier d’avaluacio de la supervivéncia segons la deteccié o no de mutacions
d’EGFR en sang periférica. Com es pot observar, aquesta diferéncia era estadisticament significativa.

Per exons, s’observa que els pacients amb delecions detectades en sang periferica
assolien una millor supervivéncia que els pacients mutats L858R malgrat que els pacients
sense mutacions assolien una supervivéncia millor (21,3 mesos; 95% Cl, 14,6 a 34,4; 14,8
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mesos; 95% Cl, 7,1 a 21,9 i 25,8 mesos; 95% Cl, 17,7 a 36,2, respectivament). Aixi doncs,
independentment de la branca de tractament assignada, els pacients que se’ls havien
detectat les mutacions en sang periférica assolien una menor supervivéncia,

especialment els pacients mutats L858R que eren els que presentaven una supervivencia
menor (HR 2,33; P=0,01).

Supervivencia segons el tipus de mutacié en sang periféerica

1.00 HR de no detectar les mutacions ;
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Logrank p< 0,001

0.75 |
-
©
= N
o)
© 0.50-
Qa
[¢)
j .
o no mutats

- = = i
0.25 |
""" mutatsL858R  delecionats b
14,8 21,3 25,8 \
0.00 T | I e S e p— — T T L T T T T T T 7T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 7
. mesos

N2 de risc

delecionats 35 31 28 27 26 23 20 17 16 15 14 12 10 8 6 4 4 3 2 0 0 0 0 O 0 0 Q
mutatsL858R 24 21 20 15 14 12 9 8 5 4 3 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0O 0 O O 0 O 0O
nomutats 47 45 43 40 37 35 30 27 26 22 21 20 17 14 11 11 109 6 6 5 2 1 1 1 1 0

Fig. 63. Corba de Kaplan-Meier d’avaluacio de la supervivéncia segons detectar o no les mutacions en sang
periferica i el tipus de mutacio detectada. Com es pot apreciar, els pacients que no se’ls havia detectat cap
mutacié assolien una millor supervivéncia que els que se’ls havia detectat. Els pacients amb mutacions
L858R detectades assolien una pitjor supervivéncia (HR 2,25; P=0,006).

En I'avaluacid de la PFS, hi havia una diferéncia significativa entre els pacients amb
mutacions en sang periférica (6,8 mesos, 95% Cl, 5,1 a 8,3 mesos) respecte als que no
se’ls havien detectat (9 mesos, 95% Cl, 6,7 a 13,2 mesos, P=0,01) (Fig. 64).

Tot i aixi, aquesta diferéncia desapareixia quan s’avaluava la PFS respecte a la branca de
tractament (Fig. 65). Els pacients tractats amb erlotinib amb mutacions en sang
periférica assolien una PFS de 10,7 mesos (95% Cl, 6,5 a 14,7 mesos) respecte als 12,9
mesos (95% Cl, 8,7 a 24,0 mesos) dels pacients sense mutacions (p=0,07).
Paral-lelament, els pacients tractats amb quimioterapia convencional amb mutacions i
sense mutacions assolien una PFS semblant (5,1 mesos, 95% Cl, 3,2 a 6,8 mesos i 6
mesos 95% Cl, 4,9 a 7,7 mesos, respectivament; P=0,06).
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PFS segons la deteccid de les mutacions en sang periféerica
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Fig. 64. Corba de Kaplan-Meier d’avaluacié de la PFS segons la deteccié o no de mutacions en sang
periferica. La diferéncia entre els pacients amb mutacions respecte als no mutats va ser estadisticament
significativa (6,8 mesos enfront 9,0 mesos, respectivament).

Només s’assoli la significacio estadistica en el grup de pacients tractats amb erlotinib
guan s’analitzava la PFS per exons. Aixi, els delecionats presentaven una PFS de 15,5
mesos (95% Cl, 6,8 a 17,3 mesos) mentre que els mutats L858R només era de 6,9 mesos
(95% Cl, 1,3 a 10,8 mesos); P=0,002 (Fig. 65).
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Fig. 65. Corba de Kaplan-Meier d’avaluacio de la PFS per a la branca de tractament amb erlotinib. La
diferéncia entre els pacients amb mutacio detectada i no detectada en sang periférica no va ser
significativa (p=0,07). Si s’avaluava la PFS per exons es podia observar que els pacients sense mutacions
assolien millor PFS seguits pels pacients delecionats i mutats L858R.

La corba de Kaplan-Meier corresponent a la branca de tractament amb quimioterapia
convencional segons la deteccid o no de les mutacions en sang periférica es troba en
I'annex Il (FIG XXVII).
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5.1 Validacio analitica de la técnica de seqiienciacio Sanger

Des que I'any 1975 I'equip de Carpenter va descriure per primer cop la interaccié d’EGF
amb un receptor de membrana (CARPENTER et al. 1975), el gen EGFR ha estat relacionat
amb multitud de processos cel-lulars com ara la proliferacié, migracié, adhesid i
diferenciacié. Al mateix temps la seva desregulacid, ja sigui per amplificacio o per
alteracions genétiques com mutacions o delecions s’ha relacionat, directament, amb
I'aparicié de neoplasies. Una de les primeres alteracions en ser estudiada va ser la
delecié del domini extracel-lular d’EGFR que comporta I'aparicio de la proteina truncada
EGFRvIII, molt usual en tumors cerebrals.

L’any 2004 tres grups de recerca van descriure simultaniament unes alteracions en el
domini tirosina quinasa que activaven constitutivament el receptor i el feien sensible a la
seva inhibicié amb ITQ. S’han descrit moltes mutacions en els 28 exons del gen pero el
90% de les que confereixen sensibilitat a aquest tractament sén les delecions de I'ex6
19, de diversa longitud, i les mutacions puntuals de I'exé 21 (Keam et al. 2013; LYNCH et
al. 2004; Paez et al. 2004; Pao et al. 2004). Com que la resta de mutacions tenen un
percentatge forga inferior i la seva influencia respecte al tractament és incerta, només
s’han analitzat aquests dos exons.

Historicament, el metode estandard per analitzar mutacions ha estat la seqlienciacié
directa de ’ADN pel metode Sanger que ha permes, entre d’altres fites, I'obtencié del
codi genétic huma. Amb aquest sistema no només es detecten les alteracions en
posicions conegudes sind que també permet identificar-ne de noves. Per tant, es va
posar a punt aquest metode per detectar les delecions de I'exd 19 i la mutacié L858R de
I'exd 21.

Es van optimitzar les amplificacions per PCR d’aquests exons amb limfocits i linies
cel-lulars mutades. Malgrat que hi ha treballs que presenten casos clinics de cancer de
pulmé on descriuen I'existéncia de mutacions germinals d’EGFR en families amb alta
incidéncia neoplasica (CENTENO et al. 2011; IKepA et al. 2008) les mutacions activadores
de I'exd 19 i 21 es consideren somatiques (KosAKA et al. 2004; LYNCH et al. 2004; PAEz et
al. 2004; SHIGEMATSU et al. 2005). Per tant, es va utilitzar el limfocit com control wt
(DUFORT et al. 2011).

Les linies cel-lulars mutades utilitzades com control positiu van ser la PC9 delecionada de
15pb en I'exd 19 (ARAO et al. 2004), descrita com una de les més sensibles al tractament
amb gefitinib (ONo et al. 2004) i ’'H1975, doblement mutada en la posicié L858R de I'exd
21 i la posicié T790M de I'exd 20. La mutaciéo L858R d’aquesta linia cel-lular la va
caracteritzar el grup de Sordella quan comparaven I'activitat de diverses linies cel-lulars
mutades respecte a l'activacié de les vies anti-apoptotiques (SORDELLA et al. 2004),
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mentre que la mutaci6 T790M va ser descoberta per I'equip de Pao en I'analisi
mutacional de diverses linies cel-lulars (PAo et al. 2005). En ambdds casos, es van
confirmar les alteracions pertinents per seqlienciacié Sanger.

L'optimitzacié de les amplificacions es va basar en el control de [Iastringencia
(concentracié de MgCl,i temperatura d’annealing) i el nombre de cicles d’amplificacio.
Per experiencia previa en l'amplificacié d’altres gens, es va considerar que les
concentracions de treball dels altres components de la PCR (encebadors, dNTP i
polimerasa) eren adequades. Una concentracié massa baixa de MgCl, impedeix I'activitat
de l'enzim polimerasa, mentre que un excés comporta l'aparicié6 de fragments
inespecifics. Per una altra banda, la temperatura d’annealing, que és especifica per a
cada parella d’encebadors i que ve determinada pel seu contingut de C (citosina) i G
(guanina), es pot determinar en el moment del seu disseny restringint tant la zona del
gen on s’hibriden com la seva longitud. En el procés de PCR, una temperatura
d’annealing massa baixa afavoreix la unié inespecifica dels encebadors a ’ADN, mentre
gue una de massa elevada provoca una unié parcial dels encebadors de manera que la
polimerasa no pot iniciar 'amplificacié (KRAMER and COeN 2001).

Tant la mida del fragment d’ADN que es vol amplificar com la seva integritat son cabdals
per aconseguir una amplificacié optima: com que la fixaci6 amb formaldehid malmet la
integritat de I’ADN, un amplicé massa llarg complica I'obtencié d’amplificat suficient per
sequenciar-lo adequadament (GOLENBERG et al. 1996; GREER et al. 1991). A més, durant el
procés de seqlienciacid hi ha pérdua de lectura d’un fragment d’ADN d’aproximadament
20-30pb abans de la lectura de la seqliéncia sencera. Tenint en compte aquest fet, un
amplicd massa petit pot comportar la pérdua de la zona on es troba la mutacid. Es van
dissenyar encebadors que amplificaven menys de 350pb, on les alteracions quedaven en
una posicié central dins I'amplicd i amb una temperatura d’annealing al voltant dels
60°C (I'esquema dels exons amb tots els encebadors utilitzats en les PCR sén en I'annex

l).

Paral-lelament, ha d’haver un equilibri entre el nombre de cicles de la PCR i la quantitat
d’ADN que s’amplifica: un nombre massa petit de cicles implica poca amplificacié
mentre que un nombre superior a 40 cicles comporta |'aparicio de productes intermedis
inespecifics, en detriment de I'amplificacié del fragment correcte (INNIS 1990). En aquest
cas, es va realitzar una primera PCR de pocs cicles (20 i 25 per a mostres amb poca
cel-lularitat tumoral) seguida d’'una nested PCR per tal d’augmentar els cicles
d’amplificacié totals (35-40 cicles) sense saturar la reaccié.

Hi ha dos factors que van influir en gran manera en el procés d’optimitzacié de les PCR:
per una banda, la microdisseccid laser de les mostres i per una altra, la quantitat tumoral
del teixit inclos en parafina. La microdisseccio laser permet seleccionar només les zones
tumorals d’una mostra heterogénia on hi ha d’altres components, com ara limfocits,
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cél-lules inflamatories, estroma, etc. que poden emmascarar els resultats de posteriors
analisis (WILD et al. 2000). En mostres amb poca cel-lularitat tumoral, la microdisseccioé
permet enriquir el tipus cel-lular d’estudi sense contaminacié per manipulacié (EMMERT-
Buck et al. 1996). Per exemple, hi ha treballs on s’han pogut realitzar diverses analisis de
la microdissecci6 de menys de 150 cel-lules tumorals de mostres citologiques
(CHOWDHURI et al. 2012; MOLINA-VILA et al. 2008). Malgrat que hi ha altres métodes per
seleccionar aquestes ceél-lules neoplasiques, la microdisseccid laser permet, en tot
moment i mitjantgant un microscopi, la seleccid visual de les zones escollides (ESPINA et
al. 2007).

La fidelitat de I'enzim polimerasa és cabdal per evitar errors en les copies d’ADN que es
generen durant I'amplificacié i que poden conduir a resultats erronis en el procés de
seqlienciacid. La taxa d’error d’aquest enzim, altament relacionada amb factors de la
PCR com la concentracié de MgCl,, dNTP, pH, temperatura, etc. és al voltant de 10%a
107 per nucleotid (NoLLAU and WAGENER 1997). Per optimitzar I'amplificacié del gen EGFR
es van provar, a part de I'Ecotaq polimerasa, dos enzims del tipus hotstart, recomanats
en la bibliografia per amplificar petites quantitats d’ADN. Aquest tipus de polimerases
estan especialment dissenyades per activar-se a temperatures superiors als 90°C,
minimitzant el risc d’amplificar regions erronies quan els encebadors s’'uneixen a I’ADN a
temperatures suboptimes a la d’annealing. Comparant tant I'eficiéncia d’amplificacid
com la fidelitat de replicacid, els resultats de les seqiiéncies obtingudes amb els tres
enzims van ser identics. Com que les mutacions d’EGFR es troben en posicions molt
concretes (anomenades hotspots), es va pensar en utilitzar I'Ecotaq, ja usada
anteriorment per amplificar altres gens, malgrat que no sigui del tipus hotstart.

Els productes de PCR amplificats requereixen una purificacié dels components
remanents que no s’han utilitzat durant I'amplificacié i que poden interferir en la reaccié
de seqgiiéncia. Malgrat que hi ha diverses estratégies per remoure aquests components
sobrants (purificacid per columnes, utilitzacié de particules magnetiques, precipitacio
per polietilenglicol o etanol, etc.), les caracteristiques dels amplicons generats,
impliquen que el métode més indicat sigui el basat en la digestié enzimatica conjunta de
I’exonucleasa | i la shrimp alcaline. Mentre el primer enzim digereix els encebadors que
no s’han hibridat en I'amplificacid, el segon enzim elimina els dNTP que no s’han
incorporat en la reaccié de PCR, respectant les copies més curtes d’ADN.
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5.2 Validacio clinica de la técnica de seqiienciacié Sanger

Els dos treballs realitzats I'any 2004 es van basar en I'analisi de les mutacions d’EGFR per
sequenciacio Sanger de dues poblacions independents de pacients avangats de CPCNP
tractats amb gefitinib després de la progressié al tractament amb quimioterapia.
Diversos estudis han reportat que la poblacié asiatica té un percentatge superior de
mutacions d’EGFR (HAN et al. 2005; Mitsubomi et al. 2005; SHIGEMATSU et al. 2005). En
I’estudi PIONEER, el grup de Shi analitza les mutacions de 1.482 pacients de diferents
zones d’Asia (Xina continental, Hong Kong, india, Filipines, Taiwan, Tailandia i Vietnam)
demostrant que, mentre que el percentatge de la poblacié de I'est asiatic es situa al
voltant del 50%, aquest cau als nivells descrits per a la poblacié caucasica (PAEz et al.
2004; PAo et al. 2004; SHIGEMATSU et al. 2005) en els pacients de I'india (del 22%) (SHI et
al. 2014). Per comprovar aquest fet, en el primer estudi es van anaitzar les mutacions
d’un grup de pacients on la meitat eren d’origen asiatic. A continuacid, s’analitzaren 83
pacients integrament caucasics i es van comparar els resultats dels dos estudis,
comprovant que els resultats de la sequenciacid Sanger i la relacié de la freqliencia de
les mutacions amb les caracteristiques clinico-patologiques dels pacients eren
comparables amb els descrits en la literatura.

Com es pot observar en les Taula 18, el percentatge de mutacions del primer treball és el
doble del percentatge de pacients mutats detectats en el segon. Aquesta diferéncia
entre poblacions ha estat estudiada per I'equip de Shigematsu i va comprovar que
aquest percentatge més elevat en la poblacié asiatica depenia més de caracteristiques
etniques que de factors ambientals (SHIGEMATSU et al. 2005). Els resultats obtinguts,
doncs, concorden amb els descrits en la bibliografia.

S’observa que les mutacions eren més freglients en pacients de sexe femeni (per sobre
del 60% en ambdds casos), amb histologia d’adenocarcinoma i no fumadors (també per
sobre del 60% en ambdds casos) tal com descriuen altres treballs (MARCHETTI et al. 2005;
SEQuIST et al. 2006; SHI et al. 2014; SHIGEMATSU and GAzDAR 2006). Aquestes
caracteristiques coincideixen amb les que s’havien descrit per aquells malalts que
responien als ITQ en estudis amb pacients no seleccionats per les mutacions d’EGFR,
guan encara no es coneixia la relacio entre les mutacions del domini TQ i la sensibilitat al
farmac (Kim et al. 2005; KRis et al. 2003; PAEz et al. 2004; THATCHER et al. 2005).

Per exons, la freqliéncia de les delecions de I'exd 19 va ser superior a la de la mutacié
L858R de I'exd 21. Aixi com les dades obtingudes de I'analisi dels 67 pacients de
diferents procedeéncies s’ajusten als resultats que es troben en la literatura (al voltant
del 60% per a les delecions de I'exé 19 enfront el 40% per a les mutacions de I'exé 21)
(MARCHETTI et al. 2005; Pao et al. 2004; RIELY et al. 2006), I'estudi dels 83 pacients
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caucasics presenta frequéncies més descompensades. Aixd es pot explicar pel baix
percentatge de pacients mutats trobats en aquesta poblacio.

Respecte a les respostes assolides pels pacients mutats d’EGFR, es pot veure que sén
similars als descrits en la bibliografia (INOUE et al. 2006; MiTsubomi et al. 2005; PAo et al.
2004; TAKANO et al. 2005; YOSHIDA et al. 2007). A més, els pacients wt tractats amb
inhibidors d’EGFR presentaven més progressions en comparacid amb els pacients
mutats. Aix0 concorda amb els resultats publicats de diferents assajos en que
s’administrava un ITQ en primera linia en pacients no seleccionats (aproximadament el
85% dels pacients eren wt), on els wt no es beneficiaven del tractament (GATZEMEIER et
al. 2007; GIACCONE et al. 2004; HEeRrBsT et al. 2004; HerBST et al. 2005; Mok et al. 2009).
Corroborant aquest fet, I'estudi TAILOR (TArceva lItalian Lung Optimization tRial)
demostra que en segona linia, el tractament amb docetaxel és millor, respecte a la
supervivencia i la PFS, que el tractament amb erlotinib (HR 0,73; 95% Cl, 0,53 a 1,00;
p=0,05i HR 0,71; 95% Cl, 0,53 a 0,95; p=0,02, respectivament) (GARASSINO et al. 2013). De
totes maneres, |'estudi TITAN (Tarceva In Treatment of Advanced NSCLC) que tenia com
a objectiu principal I'avaluacié de la supervivencia, descriu la no diferencia entre els
pacients tractats en segona linia amb docetaxel o pemetrexed i els tractats amb erlotinib
(HR 0,96; 95% Cl, 0,78 a 1,19; p=0,73) (CIULEANU et al. 2012).

El fet que hi hagi pacients que responen al tractament amb gefitinib sense mutacions
d’EGFR també s’ha reportat en d’altres treballs, amb percentatges de resposta forca
inferiors. Per exemple, el tractament amb erlotinib aconsegueix respostes d’entre el 9% i
el 3% (JANNE et al. 2012; YOsHIOKA et al. 2010; GARASSINO et al. 2013) mentre que amb
gefitinib s’assoleix un 1% (GARASSINO et al. 2013; Mok et al. 2009).

Malgrat que els resultats obtinguts concorden amb els descrits en la bibliografia, hi ha
treballs que esmenten que la sensibilitat de la técnica de seqlienciacié Sanger no és
suficient per detectar les mutacions i que per tant, hi ha pacients mutats que s’han
considerat wt. (LYNCH et al. 2004; PAo et al. 2004; TAKANO et al. 2007). Per solucionar
aquest fet, es van optimitzar altres metodes de detecciéd més sensibles.

5.3 Validacio analitica de les téecniques de GeneScan i TagMan

Com ja s’ha exposat en la introduccié, la recerca d’'un nou metode per detectar les
mutacions d’EGFR comporta, o bé optar per un metode amb quée s’obtinguin totes les
alteracions existents en el gen, o bé optimitzar un metode dirigit de deteccid
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d’alteracions en llocs coneguts, sense fer un cribatge exhaustiu. Els avantatges i
inconvenients d’aquests dos tipus d’estratégies es troben en la seglient taula:

Mentre que els metodes de cribatge permeten obtenir informacié de totes les
alteracions presents en el gen, la seva sensibilitat és menor que les técniques de
deteccio d’alteracions en posicions conegudes. La seqlienciacié Sanger, que pertany al
primer grup, té una sensibilitat al voltant del 20%-30%. Aixd comporta que no detecta
les mutacions presents en freqiiencies inferiors al seu limit de deteccié (QUERINGS et al.
2011). Aquest, juntament amb el risc de contaminacid en els passos intermedis
d’amplificacié i seqlienciacid i a la durada de tot el procés, fa que en molts casos s’hagin
desenvolupat altres metodes d’analisi més sensibles i rapids.

Metode de cribatge exhaustiu

Meétode de deteccié d'alteracions en posicions conegudes

Avantatges

Inconvenients

Es detectentotes les alteracions existents

Laseqlienciacié directa es considera el métode estandard
amb resultats ampliament contrastats

La sensibilitat acostuma a ser inferior degut a l'amplitud del
cribatge

Normalmentrequereixd'enriquiment de la mostra
mitjangant la microdisseccio

Acostuma a ser un metode méslent que els metodes dirigits

Normalment més eficient i rapid

Lasensibilitat (limit de deteccid) acostuma a ser superiorala
de lasequenciacio

Alteracions nodescrites o no dissenyades peraquest assaig
queden fora de la deteccid

Alguns cops elsreactius poden sermés cars que elsde
seqlienciacié

Normalments'han d'acabar contrastant els resultats amb la
seqlienciacié

Taula 57. Comparacio de les caracteristiques principals dels métodes de cribatge o basats en posicions
conegudes de deteccio d’alteracions genéetiques.

Tenint en compte, com ja s’ha explicat anteriorment, que les mutacions que confereixen
sensibilitat als ITQ representen el 90% del total de les mutacions descrites i que es
troben en hotspots, es van utilitzar uns métodes d’analisi de posicions conegudes per
detectar les delecions de I'exd 19 i les mutacions L858R de I'exd 21 i T790M de I'ex6 20:
I’analisi de fragments (GeneScan) i la discriminacio al-lélica (TagMan), respectivament.

5.3.1 Optimitzacio de les tecniques de GeneScan i TagMan en mostres de
teixit inclos en parafina

En la bibliografia es descriuen diversos métodes per analitzar les delecions de I'exé 19.
Per exemple, hi ha autors que utilitzen la IHQ per identificar-les sense utilitzar tecniques
de biologia molecular (BReVET et al. 2010; KaTo et al. 2010; Kozu et al. 2011). Tal com s’ha
comentat anteriorment, I'especificitat de les sondes i la interpretacié dels resultats son
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uns dels problemes d’aquest tipus de técnica. Per una altra banda, hi ha treballs basats
en metodes d’analisi dels canvis de conformacié provocats per mutacions o delecions en
el gen (MARCHETTI et al. 2005) o bé per la digestié amb un enzim de restriccié de I’ADN wt
per tal d’enriquir la quantitat d’al-lels delecionats (AsAaNO et al. 2006). La tecnica de
GeneScan és molt utilitzada per analitzar microsatel-lits (YAMADA et al. 2010) i
reorganitzacions geniques (AssSAF et al. 2000). A més, ofereix la suficient sensibilitat com
per discriminar dos fragments d’ADN que difereixen d’una sola base.

Per una altra banda, hi ha molts metodes per detectar mutacions puntuals. Per exemple,
i com ja s’ha comentat en la introduccié, aquestes alteracions poden crear dianes de
restriccid que s’utilitzen per digerir TADN amb un enzim, previament a la PCR. Si hi ha la
mutacio es produeix la digestid i es generen fragments d’ADN, durant I'amplificacid, de
mida més curta que el wt que no s’ha digerit (INuKkal et al. 2006; Pao et al. 2005). Els
enzims de restriccid també es poden aplicar abans de I'analisi per la técnica d’"HPLC
(JANNE et al. 2006). Aquesta estratégia, que és compatible amb I"GUs d’encebadors
fluorescents, és utilitzada per diversos autors (ASANO et al. 2006; BREVET et al. 2010; RIELY
et al. 2006).

La resistencia adquirida als farmacs que s’utilitzen en el tractament dels pacients amb
mutacions de sensibilitat d’EGFR depén, entre d’altres, a I'aparicié de la mutacié T790M
de I'exé 20, fenomen ja descrit I’any 2005 (KoBAvAsHI et al. 2005; PAo et al. 2005). Es de
maxima importancia el desenvolupament de metodes d’analisi capagos de detectar
aquesta mutacié a l'inici de la malaltia per planificar I'estratégia de tractament més
adequada un cop es produeixi la progressié. Com ja s’ha comentat anteriorment,
aquesta alteracié no es troba de manera homogenia en el tumor siné que apareix en un
petit grup cel-lular que, al llarg del tractament, acostuma a proliferar arran d’aquesta
resisténcia als ITQ. Aquest fet complica la deteccié d’aquesta mutacié i acosta la
problematica al descrit per a les mostres de sang periférica, ja que encara que es tracti
d’'una mostra de teixit inclos en parafina, la proporcié dels al-lels mutats de I'exé 20
respecte als al-lels wt és molt baixa. Per detectar mutacions de baixa freqliencia s’han
desenvolupat diferents estratégies per augmentar la sensibilitat de deteccié com ara s
de sondes semblants a les escorpion per disminuir les inespecificitats d’uniéo amb I’ADN
(OH et al. 2010), utilitzar les sondes PNA per enriquir la poblacié d’al-lels mutats (ARCILA
et al. 2011; GUHA et al. 2013), o I'aplicacié de técniques especifiques com el BEAMing,
breument explicat en la introduccié, per analitzar la T790M en mostres de sang
periférica (TANIGUCHI et al. 2011). Per una altra banda, i repassant els treballs de la
bibliografia, es va pensar en utilitzar la discriminacié al-lélica, usada per detectar
polimorfismes, per analitzar I'exé 20 i 21 (Livak 1999). Hi ha descrites dues mutacions
puntuals en aquest darrer exd: la que es troba en la posicido L858R, amb una freqliencia
aproximada del 40% i ampliament relacionada amb la resposta al tractament amb ITQ
(LYNCH et al. 2004; PaEz et al. 2004; PAo et al. 2004) i la L861Q molt menys freqiient que
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I’anterior, al voltant del 2%, (MiTsubomi and YATABE 2010) amb un paper molt menys
actiu respecte a la resposta (KANCHA et al. 2011). Aquest fet va determinar que la técnica
TagMan només s’optimitzés per analitzar la mutacié L858R.

En tots els casos, el resultat es va corroborar per seqlienciacié bidireccional (forward i
reverse) per assegurar que cap de les alteracions trobades en un sol sentit era provocada
per un error durant el procés de sequienciacid. Aquesta confirmacié per seqiiéncia era
necessaria per comparar els resultats obtinguts per aquests nous metodes d’analisi
respecte al métode existent de deteccidé (BoRRAS et al. 2011; SAUNDERS G. 1999).

5.3.2 Avaluacio de les técniques

La manca de meétode estandard per analitzar la mutaci6 T790M comporta que
I’avaluacié de la técnica depengui, en gran mesura, de la seva sensibilitat. El nou repte
gue presentava la deteccid d’aquesta mutacid, tant heterogenia i en tan baixa
freqliéncia, va implicar I'optimitzacié del metode de discriminacio al-lelica, incrementant
el temps d’elongacio de la reaccié i afegint la sonda PNA en les amplificacions.

5.3.2.1 Limit de deteccid

El banc de dilucions de les linies PC9 i H1975 va servir per determinar la concentracié
minima d’ADN delecionat/mutat que detectava la técnica de GeneScan i TagMan, tenint
en compte que la concentracié d’ADN obtingut de mostres de teixit inclos en parafina,
especialment les de poca cel-lularitat tumoral, oscil-lava entre els 5 i 300ng/ul. Tal com ja
s’ha exposat en 'apartat de resultats, la minima concentracié d’ADN mutat detectada
per aquestes técniques va ser de 5pg/ul (inclis per a I'exd 20 al qué s’havia afegit la
sonda PNA en les discriminacions al-léliques) que representa 10pg d’ADN. Aquest mateix
rang de deteccio el reporta I'equip de Molina-Vila també utilitzant I'analisi de fragments
com a meétode d’analisi de delecions (MOLINA-VILA et al. 2008). Tot i aixi, el grup de
Nakamura detecta les delecions de I'exd 19 i la mutacié L858R de I'exé 21 en una
concentracido minima de 5pg i de 40pg d’ADN genomic, respectivament, utilitzant una
variacié de la tecnica de PCR clampling (NAKAMURA et al. 2012). En contrapartida, hi ha
tecniques, com I’'HRM que no detecten les mutacions per sota de 5ng-1ng d’ADN (BORRAS
et al. 2011; Do et al. 2008).

En realitzar el mateix experiment amb cel-lules tumorals microdisseccionades d’una
extensié de PC9 i H1975, es va comprovar que la minima quantitat cel-lular per detectar
les mutacions era de 4 cél-lules. En la bibliografia existeixen diversos estudis, basats en
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I'analisi de mostres citologiques, rentats broncoalveolars, etc. que confirmen la
possibilitat de detectar alteracions genétiques a partir d’'un nombre cel-lular petit. Per
exemple, I'equip de van Eijk, determina mutacions del gen K-ras de mostres obtingudes
per EBUS (endobronchial ultrasound bronchoscopy) partint de 32pg d’ADN, I'equivalent
a 4-6 cél-lules, mitjangant PCR quantitativa (VAN Euk et al. 2011). El grup de Sun
recomana analitzar més de 30 cél-lules per detectar les mutacions d’EGFR (SuN et al.
2013b) mentre que el grup de Ran analitza les mutacions d’EGFR d’una sola cél-lula
circulant microdisseccionada a partir d’'una mostra de sang del pacient, basant-se en
I’'amplificacié de tot el genoma amb un kit comercial (RAN et al. 2013).

Aixi, els resultats d’aquestes técniques concorden amb els obtinguts per altres treballs
de la literatura i per tant, el limit de deteccié de les técniques GeneScan i TagMan sén
adequades per analitzar les mutacions d’EGFR.

5.3.2.2 Titulacié de ’ADN mutat

Per a proporcions inferiors al 10%, la tecnica de GeneScan no va detectar la delecié de
15pb de la PCY9, resultat lleugerament superior al descrit en el treball de Pan, on el
percentatge minim de deteccié d’ADN delecionat de la linia H1650, per GeneScan, era
del 6,25%. Aquesta diferéncia pot dependre de la diferent ploidia (nombre de copies
delecionades) entre linies cel-lulars estudiades (PAN et al. 2005). Per una altra banda,
tant el grup de Yatabe com el de Young detecten la delecié en una proporcié al voltant
del 5% per GeneScan, si bé és cert, que el pic corresponent a I'al-lel delecionat té baixa
fluorescéncia en el primer treball (YATABE et al. 2006) mentre que Young i els seus
col-laboradors obtenen la mateixa deteccié amb técniques tant diferents com ara la
seqilienciacio Sanger, GeneScan i PCR a temps real (YOUNG et al. 2013).

S’han descrit percentatges semblants als d’aquest treball, al voltant del 10%, utilitzant
altres métodes d’analisi com I’'HRM i la RFLP (AsaNo et al. 2006; NomoTo et al. 2006;
SRIRAM et al. 2011).

Per una altra banda, hi ha métodes amb una deteccid superior a la del GeneScan. Per
exemple, utilitzant kits comercials, el grup d’Angulo, amb Therascreen i el grup
d’O’Donnel amb Cobas, detecten la delecié en un rang del 5 a I'1% (ANGULO et al.
2012;0'DoNNELL et al. 2013). L'equip de Kimura detecta una copia delecionada d’un
control intern d’un kit comercial per cada 1.000 de wt utilitzant sondes escorpion
(KIMURA et al. 2006b). Altres treballs, basant-se en la tecnica de piroseqienciacio,
descriuen un rang de deteccid del 5 al 10% (DurorT et al. 2011; TsiaTis et al. 2010;
QUERINGS et al. 2011). Finalment, per la técnica ME-PCR basada en la digestio dels al-lels
wt per enzims de restriccio, es detecten les delecions de I'exd 19 per sota de I'1l%
(SRIRAM et al. 2011).
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En referéncia a I'exd 21, la deteccié d’'una copia mutada respecte a 10 de wt és el descrit
en d’altres treballs basats en la técnica TagMan (ENpo et al. 2005). Utilitzant altres
meétodes, com el DHPLC, s’assoleixen deteccions als voltant del 6,5%-5% (COHEN et al.
2006; CHIN et al. 2007); amb kits comercials, com Therascreen o Cobas, la deteccid es
situa entre el 5-3% (ANGULO et al. 2012; O'DONNELL et al. 2013), de la mateixa manera que
amb la técnica PCR-RFLP, amb digestié enzimatica dels al-lels mutats s’aconsegueix una
deteccio del 3% (PAN et al. 2005). Per HRM, la deteccié també es situa al voltant del 5%-
10% (BORRAS et al. 2011; Do et al. 2008; SRIRAM et al. 2011).

El fet d’afegir la sonda PNA en la discriminiacié al-lelica de I'exé 20 va permetre detectar
un al-lel mutat respecte 5.000 al-lels wt, que representa un 0,02%, demostrant que
utilitzar aquesta sonda incrementa de forma ostensible la deteccié dels al-lels mutats
gue es troben en proporcions molt baixes respecte als wt. Aquest resultat millora el
descrit per I'equip de Miyazawa, que també introdueix la sonda PNA en la discriminacid
al-lelica, i que aconsegueixen deteccions d’un al-lel mutat per cada 1.000 wt (0,1%)
(Mivazawa et al. 2008). En la literatura existeixen diverses estratégies per a mutacions de
baixa freqiéncia. Aixi, Milbury considera que hi ha tecniques de sensibilitat mitjana-alta,
gue detecten un al-lel mutat respecte a 1.000 de wt, com la PCR-PNA clamping, I’ARMS,
I'amplificacié especifica d’al-lel (ASA) que consisteix en I'amplificacié de només un al-lel
segons I'encebador que s’hi hagi unit (el que hibrida amb I'al-lel wt o mutat), o una
combinacié de COLD PCR i TagMan entre d’altres. Per una altra banda, les tecniques
d’alta sensibilitat entre les quals hi ha que enriqueixen els al-lels mutats com la PCR
digital o I’APRIL-ATM, que consisteix en la digestid dels al-lels mutats i la posterior
lligacié dels encebadors durant el procés de PCR de manera que només s’amplifiquen els
al-lels mutats. Aquestes tecniques tindrien una sensibilitat d’un al-lel mutat en 10.000 o
més al-lels wt (MILBURY et al. 2009).

Diversos grups utilitzen la sonda PNA per analitzar la mutacio de I'exd 20. Per exemple,
I'equip de Guha afegeix PNA en un sistema d’amplificaci6 amb sondes conjugades a
particules magnétiques i compara els resultats amb els obtinguts amb I'analisi per la
tecnica d’'HRM també amb sonda PNA. Aquesta combinacié de técniques anomenada
DISSECT (Differential Strand Separation at Critical Temperature) els permet detectar fins
a un 0,01% d’al-lels mutats, malgrat que requereix una pre-amplificacié prévia i una
posterior série de rentats de les particules magnétiques que no agilitzen el procés (GUHA
et al. 2013). Per una altra banda, hi ha treballs que analitzen la mutacié T790M amb
altres metodes que seleccionen els al-lels mutats sense utilitzar la sonda PNA. La
deteccid que assoleixen depen de la téecnica utilitzada: per exemple, el grup de Yatabe,
amb la cycleable PCR, detecten un minim del 5% d’al-lels mutats (YATABE et al. 2006)
mentre que I'equip de Li, amb una combinacié de COLD-PCR i TagMan, aconsegueix
detectar la mutacié en una proporcié del 0,8% (LI et al. 2009).
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En un altre rang de deteccid i utilitzant la técnica de MALDI-TOF basada en
I’espectrometria de masses, sense cap tipus d’enriquiment dels al-lels mutats, el limit de
deteccid es situa entre el 0,4 i el 2,2% (Su et al. 2012).

La seqlienciacié Sanger és una tecnica que, per la seva baixa sensibilitat, no és aplicable
per analitzar aquest tipus de mutacid. Tot i que s’ha demostrat que el metode de PCR-
PNA clampling és molt més sensible que no pas la seqlienciacié convencional (MiyAzAwA
et al. 2008), s’ha aconseguit un 0,1% de deteccid quan s’afegeix la sonda PNA a la
reaccio (ARrcILA et al. 2011). Malgrat el desavantatge de la seqlienciacié Sanger, els nous
avencos en aquest camp han augmentat la capacitat per detectar mutacions de baixa
proporcié. Aixi, el grup de Darwato va presentar en I'AACR del 2013 el seu treball
referent a la deteccid de la mutacié T790M mitjancant la plataforma de next generation
sequence lon Torrent amb una deteccié del 0,2% (DARWANTO A. 2013). Per una altra
banda, i utilitzant la metodologia de deep sequencing, s’aconsegueix una alta sensibilitat
detectant un al-lel mutat respecte a 5.000 wt (0,02%) (NARAYAN et al. 2012). La
piroseqlienciacié sembla que presenta la deteccié de mutacié més baixa, situant-se al
voltant del 0,5-1%. Malgrat que aquesta tecnica descriu totes les alteracions del gen, la
interpretacié dels resultats pot comportar la confusié entre el soroll de fons i les
mutacions reals de molt baixa freqiéncia. Per evitar aquest possible error, el grup de
Moskalev introdueix una amplificacié intermedia (nested) per tal de minimitzar aquest
soroll de fons respecte a la seqiiencia real del gen (MoskALEV et al. 2013). Malgrat que els
kits comercials de deteccié de mutacions sén més sensibles que la resta de métodes
d’analisi, el seu cost és més elevat i requereixen d’un equipament especific que
necessita d’una inversid inicial per tal d’utilitzar-los com a eina diagnostica.

5.3.2.3 Repetibilitat i reproducibilitat

Tant la repetibilitat com la reproducibilitat d’'una técnica sén parametres basics en la
validacié d’un metode analitic. Els resultats cal que siguin consistents al llarg del temps,
independentment dels lots dels reactius, de les vegades que es repeteixi I'analisi i de la
persona que realitzi I'experiment (MATTOCKS et al. 2010; SAUNDERS G. 1999).

L'equip d’O’Donnel realitza aquestes mateixes comprovacions amb el kit Cobas. Dos
operaris analitzen una mostra delecionada de teixit inclos en parafina de CPCNP
utilitzant 2 lots de reactius diferents per duplicat, durant 4 dies, aconseguint 32
répliques de la mateixa mostra. Malgrat que una réeplica no va donar un resultat valid, en
repetir-la de nou es va corregir el resultat (O'DONNELL et al. 2013). El grup de Lee, també
amb el kit Cobas pero aplicat al gen K-ras, va comprovar la repetibilitat mitjancant
I"analisi de 2 mostres wt i 4 mutades, per part de dos operaris diferents, utilitzant 2 lots
diferents de reactius durant 4 dies. Cap de les répliques va donar un resultat no esperat
(LEE et al. 2012).
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Respecte a I'exd 20, el grup de Choi utilitza la técnica de TagMan associada a la sonda
PNA i comprova que, utilitzant tres lots diferents de reactius i realitzant I'analisi per
triplicat obtenint nou repliques per mostra, aquest sistema és totalment reproduible i
suficientment robust per aplicar-lo en la deteccié de la mutacié T790M (CHol J. 2010).

El fet que al llarg del temps, s’obtinguessin resultats idéntics dels experiments realitzats
per persones diferents i amb lots de reactius diferents, avala la idea que tant la técnica
de GeneScan com TagMan, inclus afegint la sonda PNA en la reaccid, son adequades per
realitzar aquesta analisi ja que petites fluctuacions en el procediment no van influir en
els resultats esperats (EDERVEEN 2010). Tenint en compte que tant la reproductibilitat
com la repetibilitat van ser del 100%, independentment de la mida de la delecié de la
mostra, aquestes noves técniques es van considerar adequades per analitzar les
delecions i mutacions d’EGFR.

5.3.2.4 Sensibilitat i especificitat

Tant la sensibilitat com I'especificitat sén també parametres clau per avaluar una nova
tecnica ja que donen informacid dels falsos negatius i falsos positius, respectivament, en
comparacié amb el métode estandard (CHARLTON S. 2000). Es primordial que la
sensibilitat i I'especificitat del nou metode estigui al voltant del 100%.

Per avaluar la técnica de GeneScan i TagMan, s’analitzaren 170 teixits inclosos en
parafina de pacients de CPCNP, comprovant que la comparacié dels resultats entre
técniques (GeneScan-Sanger/ TagMan-Sanger) va coincidir al 100%.

En diversos estudis on s’han provat altres metodes per detectar les delecions de I'exé
19, com I'HRM, es descriuen sensibilitats al voltant del 80-100% (ELLISON et al. 2013;
Fukul et al. 2008; PAN et al. 2005). D’entre les tecniques descrites, la que presenta més
heterogeneitat a I’hora de determinar la sensibilitat és la IHQ. Diversos treballs posen de
manifest que la sensibilitat de deteccié és inferior quan s’analitzen les delecions
diferents a les més comunes de 15pb (ANGULO et al. 2012; CooPeR et al. 2013; SIMONETTI
et al. 2010). Aguesta sensibilitat depen, en gran manera, de la intensitat de positivitat
dels immunomarcatges.El grup de Brevet exposa que les mostres amb positivitat més
elevada (3+) presenten sensibilitats de deteccié més alta (al voltant del 100%) que les
mostres amb immunomarcatges més baixos (del 70%) (BReVeT et al. 2010; JIANG et al.
2013).

La sensibilitat de la técnica TagMan per detectar la mutacié L858R de I'exd 21 va ser del
100%, que concorda amb el descrit pel grup d’Endo, d’aproximadament el 96,5%,
corroborant la idoneitat d’aguest meétode per analitzar aquesta mutacié (Enpo et al.
2005). Paral-lelament, hi ha diversos treballs en la bibliografia amb sensibilitats properes
al 100% que utilitzen altres metodes de deteccié com I'HRM (Do et al. 2008; TAKANO et
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al. 2007), una combinacioé de digestié enzimatica comercial (SURVEYOR) i HPLC (JANNE et
al. 2006) o la piroseqlienciacié (DUFORT et al. 2011). Per una altra banda, la tecnica de
IHQ, com per a I'exd 19, és la que presenta més variabilitat: mentre que el grup de Kato
descriu sensibilitats al voltant del 75%, I'equip de Simonetti assoleix el 100% (KATO et al.
2010; SIMONETTI et al. 2010).

L'especificitat de les técniques de GeneScan i TagMan va ser del 100%. Aquest resultat
concorda amb el del treball de I'equip de Yatabe i el de Molina-Vila, ambdés utilitzant la
tecnica de GeneScan per detectar delecions (MOLINA-VILA et al. 2008; YATABE et al. 2006).
Respecte als altres metodes descrits en la bibliografia, les especificitats obtingudes sén
molt semblants (99%-100% IHQ) (ANGULO et al. 2012; BREVET et al. 2010), 90%-100% HRM
(Do et al. 2008; NomoTo et al. 2006), 98% per piroseqlienciacié (DUFORT et al. 2011). De
la mateixa manera, s’assoleixen especificitats semblants a la técnica TagMan amb altres
meétodes de cribatge com la piroseqiienciacié (MoskALEV et al. 2013) o la NGS (BUTTITTA et
al. 2013), com en metodes de deteccid dirigida com la IHQ (KITAMURA et al. 2010;
SIMONETTI et al. 2010), I’'HRM (Do et al. 2008) o el kit Cobas (LoPez-Ri0s et al. 2013).

Aquests resultats tan favorables de sensibilitat i especificitat respecte a la seqglienciacié
Sanger son el reflex de la importancia de la microdisseccié de les zones tumorals de les
mostres. Aixi, només s’analitzen les cél-lules neoplasiques, sense la interferéncia d’altres
tipus cel-lulars que poden comprometre la deteccié de les alteracions geneétiques si es
troben en una proporcid inferior al limit de deteccié del metode d’analisi. Aquest
aspecte és cabdal en el cas d’analitzar mostres de teixit congelat que preserva la
integritat del material genetic perd no permet la seleccié tumoral per microdisseccié
d’'una manera senzilla. En aquests casos, la sensibilitat de la técnica utilitzada és
primordial per detectar les mutacions propies de les cél-lules tumorals que es troben en
proporcions més baixes que les wt.

Diversos autors han desenvolupat sistemes d’avaluacié de la sensibilitat i especificitat
sense basar-se en els resultats de la seqlienciacié quan aguest metode, com en el cas de
I’analisi de la mutacié T790M de I'ex6 20, no és aplicable. En aquest treball es va fer la
comparaciéo amb el kit TMDA, una modificacié del métode TagMan, que detectava un
al-lel mutat respecte a 100 wt (1%). Malgrat que millorava el percentatge de deteccié de
la seqlienciacié Sanger, aquest limit era inferior a I'obtingut incorporant la sonda PNA a
la reaccié TagMan, que era del 0,02%. En aquest cas, es van detectar més mutacions
T790M amb la discriminacié al-lelica amb PNA que amb el kit comercial. Es va aplicar la
férmula proposada pel grup d’Arcila on es comparaven els resultats obtinguts per
seqlienciacio Sanger (métode de referéncia) amb els obtinguts per la mateixa técnica
afegint una sonda LNA-PNA, amb la que es detectaven molts més mutats T790M (0,1%
enfront 12,5%, respectivament) (ARrcILA et al. 2011). Aixi, s’obtingué una sensibilitat de la
tecnica TagMan associada a la sonda PNA del 93%, molt semblant a la descrita en la
bibliografia, de practicament el 100% (MivazAwA et al. 2008). Aquest resultat també és
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comparable amb els descrits per Tanaka i Yeo que, basant-se en la PCR-PNA clamping i
analitzant mostres de diferent origen (teixits inclosos en parafina, liquids pleurals,
esputs, etc.), assoleixen sensibilitats del 97% i 89%, respectivament (TANAKA et al. 2007;
YEO et al. 2013). Per una altra banda, i enriquint els al-lels mutats mitjangant una digestio
enzimatica i la posterior analisi per la técnica d’HPLC, s’ha descrit una sensibilitat del
100% en I'analisi de mostres de CPCNP (JANNE et al. 2006).

En diversos treballs es calcula I'especificitat, relacionada amb els falsos positius, a través
de la repeticid de I'analisi d’individus sans o de pacients sense cancer de pulmé (He et al.
2013; MivazawA et al. 2008) o bé mitjancant la validacié clinica dels resultats de la
determinacié de la mutacié T790M (YATABE et al. 2006). Els resultats de I’analisi dels
individus sans demostren que I'especificitat de la técnica va ser del 100% ja que no es va
detectar cap mutacié T790M. Aquest resultat concorda amb el publicat en d’altres
treballs que utilitzen la sonda PNA (MivazawaA et al. 2008; Yeo et al. 2013), mentre que la
descrita pel grup de Janne és lleugerament inferior (JANNE et al. 2006).

Per una altra banda, per tal de discernir els pacients mutats dels que no ho sén, hi ha
autors que, basant-se en la técnica de TagMan (i per defecte la TMDA) utilitzen el cycle
threshold (Ct) d’amplificacio dels al-lels wt i mutat per fer la seglient comparacio: si la
diferencia de Ct entre I'al-lel mutat i I'al-lel wt (ACt) és menor o igual al cutt-off
(determinat experimentalment) la mostra es considera mutada; si la ACt és superior al
cutt-off, la mostra és wt (DIDELOT et al. 2012; RoMA et al. 2013). Aquest métode l'utilitza
el grup de Costa comparant el Ct de les mostres amb la sonda PNA respecte al de les que
no se’ls ha afegit en la discriminacio al-lélica (CosTa et al. 2014).

5.3.2.5 Heterogeneitat tumoral

L’heterogeneitat és un fenomen molt freqlient en els tumors humans que comporta, en
forca ocasions, canvis respecte al fenotip original, metabolisme, mobilitat o proliferacid
de les cél-lules (GERLINGER et al. 2012). Aquests canvis poden explicar-se pel fet que les
cel-lules tumorals segueixen un patré de divisions cel-lulars molt més actiu que la resta
de cél-lules de I'organisme, incrementant-se aixi la possibilitat d’errors en la replicacid.
L’existéncia de diverses clonalitats dins el mateix tumor provoca una série de canvis que
poden arribar inclis a modular, per exemple, la resposta al tractament tal com ja s’ha
observat en la leucémia mieloide cronica (FISHER et al. 2013; MARUSYK and PoLyak 2010).
En aquest aspecte, una biopsia puntual potser no és prou representativa del conjunt del
tumor ja que pot tenir clones cel-lulars que, malgrat I'origen comu de tot el tumor,
poden haver evolucionat independentment de la resta (YAP et al. 2012). Per tant, és
important coneixer I'"heterogeneitat del tumor per administrar al pacient el tractament
més adient (CROCKFORD et al. 2014; TANIGUCHI et al. 2008).
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Es van microdisseccionar diverses zones tumorals de la mateixa mostra i es van analitzar
les mutacions d’EGFR. No es va trobar heterogeneitat tumoral per als exons 19 i 21
malgrat que en la bibliografia hi ha resultats contradictoris. El grup de Bai, analitzant
I’heterogeneitat de 85 pacients (2669 arees tumorals) de CPCNP, va trobar, mitjancant
les técniques de HPLC i ARMS, una heterogeneitat d’aproximadament un 30% (BAI et al.
2013). Aquest resultat és totalment contradictori al descrit en el treball de Yatabe on
concorden els resultats de totes les arees tumorals, analitzades per GeneScan i cycleave
PCR (modificacié de la PCR on hi ha una sonda hibrida ADN-ARN que s’uneix a I’ADN
amplificat i que emet fluorescencia per digestié enzimatica), de 2781 tumors de CPCNP
(YATABE et al. 2011).

Un dels problemes limitants, respecte a la deteccié de I'exd 20, és I'alta heterogeneitat
d’aquesta alteracié dins el tumor. Segons el grup de Kobayashi, I'aparicié de la mutacio
es dona només en algunes de les cél-lules tumorals i és durant el tractament amb ITQ,
gue desapareixen les cel-lules sensibles i la resistencia al farmac es fa evident (KOBAYASHI
et al. 2005). Aguest fet comporta que I'heterogeneitat d’aquesta mutacid sigui més
elevada respecte a les anteriors. Malgrat que hi ha diversos treballs sobre
I’heterogeneitat de les mutacions de I'exd 19 i 21, hi ha pocs grups que analitzin la de
I’'ex6 20 per la dificultat de deteccié. Es va comprovar que la mutaci6 T790M no es
detectava en cap de les diferents arees analitzades de teixit wt. Per contra, hi havia
arees tumorals de la mateixa mostra mutada T790M que presentaven la mutacié mentre
gue hi havia arees que eren wt. Aquest fenomen també el descriu el treball de Jiang on
van analitzar, per seqlienciacié Sanger, diversos clusters cel-lulars microdisseccionats del
teixit inclos en parafina de 3 pacients després d’haver rebut tractament amb ITQ (JIANG
et al. 2008). Per tant, el que s’hagi detectat o no la mutacié potser depen de la técnica
utilitzada. Per una altra banda, el grup de Yatabe comenta una teoria desenvolupada per
I’equip de Gazdar arran d’un estudi realitzat en linies cel-lulars en que es va comprovar
el desequilibri entre els al-lels mutats i wt (GANDHI et al. 2009). Aquest desequilibri,
anomenat MASI (Mutant Al-lel-Specific Imbalance) on només els al-lels mutats pateixen
una amplificacié (augment del nombre de copies) comportaria una descompensacio de
proporcions entre els al-lels wt-mutat provocant una mena de pseudoheterogeneitat.
Una altra explicacié rauria en el fet que I'amplificacié del nombre de copies d’un gen es
produeix, sobretot, en les cel-lules de la zona tumoral més invasiva. Si el méetode de
deteccid no és prou sensible, les zones periféeriques del tumor es detectarien wt mentre
qgue les més internes apareixerien mutades, donant la falsa sensacié d’heterogeneitat
tumoral real (YATABE et al. 2011).

Tal com ja s’ha descrit anteriorment, tant per analitzar les mutacions de les mostres de
teixit inclos en parafina com les de poca cel-lularitat tumoral es van microdisseccionar
diferents arees dins de la mateixa mostra de tumor fins assolir, aproximadament
0,7mm? i 0,12mm2 de teixit, respectivament. D’aquesta manera, el resultat wt de les
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mostres no només es refereix a una sola zona tumoral evitant I'esbiaix respecte a
I’heterogeneitat del tumor.

Molt diferent és I’heterogeneitat entre el tumor primari i les metastasis o els noduls
limfatics afectes, tema ampliament estudiat per diferents grups. Aixi com els resultats
sén semblants en I'analisi publicat pel grup de Chen (amb diferéncia del 14%) (CHEN et al.
2012b) i el de Park (al voltant d’'un 17%) utilitzant dues técniques de deteccié diferents,
sequenciacio Sanger i analisi d’heteroduplex (PARK et al. 2009), les discordances arriben
al 30% (BAl et al. 2013). Hi ha autors que consideren que part d’aquesta diferencia entre
els tumors primaris i les matastasis recau en el metode d’analisi: si s’utilitza una técnica
de deteccid de baixa sensibilitat no es detectaran les mutacions de baixa freqliencia per
guedar emmascarades per la resta de cel-lules wt (CHEN et al. 2012b). S’ha de tenir en
compte que, les noves tecnologies associades a la seqlienciacié massiva o NGS amb una
sensibilitat més alta, comporten la possibilitat de detectar noves mutacions no descrites
en tumors ja tipificats com, per exemple, el cancer de mama (SHAH et al. 2009). Des d’un
punt de vista més histologic, hi ha autors que expliquen el fenomen de I'heterogeneitat
a través de la coexisténcia de diversos tipus histologics en la mateixa massa tumoral
(NAKANO et al. 2008) o bé a I'existéncia de més d’un tumor primari (MA et al. 2010).

De totes maneres, hi ha forga controvérsia respecte a aquest tema ja que hi ha autors
gue no troben practicament diferencies entre els tumors primaris i les metastasis
(YATABE et al. 2011) mentre que hi ha d’altres que descriuen concordances del 98%
(ArciLA et al. 2011 ).

5.4 Validacié analitica de les técniques de GeneScan i TagMan en
mostres d’ADN circulant de sang periféerica

El teixit inclos en parafina és el tipus de mostra més utilitzada per realitzar I'analisi
genetic dels pacients ja que no només preserva lI'estructura del teixit, permetent aplicar
tecnigues basades en caracteristiques morfologiques, sind que a més, és el format basic
d’emmagatzematge de les mostres biologiques.

En els pacients avancats, 'obtencid d’una biopsia és, en molts casos, inviable. La
necessitat d’analitzar les mutacions d’EGFR ha comportat la recerca d’altres tipus de
mostra que poguessin substituir la manca de teixit, que fossin facils d’adquirir i que
s’obtinguessin d’'una forma no invasiva per al pacient. En la bibliografia hi ha qui aposta
per analitzar fluids corporals com ara el liquid cefaloraquidi (KAWAHARA et al. 2011) o el
pleural (KIMURA et al. 2006a; Liu et al. 2011b) malgrat que les técniques utilitzades, IHQ,
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ARMS i seqiienciacid Sanger, respectivament, no sén les més sensibles per a aquest tipus
de mostra. També s’han descrit les mutacions d’EGFR en mostres citologiques d’esputs
(HuBkeRs et al. 2013).

Tal com ja s’ha comentat en la introduccid, I’ADN circulant de la sang periférica ha estat
ampliament estudiat des que I'any 1948 va ser descrit per primer cop per Mandel i
Métais (MANDEL and METAIS 1948). De totes maneres, no va ser fins 30 anys més tard que
es descobri I'origen tumoral de part d’aquest ADN quan es correlacionaren les
alteracions detectades en el teixit tumoral i en la sang periferica del mateix pacient
oncologic (LEON et al. 1977). A partir d’aquell moment es van focalitzar els esforgos per
utilitzar aquest material genéetic en I'analisi de les alteracions tumorals. Malauradament,
en molts treballs s’ha publicat que aquest ADN circulant, a part de trobar-se en pacients
de diverses patologies, també es pot detectar en individus sans tot i que en
concentracions més baixes. S’ha de tenir present que hi ha processos que no estan
estrictament relacionats amb la malaltia oncoldgica, com ara inflamacions, infeccions o
inclus esforcos intensos, que alliberaren ADN al torrent sanguini. Aquest fet, juntament
amb els processos naturals com I'apoptosi o la necrosi, i més concretament en pacients
oncologics, I'alliberament actiu d’ADN per les cél-lules tumorals, la lisi de
micrometastasis en llocs distants o l'increment d’ADN circulant per l'accié del
tractament amb quimioterapia, provoca que els al-lels mutats que puguin haver estat
alliberats pel tumor quedin diluits davant d’aquests al-lels wt provinents de fonts
diverses (JUNG et al. 2012; MITTRA et al. 2012; SCHWARZENBACH et al. 2011).

Hi ha tres punts clau que influeixen, en gran manera, en la deteccié de les mutacions en
I’ADN circulant: els factors preanalitics, la quantitat d’ADN obtingut durant I'extraccié i la
sensibilitat de la técnica utilitzada per analitzar-les.

Una part molt important de la degradacié de I’ADN circulant recau en els processos
preanalitics com ara el tipus de tub utilitzat en I'extraccid de la sang periférica, el tipus
d’anticoagulant del tub, el temps entre I'extraccié de la sang i el seu processament, la
temperatura d’emmagatzematge, etc. Per exemple, I’heparina utilitzada com
anticoagulant inhibeix les amplificacions per PCR (BEUTLER et al. 1990) mentre que I'EDTA
és el que menys influeix en posteriors analisis (Lam et al. 2004). Paral-lelament, es
recomana que la sang es centrifugui a baixes velocitats i durant les dues hores posteriors
a I'extraccio per evitar la lisi de les cél-lules nucleades presents en el torrent sanguini
que, en lisar-se, contaminen la mostra d’ADN wt (UMETANI et al. 2006; XUE et al. 2009). La
manca d’estandaritzacié en tots aquests processos inicials malmeten la integritat de
I’ADN que dificulta la posterior analisi.

El metode d’extraccié d’ADN, el nombre de processos de congelacié-descongelacio, el
temps i la temperatura d’emmagatzematge, etc. també condicionen la quantitat i
qualitat de 'ADN circulant (BENESOVA et al. 2013; EL MessAouDl et al. 2013). En la
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bibliografia, malgrat que es recomana utilizar el metode d’extraccié basat en el fenol-
cloroform-alcohol isoamilic per recuperar els fragments més llargs (YUAN et al. 2012), en
la majoria de treballs s’utilitza el kit comercial de Qiagen, que segons I'estudi de Hufnagl,
és dels que més quantitat d’ADN recupera d’entre els kits comercials estudiats (HUFNAGL
C. 2013), a més de ser facil i rapid d’utilitzar (BENESOVA et al. 2013). La concentracio
mitjana d’ADN circulant recuperat és, aproximadament, de 180ng/ml| (GORMALLY et al.
2007; SCHWARZENBACH et al. 2011).

Per ultim, malgrat que I’ADN circulant compleix les caracteristiques necessaries per
utilitzar-se com alternativa al teixit inclds en parafina, la baixa concentracié dels al-lels
mutats i la seva alta fragmentacié comporta I'Us de metodologies amb elevada
sensibilitat. Cal tenir present que la baixa freqiiéncia d’algunes mutacions en el mateix
tumor determinen la baixa concentracié d’al-lels mutats alliberats al torrent sanguini,
dificultant, encara més, la seva deteccid. Malgrat que el grup de Kimura analitza les
mutacions d’EGFR del serum de 27 pacients per seqiienciacid Sanger (KIMURA et al.
2006), la sensibilitat d’aquesta técnica no és I'adequada per detectar les mutacions en
aquest tipus de mostra tal com demostren els treballs publicats que comparen la
sequenciacio directa respecte a la PNA-PCR clamping (HAN et al. 2012; Kim et al. 2012a).
Per detectar les mutacions d’EGFR en sang periférica altres grups han aplicat I’'HPLC (Bal
et al. 2009), I'espectrometria de masses associada a una amplificacié posterior de I’ADN
circulant (BReveT et al. 2011) o la plataforma d’lllumina (MurTAzA et al. 2013).
Paral-lelament, s’ha utilitzat la tecnica de deep sequencing adaptada a la recerca de
mutacions en proporcions baixes en ADN molt fragmentats en el plasma dels pacients de
cancer d’ovari (FORSHEW et al. 2012) o mitjancant el kit DxS que combina la técnica ARMS
i les sondes escorpions en I'analisi dels serums dels pacients de I'IPASS (GoTo et al.
2012).

Una altra estrategia ha estat la incorporacid de la sonda proteica PNA en les
amplificacions per PCR (CHEN et al. 2012a; SUTANI et al. 2006; Kim, LEe et al. 2013; YEO, Kim
et al. 2013). Aquesta técnica és coneguda com PNA-PCR clampling i inhibeix
I'amplificacié d’un dels al-lels, en aquest cas els wt tal com ja s’ha explicat anteriorment.
La sonda PNA és ampliament utilitzada en la literatura no només en l'estudi de
mutacions (JANG et al. 2010) siné també per a la regulacié génica mitjancant el
silenciament de I'expressid (KAIHATSU et al. 2004); deteccié de gens, ja sigui com a sonda
0 en microarrays (METAFERIA et al. 2013; SHAKEEL 2006); combinades amb fluorocroms,
s’utilitzen com sondes amb alta especificitat d’unid en proves citogenetiques (CANELA et
al. 2007; PauLasovA and PELLESTOR 2004) o per detectar polimorfismes (GAYLORD et al.
2005), entre d’altres aplicacions. Hi ha d’altres sistemes de PCR clamping com el QClamp
(DiaCarta) per detectar mutacions en sang periférica que el grup de Powell encoratja a
utilitzar arran els bons resultats obtinguts en la deteccié de les mutacions de JACK-2 amb
una sensibilitat al voltant del 0,01% (PoweLL M. 2014).
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Quan en aquest treball es parla de sang periférica es fa referéncia tant al serum com al
plasma del pacient. En la literatura hi ha divergéncia d’opinions respecte a quina de les
dues fonts d’ADN circulant és la més adequada per analizar alteracions genetiques. Hi ha
diversos treballs que comproven que la concentracié d’ADN circulant és més elevada en
mostres de serum que en les de plasma (LEe et al. 2001). Aquesta més alta concentracié
d’ADN del serum prové de la contaminacié de ’ADN dels limfocits que I'alliberen quan
es forma el coagul en el tub d’extraccidé sanguinia, incrementant els al-lels wt de la
mostra (UMETANI et al. 2006). Respecte a la determinacié de les mutacions d’EGFR, en
aquest treball s’ha comprovat que no hi ha diferéncia en detectar les mutacions en un o
altre tipus de mostra: hi ha mutacions detectades en sérum i no en plasma i viceversa,
malgrat que en la literatura hi ha autors que es decanten per una o altra mostra. Aixi
doncs, hi ha treballs que només analitzen les mutacions d’EGFR en el plasma (BaAl et al.
2009; DOUILLARD et al. 2014; Kim et al. 2013; Mack et al. 2009) o només en el serum (Hu
etal 2012; JIaNG et al. 2011; Kim ST 2013; Yeo et al. 2013).

Com que les técniques de GeneScan i TagMan ja s’havien utilitzat per detectar les
mutacions d’EGFR, inclus en mostres de teixit amb poca cel-lularitat tumoral, es va
pensar en aplicar-les en I'analisi de la sang periferica.

5.4.1 Optimitzacid de les técniques de GeneScan i TagMan

Per posar a punt aquestes técniques es va partir de les condicions d’amplificacié que ja
s’havien optimitzat en I'analisi de I’ADN de teixit inclos en parafina, afegint la sonda PNA
a la reaccio. Aixi com amb una sola PCR va ser suficient per analitzar les mostres de teixit
inclos en parafina, per amplificar 'ADN circulant va ser necessaria una nested PCR.
Paral-lelament, I'analisi per discriminacié al-lélica de la mutacié L858R va requerir un
augment del numero de cicles d’amplificacié i del temps d’elongacié respecte al protocol
establert per a mostres de teixit. Aixd es deu, sens dubte, a la baixa concentracié d’ADN
circulant obtingut de I'extraccido malgrat que s’havia modificat el protocol respecte a les
indicacions del fabricant, per augmentar la concentracio final. Aquestes modificacions
van consistir en fer I'extraccié de dues repliques de sérum i plasma independentment,
per ajuntar al final els eluits en només 50l de tampd AE.

El rang de concentracid de treball de la sonda PNA que recomana el fabricant és de 0,05
a 10uM. Es van provar diferents concentracions de sonda tant en les amplificacions per
PCR de I’'exé 19 com en la reaccié TagMan de I'exé 21. Com que aquesta sonda inhibeix
I'al-lel wt, es van haver de modificar els controls que s’utilitzaven fins al moment ja que
la no amplificacié d’'una mostra no només podia significar abséncia ADN: va ser necessari
afegir controls wt i mutats, amb i sense la sonda PNA en la reaccid, per tal d’assegurar la
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correcta interpretacié dels resultats, tal com s’ha explicat en I'apartat de pacients,
materials i metodes.

5.4.2 Avaluacio de les técniques

Tot i que aquestes dues técniques ja s’havien avaluat per analitzar les mutacions en
mostres de teixit inclos en parafina, calia determinar si detectaven aquestes alteracions
en I’ADN circulant de la sang periferica dels pacients. Segons diversos treballs, la mida
dels fragments més curts de I’ADN circulant oscil-len entre els 70 i 200pb (FORSHEW et al.
2012; SCHWARZENBACH et al. 2011) i és en aquests fragments on hi ha més possibilitat de
trobar les alteracions genetiques (DiEHL et al. 2008). Es van utilitzar els mateixos
encebadors i sondes que ja s’havien emprat en les amplificacions de teixit inclos en
parafina per que els amplicons generats eren suficientment curts com per utilitzar-se en
aquest tipus de mostra.

5.4.2.1 Limit de detecci6

El limit de deteccié d’ambdues técniques va ser de 5ng/ul que representen 10pg d’ADN
mutat, resultat que concorda perfectament amb I'obtingut de I’analisi de teixit inclos en
parafina. Aquests resultats sén molt semblants als descrits pel grup de Sanders que
utilitza una digestiéd enzimatica per enriquir la poblacié d’al-lels wt i una posterior
amplificacié amb els encebadors marcats amb fluorocroms en mostres de plasma. Per
detectar la mutacié de l'exd 21 afegeixen en la reaccié una sonda LNA, de
caracteristiques molt similars a les sondes PNA (SANDERS 2008). Per una altra banda, el
grup de Kimura, que analitza les mutacions del serum extret abans del tractament amb
gefitinib mitjancant el kit DxS, detecta fins a 1pg d’ADN mutat (KIMURA et al. 2006c). De
la mateixa manera, el grup de Nakamura, utilitzant una técnica basada en la inhibicié
dels al-lels wt i en la deteccié per dissociacié de gradient de temperatura de sondes
marcades amb fluorocroms, detecta les delecions i la mutacié L858R de 5pg i 40pg,
respectivament (NAKAMURA et al. 2012).

Segons aquests resultats la utilitzacié de la sonda PNA és valida per detectar alteracions
genetiques en baixes freqliencies.
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5.4.2.2 Titulacio de ’ADN mutat

La proporcié minima d’al-lel mutat respecte a wt per ser detectat per ambdues
técniques va ser, tal com es descriu en resultats, d’'un 0,02%, que representa un al-lel
mutat respecte 5.000 al-lels wt. Aquest resultat és més favorable que el descrit pel grup
de Yung, que analitza les mutacions d’EGFR per PCR digital, que combina la tecnologia
TagMan amb un sistema de captacié de fluorescéncia que permet quantificar I’ADN
amplificat. En aquest treball detecten un al-lel mutat respecte a 1.000 wt, un 0,1%, en
mostres de plasma de pacients abans del tractament amb ITQ (YUNG et al. 2009). Un dels
inconvenients que presenta aquesta técnica respecte al GeneScan és que per detectar
les delecions de I'exd 19, el grup de Yung utilitza unes sondes dissenyades només per
detectar les delecions de 15pb que, tot i ser les més freqlients, no sén les Uniques
descrites en aquest exd. En el mateix rang de deteccid i utilitzant el kit DxS, es descriuen
percentatges del 0,1% per a I'exé 19 (KIMURA et al. 2007; MAcK et al. 2009) mentre que
Kimura detecta un al-lel mutat respecte 10.000 wt (0,01%) per a I’exd 21. Per una altra
banda, no utilitzar d’estratégies especifiques per analitzar aquest tipus de mostra
comporta pitjors percentatges de deteccié tal com demostra I'equip de Bai que, basant-
se en la tecnica d’HPLC, detecta l'al-lel mutat només si es troba en una proporcié
superior al 3% respecte els wt (Bal et al. 2009).

En d’altres treballs que s’utilitza la sonda PNA per analitzar mutacions, es descriuen
proporcions de deteccié inferiors. Per exemple, els grups de Nagai, Tanaka i Sutani
obtenen un 0,1% de deteccié en linies cel-lulars i en mostres de diferent origen (teixit
inclos en parafina, rentats broncoalveolars, esputs, liquids pleurals...), respectivament
(NAGAI et al. 2005; SUTANI et al. 2006; TANAKA et al. 2007). Per una altra banda, afegint la
sonda PNA en reaccions de PCR quantitativa a temps real i amb la técnica PNA-PCR-
clampling s’assoleixen deteccions de I'1l% tant per a I'exd 19 com pel 21 en linies
cel-lulars (CHot J. 2010;HAN et al. 2012).

5.4.2.3 Repetibilitat i reproducibilitat

Es va avaluar tant la repetibilitat com la reproducibilitat de les técniques de GeneScan i
TagMan aplicades a I'analisi de les mostres de sang periferica per tal d’assegurar que els
resultats que s’obtenien eren constants al llarg del temps, independentment dels lots
dels reactius, de les vegades que es repetia I'analisi i de la persona que realitzava
I’experiment (EDERVEEN 2010). Els resultats obtinguts van ser del 100% per ambdues
tecniques i, en el cas de I'exd 19, independentment de la delecié de la mostra.

La repetibilitat i reproducibilitat de les PCR en que s’ha afegit la sonda PNA també ha
estat estudiat en el treball de Choi, on van analitzar les mutacions dels exons 19 i 21
utilitzant tres lots diferents de reactius, per triplicat, obtenint nou répliques per mostra.
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La conclusié que n’extreu és que aquest sistema d’inhibicié amb sonda PNA és totalment
reproduible i suficientment robust per a la seva aplicacié en la deteccié de mutacions
(CHotJ. 2010).

5.4.2.4 Sensibilitat i especificitat

La manca de metode estandard per analitzar les mutacions d’EGFR en I’ADN de sang
periferica comporta que les uUniques eines disponibles d’avaluacié siguin o bé la
comparacio dels resultats amb els obtinguts de I'analisi de les mutacions del teixit inclos
en parafina, o bé la corroboracid dels resultats obtinguts amb les caracteristiques
clinico-patologiques esperades dels pacients mutats i la seva influéncia en la resposta al
tractament, la supervivéncia i la PFS. La comparacid amb els resultats obtinguts del
corresponent teixit inclos en parafina déna una idea forca exacta de la seva sensibilitat
abans de realitzar la correlacié amb les caracteristiques dels pacients. Una sensibilitat o
una especificitat molt baixa ja indicaria que no seria adequada per a la seva utilitzacio.

Les sensibilitats obtingudes per aquestes dues tecniques, afegint la sonda PNA en tots
els experiments, van ser del 64% i 53% respectivament, amb una especificitat per
ambdues del 98,5%. Aquest parametre indica que hi ha una serie de casos que, malgrat
ser positius en teixit, aquestes técniques no els detecten mutats. Tot i aixi, practicament
no s’obtindria cap resultat positiu en I'analisi de la sang periférica que fos negatiu en
teixit (especificitat aproximada del 100%). S’observa forga disparitat de resultats quan es
comparen amb els de la literatura. Brevet i el seu equip, en analitzar les mutacions en les
parelles de teixit inclos en parafina i la seva corresponent mostra de plasma, van obtenir
una sensibilitat per espectrometria de masses del 36% per a I'exé 19 i del 75% per a
I'exé 21, amb un 80% d’especificitat (BREVET et al. 2011). Paral-lelament, i sense separar
per exons, 'equip de Goto, utilitzant el kit DxS en els pacients de I'IPASS i el grup de
Douillard, utilitzant el kit Therascreen, aconsegueixen una sensibilitat del 43% i 66% i
una especificitat del 100%, respectivament, (DOUILLARD et al. 2014; GoTo et al. 2012). Per
una altra banda, la técnica de PCR digital déna uns resultats de sensibilitat i especificitat
del 100% (YUNG et al. 2009).

Utilitzant la sonda PNA per detectar mutacions, I’equip de Kim publica uns resultats molt
semblants als que s’han obtingut en aquest treball, en quant a sensibilitat de I'exd 19 i
especificitat en general, en analitzar I’ADN de sang periférica abans del tractament i dos
mesos deprés d’haver-lo comengat (sensibilitat del 70% per a I'exé 19 i d’un 30% per al
21) amb una especificitat del 100% (Kim et al. 2013). Amb una sensibilitat de la técnica
una mica més elevada, el grup de Choi, sense separar els resultats per exons obté una
sensibilitat del 83,3% amb una especificitat del 100% (CHoiJ. 2010). Per una altra banda,
en analitzar les mutacions en liquid pleural, el grup de Yeo obté una sensibilitat del 89% i
una especificitat del 100% sense separar per exons (YEo et al. 2013).
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5.5 Validacid clinica de I’analisi de les mutacions d’EGFR en teixit
inclos en parafina dels pacients de I’'SLADB i 'EURTAC

Els resultats de la reanalisi pels metodes de GeneScan i TagMan dels pacients mutats
detectats per seqlienciacid Sanger en la validacié clinica d’aquesta técnica, van
concordar perfectament. Per tant, i un cop comprovat per comparacié amb altres
estudis que les técniques de GeneScan i TagMan eren adequades per detectar les
mutacions d’EGFR, es van aplicar en I'analisi de mostres de pacients per validar, des d’un
punt de vista clinic, els resultats de I'analisi de les mutacions.

Malgrat que I'analisi es realitza independentment i que I'objectiu de I’'SLADB i EURTAC
responia a plantejaments molt diferents, la discussié dels resultats es fara de manera
conjunta, si bé la conclusié que se n’extreu d’un i altre sera diferent, d’acord amb el
respectiu objectiu.

S’analitzaren les mutacions d’EGFR dels 2105 pacients inclosos en I'SLADB per comparar
els resultats amb els descrits en la literatura en referéncia a les caracteristiques clinico-
patologiques dels pacients mutats, el percentatge de mutacions, la resposta al
tractament, la supervivencia i el temps a la progressié.

Posteriorment, i basant-se en la informacié obtinguda de I'analisi dels pacients de
I’'SLADB, el Grupo Espaiiol de Cancer de Pulmdn va impulsar 'assaig clinic obert i
multicéntric fase Il EURTAC on els pacients avancats, mutats del gen EGFR, es van
aleatoritzar per rebre quimioterapia convencional o erlotinib en primera linia. En el
reclutament dels pacients van participar 42 hospitals de Francga, Italia i Espanya. Es van
analitzar 1227 pacients des del febrer del 2007 fins al gener del 2011 dels quals 173 se’ls
van detectar mutacions en el gen EGFR i van ser inclosos en I'estudi.

El percentatge de pacients mutats va ser del 16,6% en I'SLADB i del 14% en 'EURTAC que
concorda perfectament amb la descrita en la bibliografia per a la poblacié caucasica
(DoulLLARD et al. 2014; Pao et al. 2004). Respecte a la freqglieéncia per exons, les delecions
de I'exd 19 es van detectar en el 62,2% i 66,5%, respectivament, mentre que les
mutacions L858R de I'exd 21 van ser del 41,5% i 33,5%, respectivament. Aquesta dada
també concorda perfectament amb la descrita en la bibliografia (60% de delecions
enfront el 40% de la mutacid de I'exd 21) (EBERHARD et al. 2005; MiTsubomi et al. 2005).

Es va comprovar que els pacients mutats cumplien amb les caracteristiques clinico-
patologiques tipus (SLADB i EURTAC, respectivament): sexe femeni (69,7% i 73%), no
fumador (66,6% i 69,3%) i amb histologia d’adenocarcinoma (80,9% i 92,4%). S’han
realitzat diversos estudis per explicar la freqiéencia més alta de mutacions d’EGFR en
pacients de sexe femeni. Per exemple, el treball de Bell analitza els enzims relacionats en
la biosintesi i metabolisme dels estrogens tant en individus wt com mutats d’ambdods
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sexes sense trobar cap relacid (BELL et al. 2008), o el treball de Tanaka que posa de
manifest que aquesta freqliéncia més alta de mutacions no depén del genere siné que
simplement és el reflex de I'alta incidéncia de I'adenocarcinoma en el sexe femeni
(TANAKA et al. 2010). Tot i aixi s’ha de tenir present que les delecions de I'exd 19 sén més
freqlents que la mutacié L858R i en canvi és el sexe femeni el que s’ha relacionat amb
aquesta darrera mutacid (TANAKA et al. 2010; Tokumo et al. 2005). Es van detectar
mutacions en pacients amb carcinoma de cel-lules grans amb un percentatge inferior al
10%. En els treballs de Yanagisawa o Sasaki es descriuen percentatges de mutacié
similars en aquest tipus histologic (SAKAI et al. 2013; YANAGISAWA et al. 2012). Finalment,
el treball de Maemondo descriu percentatges al voltant del 34% en pacients fumadors
amb mutacions d’EGFR (MAEMONDO et al. 2010).

La resposta assolida pels pacients de I'SLADB tractats en primera linia amb erlotinib va
ser del 73,5%, resultat que concorda amb d’altres treballs com I'IPASS, el NEJSG002 o el
WITOG3405 (MAEMONDO et al. 2010; Mok et al. 2009). Els pacients tractats amb aquest
farmac en linies posteriors va ser del 67,4%, resultat semblant al que descriu Sutani en el
seu treball on avalua la resposta de 27 pacients mutats d’EGFR, tractats amb gefitinib en
segona linia (78%) (SUTANI et al. 2006).

En estudis amb pacients no seleccionats per les mutacions d’EGFR, s’han descrit
respostes al tractament similars quan s’administra ITQ en segona linia o posteriors. Per
exemple, el grup de Ahn analitza 120 pacients coreans que van assolir respostes a
erlotinib en primera i segona linia del 32% i 25% (p=0,533). De la mateixa manera, el
grup de Fukuoka, en I'IDEAL-1, o el grup de Shepherd en I'estudi BR.21 no troben cap
diferéncia en la resposta dels pacients tractats en segona o tercera linia amb gefitinib,
situant-se, en I'IDEAI-1, al voltant del 20% (Fukuoka et al. 2003; SHEPHERD et al. 2005).
Aguesta manca de diferéncia entre respostes contradiu els resultats obtinguts per altres
estudis com I'ISEL, on es van assolir respostes molt menors en pacients tractats en
segona linia respecte als de primera linia (Kris M. 2009) o el treball de Massarelli que
descriu com la resposta va disminuint a mida que s’augmenten el nombre de
tractaments previs (20.9%, 16.3%, 2.3% i 0%; 1ra, 2na, 3ra, 4ta linia, respectivament
(MAssARELLI et al. 2003).

Tampoc hi havia diferéncia en les supervivéncies dels pacients de I'SLADB segons la linia
de tractament (28 mesos per als pacients de primera linia i 27 mesos per a linies
posteriors). Hi ha diverses metanalisis que comparen les respostes, supervivencies i PFS
entre els estudis de primera linia i linies posteriors amb ITQ arribant a la conclusié que
no existeixen diferéncies (PAz-ARes et al. 2010; PETRELLI et al. 2012), malgrat que hi ha
publicat un recull de set estudis japonesos on es descriu una millor PFS i supervivencia
dels pacients tractats amb ITQ en primera linia (HR 0,57; 95% Cl, 0,38 a 0,86, p=0,007 i
HR 0,60; 95% Cl, 0,37 a 0,95, p=0,031, respectivament) (MoORITA et al. 2009). Tenint en
compte que tant les respostes com les supervivencies dels pacients de primera linia i
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posteriors van ser molt similars, s’han considerat com un grup homogeni a I’hora de
comparar els resultats d’aquests pacients amb els de 'EURTAC.

Tenint present aquesta consideracio, les respostes al tractament amb erlotinib (primera i
segona linia) van ser del 70,5% en I’'SLADB i del 65% en I'EURTAC, resultats molt similars
als descrits en I'lPASS i en I'estudi NEJSG002, on els pacients tractats amb ITQ en primera
linia van assolir una resposta del 71,2%, i del 73,7%, respectivament (Mok et al. 2009;
MAEMONDO et al. 2010). Respostes més elevades, del 82,5%, s’obtenen amb el
tractament amb erlotinib dels pacients de I'estudi OPTIMAL (ZHou et al. 2011).
Independentment del tipus d’ITQ, erlotinib o gefitinib, administrat en segona linia, no hi
ha diferencia respecte a les respostes assolides (Kim et al. 2012b; SequisT et al. 2008; Wu
WS 2012).

Les respostes obtingudes dels pacients mutats tractats amb quimioterapia convencional
van ser del 15%, resultat inferior al que es pot trobar en la bibliografia. Per exemple, en
el NEJSG002 o el WITOG3405, les respostes van ser al voltant del 30% (30,7% i 32,2%,
respectivament), en 'OPTIMAL es situa al voltant del 36%, mentre que era del 25% en el
treball de Kim (Kim et al. 2012b; MAemMONDO et al. 2010; MiTsubomi et al. 2010).
Respostes més elevades (al voltant del 47%) es descriuen en el grup de pacients amb
mutacions de I'lPASS (Mok et al. 2009).

Observant les respostes dels pacients de 'EURTAC la branca de tractament amb
guimioterapia convencional presenta més progressions que els pacients tractats amb
erlotinib (12,6% respecte al 7%). Aquesta diferencia és estadisticament significativa en
tots els estudis que comparen una branca de tractament amb ITQ amb una de
quimioterapia convencional en pacients de CPCNP amb mutacions d’EGFR. En la Taula
58 hi ha un resum dels principals estudis.

La mitjana de supervivéncia assolida amb erlotinib, de 27 i 22,9 mesos pels pacients de
I’'SLADB i I'EURTAC, respectivament, és similar a la descrita en d’altres estudis en primera
linia com I'IPASS (21,6 mesos), el NEJSG002 (30,5 mesos) o el NEJOO2 (27,7 mesos) (INOUE
A. 2013). Per una altra banda, la mitjana de supervivencia dels tractats amb
guimioterapia convencional de I'EURTAC va ser de 22,1 mesos, molt semblant a
I'assolida amb erlotinib. Aquest mateix resultat 'obté tant el grup de Mok com el de
Maemondo on la diferencia de la supervivencia entre ambdues branques no és
estadisticament significativa (Mok et al. 2009; MAEMONDO et al. 2010). Aquest fet, descrit
en diversos estudis, podria explicar-se pel rescat amb gefitinib dels pacients que han
progressat al tractament amb quimioterapia convencional (INOUE A. 2013; Mok et al.
2013). S’ha de tenir present que la mitjana de supervivéncia que s’assoleix en el
tractament amb quimioterapia convencional dels pacients de CPCNP sense mutacions
d’EGFR es situa, malauradament, al voltant dels 10 mesos (KELLY et al. 2001; SCAGLIOTTI et
al. 2002).
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o Respostes PFS 0s
Autor Estudi-n? de pacients Branques de N : de
tractament  pacients
% p mesos p mesos p
- 0,99/HR
132 1,2 < 1 1 21, !
Mok el al. IPASS (Iressa Pan-Asia Study) gefitinib 3 7 0,00 %5 <000 5 1.002
1217 quimioterapia 129 47,3 6,3 21,9
NEJSG002 (Phase Il trial comparing gefitinibto o g,y 114 737 <0001 108 <0001 305  03/HRna
Maemondo et al carboplatin plus paclitaxel as 1rst line treatment
for advanced NSCLC with EGFR mutations)
229 quimioterapia 110 30,7 54 236
First-SIGNAL (1rst-ine single-agent iressa vs »
gemcitabine and cisplatin trial in never-smokers gefitinib 22 8,6 0002 84 0084 306  0,648/HRna
Leeetal. with adenocarcinoma of the lung
313 quimioterapia 6 37,5 6,7 26,5
WJTOG3405 (West Japan Thoracic Oncology
Group 3405; Randomized phase Il trial
comparing gefitinib with cisplatin plus docetaxel
as thelrst-line treatment for patients with NSCLC gefitinib 86 62,1  <0,001 9,2 <0.0001) 35,5 0,44 / HR na
Mitsudomi et al. harbouring mutations of the EGFR
Growth Factor Receptor)
172 quimioterapia 86 32,2 6,3 38,8
OPTIMAL erlotinib 82 83 <0,001 13,1  <0,001 na
Zhou et al.
165 quimioterapia 72 36 4,6 na

Taula 58. Resultats de cinc estudis prospectius i aleatoritzats fase Ill on es comparava el tractament en
primera linia d’inhibidors de TQ respecte a quimioterapia convencional basada en compostos del plati en
pacients avangats de CPCNP amb mutacions d’EGFR.

Per exons, es va observar una millor supervivéncia, PFS i resposta associada a les
delecions de I'exd 19 que no pas a la mutacié L858R de I'exd 21, tal com es descriu en la
bibliografia (Goto et al. 2013; JACKMAN et al. 2006; MiTsubomi et al. 2010; RIELY et al.
2006; ZHU et al. 2008b) malgrat que en relacié a la PFS, no s’assoleix la significacio
estadistica en el treball de Maemondo o en el de Sequist (MAEMONDO et al. 2010; SEQUIST
et al. 2008). Aquesta diferéncia entre les mutacions d’EGFR al tractament amb ITQ
podria explicar-se pels resultats de diversos treballs basats en models cel-lulars. El grup
de Carey va demostrar que la dosi necessaria d’ITQ per inhibir el creixement de les linies
cel-lulars transformades amb la variant delecionada era menor que per a les mutades
L858R (CAREY et al. 2006). En la mateixa linia, el grup de Zhu va transformar cel-lules wt i
va comprovar que les linies L858R creixien millor en preséncia de gefitinib que les linies
delecionades de I'exd 19. A més, per citometria va comprovar que les cel-lules
delecionades bloquejaven més el cicle cel-lular que no les linies cel-lulars mutades L858R
guan eren tractades amb ITQ (ZHu et al. 2008b). Aixd0 demostraria que la sensibilitat que
confereix la mutacid L858R és menor que la de la delecié i que per tant els pacients
delecionats es beneficien més del tractament amb ITQ que els mutats L858R.

La PFS assolida pels pacients de I'SLADB i 'EURTAC tractats amb erlotinib va ser de 14 i
10,4 mesos, respectivament, mentre que per als de I'EURTAC tractats amb
guimioterapia convencional va ser d’aproximadament 5 mesos. Molts altres estudis
assoleixen PFS semblants, tal com recull la metanalisi de Paz-Ares (PAz-ARES et al. 2010)
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on hi ha, entre d’altres, els resultats de 'OPTIMAL o el NEJOO2, de 13,1 i 10,8 mesos pels
pacients tractats amb ITQ enfront dels 4,6 i 5,4 mesos dels tractats amb quimioterapia
convencional, respectivament; el treball de Mitsudomi, on les PFS dels pacients tractats
amb gefitinib va ser de 9,2 mesos, (el mateix resultat que reporta Sequist) respecte als
6,3 mesos de la branca de quimioterapia convencional (INOUE A. 2013; MiTsubomI et al.
2010; PAz-AREes et al. 2010; SEquisT et al. 2008; ZHou et al. 2011).

En ambdds estudis es va comprovar que els pacients amb un ECOG PS superior a 1
assolien una pitjor PFS, independentment de la branca de tractament. En la bibliografia
s’ha descrit, en termes generals, que els pacients amb PS 0 o 1 tenen millor pronostic
que els pacients amb PS superiors (p=0,001) (YANG et al. 2008), malgrat que hi ha treballs
que no troben relacié entre aquests parametres (MAEMONDO et al. 2010). Per una altra
banda, el grup d’Inoue descriu I'efecte del tractament amb ITQ en la reduccié del PS
guan el 68% dels pacients tractats amb gefitinib del seu estudi van passar de PS 3-4 a PS
0-1 (INOUE et al. 2009). Aquesta millora, tant en I'estat del pacient com la seva qualitat
de vida és el que es coneix com efecte Llatzer.
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Fig. 66. Forest plot de la mitjana de la PFS dels estudis inclosos en la matanalisi realitzada pel grup de Paz-

Ares, amb un intéval de confianga del 90%, durant el tractament amb erlotinib o gefitinib en monoterapia
o quimioterapia, en pacients de CPCNP mutats d’EGFR.
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Es va comprovar, en I'analisi dels pacients de I'SLADB, que tant la supervivencia com la
PFS eren més favorables en els pacients de sexe femeni. Aquest resultat concorda a
mitges amb el reportat de I'estudi NEJSG002 que descriu la relacié entre el genere i la
PFS (HR 0,68; 95% CI, 0,51 a 0,92; p=0,01) mentre que no existeix respecte a la
supervivencia (MAEMONDO et al. 2010). Per una altra banda, el grup de Kimura reporta
una millor supervivéncia en els pacients de sexe femeni (p=0,04) (KIMURA et al. 2006d) i
d’altres treballs descriuen una certa tendéencia a favor dels pacients de sexe femeni
malgrat que no s’assoleixi la significacié estadistica (YANG et al. 2008).

Tot i que diversos estudis descriuen que els pacients no fumadors sén els més
beneficiats amb el tractament amb ITQ es va observar una PFS al voltant de 11 mesos
dels pacients ex fumadors, independentment de la branca de tractament. Aquest fet
també ha estat reportat pel grup de Sugio, arribant a la significacié estadistica
(P=0,0063) (SuaIo et al. 2009). Els treballs de Zhou (OPTIMAL) i de Mitsudomi (WJTOG
3405) descriuen un benefici del tractament amb ITQ dels pacients fumadors i ex
fumadors malgrat que no sigui tant clar com per als no fumadors (ZHou et al. 2011;
MiTtsubomi et al. 2010). Aixi, malgrat tractar-se de pacients atipics per a les mutacions
d’EGFR, el grup de D’Angelo va analitzar les mutacions de 1562 pacients fumadors i ex
fumadors caucasics amb adenocarcinoma. Les mutacions es van detectar en un 13%,
proporcié que concorda perfectament amb la freqliéncia descrita en poblacid caucasica
(D'ANGELO et al. 2011). Historicament, s’havia atribuit al tabaquisme una pitjor incidéncia
en la malaltia respecte a ser no fumador. Avalant aquesta idea, I'equip de Filosto
comenta que el fum del tabac provoca un canvi de conformacié d’EGFR que comporta
una dimeritzacié aberrant i, per tant, una resisténcia al tractament amb ITQ malgrat que
estigui mutat (FILosto et al. 2012). En relacié al metabolisme d’erlotinib, s’ha descrit que
la concentracié del farmac en plasma és menor en fumadors respecte als no fumadors
per I'activitat més alta de CYP1A1 i CYP1A2 en aquest grup de pacients (HAMILTON et al.
2006).

Finalment, la PFS a I'any, dels pacients inclosos en 'EURTAC va ser del 40% en la branca
de tractament amb erlotinib i del 10% en la de quimioterapia. Aquest resultat s’ajusta
totalment al ja descrit pels grups de Sequist (32% pels tractats amb ITQ) i Maemondo
(42,1% i 3,2%, respectivament) (SEQuIsT et al. 2008; MAEMONDO et al. 2010), i en pacients
mutats d’EGFR tractats amb quimioterapia convencional al voltant del 7% (Mox et al.
2009).

Es pot afirmar, d’aquesta manera, que I'SLADB confirma les espectatives, des d’un punt
de vista clinic, de la importancia de la determinacié de les mutacions del gen EGFR. S’ha
comprovat que els metodes de deteccid de les mutacions sén adeqliats per aplicar-los
en |'analisi dels pacients, obtenint resultats comparables als que han estat publicats en
la bibliografia. S’ha confirmat el fet que no existeixen diferencies entre linies de
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tractament amb erlotinib i s’"han assolit respostes, supervivencies i PFS molt semblants a
les descrites per a aquest tipus de pacient.

Per una altra banda, I'estudi EURTAC, el primer que es basa integrament en pacients
caucasics, confirma la superioritat del tractament amb erlotinib respecte Ia
quimioterapia convencional per als pacients mutats d’EGFR, tal com ja s’havia reportat
en d’altres estudis. Com en el cas de I'SLADB, es corroboren tots els resultats obtinguts
amb els que es descriuen en la bibliografia.

5.6 Validacio clinica de I’analisi de les mutacions d’EGFR en I’ADN
circulant de sang periferica dels pacients de I’'SLADB i 'EURTAC

En els darrers anys, diversos grups han desenvolupant diferents tecniques per analitzar
les mutacions d’EGFR de la sang periférica. Aixi, els resultats de I'SLADB i EURTAC (59% i
56%, respectivament) sén molt semblants al descrit per I'equip de Brevet (61%) quan
analitza el plasma de 31 pacients per la tecnica d’espectrometria de masses (BREVET et al.
2011). Per una altra banda, hi ha treballs que mostren percentatges de deteccio inferiors
com el de I'equip de Goto sobre I'IPASS, on només detecta un 23,7% de mutacions en
194 mostres de plasma analitzades amb el kit DxS (GoTo et al. 2012). Bai i col-laboradors
descriuen un 34,3% en I'analisi del plasma de pacients mitjangant la tecnica d’HPLC (BAl
et al. 2009) i finalment, el grup de Chen publica un 46,3% en I'analisi de 54 pacients
afegint PNA en les amplificacions per PCR (CHEN et al. 2012a). Paral-lelament, hi ha
publicats percentatges de deteccidé de mutacions en sang periférica molt superiors, com
el descrit pel grup de Kimura, que reporta un 93% de mutacions de 42 pacients
analitzats per la teécnica ARMS (KIMURA et al. 2007), malgrat que el mateix equip I'any
anterior, havia publicat un treball on el percentatge era del 48,1% utilitzant la mateixa
tecnica (KIMURA et al. 2006¢). Aquesta diferéncia en la deteccié de les mutacions, com ja
s’ha explicat anteriorment, pot explicar-se per diferents factors, des dels preanalitics
(passos anteriors a I'extraccié de I’ADN circulant) fins als tecnics (incloent tant el meétode
d’extraccié d’ADN com les técniques d’analisi).

La proporcid per exons de les mutacions d’EGFR descrita per a les mostres de teixit és
valida per a les mostres de sang periférica (Bal et al. 2009; Kim et al. 2013; ZHAO et al.
2013). Com que la proporcié detectada de les delecions de I'exd 19 (66% i 59,3% en
I’'SLADB i I'EURTAC, respectivament) i de la mutacié L858R de I'exd 21 (34% i 41%,
respectivament) concorda amb la descrita en la bibliografia (MARCHETTI et al. 2005; PAO
et al. 2004; RIELY et al. 2006), les tecniques d’analisi sén adequades i no hi ha esbiaix dels
resultats per la seva especificitat. En referéncia al percentatge de mutacions entre
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exons, es postula que és més facil detectar delecions en I’ADN circulant per que les
cel-lules delecionades sén més sensibles al tractament amb ITQ i alliberen més ADN que
les mutades L858R (NAKAMURA et al. 2012).

Les mutacions van ser més freqlents en pacients de sexe femeni, no fumadors i
histologia d’adenocarcinoma, caracteristiques tipus dels pacients amb mutacions d’EGFR
(JiaN et al. 2010; Kim et al. 2013). Com en el cas de les mostres de teixit, hi ha un 26% de
pacients fumadors o ex fumadors mutats en sang periferica. Aquest fenomen també ha
estat reportat en altres treballs on el percentatge d’ex fumadors i fumadors amb
mutacions es situa en el 39,6% i 32,9% (Bal et al. 2009; HE et al. 2009) mentre que el
grup de Kim només les detecta un 12% (Kim et al. 2013).

S’avalua la relacié entre les mutacions en sang periférica i la resposta al tractament. Es
va comprovar que els pacients de la branca d’erlotinib responien millor,
independentment de detectar o no les mutacions en sang periférica. Tot i aixi, en
I'EURTAC es va poder observar que els pacients sense mutacions detectades en sang
periférica assolien respostes completes, inexistents en el grup de pacients mutats. En
contradiccid amb aquests resultats, hi ha diversos equips que descriuen una millor
resposta dels pacients amb mutacions en sang periférica que els que no se’ls han
detectat (CHEN et al. 2012a; GoTo et al. 2012; KIMURA et al. 2006c). En aquets treball s’ha
comprovat que els pacients amb mutacions en la sang periférica presentaven més
progressions de la malaltia.

La supervivencia assolida pels pacients que se’ls havien detectat les mutacions d’EGFR
en sang periferica, tant de I'SLADB com de 'EURTAC, era menor que la dels pacients
detectats wt. Aquest fet contradiu els treballs de Jian i de Kimura, on descriuen una
millor supervivencia en el pacients amb mutacions en sang periférica respecte als no
mutats (p=0,003), malgrat que la diferencia no és estadisticament significativa en
I'article de Kimura i de Mack (JIaN et al. 2010; KIMURA et al. 2007; MAck et al. 2009). Una
possible explicacié vindria donada per la concentracié d’ADN circulant. Tal com ja s’ha
explicat anteriorment, un dels origens d’aquest ADN és la lisi de micrometastasis i
cel-lules tumorals circulants, utilitzades com a factor pronostic de I'evolucid de la
malaltia. Aixi, el grup de Krebs, demostra que és més freqlient trobar CTC en la sang
periférica de pacients d’estadis IV que d’estadis IlIA o IlIB i que el seu nombre esta
considerat com un factor predictiu de supervivéncia (KrRess et al. 2011). El fet que es
puguin detectar les mutacions d’EGFR en la sang del pacient podria estar relacionat amb
un augment de les metastasis i per tant amb un pitjor pronostic i supervivéncia. Hi ha
treballs que demostren que és més facil detectar les mutacions d’EGFR en sang
periférica de pacients que tenen afectats diversos organs per metastasis que no els que
només en tenen un d’afectat (NAKAMURA et al. 2012) i que aquesta concentracié d’ADN
circulant és més alta en pacients amb més d’'una metastasi i amb tumors amb els noduls
locoregionals afectats (LEe et al. 2011). Finalment s’ha comprovat que els pacients
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tractats amb quimioterapia convencional amb concentracions elevades d’ADN
presentaven una pitjor supervivéncia (GAUTSCHI et al. 2004). En un estudi amb pacients
de cancer colorectal es va observar que la quantitat d’ADN mutat, detectat amb la
tecnica de BEAMing, disminuia després de la cirurgia o la quimioterapia, postulant que la
quantitat d’ADN mutat alliberat al torrent sanguini correlaciona amb el volum total
tumoral (DIELH et al. 2008). Totes aquestes descobertes podrien explicarla pobra
resposta dels pacients amb mutacions en sang periferica.

Per una altra banda, el grup de Perkins, analitzant ADN circulant per confirmar la seva
implicacio predictiva en I'evolucié de diversos tipus de tumor, va trobar que I'ECOG PS
era un factor independent de la supervivéncia en una analisi multivariable (PERKINS et al.
2012). En aquest aspecte, es van detectar més freqlientment les mutacions en sang
periférica dels pacients amb ECOG PS>1 tant en els pacients de I'SLADB com de
I'EURTAC. En la mateixa linia, el treball de Moran, presentat en I’ASCO (American Society
of Clinical Oncology) I'any 2007 apuntava que el 93,8% dels pacients amb mutacions
detectades en I’ADN circulant corresponien a PS 2 (MoRrAN 2007).

Com en el cas de la supervivéncia, la PFS també va ser menor en els pacients qué se’ls
havia detectat les mutacions respecte als wt malgrat contradir el treball de Bai i de Mack
que descriuen una PFS superior en els pacients mutats en sang periferica (p=0,044 i
p=0,012, respectivament) (BAl et al. 2009; MAcK et al. 2009). Hi ha articles que comparen
la PFS dels pacients mutats en sang periferica respecte als no detectats on troben
diferéncies significatives a favor dels pacients mutats. De totes maneres, aquests treballs
es basen en I'analisi tant de pacients wt com mutats en teixit inclos en parafina mentre
gue I'SLADB i 'EURTAC es basen només en les mostres de sang periférica de pacients
mutats. Com que aquestes mutacions s’han detectat en el grup de pacients amb pitjor
ECOG PS, que presenten una menor supervivencia, es podria concloure que la deteccié
de les mutacions en sang periférica seria un reflex d’una progressié de la malaltia més
rapida.

Analitzant la supervivéncia i la PFS per exons, els pacients delecionats assolien una
supervivencia i PFS superiors als pacients mutats L858R de I'exd 21. Aquest fenomen
concorda amb I'observat en I'analisi de les mutacions en teixit inclos en parafina (Goto
et al. 2013; JackMAN et al. 2006; RIELY et al. 2006).

Segons la branca de tractament dels pacients inclosos en I'EURTAC, es va comprovar que
els detectats mutats, tractats amb erlotinib, assolien una millor PFS respecte als tractats
amb quimioterapia convencional (P<0,001). Aquest resultat concorda perfectament amb
el treball publicat de I'estudi IPASS, (GoTo et al. 2012). S’ha de tenir present que, com
gue aquests pacients sén mutats, el tractament amb erlotinib els és més favorable que
el de quimioterapia convencional, tal com s’ha demostrat en I'analisi de les mostres de
teixit inclos en parafina.
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Els bons resultats obtinguts de I’ADN circulant, malgrat les dificultats inherents a la seva
naturalesa, confirmen la sang periferica com una bona font de material genétic dels
pacients dels que és inviable I'obtencié d’una bidpsia, de la mateixa manera que permet
fer un seguiment de I'evolucié de la malaltia. En aquesta linia hi ha diversos treballs que
monitoritzen I’evolucié de les mutacions d’EGFR a través de I'analisi de la sang periféerica
del pacient. D’aquesta manera es fa el seguiment de |'eficacia del tractament i se’n
preveu I'evolucio (FORSHEW et al. 2012; NAKAMURA et al. 2012; SuN J.M. 2013).

5.7 Validacio clinica de la deteccié de la mutacio T790M de I'exé 20
dels pacients inclosos en I’EURTAC

La mutacié T790M es va detectar en un 65% dels casos. En la bibliografia hi ha forga
disparitat de resultats de deteccié depenent del metode i del moment de realitzar
I’analisi (abans del tractament o quan es produeix la progressié de la malaltia). Aixi, dos
grups diferents utilitzant el kit DxS en pacients no tractats descriuen freqiiencies de
deteccido d’aquesta mutacié de I'exd 20 del 38%, en pacients amb mutacions de
sensibilitat d’EGFR, i del 4,2% en els pacients de I'IPASS, no seleccionats per les
mutacions d’EGFR, propiament dit (MAHESWARAN et al. 2008; Mok et al. 2009). En la taula
59 hi ha representats els principals treballs publicats referents a la mutacié T790M amb
els percentatges de deteccid, la técnica utilitzada i la seva sensibilitat. En tots ells, els
pacients eren mutats d’EGFR i I'analisi s’ha realitzat en teixit inclos en parafina. Com es
pot observar, el tipus de tecnica d’analisi és primordial en la detecciéd de la mutacio,
demostrant que la seqlienciacié és, de lluny, la menys sensible. Aixi, el grup de Su,
compara la seqlienciacié Sanger (només de 3 pacients), I'espectrometria de masses
MALDI-TOF i la NGS, en pacients no tractats previament amb quimioterapia, obtenint
una freqléncia de deteccié del 2,8%, 31,5% i 34,2%, respectivament (Su et al. 2012). Els
resultats per seqlienciacié Sanger sén identics als dels treballs de Sequist i de Wu, on
assoleixen una deteccidé del 7% i I'1%, respectivament, en pacients no tractats amb ITQ,
tot i que en el primer treball, els pacients eren mutats d’EGFR (SEQuisT et al. 2008; Wu et
al. 2011). Per una altra banda, amb la técnica de ME-PCR s’ha descrit un 3,6% de
pacients mutats T790M (INUkAl et al. 2006). Finalment, amb la tecnica de colony
hybridization, que consisteix en transfectar en Escherichia coli els fragments de PCR del
gen d’estudi, fer creixer les coldnies i hibridar-les amb les sondes corresponents, es
detecta un 79% de pacients mutats T790M (FuJiTA et al. 2012).

El percentatge de deteccié de la mutacid T790M és més elevat en pacients que han
progressat al tractament amb ITQ ja que les cel-lules sensibles han estat eliminades,
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quedant les resistents, molts cops portadores d’aquesta mutacid. Hi ha diversos treballs
gue analitzen aquesta mutacié en les rebiopsies dels malalts que han progressat al
tractament. Per exemple, el grup de Sun descriu que el 51% dels pacients que han
progressat a afatinib presenten la mutacié T790M, analitzats per seqiienciacio i afegint
la sonda PNA en les PCR (SuN et al. 2013a) o els equips d’Arcila i d’Oxnard, que descriuen
percentatges de deteccid del 68% i 62%, respectivament, utilitzant com métode d’analisi
la LNA PCR clampling i posterior seqiienciacio (ARCILA et al. 2011; OXNARD et al. 2011).
Aquests resultats sén molt semblants al 60% descrit amb la técnica d’espectrometria de
masses (OXNARD et al. 2011; Yu et al. 2013). Percentatges més elevats s’han descrit
utilitzant les técniques de NGS (83%)i MALDI-TOF (86%) i seqiienciacié (80%) (CosTA et
al. 2008a; Su et al. 2012; Sualo et al. 2009).

N de Sensibilitat
Autor R % T790M segons la técnica PFS amb i sense T790M dela
pacients técnica

- . 0,
Suetal 73 MALQ.I TO.F MS 31.5% 6,7 vs 10,2m; p< 0.05 1:1000
Sequenciacio: 2.7%

Lee et al 124 MALDI-TOF MS: 25% 6,3 vs 11,5m; p<0.001 --
Rosell et al 129 TagMan amb-PNA: 35% 12 vs 18m; p =0.05 1:5000
Inukai et al 280 Mutant-enriched PCR: 3.6% sense résposta a 1:1000

gefitinib
Costa et al 95 TaqMaT”'\:g“: 222:;5 26% 1:5000
Maheswaran et al 26 SARMS: 38% 7,7 vs 16.5m; p<0.001 1:500
Ye et al 36 Mutant-enriched PCR: 41,7% - 1:1000
urngseral 24 et oot o : :
Fujita et al 38 SARMS: 0% - 1:1000

Colony Hybridization: 79%

Seqlienciacid: 0%, .
Ohetal 147 PNA-clampling PCR: 8,2% 1:10000
Sequenciacié: 0%
Multithreaded electronic polymerase no s’associa a

261 ; istenci N
Fukuoka et al 6 chain reaction Seqiienciacié: 0% resistencia a TKI

SARMS: 4.2%

Taula 59. Resum dels principals treballs on s’analitza la mutacié T790M en pacients mutats d’EGFR. En els
que s’avalua la PFS entre els pacients amb T790M i sense aquesta mutacid, la diferéncia és significativa,
tret del grup de Fukuoka. Adaptacio de Costa, 2014.

Aixi com les mutacions de I'exd 19 i 21 correlacionen amb certes caracteristiques clinico-
patologiques dels pacients (sexe femeni, histologia d’adenocarcinoma i no fumador), la
mutacio de I'exd 20 no esta associada a cap d’aquests parametres (Yu et al. 2014). L' Unic
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factor amb el que sembla relacionat és |’estadiatge i 'ECOG PS (INUKAI et al. 2006;
OXNARD et al. 2011). Respecte a I'estadiatge, s’ha postulat que la mutacio es detecta més
freqientment en estadis avancats ja que hi ha més inestabilitat genética (INUkAl et al.
2006; MA et al. 2011).

En I'avaluacié de les respostes al tractament, es comprova que, malgrat que la mutacié
T790M esta relacionada amb la resistencia als ITQ, no hi havia diferencia significativa
entre els pacients detectats mutats i els no mutats en cap de les dues branques de
tractament. Aquest fet també I’ha descrit el grup de Su i de Maheswaran (MAHESWARAN
et al. 2008; Su et al. 2012). L'explicacié que exposa aquest darrer autor és que
possiblement la preséncia de la mutacid T790M abans del tractament amb ITQ no és
suficientment freqient com per influir a curt termini en la resposta al tractament. A
mida que el tumor és eliminat per I'accié de I'I'TQ i la proporcié de cel-lules amb la
mutacio de resistéencia augmenta, el seu efecte va assolint més importancia fins que al
final aconsegueix modular la PFS, tal com s’exposa més endavant (MAHESWARAN et al.
2008). La manca de diferencies entre branques de tractament confirma que la mutacid
T790M tampoc influeix en la resposta del pacients mutats tractats amb quimioterapia
estandard com demostra el cas reportat pel grup de Yamane (YAMANE et al. 2013).

En I'avaluacié de la supervivencia es va comprovar que la presencia o abséencia de la
mutacié T790M no té cap influéncia, independentment del tractament. El grup de Su
descriu resultats semblants en avaluar la supervivencia de 73 pacients mutats d’EGFR,
dels quals 17 eren mutats T790M. En la corba Kaplan-Meier es comprova que aquesta
mutacio no té influencia en els pacients tractats amb erlotinib (Su et al. 2012).

—— 1858R or Del19 with T790M (n = 23)

1.04 —— 1858A or Del19 without T790M (n = 33)
= Without L858R, Del19, and T780M [n = 17}
= = 0.8 4
Z o P, ) = 09052
SE 08
A = Pl—, ——]=.7718
T 6 044 NE T T S
S S
D 0.2'

0 b 10 15 20 50

Time (months)

Cox Regression Model

Variable Hazard Ratio 95% Cl P
L858H or Del19 without T790M 1.000

L858R or Del19 with T790M 0.864 0.416 to 1.797 697
Without L858R, Del19, and T790M 1.105 0.459 to 2.657 B24

Fig. 67. Corba de Kaplan-Meier del treball de Su on corrobora que la mutacio T790M no té influéncia sobre
la supervivéncia dels pacients tractats amb erlotinib.
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Malgrat que la mutacié T790M no influia ni en la resposta ni en la supervivencia, es va
observar que els pacients tractats amb erlotinib sense la mutacié T790M tenien una
millor PFS que els pacients amb mutacié. Aquest fet també el descriu I'equip de Su, de
Rosell i de Maheswaran, i per una altra banda la metanalisi del grup de Ding, on la
diferéncia entre detectar la mutacié o no en el grup de pacients tractats amb ITQ
assoleix significacio estadistica a favor dels pacients sense mutacié (p<0,05, p=0,05 i
p<0,001, respectivament) (Su et al. 2012; RosELL et al. 2011; MAHESWARAN et al. 2008;
DING et al. 2014; GAzDAR 2009).

Hi ha diversos treballs que atribueixen I'evolucié de la malaltia a la distribucié de la
mutacid T790M en el tumor: no evolucionaria igual si la mutacid T790M i la de
sensibilitat estiguessin ubicades en cis en el mateix al-lel; si estiguessin en trans en
diferents al-lels, o bé que estiguessin en diferents clones cel-lulars (LEONE 2013). En el
primer cas, amb el tractament amb ITQ es seleccionarien les cél-lules amb les dues
mutacions en el mateix al-lel (s’ha descrit que aquest tipus de cél-lules tenen una
fosforilacid més acusada respecte a les mutades només per sensibilitat) i es produiria un
creixement cel-lular rapid (MivAzawA et al. 2008; MuLLoy et al. 2007). En linies cel-lulars
s’ha comprovat que aquest constructe en cis provoca una rapida aparicié de la
resistéencia. En el segon cas, segons |'al-lel que estigués actiu, es donarien diferents
respostes: si I'al-lel actiu és el portador de la mutacié de sensibilitat, les cel-lules
s’eliminarien amb el tractament amb ITQ propiciant la proliferacié de les doble mutants i
aconseguint un escenari semblant al primer cas, malgrat que I’evolucié d’aquest sistema
és desconeguda (KoBAYASHI et al. 2005). En models cel-lulars, s’ha comprovat que aquest
constructe en trans provoca una resistencia als ITQ més feble (ENGELMAN et al. 2006). La
darrera possibilitat esta relacionada amb el que diversos autors descriuen com el
fenomen de creixement indolent dels tumors amb la mutacid T790M, per explicar
aquesta manca de diferéncia respecte a les respostes i la supervivencia. La teoria,
comprovada en models cel-lulars, postula que els tumors amb céel-lules mutades T790M,
per sota d’'un 10% del total cel-lular, tenen un creixement molt més lent que els que
tenen mutacions de sensibilitat (CHMIELECKI et al. 2011; REGALES et al. 2007). D’aquesta
manera, els pacients que se’ls ha detectat aquesta mutacié abans del tractament poden
presentar millor pronostic que els no mutats (CHMIELECKI et al. 2011; OXNARD et al. 2011).
Quan el percentatge de cel-lules mutades T790M excedeix del 25%, aproximadament,
apareix la resistencia al tractament (MAHESWARAN et al. 2008; Mok 2010).

Aguest percentatge de cél-lules mutades ha servit al grup de Lee per classificar les
supervivencies i PFS. Aixi, els pacients amb més freqlieéncia de mutacié T790M presenten
supervivencies i PFS menors, que els pacients amb una freqliiéncia menor de mutacié
(2,4 mesos respecte a 6,7 mesos; p = 0,009 de supervivéncia i 9,1 mesos respecte a 18,7
mesos; p= 0,018 de PFS, respectivament) (LEe 2014). Resultats semblants els ha reportat
el grup de Costa (PFS dels pacients amb baix nivell de mutacié 10,4 mesos respecte als
8,7 mesos dels de nivells més alts p=0,058) (CosTA et al. 2014).
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Fig. 68. Diferents possibilitats del tractament amb ITQ en tumors mutats T790M. Els cercles negres, les
cél-lules amb mutacio de sensibilitat. Els cercles vermells, cél-lules amb mutacio de resisténcia o
sensibilitat. Les linies negres son els al-lels. Les fletxes negres sén la mutacio de sensibilitat mentre que les
vermelles representen la mutacid T790M. Adaptacio de Leone, 2013.

Un cop apareix la resisténcia als ITQ i per tant, la progressié de la malaltia, cal decidir el
millor tractament per a aquests pacients. Malgrat que hi ha diversos assajos que estan
avaluant I'administracié d’inhibidors irreversibles per superar la resistencia provocada
per la mutaciéo T790M, sembla que els resultats preliminars no sén gaire encoratjadors.
S’ha comprovat que les concentracions necessaries per revertir la resisténcia en pacients
no sén necessariament les mateixes que les efectives en estudis preclinics pels efectes
secundaris que provoquen (JANNE et al. 2011; SEQuIsT et al. 2010). Una altra estrategia és
la combinacié d’aquests ITQ amb farmacs que bloquegen els gens de les vies de
transduccido de senyal relacionades amb EGFR. Aixi doncs, in vitro s’han provat
combinacions d’afatinib amb un inhibidor de MEK i amb un inhibidor de Src, aconseguint
induir més apoptosi que amb afatinib en monoterapia (Sos et al. 2010). Des d’un punt de
vista clinic, després de demostrar-se que amb afatinib en combinacié amb rapamicina
(un inhibidor de PI3K i mTOR) s’assolia quasi la completa regressié del tumor en models
animals, s’esta duent a terme un estudi fase | on s’avalua la combinacié de I'ITQ
nerafenib amb temsirolimus (inhibidor d’'mTOR) (GANDHI et al. 2014). Hi ha estudis que
avaluen I'activitat combinada dels inhibidors irreversibles amb anticossos antiEGFR com
el cetuximab (JANJIGIAN Y. 2011), o bé que combinen un ITQ (erlotinib o gefitinib) amb
inhibidors de I'angiogénesi o amb inhibidors de MET, HDAC o HSP90 (JANNE P. 2008;
MILLER V. 2008; REGUART et al. 2014; SHIMAMURA et al. 2008).

S’han publicat diversos treballs on es demostra que I'expressid genica pot modular la
resisténcia de la mutacié T790M. Per exemple, el grup de Rosell demostra que la baixa
expressié de BRCAL, juntament amb la mutacié T790M en pacients avangats de CPCNP i
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mutats d’EGFR, modula aquesta resisténcia i promou una millors PFS respecte als
pacients amb alts nivells d’expressié d’aquest gen (la HR dels pacients amb T790M i
nivells de BRCA1 intermedis i elevats, respectivament, va ser de 8,19; p<0,0001 i 8,46;
p<0,0001) (ROSELL et al. 2011).

S’ha pensat en administrar un ITQ diferent per al qué s’ha desenvolupat la resisténcia.
Els resultats publicats sén contradictoris. Per una banda, I'equip de Wu descriu una
disminucié de la mida del tumor després del tractament amb erlotinb posterior a la
progressido amb gefitinib (Wu et al. 2008), mentre que el grup de Costa demostra que
tractar amb erlotinib els pacients que han progressat a gefitinib no déna resultats
favorables (CosTa et al. 2008a; CosTA et al. 2008b). ja que la baixa efectivitat d’erlotinib,
en les dosis cliniques segures no pot revertir la resisténcia que confereix la mutacio
T790M (KURATA et al. 2004). Paral-lelament, el grup de Costa postula que |'expressid
geénica pot modular tant la supervivéncia com la PFS dels pacients amb mutacions de
sensibilitat d’EGFR tractats amb ITQ. En el seu treball comprova que I'expressié de BIM
esta relacionada amb una millor supervivencia i PFS (HR 0,53; p=0,032 i HR 0,49;
p=0,012, respectivament) de manera que obre la possibilitat d’utilitzar aquest gen com a
diana terapéutica concomitant a les mutacions d’EGFR (CosTA et al. 2014).

Hi ha ocasions que el tractament que s’administra després de la progressié als ITQ és la
guimioterapia convencional. Recolzant aquesta estratégia el grup de Maemondo descriu
respostes del 29% en pacients que han progressat als ITQ i que han estat tractats en
segona linia amb carboplati/paclitaxel (MAEMONDO et al. 2010). De totes maneres,
experiments in vitro han demostrat que el tractament amb erlotinib no afavoreix el
tractament concomitant o a posteriori amb quimioterapia convencional. A través de
linies cel-lulars s’ha comprovat que els ITQ afavoreixen I'extrusid dels components
derivats del plati de I'interior cel-lular evitant la seva activitat i reduint el dany a I’ADN
gue provoquen aquests farmacs, de manera que les segones linies basades amb derivats
del plati no sén una bona opcié a I'hora de tractar els pacients que han progressat als
ITQ (TsAl et al. 2011).

L'analisi de la mutacid T790M ddéna informacid, si es detecta abans de comencar el
tractament, sobre el temps de resposta als ITQ i si es detecta a la progressid, sobre les
possibles alternatives terapéutiques en segona linia, tenint en compte aquesta
resisténcia adquirida. Com en el cas de les mutacions de sensibilitat, per analitzar
aquesta mutacidé en condicions optimes caldria una mostra amb suficient teixit tumoral
gue permetés detectar la baixa proporcié de céel-lules mutades i, per una altra banda,
gue conservés I’ADN en les millors condicions per tal d’analitzar diferents arees i evitar
la seva alta heterogeneitat. Obtenir mostra de teixit és un dels limitants més importants
a I'hora de realitzar I'analisi, per tant, diversos grups han optat per determinar aquesta
mutacio de la sang periferica del pacient. Per exemple, els equips de Kuang, amb el kit
de DxS i, paral-lelament, per la técnica de WAVE/Surveyor basada en una digestio
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enzimatica, i el de Nakamura amb un sistema de sondes fluorescents, detecten un 53% i
un 54% de pacients mutats, respectivament quan analitzen el plasma de pacients ja
tractats amb ITQ. Malgrat aquest resultat, Mack i col-laboradors només detecten un 8%
de mutacions utilitzant el mateix kit de DxS. Per una altra banda i amb el mateix tipus de
pacient, es corrobora la baixa sensibilitat del métode de seqlienciacié Sanger en el
treball de He on analitza la T790M en el plasma dels pacients per ME-PCR i seqlienciacid
Sanger, detectant la mutacié en un 36,4% i un 6% respectivament (He et al. 2013; KUANG
et al. 2009; MAck et al. 2009; NAKAMURA et al. 2011).

Finalment, s’ha comprovat que la técnica TagMan, associada a la sonda PNA, té una
sensibilitat de deteccid al voltant del 93%. Malgrat que aquest resultat és del tot
favorable, es va fer la comparacié amb una técnica amb un limit de deteccié inferior.
Aixd comporta que, si bé s’aconsegueixen detectar molts més pacients mutats, és
possible una sobreestimacié. Aquest aspecte es comenta en el treball de Ye on
glestiona les altes taxes de deteccié d’aquestes mutacions. Postula que potser la
imbibicié en parafina dels teixits (on es poden produir canvis de citosina a timina o de
guanina a adenina en les bases que conformen I’ADN) seria el causant d’aquests
percentatges tan elevats en pacients que no han rebut tractament (Ye et al. 2013).
Rebatent aquesta idea, el grup de Fujita analitzant teixit congelat, detecta aquesta
mutacié en un 79% de les mostres mitjancant una tecnica de sensibilitat del 0,01%
(FunTa et al. 2012). Cal remarcar que, en el treball aqui exposat, malgrat que la mutacio
T790M s’ha analitzat en mostres prévies al tractament, tots els paciets eren portadors
de les mutacions de sensibilitat d’EGFR.
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Tenint presents totes les dades que s’han obtingut, tant dels experiments realitzats com
de les validacions analitiques i cliniques, es poden extreure les seglients conclusions:

6.1- Encara que la sensibilitat i especificitat de la técnica de seqlienciacié Sanger no és
I’0ptima, és possible detectar les mutacions del gen EGFR en mostres de teixit inclos en
parafina. Aquesta técnica ha resultat adequada quan s’utililitza la microdisseccié de les
mostres per incrementar el nombre de cél-lules tumorals.

6.2- Malgrat que la seqlienciacié Sanger és considerat el métode estandard per detectar
mutacions, les técniques d’analisi de fragments (GeneScan) o de discriminacio al-lélica
(TagMan) sén adequliades per I’estudi de les mutacions més freqlents de I'exé 19, 20i 21
del gen EGFR en mostres incloses en parafina.

6.3- En aplicar aquestes tecniques per analitzar les mutacions d’EGFR en mostres de
teixit incloses en parafina, s’ha corroborat la concordanca entre les dades de les
respostes, les supervivéncies i les PFS amb les publicades en la bibliografia. Es pot
concloure que aquestes tecniques son adeqiiades per utilitzar-les en I'analisi de les
mutacions d’EGFR per tal d’administrar el tractament adient per als pacients.

6.4- Els resultats de la validacié clinica de I'analisi de les mutacions del gen EGFR posa de
manifest que si bé hi ha un benefici respecte a respostes i PFS, no s’ha assolit diferéncies
significatives respecte a la supervivencia entre els pacients mutats tractats amb ITQ o
guimioterapia convencional. Aquest fet pot explicar-se pel rescat amb ITQ dels pacients
gue havien progressat a la quimioterapia convencional, tal com també recull la
bibliografia per a assajos semblants a aquest treball. Per tant, es pot concloure que
I'administracié en primera linia d’'ITQ és la més adequada en pacients portadors de
mutacions del gen EGFR.

6.5- Ha estat possible detectar les mutacions del gen EGFR en mostres de sang
periférica, quan s’ha afegit la sonda PNA en les reaccions de GeneScan i TagMan,
aconseguint uns valors en la seva validacié analitica semblants als que es descriuen en la
bibliografia. D’aquesta manera es posa de manifest que aquest tipus de mostra és valida
per analitzar les mutacions d’aquest gen en abséncia de teixit inclos en parafina, tan
dificil d’aconseguir en pacients avancats.

6.6- La validacio clinica de I'analisi de les mutacions del gen EGFR en mostres de sang
periférica dels pacients ha demostrat que és possible detectar-les tal com alguns autors
descriuen en la bibliografia. De la mateixa manera, les caracteristiques clinico-
patologiques, respostes, supervivencies i PFS obtingudes, sén comparables a les que
s’han publicat dels estudis realitzats amb pacients de les mateixes caracteristiques que
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els que s’han analitzat en aquest treball. Aquest tipus de mostra, per tant, es pot
considerar com a font de material genétic adequat pel diagnostic del pacient, a manca
de teixit inclos en parafina.

6.7- Es possible la deteccié de les mutacions de la posicié T790M de I'exé 20 mitjangant
la técnica TagMan on s’ha afegit la sonda PNA malgrat la elevada heterogeneitat
d’aquesta mutacid en els tumors. La sensibilitat i especificitat que s’han assolit de la
tecnica TagMan és semblant a la descrita en la bibliografia i per tant es considera
adequada per analitzar aquesta mutacio.

6.8- S’ha aconseguit detectar la mutacié T790M en les mostres dels pacients abans de
comengar el tractament amb ITQ. Malgrat que no s’ha pogut comprovar el seu efecte de
resisténcia al tractament, s’ha observat que la PFS és superior en pacients quée no se’ls
ha detectat la mutacid. Aquest fet déna informacid previa del pronostic del pacient.
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Esquema I: Encebadors utilitzats per analitzar les mutacions del gen EGFR
Ex6 19
1a PCR (amplicé 372pb)
NE19F1: GCAATATCAGCCTTAGGTGCGGCTC
NE19R1: CATAGAAAGTGAACATTTAGGATGTG
Nested PCR (amplicé 300pb)
S19F2: GTGCATCGCTGGTAACATCC
S19R2: TGTGGAGATGAGCAGGGTCT
GeneScan (amplicé 120pb)
encebadors
ELREA 19F: ACTCTGGATCCCAGAAGGTGAG
ELREA 19R: 5" FAM-CCACACAGCAAAGCAGAAACTC
sonda
PNA: 5’Ac-AGATGTTGCTTCTCTTA 3’

S’utilitzen els mateixos encebadors en la 1a PCR i en la nested per analitzar les delecions de
I’ex6 19 de I’ADN circulant de sang periferica.

Reaccio de sequlenciacid

S’utilitzen els mateixos encebadors de la nested (S19F2 i S19R2) a una concentracio d’1uM

Exo 21
1a PCR (amplic6 415pb)
NE21F1: CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC
NE21R1: GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG
Nested PCR (amplicé 350pb)
S21F2: GCTCAGAGCCTGGCATGAA
S21R2: CATCCTCCCCTGCATGTGT

Reaccio de seqiienciacié

S’utilitzen els mateixos encebadors de la nested (S21F2 i S21R2) a una concentracio d’1uM
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Allelic discrimination TagMan assay (TagMan) (amplicé 63pb)

encebadors

858F: AACACCGCAGCATGTCAAGA

858R: TTCTCTTCCGCACCCAGC

sondes

PNA: 5’Ac-AGTTTGGCCAGCCCA3’

E21-FAM: 6-FAM-CAGATTTTGGGCGGGCCAAAC-TAMRA

E21-VIC: VIC-TCACAGATTTTGGGCTGGCCAAAC-TAMRA

Exo 20
1a PCR (amplicé 510pb)
20F: ACTTCACAGCCCTGCGTAAAC

20R: ATGGGACAGGCACTGATTTGT

Nested PCR (amplicé 378pb)

20F2: ATCGCATTCATGCGTCTTCA
20R2: ATCCCCATGGCAAACTCTTG

Reaccio de seqienciacié

S’utilitzen els mateixos encebadors de la nested (20F2 i 20R2) a una concentracid d’1 uM

Allelic discrimination TagMan assay (TagMan) (amplicé 51pb)

encebadors

T790M-F: AGGCAGCCGAAGGGCA
T790M-R: CCTCACCTCCACCGTGCA

sondes

PNA: 5’Ac-TCATCACGCAGCTC3’
E20-FAM: 6-FAM-TGAGCTGCATGATGA-MGB

E20-VIC: VIC- TGAGCTGCGTGATGA-MGB
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Esquema Il: Mapa dels encebadors utilitzats
Ex6 19

aaataatcagtgtgattcgtggagcccaacagetgcagggetgegggggcgtcacageccccageaatatcagecttaggtgeggcteca
cagccccagtgtecctcacctteggggtgeategetggtaacatccacccagatcactgggeageatgtggeaccatctcacaattgecagt
taacgtcttccttctctctctgtcatagGGACTCTGGATCCCAGAAGGTGAGAAAGTTAAAATTCCCGTCGCTATC

AAGGAATTAAGAGAAGEAACATETCCGAAAGCCAACAAGGAAATCCTEGATgtgagtttctgctttgctgtgtags
E----Lr-=-Rowe-E-mee-A-- ~To--Srme-PoeeKomoeAcmeeNoemme Koo E- o

745 750 755 759

ggtccatggctctgaacctcaggeccaccttttctcatgtctggeagetgetetgetctagaccctgetcatctccacatectaaatgttcact

ttctatgtctttccctttctagetctagtgggtataactcecteeccttagagacagceactg

En negre la seqliencia del gen
EN VERMELL | MAJUSCULA: ex6 19
Dins del requadre: zona de delecid

En negre subratllat: encebadors de 1a PCR

En verd subratllat: encebadors de nested

En groc: encebadors de GeneScan

En gris: sonda PNA

Exé 21

ttacatcttctttcatgcgcctttccattctttggatcagtagtcactaacgttcgccagecataagtcctcgacgtggagaggctcagagect

ggcatgaacatgaccctgaattcggatgcagagcttcttcccatgatgatctgtccctcacageagggtcettctetgtttcagGGCATGA
ACTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGCACCGCGACCTGGCAGCCAGGAACGTACTGGTGAAAACACCGC
GGAGGCAAACATgtaaggaggtggctttaggtcagccagcattttcctgacaccagggaccaggetgecttcccactagetgtattgt

ttaacacatgcaggggaggatgctctccagacattctgggtgagetcgecagcagetgcetgetggeagetgggtccagecagggtcetectg

gtagtgtgagccagagctgctttgggaacagtacttgctgggacagtgaatgaggatgtta

En negre la seqiiencia del gen

EN BLAU MAJUSCULA: exé 21

Dins dels requadres vermells: mutacions puntuals L858R i L861Q
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En negre subratllat: encebadors de 1a PCR

En verd subratllat: encebadors de nested

En vermell: encebadors de TagMan

En groc: sondes de TagMan

La posicié CTG subratllada en blau és la L858R

La posicié CTG subratllada en vermell és la L861Q

Exé6 20

tgcctgggcectctctgtcatggggaatccecagatgecacccaggaggggceccteteccactgeatctgtcacttcacagecctgegtaaacg

tcectgtgetaggtettttgcaggcacagcettttectccatgagtacgtattttgaaactcaagatcgceattcatgegtcttcacctggaaggg

gtccatgtgcccctecttctggecaccatgegaagecacactgacgtgectcteectecctccagGAAGCCTACGTGATGGCCAGC
GTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGCTGGGCATCTGCCTCACCTCCACCGTGCAGCTCATCACGCAGC

AACTGGTGTGTGCAGATCGCAAAGgtaatcagggaagggagatacggggaggggagataaggagecaggatcctcacatge

ggtctgegctectgggatagcaagagtttgecatggggatatgtgtgtgcgtgcatgcagecacacacacattectttattttggattcaatca

agttgatcttcttgtgcacaaatcagtgcctgtcccatctgcatgtggaaactctcatcaatcagetaccttt

En mindscula la seqiiéncia del gen
EN MAJUSCULA: ex6 20

En negre subratllat: encebadors de 1a PCR

En verd subratllat: encebadors de nested

En vermell: encebadors de TagMan

En groc: sondes de TagMan
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I. INSTRUCCIO D’OBTENCIO DE SERUM, PLASMA | LIMFOCITS DE LA SANG PERIFERICA
(modificacié de la IN-14: Separacion de linfocitos en sangre periférica)
1. Reactius

Solucid TLE 1X

Volum que es vol preparar x 0,0084 = grams de clorur amonic per pesar (Ref. 21236.267
Normapur)

Volum que es vol preparar x 3,5x10-5 = grams EDTA per pesar (Ref. A2937.0100
Applichem)

Volum que es vol preparar x 0,01 = ml de Hepes (Ref. H-4034 Sigma)
Pesar tots els reactius en una campana extractora

Introduir-los en un vas de precipitats

Dissoldre amb un agitador magneétic la meitat del volum per preparar
Un cop dissolt enrasar amb aigua destil-lada fins el volum final

Passar la dissolucié a una botella de vidre

Per preparar la solucié de treball només cal realitzar una dilucié 1:10

Solucidé RA
Volum que es vol preparar x 0,14 = grams d’urea per pesar (Ref. A1049.0500
Applichem)
Volum que es vol preparar x 0,20 = grams d’isoticianat de guanidina per pesar (Ref.
A1107.0500 Applichem)

Volum que es vol preparar x 0,05 = grams de N-lauroyl sarcosine per pesar (Ref. L-9150
Sigma)

Volum que es vol preparar x 0,05 = ml de nonidet P40 (Ref. 74385 Fluka)
Pesar tots els reactius en una campana extractora
Introduir-los en un vas de precipitats

Dissoldre amb un agitador magnétic la meitat del volum per preparar a 50°C de
temperatura

Un cop dissolt ajustar el pH a 8 utilitzant HCl o NaOH
Enrasar amb aigua destil-lada fins el volum final
Passar la dissolucié a una botella de vidre

2. Procediment de treball

Mostra de sérum
Centrifugar el tub SST 10min a 2300rpm

Recollir el sobrenedant i passar-lo a un vial net
Centrifugar el vial 10min a 2300rpm
Recollir el sobrenedant i passar-lo a un altre vial net

Etiquetar i guardar-lo a -80°C

Mostra de plasma
Centrifugar el tub K3/ EDTA durant 10min a 2300rpm
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Recollir el sobrenedant i passar-lo a un vial net
Centrifugar el vial 10min a 2300rpm

Recollir el sobrenedant i passar-lo a un altre vial net
Etiquetar i guardar-lo a -80°C

Obtencio de limfocits
Centrifugar el tub K3/ EDTA durant 10min a 2300rpm

Traspassar la fase blanca (fase intermédia que conté els limfocits) a un tub de 30ml i
enrasar amb TLE

Agitar en un roller mixer durant 30min
Centrifugar 10min a 2300rpm
Descartar el sobrenedant

Realitzar un rentat del pellet de limfocits amb un volum de TLE per eliminar I'excés
d’eritrocits

Resuspendre el pellet de limfocits en 1ml de TLE
Repartir en aliquotes de 250ul

Centrifugar a 3000rpm durant 5min

Retirar el sobrenedant

Resuspendre els limfocits en 150ul de solucié RA

Etiquetar i congelar a -80°C

Il. INSTRUCCIO D’EXTRACCIO D’ADN DE LIMFOCITS (modificacié de la IN 15: Extraccion de
ADN de linfocitos)

Quan es comenga un nou QlAamp® DNA Blood Mini Kit cal preparar els diferents tampons
segons indica el protocol d’Us de la casa comercial

Reactius
QlAamp ® DNA Blood Mini Kit (Ref. 51106 Qiagen)

Etanol absolut (Ref. K36630483 Merck)
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)

Controls
Control d’extraccié: Preparar 200l d’aigua destil-lada i afegir-li 200ul de tampd AL i 20ul
de proteasa

3 Procediment de treball

Pipetejar en un eppendorff 200ul d’'una mostra de limfocits resuspesos en solucié RA i
afegir 200ul de tampd AL i 20ul proteasa

Agitar les mostres per inversio
Incubar les mostres durant 10 minuts a 56°C
Afegir 200ul d’etanol absolut en mostres i controls

Agitar les mostres per inversio
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Transferir tot el volum a una microcolumna (les proporciona el kit)
Centrifugar 1 minut a 8000rpm

Descartar I'eluit i afegir 500ul de tampd AW1

Centrifugar 1 minut a 8000rpm

Descartar I'eluit i afegir 500ul de tampd AW2

Centrifugar 4 minuts a 10000rpm

Descartar I’eluit i transferir les microcolumnes a un eppendorf esteéril
Afegir 100 ul d’aigua destil-lada

Deixar les mostres a temperatura ambient durant 1 minut
Centrifugar 1 minut a 8000rpm

Descartar la microcolumna i quedar-se amb I’eluit

Etiquetar correctament els eppendorfs per identificar-los i guardar-los adequadament (a
4°C mentre dura I'analisi i a -20°C o a -80°C per emmagatzemar-los)

Ill. INSTRUCCIO PER TALLAR MOSTRES DE TEIXIT INCLOS EN PARAFINA (modificacié de la IN-
1: Microtomia)

Tot el material utilitzat haura de ser tractat previament amb RNAasa ZAP. En el cas dels
portaobjectes amb membrana, el procés es realitzara de la seglient manera:

Tractar els portaobjectes amb poli-L-lisina durant 5 minuts
Deixar assecar en |'estufa o a I'aire
1. Aparells i material necessari
Microtom de rotacio (Leica)
Bany termostatic (Leica)
Portaobjectes (Ref. 2007-10 Menzel-Glasér)
Portaobjectes amb membrana (Ref.415101-4401-600 Zeiss)
Fulles Microtome blade R35 (Ref.02.075.00.005 Feather)
Placa freda (Leica EG1150C-11)
2. Reactius
RNAasa ZAP (Ref. 9780;9782 Ambion)
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)
Poli-L-lisina (Ref. P8920 Sigma)
3. Procediment de treball
Revisar la correcta identificacio de les mostres de teixit inclos en parafina
Introduir les mostres parafinades en la placa freda durant 30 minuts
Encendre el bany termostatic a 42°C

Col-locar la fulla en el microtom
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En alguns casos caldra piramidar el bloc amb I'ajut d’un bisturi, abans de procedir a
tallar-lo per eliminar I'excés de parafina al voltant del teixit

Col-locar el bloc de parafina en el microtom i ajustar-lo
Determinar el gruix del tall (entre 2 i 10um)

Aproximar el portafulles al bloc fins que practicament coincideixin. S’ha de tenir present
que la fulla i la superficie de tall han de ser paral-leles per poder obtenir una tira
recta. El carro ha d’estar frenat mentre s’orienta el bloc i el microtom en una zona
lliure de vibracions i corrents d’aire

Tallar el bloc amb un moviment ferm, constant, ritmic i de rotacié, sempre en el mateix
sentit per formar una cinta seriada de talls

En tots els casos caldra fer dos talls seriats com a minim. Un es muntara sobre un
portaobjectes normal i servira per a que el patoleg marqui la zona tumoral. L’altre es
muntara sobre un portaobjectes amb o sense membrana, on es realitzara la
microdisseccid

Comprovar que els talls surten sencers

Estendre la cinta obtinguda en el bany amb I'ajut del pinzell o I'agulla histologica.
Utilitzar un o I'altre segons el cas

Recollir els talls amb el portaobjectes. Si el portaobjectes és amb membrana, caldra tenir
present que un cop adherides les seccions no podran separar-se de nou

Identificar correctament les mostres a mida que es vagin recollint els talls del bany

Assecar les mostres en un forn/estufa a 60°C per adherir el teixit al portaobjectes

Un cop s’ha finalitzat el procés de tall, les mostres es guardaran a temperatura ambient en un
lloc lliure de pols i resguardat de la llum

IV. INSTRUCCIO PER TENYIR AMB HEMATOXILINA-EOSINA (modificacié de la IN-2: Tincién con
hematoxilina-eosina)

1. Aparells i material necessari

Cubetes de tincid i cistelles (Deltalab)
Portaobjectes (Ref. 2007-10 Menzel-glasér)
Portaobjectes amb membrana (Ref.415101-4401-600 Zeiss)
Cubreobjectes (Ref. BB024040A1 Menzel-glasér)
Reactius

Alcohol absolut (Ref. 100986.2500 Merck)
Alcohol 96%

Alcohol 70%

Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)

Xilol (Ref. 141769-0314 Panreac)

Hematoxilina de Harris (Ref. 1.09253.2500 Merck)
Eosina (Ref. 1.15935 Merck)
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DPX, medi de muntatge (Ref. 44581 Fluka)
RNAasa ZAP (Ref. AM 9780;9782 Ambion)

Automation Buffer

Volum que es vol preparar x 17,53 = gr de Nacl 0,3M per pesar (Ref. 141659.1211
Panreac)

Volum que es vol preparar x 12,114 = gr de Tris 0,1M per pesar (Ref.A2264 Applichem)
Volum que es vol preparar x 200 = ul de nonidet P-40 0,02% (Ref. 74385 Fluka)
Pesar tots els reactius en una campana extractora
Introduir-los en un vas de precipitats
Dissoldre amb un agitador magneétic, la meitat del volum desitjat
Un cop dissolt, enrasar amb aigua destil-lada fins el volum final
Passar la dissolucié a una botella de vidre
La concentracid de treball requereix una dilucié 1:10
3. Procediment de treball

Posar les mostres que s’han de tenyir en una cistella de tincid (no es trauran de la cistella
durant tot el procés)

Incubar las mostres en la estufa a 60°C durant 45 minuts

Dins de la campana extractora, desparafinar les mostres durant 10 minuts introduint-les
en una cubeta amb xilol, a temperatura ambient

Passar les mostres per una serie d’alcohols a concentracions decreixents per hidratar-les
i per a que pugui penetrar el colorant (1 minut cada un):

Alcohol absolut
Alcohol 96%
Alcohol 70%
Aigua destil-lada

Tenyir les mostres durant 1 minut amb hematoxilina de Harris a temperatura ambient
(diluida 1:2 en aigua destil-lada). L’hematoxilina s’ha de filtrar per evitar que s’oxidi i
provoqui artefactes en la tincio

Rentar amb aigua destil-lada durant 1 minut per eliminar I’'hematoxilina sobrant
Posar les mostres en automation buffer durant 1 minut

Rentar amb aigua destil-lada durant 1 minut

Tenyir les mostres durant 1 minut amb eosina 30% a temperatura ambient

Passar les mostres per una serie d’alcohols a concentracions creixents, per deshidratar-
les (1 minut cada un)

Alcohol 70%
Alcohol 96%

Alcohol absolut
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Dins de la campana extractora, introduir les mostres en xilol durant 5 minuts a
temperatura ambient

Les mostres que no han de ser muntades amb DPX, deixar assecar a |'aire. Les que s’han
de muntar, afegir la quantitat de DPX per cobrir tota la mostra i col-locar al damunt
un cubreobjectes. Deixar assecar a l'aire

Etiquetar els portaobjectes i guardar-los. Les mostres es guardaran a temperatura ambient en
un lloc lliure de pols i resguardat de la llum. Les mostres muntades amb DPX podran guardar-se
indefinidament. Les no muntades i sense cubreobjectes només podran ser emmagatzemades
un temps maxim de dos anys

V. INSTRUCCIO PER MICRODISSECCIONAR EL TEIXIT INCLOS EN PARAFINA (modificacié de la IN-
3: Microdiseccion)

1. Aparells i material necessari
Microdissector laser (Zeiss; Olympus, Palm)
Portaobjectes amb membrana (Ref.415101-4401-600 Zeiss)

2. Reactius
Tampd de digestio |
Volum final: 30ml preparat en condicions esteérils

600ul de Tris 0.5M

30p! d’EDTA 0.1M

3ml d’SDS 20%

Enrasar amb aigua destil-lada fins a un volum final de 30ml

Tampd de digestid |l (per a mostres amb poca cel-lularitat tumoral)
Volum final: 250ul preparat en condicions esterils

25ul de tampo de PCR 10x
0,50ul de proteinasa K (20mg/ml)
224,5ul d’aigua destil-lada

3. Procediment de treball

Valorar la zona tumoral de la mostra que es vol microdissecionar, préeviament marcada
per un patoleg o persona experta.

Tallar el tap d’'un eppendorf esteril i posar-li 2 ul de tampé de digestid | o 1l, segons la
mostra

Col-locar el portaobjectes amb la mostra en la platina del microdissector i ajustar-lo amb
les pinces

Col-locar el tap de I'eppendorf en el lloc indicat del microscopi

Aproximar de forma automatica el tap de I'eppendorf a la membrana pero sense que la
toqui. Ha de quedar paral-lel a la mostra

Seleccionar la zona per microdisseccionar

Microdisseccionar la mostra

I-10
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VI.

Tapar un nou eppendorf amb el tap utilitzat en el procés de microdisseccio i barrejar-ho
per inversio per a que baixi el material microdisseccionat del tap

Paral-lelament, pipetejar en I'eppendorf el volum de tampd de digestié corresponent
(200l de tampé 1 0 18 pl de tampd 1)

Microcentrifugar per evitar que el material es quedi en el tap

Etiquetar el tub eppendorf per a la seva identificacid i realitzar una doble comprovacié
Les mostres muntades sobre portaobjectes amb membrana no podran tornar-se a
microdisseccionar passats dos anys del seu muntatge. Es guardaran a temperatura ambient en

un lloc lliure de pols i resguardat de la llum. EI material microdisseccionat es podra guardar a
temperatura ambient fins al seu analisi fins a un maxim de 3 dies. Si no, es guardara a -202C

INSTRUCCIO D’EXTRACCIO D’ADN DE TEIXIT INCLOS EN PARAFINA PEL METODE DE FENOL-
CLOROFORM-ALCOHOL ISOAMILIC (modificacié de la IN-12: Instruccion para la extraccion de
ADN utilizando fenol:cloroformo)

1. Reactius
Tampé de digestio |

Proteinasa K (20mg/ml) (Ref. 19131 Qiagen)

Fenol: cloroform-alcohol isoamilic (Ref. A0889.0500 Applichem)
Acetat sodic (Ref. A0686.0500 Applichem)

Glicogen (Ref. 901393 Roche)

Isopropanol (Ref. 1.09634.2500 Panreac)

Alcohol 70%

Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)

2. Controls
Control d’extraccid: Pipetejar en un eppendorf 200ul de tampd de digestio | i tractar-lo
com una mostra més

3. Procediment de treball
Incubar les mostres i el control al menys 16 hores a 60°C
Afegir 10ul de proteinasa K
Agitar per inversid

Incubar aproximadament 5 minuts a 60°C. Si durant aquest temps el teixit no es digereix,
tornar a afegir proteinasa K i incubar de nou

En campana extractora, afegir 300ul de fenol:cloroform-alcohol isoamilic (25:24:1)
Agitar per inversio

Incubar 5 minuts a temperatura ambient

Centrifugar a 12600rpm durant 10 minuts i a temperatura ambient

Traspassar la fase aquosa a eppendorfs nous degudament identificats

Afegir a cada mostra 0.1 volums d’acetat sodic 3M pH=4.6; 2ul de glicogen i 1 volum
d’isopropanol

-11



8- ANNEX |

VII.

Agitar per inversio

Precipitar la mostra durant un minim de 30 minuts a -20°C
Centrifugar 10 minuts a 14000rpm a temperatura ambient
Eliminar el sobrenedant i afegir 150l d’etanol al 70%
Centrifugar a 14000rpm durant 5 minuts

Eliminar el sobrenedant i deixar assecar el pellet a 60°C
Resuspendre la mostra en 20ul d’aigua destil-lada

Agitar amb vértex

L’ADN obtingut pel procés d’extraccié es conservara a 4°C mentre duri I'analisi. Posteriorment,
es guardara a -20°C 0 -80°C

INSTRUCCIO D’AMPLIFICACIO DE L'ADN PER PCR DE MOSTRES DE TEIXIT INCLOS EN
PARAFINA (modificacié de la IN-13: Instruccién para la amplificacion por PCR de los exones
19y 21 del gen EGFR en muestras parafinadas)

1. Aparells i material necessari
Termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)
Termociclador 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems)
2. Reactius
Taq polimerasa (conté Tag, MgCl2 i tampd 10x) (Ref. R0O401K Ecogen)
Encebadors 10 uM
dNTP 100mM (Ref. U121D Promega)
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)
3. Controls
Control negatiu: Aigua destil-lada

Control positiu mutat: linia cel-lular PC9 delecionada de I'exd 19 i linia cel-lular H1975
mutada en la posicié L858R de I'exd 21

Control positiu wt: limfocit
Control d’extraccié
4, Procediment de treball

1a PCR

Preparar les master mix (una per a cada exd que s’amplifiqui) en funcié del nimero de
mostres. Cal incloure en cada PCR un control negatiu, un control positiu i un control
d’extraccid i tractar-los com una mostra més (concentracié de ’ADN de mostres i
controls positius al voltant de 25-500 ng d’ADN). La master mix s’ha de preparar en el
moment d’utilitzacié

Distribuir 48l de master mix per tub

Afegir als tubs 2ul de cada mostra i cada control

-12
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Agitar i centrifugar les mostres i els controls
Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

Nested PCR

Preparar les master mix (una per a cada exd que s’amplifiqui) en funcié del nimero de
mostres. Cal afegir un control negatiu de 2a PCR

Distribuir 47ul de master mix per tub

Afegir als tubs 3ul del producte de la primera PCR
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar

Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

5. Calcul dels volums necessaris per mostra

1a PCR
Reactius 1 mostra (pl)
Tampd Taq 10x 5
MgClza 50mM 1
dNTP a10mM 1,25
Encebador NE19F1 o NE21F1 2,5
Encebador NE19R1 o NE21R1 2,5
Taq polimerasa 5u/ul 0,2
Aiguadestil-lada 35,55
Nested PCR
Reactius 1 mostra (ul)
Tampd Taq 10x 5
MgCl2a 50mM 1
dNTP a10mM 1,25
EncebadorS19F2 o S21F2 2,5
EncebadorS19R2 o S21R2 2,5
Taq polimerasa 5u/pl 0,2
Aiguadestil-lada 34,55

6. Cicles d’amplificacio

1la PCR

95°C - > 5min

950C - > 30seg

620C > 30seg 20 cicles
720C > 1min

720C > 5min

4oC - > indet

1-13
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Nested PCR

950C - >  5min

950C - >  30seg

640C - > 30seg 35 cicles
720C - > 1min

720C > 5min

4oC - > indet

VIIl. INSTRUCCIO D’AMPLIFICACIO DE L’ADN PER PCR PER A L’EXO 19 | 21 PER A MOSTRES AMB
POCA CEL-LULARITAT TUMORAL (modificacié de la IN-27: Instruccion para la amplificacion
por PCR de los exones 19 y 21 del gen EGFR (material escaso))

1. Aparells i material necessari
Termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)
Termociclador 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems)
2. Reactius
Taq polimerasa (conté Tag, MgCl2 50 mM i tampd 10x) (Ref. ETAQ-500 Ecogen)
Encebadors 10 uM
dNTP 100mM (Ref. EDN-100 Ecogen)
Aigua destil-lada (Ref. A7398,1000 Ecogen)
3. Controls de PCR
Control negatiu: Aigua destil-lada

Control positiu mutat: linia cel-lular PC9 delecionada de I'exd 19 i linia H1975 mutada en
la posicié L858R de I'exd 21

Control positiu wt: limfocit
Control de tampd de microdisseccié
4. Procediment de treball
Incubar les mostres microdiseccionades a 60°C de 4 a 16 hores
Microcentrifugar les mostres
Incubar les mostres 10 minuts a 95°C
Posar les mostres en gel

1la PCR

Preparar les master mix (una per a cada exd que s’amplifiqui) en funcié del nimero de
mostres. Cal incloure en cada PCR un control negatiu, un control positiu i un control
de tampd de microdisseccio i tractar-los com una mostra més. La master mix s’ha de
preparar en el moment d’utilitzacio

Distribuir 47ul de master mix per tub
Afegir als tubs 3ul de cada mostra i cada control
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar

Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

1-14
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Nested PCR

Preparar les master mix (una per a cada exd que s’amplifiqui) en funcié del nimero de
mostres. Cal afegir un control negatiu de 2a PCR

Distribuir 46ul de master mix per tub

Afegir als tubs 4ul del producte de la primera PCR
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar

Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

5. Calcul dels volums necessaris per mostra

1a PCR
Reactius 1 mostra (pl)
Tampd Taq 10x 7,5
MgCla 50mM 3
dNTP a10mM 1,25
Encebador NE19F1 o NE21F1 2,5
Encebador NE19R1 o NE21R1 2,5
Taq polimerasa 5u/pl 0,4
Aiguadestil-lada 32,55
Nested PCR
Reactius 1 mostra(pl)
Tampo Taq 10x 5
MgCl,a 50mM 1,5
dNTP a 10mM 1,25
Encebador S19F2 o S21F2 2,5
EncebadorS19R2 o S21R2 2,5
Taq polimerasa 5u/pl 0,25
Aigua destil-lada 37

6. Cicles d’amplificacio
1a PCR

95°C - > 5min

950C - > 30seg

640C - > 30seg 25 cicles
720C > 1min

720C > 5min

4oC - > indet

[-15
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Nested PCR

95¢C > 5min
95°C > 30seg 35 cicles ex6 19
64°C - > 30seg

720C o > 1min 40 cicles ex6 21
720C > S5min
4oC - > indet

IX. INSTRUCCIO PER VISUALITZAR LES BANDES D’AMPLIFICACIO PER PCR: GEL D’AGAROSA
(modificacio de la IN-7: Instrucciones para preparar soluciones)

1. Reactius

Solucio TBE (Ref. 15581-044 Invitrogen)

Agarosa (Ref. AG-220 Ecogen)

Superladder-low (400 pl) (Ref. SLL100 Ecogen)
SYBR safe DNA gel stain (Ref. $33102 Invitrogen)

2. Procediment de treball

Preparar la cubeta d’electroforesis segellant amb cinta adhesiva els dos costats oberts

Encaixar la/es pinta/es i comprovar que les pues ni toquin el fons de la cubeta ni quedin
massa elevades

Pesar en un erlenmeyer la quantitat d’agarosa necessaria segons el percentatge del gel
que es vulgui preparar (normalment entre el 0,8 y el 2%, segons la mida dels
fragments que s’hagin amplificat)

Afegir el volum de TBE 1X necessari (el volum dels gels petits és d’aproximadament 30ml
i el dels gels grans de 60ml)

Escalfar breument en el microones fins I'ebullicié

Esperar a que es refredi, sense arribar a solidificar (es pot refredar sota I'aixeta)
Afegir 2l (gels petits) o 3ul (gels grans) de colorant SYBR Safe

Posar la barreja en la cubeta i esperar a que solidifiqui completament (vira a blanc)

Retirar la/es pinta/es i la cinta i introduir el gel en la cubeta d’electroforesi i cobrir-lo
amb tampo TBE 1X

Carregar les mostres. En un dels pouets afegir 5ul de marcador de pes molecular

Connectar la cubeta d’electroforesi a la corrent entre 80-120 V. Seguir el desplagament
del BPB (banda blau fosc) i el XC (blau clar) fins que es consideri suficientment
separat

Desconnectar els cables, recuperar el gel i fer-li una foto amb I'aparell de captacid
d’imatges

3. Acceptacio de resultats

I-16

Si en els pouets on s’han carregat els controls negatius de PCR (on no s’havia afegit ADN) o
d’extraccié/tampd de microdisseccié no apareixen bandes d’amplificacid, s’acceptara el
resultat de la PCR. Si en algun d’aquests pouets apareixen bandes d’amplificacié, no
s’acceptara el resultat de la PCR.
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Si la banda apareix en el control d’extraccié/tampd de microdisseccié es tornara a
microdisseccionar la mostra i es fara de nou [I'extraccié6 d’ADN, si procedeix, i
I"amplificacid. Si és el control negatiu de 1a PCR es repetira I'amplificacié de nou. Si és el
control negatiu de la nested, només es repetira la 2a PCR

X. INSTRUCCIO PER PURIFICAR EL PRODUCTE DE PCR PREVI A LA REACCIO DE SEQUENCIA
(modificacié de la IN-19: Instruccion para el tratamiento enzimdtico del producto de PCR con
exonucleasa y fosfatasa alcalina)

1. Aparells i material necessari
Termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)
Termociclador 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems)
2. Reactius
ExoSap-It (Ref. 78200 Amersham Bioscience)

3. Procediment de treball

Pipetejar en un eppendorf 2ul de ExoSap-It per cada 5ul de producte de PCR que s’hagi
de purificar

Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar
Introduir les mostres en el termociclador. Iniciar el procés
La incubacié sera:

37°C == 20min

85°C - 15min
4oC - > indet

XI. INSTRUCCIO PER REALITZAR LA REACCIO DE SEQUENCIA | LA PRECIPITACIO DE MOSTRES DE
TEIXIT INCLOS EN PARAFINA (modificacié de la IN-17: Instruccion para llevar a cabo una
reaccion de secuenciacion y precipitacion)

1. Aparells i material necessari

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Termociclador Geneamp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
Termociclador 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems)
2. Reactius
Hi-Di formamide (Ref. 4311320 Applied Biosystems)
Acetat Sodic (Ref. A0686.500 Applichem)
EDTA (Ref 2967.0100 Applichem)
Etanol (A3678,1000 Applichem)
BigDye v3.1 (Inclou BigDye 3.1 i tampd 5x) (Ref. 4336917 Applied Biosystems)
Encebadorsa 1 uM

3. Procediment de treball
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Preparar la master mix en funcié del nimero de mostres. A cada mix només se li afegira
un encebador (forward o reverse) de I'exd que es vulgui seqiienciar. Si es vol obtenir
la sequencia de la cadena forward i la reverse caldra preparar dues master mix
independents cada una amb el seu encebador. La master mix ha de ser preparada en
el moment de realitzar la reaccid, en tot moment protegint de la [lum el BigDye

Introduir 17ul de la master mix corresponent en cada tub
Afegir d'1,5 a 3ul d’ADN, en funcid de la intensitat de la banda vista en el gel d’agarosa
Afegir els ul pertinents d’aigua destil-lada, fins a arribar a un volum final de 20yl
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar
Introduir els mostres en el termociclador i iniciar la reaccié
Un cop acabat el procés, precipitar I’ADN afegint a cada mostra:
2ul de acetat sodic 3M
2ul d’EDTA 125mM
50l d’etanol absolut (guardat a -20°C)
Mantenir les mostres al voltant de 15 minuts a temperatura ambient
Centrifugar de 15 a 20 minuts a 14000rpm i a temperatura ambient
Retirar el sobrenedant
Rentar el pellet amb 150ul d’etanol al 70% (guardat a -200C)
Centrifugar 5 minuts a 14000rpm
Retirar el sobrenedant i deixar assecar (es poden assecar a 60°C en el bany)
Afegir 15ul de formamida i resuspendre el pellet
Introduir les mostres en el seqlienciador automatic i iniciar el procés

4. Calcul dels volums de la reaccié de seqiienciacio.

Reactius 1 mostra (ul)
Tampo 5x 2
BigDyev.3.1 3
Encebadora1uM 3,3
Aiguadestil-lada 8,8

5. Reaccid de seqlienciacio

95°C - > S5min
96°C - > 10seg

500C > 5seg 30cicles
60°C > bseg
4oC o > indet
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6. Acceptacio de resultats

S’acceptaran totes les seqliencies que, independentment de la fluorescéncia mitjana,
presentin un patré nucleotidic correcte i permetin una lectura inequivoca per comparacio
amb la seqtiencia de referéncia del gen EGFR

Si la fluorescencia és massa elevada i hi ha saturacio de lectura, es realitzara una dilucié en
formamida per eliminar les inespecificitats aparegudes per sobresaturacié en el moment
que el programa d’analisi integra les dades

Per a les mostres amb electroferogrames que en raw data no presenten fluorescencia o el
patré sigui defectuds, es repetira la reaccid de seqilienciacid. Aquesta manca de
fluorescéncia es pot atribuir a una possible perdua del pellet durant el procés de
precipitacié de la seqiiéncia

Per a les seqliencies que, malgrat presentar un patrd correcte de lectura, aparegui un
background superior a 1/5 de la fluorescéncia basal mitjana, es repetira des del procés de
purificacié ja que possiblement s’ha produit un problema en la digestié enzimatica

En el cas que hi hagi algun dubte sobre la lectura d’'una seqiiéncia que no permeti donar
un resultat clar i inequivoc, es repetira la reaccid de seqiencia de la mostra, i si el
problema persisteix, es repetiran les PCR des de ’ADN

Si en el mateix grup de mostres analitzades apareix més d’'una mostra amb la mateixa
alteracié (amb el mateix tipus de delecié de I'exd 19 o la mateixa mutacio de I'ex6 21) es
repetiran les PCR de I'’exd corresponent des de 'ADN. Aquest procés es realitzara per
assegurar que no s’hagi produit cap contaminacié creuada entre mostres,
independentment que els controls negatius de PCR i d’extraccié/tampd de microdisseccid
hagin estat correctes

En el cas que, en repetir una analisi, hi hagi discrepancia entre el primer i segon resultat,
es procedira a una nova microdisseccio de la mostra i una nova analisi

XIl. INSTRUCCIO PER DETECTAR LES DELECIONS DE L’EXO 19 PER GENESCAN EN MOSTRES DE
TEXIT INCLOS EN PARAFINA (modificacié de la IN-20: Instrucciéon para el andlisis de
fragmentos del exon 19 del gen EGFR en parafina)

1. Aparells i material necessari
Termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)
Termociclador 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems)
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Placa de 96 pouets (Ref. 4306737 Applied Biosystems)
2. Reactius
Taq polimerasa (conté Taqg, MgCl2 i tampd 10x) (Ref. R0O401K Ecogen)
Encebadors 10 uM
dNTP 100mM (Ref. U121D Promega)
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)
Hi-Di formamide (Ref. 4311320 Applied Biosystems)
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GeneScan 500LIZ (-250) Size Standard (Ref. 4322682 Applied Biosystems)

3. Controls

Control negatiu de PCR (Aigua destil-lada)
Control positiu de la delecié del exd 19: linia cel-lular PC9

Control positiu wt: limfocit

4. Procediment de treball

Preparar la master mix en funcié del nimero de mostres. Cal incloure en la PCR un
control negatiu, un control positiu i un control d’extraccié/tampd de microdisseccid i
tractar-los com una mostra més (concentracié de mostres i controls positiu al voltant
de 50-500ng d’ADN). La master mix s’ha de preparar en el moment d’utilitzacié. Com
gue el primer reverse esta marcat amb un fluorocrom, cal protegir-lo de la llum en tot
moment

Distribuir 47ul de master mix per tub

Afegir als tubs 3ul de cada mostra i cada control
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar

Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

Segons la intensitat de la banda d’amplificaci6 observada en el gel d’agarosa, es
preparara una dilucié del producte de la PCR en aigua destil-lada entre 1:10 y 1:200

Barrejar en un eppendorf 9ul de Hi-Di formamide, 0,25ul de GeneScan 500LIZ (-250) Size
Standard i 1l de la dilucié del producte de PCR

Incubar les mostres i controls durant 3 minuts a 952C
Posar les mostres en gel

Carregar-les en el 3130 Genetic Analyzer i iniciar el procés

5. Calcul dels volums per la PCR de GeneScan:

Reactius 1 mostra (pl)
Tampd Taq 10x 5
MgCl2a 50mM 1
dNTP a10mM 1,25
Encebador ELREA 19F 2,5
Encebador ELREA 19R FAM 2,5
Taq polimerasa5u/pl 0,2
Aiguadestil-lada 37

La reaccio de PCR sera:
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950C > 5min

950C - > 30seg

580C - > 30seg 40 cicles
720C > 1min

720C - >  S5min

4oC - > indet

7. Acceptacio de resultats
S’acceptaran com a valids tots aquells resultats de GeneScan que permetin una

interpretacid inequivoca del resultat

En el cas que existeixi algun dubte d’interpretacié per sobresaturacid, es diluira la mostra
en formamida per tal d’eliminar inespecificitats aparegudes per sobresaturacié quan el
programa d’analisi de fragments integra i processa les dades

Tots els pacients que presentin un resultat de GeneScan delecionat es corroborara per
seqlienciacio Sanger

Si en el mateix grup de mostres analitzades apareix més d’una mostra amb la mateixa
delecié es procedira a analitzar la mostra per seqlienciacioé Sanger

XIIl. INSTRUCCIO PER A L’ANALISI DE LA MUTACIO L858R DE L’EXO 21 PER LA TECNICA TAQMAN
EN MOSTRES DE TEIXIT INCLOS EN PARAFINA (modificacié de la IN-22: Instruccion para la
determinacion de la mutacion L858R del exén 21 del gen EGFR mediante la técnica TagMan
en muestras pardfinadas)

Com que es treballa amb sondes marcades amb fluorocroms, cal tenir-les resguardades de la
[lum en tot moment
1. Aparells i material necessari

7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
Placa de 96 pouets (Ref. 4306737 Applied Biosystems)
MicroAmp Optical Adhesive Film (Ref. 4311971 Applied Biosystems)

2. Reactius
TagMan Master Mix (conté Ampli Taq Gold ADN polimerasa, tampo (30mM Tris pH 8,05;
100mM KCI), dNTP (400uM cada un), MgCI2 (5mM) i estabilitzants) (Ref. 4318157
Applied Biosystems)

Encebadors a 10uM
Sondes especifiques a 10uM
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)

3. Controls
Control d’extraccid si ’ADN s’ha extret pel metode fenol-cloroform o control de tampé
de PCR si és una mostra amb poca cel-lularitat tumoral

Control negatiu d’aigua destil-lada (NTC, Not Template Control)
Control positiu L858R mutat: linia cel-lular H1975

Control positiu wt: limfocit
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4. Procediment de treball

Preparar la TagMan master mix tenint en compte els controls que s’han d’afegir. S’ha de
preparar en el mateix moment d’utilitzacié

Afegir 23l de la master mix als pouets corresponents

Pipetejar 2ul de cada mostra, control negatiu i control positiu en el pouet corresponent.
En el pouet del NTC hi afegirem 2l d’aigua destil-lada. La concentracié d’ADN de les
mostres i controls és al voltant de d’1-100ng/ul

Segellar la placa amb un Clear Adhesive Film MicroAmp

Introduir la placa en el termociclador/lector de I'equip 7000 Sequence Detection System
Realitzar la lectura inicial de fluorescéncia de la placa

Iniciar el procés d’amplificacid

Realitzar la lectura final de la fluorescéncia de la placa

Analitzar els resultats obtinguts

5. Calcul dels volums per realitzar la TagMan

Reactius 1 mostra (pl)
TagMan Master Mix 2x 12,5
Encebador Forward 1,5
EncebadorReverse 1,5
SondaVIC 0,5
Sonda FAM 0,5
Aiguadestil-lada 6,25
6. Lareaccié de PCR sera:
952C
602C
502C 10 min 15 seg
1 min a0C
2 min
g -~ J
40 cicles e

7. Acceptacio de resultats

S’acceptaran com valids tots aquells resultats de TagMan que permetin una interpretacio
inequivoca del resultat sempre i quan els controls de la placa siguin correctes. Si no és aixi
es repetira la placa

Tots els pacients que presentin un resultat de TagMan mutat es corroborara per
seqienciacié Sanger

Si en el mateix grup de mostres analitzades apareix més d’una mostra mutada es
procedira a analitzar-les per seqilienciacio Sanger
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XIV. INSTRUCCIO PER DETECTAR LA MUTACIO T790M DE L’EXO 20 PER PCR (modificacio de la IN-
18: Instruccion para la amplificacion por PCR del exon 20 del gen EGFR en muestras
parafinadas)

1. Aparells i material necessari
Termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)
Termociclador 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems)

2. Reactius
Taq polimerasa (conté Taq, MgCl2 i tampé 10x) (Ref. R0O401K Ecogen)
Encebadors 10uM
dNTP 100mM (Ref. U121D Promega)
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)

3. Controls
Control negatiu: Aigua destil-lada

Control positiu: linia cel-lular H1975 mutada de I’'exd 20 en la posicié T790M.
Control positiu wt: limfocit
Control d’extraccié/tampd de microdisseccid si la mostra té poca cel-lularitat tumoral.

4. Procediment de treball
1a PCR

Preparar la master mix en funcié del nimero de mostres. Cal incloure en cada PCR un
control negatiu. La master mix s’ha de preparar en el moment d’utilitzacio

Distribuir 48ul de master mix per tub

Afegir als tubs 2ul de cada mostra i cada control
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar

Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

Nested PCR

Preparar la master mix en funcié del nimero de mostres. Cal afegir un control negatiu
de 2a PCR

Distribuir 47ul de master mix per tub

Afegir als tubs 3ul del producte de la primera PCR
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar

Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

5. Calcul dels volums per realitzar les amplificacions:
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1la PCR
Reactius 1 mostra (pl)
Tampd Taq 10x 5
MgCla50mM 1
dNTP a10mM 1,25
Encebador 20F1 2,5
Encebador 20R1 2,5
Taq polimerasa 5u/ul 0,2
Aiguadestil-lada 35,55
Nested PCR
Reactius 1 mostra (ul)
Tampd Taq 10x 5
MgCl2a50mM 1
dNTP a10mM 1,25
Encebador 20F2 2,5
Encebador 20R2 2,5
Taqg polimerasa 5u/ul 0,2
Aiguadestil-lada 35,55

6. Cicles d’amplificacié
1la PCR

95°C - > 5min

950C - > 30seg

580C .- > 30seg 35 cicles
720C - > 1min

720C o >  5min

40C o > indet

950C > 5min

950C - > 30seg

590C . > 30seg 20 cicles
720C - > 1min

720C - >  5min

4oC - > indet

[-24



8- ANNEX |

. INSTRUCCIO PER DETECTAR LA MUTACIO T790M DE L’EXO 20 PER TAQMAN (modificacio de
la IN-23: Instruccién para la determinacion de la mutacion T790M del exon 20 del gen EGFR
mediante la técnica TagMan)

Com que es treballa amb sondes marcades amb fluorocroms, cal tenir-les resguardades de la
llum en tot moment
1. Aparells i material necessari

Placa de 384 pouets (Ref. 4309849 Applied Biosystems)
MicroAmp Clear Adhesive Film (Ref. 4306311 Applied Biosystems)
ABIPRISM 7900HT (Applied Biosystems)

2. Reactius

TagMan Master Mix (conté Ampli Tagq Gold ADN polimerasa, tampd (30mM Tris pH 8,05;
100mM KCI), dNTP (400uM cada un), MgCI2 (5mM) i estabilitzants) (Ref. 4318157
Applied Biosystems)

Encebadors a 10uM

Sondes especifiques a 10uM

Sonda PNA 10uM

Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)

3. Controls

Control positiu mutat: linia cel-ular H1975 amb PNA

Control positiu wt: limfocit amb i sense PNA

Control negatiu (NTC): Aigua destil-lada amb i sense PNA

Control negatiu d’extraccié amb i sense PNA

En el cas de I'analisi de mutacions en sang periférica s’afegeixen els controls segiients:
Control s/p mutat (pacient ja analitzat) amb PNA

Control s/p wt (pacient ja analitzat) amb PNA

4. Procediment de treball

Preparar les TagMan master mix (una amb PNA i I'altra sense PNA) tenint en compte els
controls que s’han d’afegir. S’ha de preparar en el mateix moment d’utilitzacié

Afegir 11,5ul de la master mix als pouets corresponents

Pipetejar 1l de cada mostra, control negatiu i control positiu en el pouet corresponent.
En els pouets dels NTC s’afegeix 1ul d’aigua destil-lada

Segellar la placa amb un Clear Adhesive Film MicroAmp
Introduir la placa en I'equip 7900HT Sequence Detection System
Realitzar la lectura inicial de fluorescéncia de la placa

Iniciar el procés d’amplificacié

Realitzar la lectura final de la fluorescéncia de la placa

Analitzar els resultats obtinguts
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5. Calcul dels volums per a la reaccié de TagMan

. 1 mostra (pl) 1 mostra(pl)
Reactius amb PNA sense PNA
TagMan Master Mix 2x 6,25 6,25
Encebador Forward 0,75 0,75
EncebadorReverse 0,75 0,75
SondaVIC 0,25 0,25
Sonda FAM 0,25 0,25
PNA 10puM 0,625 -
Aiguadestil-lada 2,325 3,75
6. Lareaccio de PCR sera:
952C
60eC
50eC 10 min  15seg
. 1 min 49C
2 min
- J
' oo
50 cicles

XVI. INSTRUCCIO PER EXTREURE L’ADN CIRCULANT DE SANG PERIFERICA (modificacié de la IN-21:
Extraccion de ADN mediante el kit QIAamp ® DNA Blood Mini Kit (Qiagen))

Quan es comenga un nou QlAamp® DNA Blood Mini Kit és necessari preparar els diferents

tampons segons indica el protocol d’us de la casa comercial.
1. Reactius
QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Ref. 51106 Qiagen)
Etanol absolut (Ref. K36630483 Merck)
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)

2. Controls
Control d’extraccio: Preparar 200l d’aigua destil-lada i afegir-li 200ul de tampd AL i 20pl

de proteasa
3. Procediment de treball

Pipetejar en un eppendorff 200ul de serum o plasma, per duplicat, i afegir 200ul de
tampo AL i 20ul proteasa

Barrejar per inversio

Incubar les mostres durant 10 minuts a 56°C

Afegir 200ul d’etanol absolut en mostres i controls

Transferir tot el volum a una microcolumna (les proporciona el kit)

Centrifugar 1 minut a 8000rpm
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XVII.

Descartar I'eluit i afegir 500ul de tampd AW1

Centrifugar 1 minut a 8000rpm

Descartar I'eluit i afegir 500ul de tampd AW2

Centrifugar 4 minuts a 10000rpm

Descartar I'eluit i transferir les microcolumnes a un eppendorf esteril
Afegir 50ul d’aigua destil lada en un dels duplicats

Deixar les mostres a temperatura ambient durant 1 minut

Centrifugar la replica que s’ha afegit I'aigua destil lada 1 minut a 8000rpm

Descartar la microcolumna i quedar-se amb I'eluit

Traspassar I'eluit de la primera replica a la segona columna (segona replica)

Deixar les mostres 1 minut a temperatura ambient
Centrifugar 1 minut a 8000rpm
Descartar la microcolumna i quedar-se amb I'eluit

Identificar correctament els tubs y guardar-los adequadament.

L’ADN obtingut es conservara a 4°C fins que no s’acabi I’analisi de la mostra. Posteriorment, es

guardara a -20°C 0 -80°C

INSTRUCCIO PER DETECTAR LES DELECIONS DE L’EXO 19 PER GENESCAN EN L’ADN
CIRCULANT DE SANG PERIFERICA (modificacié de la IN-25 Instruccién para el analisis de

fragmentos del exon 19 del gen EGFR en muestras de suero y plasma)

Com que el primer reverse esta marcat amb un fluorocrom, cal protegir-lo de la llum en tot

moment.

1. Aparells i material necessari
Termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)
Termociclador 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems)
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Placa de 96 pouets (Ref. 4306737 Applied Biosystems)
2. Reactius
Taq polimerasa (conté Taqg, MgCl2 i tampd 10x) (Ref. R0O401K Ecogen)
Encebadors 10uM
dNTP 100mM (Ref. U121D Promega)
Sonda PNA 10uM
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)
Hi-Di formamide (Ref. 4311320 Applied Biosystems)
GeneScan 500LIZ (-250) Size Standard (Ref. 4322682 Applied Biosystems)

3. Controls
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Control negatiu de PCR (Aigua destil-lada)
Control positiu delecionat del exd 19: linia cel-lular PC9
Control positiu wt: limfocit

4. Procediment de treball

1a PCR

Preparar les master mix (una amb PNA i I'altra sense PNA) en funcié del niumero de
mostres. Cal incloure per a cada mix de PCR un control positiu wt, i un control positiu
delecionat. Les master mix s’han de preparar en el moment d’utilitzacid. Els controls
no s’amplificaran amb sonda PNA

Distribuir 22ul de master mix per tub

Afegir als tubs 3ul de cada mostra i cada control
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar

Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

Nested PCR

Preparar les master mix (una amb PNA i I'altra sense PNA) en funcié del niumero de
mostres. Les master mix s’han de preparar en el moment d’utilitzacid. Els controls no
s’amplificaran amb sonda PNA. Cal afegir un nou control de 2na PCR

Distribuir 22ul de master mix per tub

Afegir als tubs 3ul de cada mostra i cada control
Tancar bé els tubs. Agitar i microcentrifugar

Introduir els tubs en el termociclador i iniciar el procés

Segons els resultats observats en el gel d’agarosa, es preparara una dilucié d’1/5-1/10
del producte de la PCR en aigua destil-lada

Barrejar en un eppendorf 9ul de Hi-Di formamide, 0,25ul de GeneScan 500LIZ (-250) Size
Standard i 1ul de la dilucié del producte de PCR

Incubar les mostres i controls durant 3 minuts a 952C
Posar les mostres en gel
Carregar les mostres en el 3130 Genetic Analyzer i iniciar el procés

5. Calcul dels volums per a la PCR de GeneScan:

1a PCR
teociss Lol dnosal

Tampé Taq 10x 2,5 2,5

MgCl2a 50mM 0,5 0,5
dNTPa10mM 0,625 0,625

Encebador ELREA 19F 1,25 1,25

Encebador ELREA 19R FAM 1,25 1,25

Taq polimerasa5u/ul 0,1 0,1

PNA 10uM 12,5

Aiguadestil-lada 1,275 18,725
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Nested PCR

. 1 mostra (pl) 1 mostra (pl)
Reactius amb PNA sense PNA
Tampd Tag 10x 2,5 2,5
MgCl,a 50mM 0,5 0,5
dNTPa10mM 0,625 0,625

Encebador ELREA 19F 1,25 1,25

Encebador ELREA 19R FAM 1,25 1,25
Taq polimerasa 5u/ul 0,1 0,1

PNA 10uM 7,5 --
Aiguadestil-lada 8,275 18,725
6. Les reaccions seran:
1a PCR

950C  —> 5min

950C - > 30seg

580C - > 30seg 40 cicles

720C > 1min

720C o > 5min

4oC  -=> indet

Nested PCR

95°C = 5min

950C - > 30seg

580C - > 30seg 30 cicles

720C > 1min

720C - >  5min

4oC > indet

XVIIl. INSTRUCCIO PER DETECTAR MUTACIONS L858R DE L’EXO 21 PER TAQMAN EN L’ADN
CIRCULANT DE SANG PERIFERICA (modificacié de la IN-23: Instruccion para la determinacion
de la mutacion L858R del exon 21del gen EGFR mediante la técnica TagMan en muestras de

sangre periférica

Tots els calculs estan relacionats amb I'equip 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) qué s’utilitzen plaques de 96 pouets i volums de reaccid de 25ul finals. Si es
tracta de I'equip 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) els volums de
reacci6 seran la meitat dels descrits ja que s’utilitzen plaques de 384 pouets. El volum d’ADN

de mostres i controls també seran la meitat del que es descriu.

Com que es treballa amb sondes marcades amb fluorocroms, cal tenir-les resguardades de la
llum en tot moment

1. Aparells i material necessari
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Placa de 384 pouets (Ref. 4309849 Applied Biosystems)

Placa de 96 pouets (Ref. 4306737 Applied Biosystems)

MicroAmp Clear Adhesive Film (Ref. 4306311 Applied Biosystems)

ABIPRISM 7900HT o 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
2. Reactius

TagMan Master Mix (conté Ampli Taq Gold ADN polimerasa, tampd (30mM Tris pH 8,05;
100mM KCI), dNTP (400uM cada un), MgCI2 (5mM) i estabilitzants) (Ref. 4318157
Applied Biosystems)

Encebadors a 10uM
Sondes especifiques a 10uM
Sonda PNA 10uM
Aigua destil-lada (Ref. D34209 Braun)
3. Controls
Control positiu mutat: linia cel-ular H1975 amb PNA
Control positiu wt: limfocit amb i sense PNA
Control s/p mutat (pacient ja analitzat) amb PNA
Control s/p wt (pacient ja analitzat) amb PNA
Control negatiu (NTC): Aigua destil-lada amb i sense PNA
Control negatiu d’extraccié amb i sense PNA (quan escaigui)

Totes les mostres que s’analitzin de novo, caldra analitzar-les amb i sense PNA per
determinar si hi ha o no ADN en la mostra

4. Procediment de treball

Preparar la TagMan master mix tenint en compte els controls que s’han d’afegir. S’ha de
preparar en el mateix moment d’utilitzacié

Afegir 23ul de la master mix als pouets corresponents

Pipetejar 2ul de cada mostra, controls negatius i controls positius en el pouet
corresponent. En els pouets dels NTC hi afegirem 2ul d’aigua destil-lada

Segellar la placa amb un Clear Adhesive Film MicroAmp

Introduir la placa en I'equip 7000 Sequence Detection System o 7900HT Sequence
Detection System

Realitzar la lectura inicial de fluorescéncia de la placa
Iniciar el procés d’amplificacid

Realitzar la lectura final de la fluorescéncia de la placa
Analitzar els resultats obtinguts

5. Calcul dels volums necessaris per a la TagMan (per a I'equip 7900HT Sequence Detection
System seran la meitat):
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teocis 7ol et
TagMan Master Mix 2x 12,5 12,5
EncebadorForward 1,5 1,5
EncebadorReverse 1,5 1,5
SondaVIC 0,5 0,5
Sonda FAM 0,5 0,5
PNA 10uM 1,25 --
5 6,25

Aiguadestil-lada

6. Lareaccio de PCR sera:

50eC

2 min

95

10 min

15 seg

50 cicles

1-31
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I-Exemple de seqiiéncies en sentit reverse dels exons 19 i 21 del limfocit, exé 19 delecionat
15pb de la linia cel-lular PC9 i exons 21 (L858R) i 20 (T790M) de la linia cel-lular H1975

A
Brosystems ho_ 19
SNGAIT A T2 Ca0 KB_3130_POPT_BOTvVA mob
B bp P 2218 1o 5282 Pyt Lec 2950
KB12 Cao2 _ = Vorsion $.2 Pexch HSQV Bases- 23

| |
‘l' ' l“lll“-] '
B

Biosystoms bo_211t
SN G431 ANET 1106 C 133 K0_3130_POPT_BOTVI mob
05 Pis 2201 1o 6088 Px1 Loc 2206
K812 Capd Version 52 Pokch2  HGQV Bases 250

c

Biodystems PC9_10R
SN GBAT A 260 T:206 C 385 K0_3130_POPT_BOTV) mcb
"B b Pis 2270 jo )47 PR Loc 2245
K812 Ced Vorson 52 Pakh2  HSQV Bases: 125

e ..-—‘--l ——L.—.—l-‘.—‘- .“ -

ol MLM bt

D
Bodystems s

SN G204 AT THO CT) XB_3130_POPT_BOTV).med
oAb P 2471 10 6550 MY Loc 24
2 Ce2 Verpon § 2 Pakchd  HSQV Bssos: 205
E

C T Biohystems PR
SNOGIMAMTYIICYS KB_2130_FOFT_BOTVI mod
LU s 2077 to 6012 P Loe 2062
XKB12 Caot Verson 52 Pakhl  HOOV Bases 390

4

D o

FIG. I. Exemple de seqiiéncies en sentit reverse. En A i B es poden veure les seqiiéncies wt de I'exd 19 i 21,
respectivament, del limfocit. En C hi ha la seqiiéncia de I'exé 19 delecionat de la linia PC9 (I'inici de la
delecié de 15pb esta indicada amb una fletxa). En D i E es poden veure les mutacions en les seqliéncies de
I'exd 21 (L858R) i 20 (T790M) de la linia mutada H1975 (indicades amb una fletxa).
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II- Exemple de plots obtinguts de I'analisi del limit de deteccié de la técnica de GeneScan
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FIG. Il. Exemple dels plots obtinguts de dues répliques de les 20 que es van analitzar de cada concentracio.
En A, pics corresponents a una mostra delecionada 15pb (el primer pic a 104-105pb i el segon a 119-
120pb). A mida que 'ADN estava més diluit, la intensitat dels pics disminuia (B a 50pg/ul; C a 5pg/ul) fins
al punt de ser indetectables (D).

lll- Exemple de plots obtinguts de I'analisi de I’exé 19 per la técnica de GeneScan de diferent
nombre de cél-lules d’una extensio de la linia PC9
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FIG. Ill. Exemple de plots obtinguts de dues de les 20 répliques de cada grup de cel-lules
microdisseccionades. En A, es va detectar la delecié de 15pb de I’andlisi de 40 cel-lules, de 20 cél-lules (B),
de 8 cél-lules (C) i de 4 cél-lules (D). En I’analisi d’una sola cél-lula (E), la técnica no va detectar la delecid.
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IV- Exemple dels plots obtinguts de la titulaci6 de la técnica de GeneScan de la linia
delecionada PC9

e
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FIG. IV. Exemple de plots obtinguts de I'analisi de titulacio de ’ADN de la linia delecionada PC9 diluida en
ADN wt. En A, la delecié es detectava en la dilucié 1/10 mentre que per a dilucions més elevades (C i D;
1/100i 1/1000 respectivament), la técnica no la detectava.

V- Exemple de seqiiéncies i plots de la repetibilitat I’analisi per GeneScan de la linia PC9
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FIG. V. Exemple de seqiiencies i plots de I'avaluacio de la repetibilitat de la tecnica de GeneScan al llarg de
quatre mesos. En A, I'analisi del mes de febrer. Tant els resultats de la delecié de la linia PC9 com els wt de
la linia H1975 concordaven al llarg del temps. Aquest mateix resultat s’obté en B, C i D (marg, abril i maig,

respectivament). L’inici de la delecié el marca una fletxa negra.

VI- Exemple dels plots obtinguts de I’heterogeneitat tumoral de les delecions de I'ex6 19 per la

técnica de GeneScan

A
o ey MISAY_10¥
SNGITT AR TIOIC 14 KB_3130_POPT_BOTI mod
0 xp Pis 2209 0 5300 PRt Loc2agd
X813 Cwd ) . Verson G2 Pach2  MSQV Bases 219

-7



9O- ANNEX Il

o w0 120 150

3500
2000
2600
2000
1500
1000
600

2 - M

YD ERSyItaS MISAZ 1
SNGINASSI TERC ™ XB_3130_POPT_BOTVI mod
KB .o Pus 2252 to S34T Put Loc 2227
K812 Capd Verwen 52 Pakead  HEQV Bases 11

_I-‘-h*'.u‘-h-& - e
a a9 aa s J L aa L ) G “ LRR B 00 sa "
8 ] LR} L A 2 1% 3 ) i (8 3 L L
i ]

‘ IH . ‘ ~':;. ' | :
o

L2
a0
Ta0
L
40
o0
2400

4 DRI Y

WI3AL_10F

BNGIOANTISC) KB_J130_POFT_BOTI mob

B Pia 2447 0 5079 P Loc 242

KB12 Cast - Verson 5.2 Pakch  HEQV Bases: 188

'
™ il dobedu A
B AAJLA "'Aﬁ A .:e‘.’&. ALAM \
™ 1w

TTO0
o800
5500
4400
oo
J200
100 [

Blosystems MILAZ W
BN G A8 T2 CI5S KB_3130_POP7_DOTVI mob
0 3¢ Pis 2310 0 5420 PYY Loc 2285
Xp12 Cet Version 52 Paictl  HSOV Bases: 214

-8



9- ANNEX Il

- 104 20 A -3 168

oo
L
oo
s
4
A0
2200

1T J
L]

Solyvtems

MI3AY 199
SNGMANTHMC IS KB_3130_POP7_BOTVI mob
KB tcp P 2000 10 4900 Pt Loc211)

-0 120 150 180 e

rroo
200
500
4400
Moo
oo
1000
WOSYSTems o
SNOMIAMD TUS TR KE_3130_POPT_BOTY) med
B ey P 2208 1o 5342 Pud Loc 2881
l_l_[?__C’:_ n e p3, ez - = \ryj_u:»i)?@ﬂ HEQY Dases 184
e w ale . Ilmsalinn
] 1
I"‘l A ll y A 'I.,l N
1 W) Y
C S UL e | LS Uk |
.0 0 100 "o N9
Ll
200
A0
ARG+
Jo00
24000
- /& A
L]
PN Biodystems MEA2_10F
SN G A4S 128 C 335 KB_3130_POPT_BDTV3 mob
%8 5cp s 2297 1 5438 PAi Loc 2272
KB12 Capd AT A _ Verwon 53 Paltd  HSCV Bases 170
-hlll el 0ol e Bl ae
S M'a “ . g0 L 3L s » s . o 3 < IRTOI0 w LR

?
" " 100 » “ L) )
4., | !
l Al My | ‘
" AT ) 4 17 A A

) ) ' 1 Y M|

[}
. :

-9



O- ANNEX Il

| |
_. JL .

o3yt NEAY_19F

SNGROARTMCM KB_2120_POPT_B0TVamobd
LU R = Pis 2006 10 4T41 P Loc 2061
KB12 Capd Verson 52 Paictl SOV Bases 106

/
t_:!&l\n o AwLMU\ Al

"o

RERERER

i &9, 53 —ha == | S

FIG. VI. Exemple dels plots de I'avaluacié de I’heterogeneitat tumoral de I'exé 19 per la téecnica de
GeneScan. Tal com es pot comprovar per les seqliencies i els plots de I'analisi de fragments, les arees que
es van microdisseccionar de la mostra 33 (2 arees) delecionada de 15pb, 13 (2 arees) delecionada 18pb i 5
(3 arees) delecionada 24pb, presenten resultats concordants (A, B i C, respectivament). L’inici de les
delecions estd marcat amb una fletxa negra.

VII- Exemple dels plots obtinguts en la reanalisi per la técnica de GeneScan dels pacients
delecionats per seqiienciacio dels estudis de validacié clinica
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FIG. VII. Comprovacid de les delecions per seqiienciacio Sanger de la nova técnica de GeneScan. En A, es
confirma la delecié de 18pb del pacient 8 ja que s’obtingué un pic a 101-102pb de I’al-lel delecionat i un pic
a 119-120pb de l'al-lel wt. Es van confirmar les delecions de 15pb dels pacients 13 i 16 (B i C
respectivament) ja que en el plot de GeneScan apareixien els pics a 104-105pb i a 119-120pb). El principi de
les delecions s’indiquen amb una fletxa negra.

VIII- Exemple dels plots de I'avaluacioé del limit de deteccié de la mutacié L858R de la técnica
TagMan utilitzant diferents concentracions de la linia cel-lular H1975
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FIG. VIII. Es van analitzar per triplicat les diferents concentracions d’ADN de la linia cel-lular H1975. Es
detectava la mutacié a les concentracions de 0,5ng/ul; 50pg/ul i 5pg/uL. En canvi, a 0,5pg/uL no es
detectava ja que les mostres apareixen al voltant del NTC (quadrat gris).

IX- Exemple dels plots obtinguts en I’avaluacio del limit de deteccioé de la técnica TagMan per
detectar les mutacions T790M de I’ex6 20
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FIG. IX. Exemple de dos plots de I'avaluacio del limit de deteccié de la mutacio T790M de I'exé 20 en
dilucions decreixents de triplicats de I’ADN de la linia cel-lular H1975 en aigua destil-lada. Per a les
concentracions altes la deteccié era clara (0,5ng/uL; 50pg/ul; 10pg/ul i 5pg/ul) mentre que a i 1pg/ul, no
es detectava la mutacio ja que les répliques apareixien al costat del NTC (quadrat negre). Es va afegir la
sonda PNA en la discriminacid al-lélica menys per a un limfocit que es troba en la zona d’alta fluorescéncia
de 'eix de les x.

X- Exemple dels plots obtinguts en I’avaluacié del limit de deteccié de la mutacié L858R de la
tecnica TagMan utilitzant diferent nombre de cél-lules microdisseccionades de la linia H1975
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FIG. X. Per triplicats, es va analitzar la mutacié L858R de diferents quantitats cel-lulars. La técnica TagMan

detectava la mutacio fins a 4 cél-lules. Per a quantitats cel-lulars menors, la deteccié no és possible ja que
les mostres apareixen al costat del NTC (quadrat gris).
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XI- Exemple dels plots obtinguts en la titulaci6 de 'ADN per la técnica TagMan utilitzant
diferents concentracions de la linia cel-lular H1975 per a I’'ex6 21

i i

by dil 1/2 L ®
: @ J : dil 1/2
l » @ dil 1/10 5 @ dil 1/10

FIG. XI. Exemple de plots obtinguts de la dilucié de la linia H1975 en ADN wt. En les dilucions a 1/2 i 1/10 es
detectava la mutacié ja que les mostres apareixien al voltant de la linia cel-lular H1975 sense diluir,
(control positiu de mutacid, triangle verd). En canvi, la mutacio deixava de detectar-se en fer dilucions
superiors a 1/100, ja que les mostres apareixien al voltant del limfocit wt (rodona vermella).

XlI- Exemple dels plots obtinguts en la titulacié de ’ADN de la linia H1975 mutada en la posici6
T790M de I'’ex6 20 diluit en ADN de limfocit

- s i Bkl

P

FIG. XIl. Exemple dels plots obtinguts en I’avaluacié de la titulacié de ’ADN mutat de la linia cel-lular H1975
diluit amb ADN wt de limfocit. A mida que augmentava la proporcié d’ADN wt, la deteccio de la mutacid
per discriminacio al-lélica era més dificil malgrat que s’havia afegit en la reaccié la sonda PNA.
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Xlll- Exemple de plots obtinguts durant I’avaluacio de la repetibilitat de I'exé 21

P = -
(L] (]
A A
w
i
w %
] 3
5 g
§ 2
Fom T
& §
8 e
T H .
X
‘ |
g %
10
i 1
= \
™ s
(] 50 mn 15 200 150 A 9 (1] i 18 " 0 wm L]
Adele X EGFRINENWT) Al X EGFOIPEWIAT)
ke Dvscnmnation s Lt
.,‘
A x
H H
g 2
§F oo
g g
i :
3 i
< 2
2
L]
X [ ]
x
[ ] ]
™

12 150 I 2@ 1m0 w 1
el X (EGFR1 MEWIWD)

FIG. Xlll. Exemple de plots obtinguts en I"avaluacio de la repetibilitat. Es pot observar la linia H1975 en la
part superior de I’eix de les y (maxima fluorescencia de la sonda que detecta I’al-lel mutat) i la linia PC9 al
voltant del limfocit (rodona vermella), indicant que és wt. A, B, C i D representen un exemple del mes de
febrer, marg, abril i maig, respectivament.

XIV- Exemple dels plots obtinguts de la repetibilitat per detectar la mutacié T790M realitzada
durant tres mesos
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FIG. XIV. Exemple dels plots obtinguts al llarg de tres mesos per avaluar la repetibilitat de la deteccio de la
mutacié T790M. En els tres plots apareix la linia cel-lular mutada H1975 en la zona alta de fluorescéncia
de I'eix y emesa per la sonda que hibrida amb I’al-lel mutat (dins del cercle). En canvi, el limfocit amb PNA,
apareix al costat del NTC. En tots els assajos es va afegir el limfocit sense PNA per tal de comprovar si hi
havia ADN (en la zona d’alta fluorescencia de I’eix x). Cada plot correspon a I'experiment de desembre,
gener i febrer, respectivament.

XV- Exemple de plots i seqiliencies obtinguts en I’analisi d’heterogeneitat tumoral d’una
mostra mutada L858R i d’'una mostra wt
A B

M Discrmnaion dei Dacomnnion

0 140 20 1%
Adel 3 EGFRO1NEWIAT)

C

FIG. XV. En el plot A, les tres arees tumorals de la mostra 4 apareixien en la zona de maxima fluorescéncia
emesa per la sonda que detectava I'al-lel mutat en I'eix de les y (el limfocit del plot A funcionava com
control wt; rodona vermella). En el plot B, les tres arees de la mostra 18 wt es trobaven al voltant del
limfocit. En C, el plot de la mostra 31 amb resultat no concordant de les dues arees analitzades: una d’elles
estava a prop de la linia cel-lular mutada, representada amb un triangle verd, mentre que I’altra era a prop
del limfocit.
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XVI- Exemple dels plots obtinguts de I'avaluacié de I’heterogeneitat tumoral de la mutacié
T790M de I’'ex6 20
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FIG. XVI. Exemple dels plots obtinguts en I'estudi de I’heterogeneitat tumoral de la mutacié T790M. En A,
les 4 repliques analitzades de la mostra 24 van ser mutades, donant a entendre que, per a aquest tumor, la
mutacio era homogeénia. Els plots B, C D i E representen les mostres 14, 22, 18 i 12 amb heterogeneitat del
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75%, 66,67%, 50% i 40% respectivament. Per a la mostra 15 wt, representada en el plot F, cap de les
repliques va discriminar-se mutada. Les repliques amb mutacio es trobaven en la part d’alta fluorescéncia
de I'eix de les y, al voltant de la linia cel-lular H1975, que funcionava com control positiu. Les répliques wt
es troben al voltant del NTC (quadrat negre) a prop de la interseccié entre eixos. Com control negatiu sense
sonda PNA hi havia el limfocit en la zona de maxima fluorescéncia de I'eix de les x. Les seqiiéncies de G
corresponen a les tres arees tumorals independents de la mostra 18, totes elles wt. En H, les seqiiéncies de
tres arees tumorals independents de la mostra 4, on s’observa que totes presentaven la mutacio L858R.

XVII- Comparacio entre els resultats per seqiienciacié Sanger i TagMan d’un parell de pacients
mutats en els estudis de validacio clinica
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FIG. XVII. Comparacio dels resultats de la reanalisi per la técnica TagMan dels pacients detectats mutats
L858R per seqlienciacio Sanger. En A i B, les seqiiéncies dels pacients 23 i 25 eren mutades (el pacient 25 en
homozigosi; mutacio indicada per una fletxa negra). En el plot de TagMan es pot veure que el pacient 25,
com que era homozigot, el senyal de fluorescencia de la sonda TagMan era superior al de la linia H1975
(triangle verd) que és heterozigota com el pacient 23. Al mateix temps es van analitzar dos altres pacients
wt que apareixen al costat del limfocit. El quadrat gris era el NTC.
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XVIII- Exemple dels plots del limit de deteccié de la técnica de GeneScan de I’ADN de sang

periférica

- 108 T .

A

" "e m"e 10

"

e

Hne

[1-19



O- ANNEX Il

- o8 11 1 14T 1"

IR I

FIG. XVIIl. Exemple dels plots de I'analisi del limit de deteccio de la tecnica de GeneScan de la linia
delecionada PC9. En A i B, els pics d’una mostra delecionada (104-105pb el primer pic i 119-120pb el
segon). A mida que I’ADN estava més diluit, la intensitat dels pics disminuia (Ci D a 50pg/ul; E i F a 5pg/ul)
fins al punt de ser indetectable (G i H). En totes les amplificacions es va afegir la sonda PNA.

XIX- Exemple dels plots obtinguts de la titulaci6 de ’ADN delecionat per la técnica de
GeneScan
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FIG. XIX. Exemple de plots de la titulacié de ’ADN de la linia delecionada PC9 amb ADN wt. En els plots A,
B, Ci D, la delecid era detectable fins a una dilucié 1/5.000. No es detectava la delecié en la dilucié més
elevada 1/10.000, del plot E. Respectivament, A, B, C i D corresponen a les dilucions 1/10, 1/100, 1/1.000 i
1/5.000. En les reaccions d’amplificacio s’havia afegit la sonda PNA.
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XX- Exemple dels plots de la repetibilitat de la técnica de GeneScan al llarg de tres mesos
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FIG. XX. Exemple de plots de GeneScan al llarg de tres mesos. La delecié de 15pb de la linia PC9 era
detectable al llarg dels assajo.Per a la linia H1975 no s’obtingué cap alteracié en aquest exo. Aquest
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mateix resultat s’obtingué en A-B, C-D, E-F (octubre, novembre i desembre; PC9 i H1975, respectivament).
En tots els assajos es va afegir la sonda PNA.

XXI- Exemple de plots de I'optimitzacié de la concentracié de la sonda PNA en la discriminacio
al-lelica per TagMan de I’ADN de sang periférica
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FIG. XXI. Exemple de plots obtinguts en afegir la sonda PNA a la reaccio de discriminacié al-lélica de ’ADN
de sang periférica. Per duplicat, es van provar diferents concentracions de sonda PNA (0,5uM; 1uM; 2uM;
3uM i 5uM) per inhibir FADN wt i detectar la mutacié L858R de I'exé 21. A mida que s’augmentava la
concentracio de la sonda la discriminacié de la mutacié era més clara. El cercle vermell representa el
limfocit que funciona com control wt. El quadrat gris és el NTC.

XXIl- Exemple dels plots de I'avaluacié del limit de deteccié de la técnica TagMan en I'analisi
de la mutacié L858R de I'exdé 21 en sang periférica, utilitzant diferents concentracions de la
linia H1975

& i . . | | G owiit

FIG. XXIlI. Plots de I’avaluacid del limit de deteccio de la tecnica TagMan en I’analisi de la mutacio L858R. A
mida que la concentracio de la linia H1975 disminuia, la deteccié de la mutacio era més dificil malgrat
haver afegit en la reaccié la sonda PNA. Per a les concentracions de 0,5ng/ul; 50pg/ulL i 5pg/uL es
detectava la mutacié, mentre que a 0,5pg/ulL no es va detectar ja que les mostres apareixien al costat del
NTC (quadrat gris).
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XXIlI- Exemple dels plots obtinguts de la titulacié de ’ADN mutat de la linia cel-lular H1975 per
la tecnica TagMan afegint la sonda PNA
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FIG. XXlll. Exemple de plots de la dilucié de la linia cel-lular H1975 en ADN wt. En les dilucions a 1/10;
1/100; 1/1.000 i 1/5.000 es podia detectar la mutacié. En canvi, la mutacié deixava de detectar-se en fer
dilucions superiors a 1/10000, ja que les mostres apareixien al voltant del NTC (quadrat gris).

XXIV- Exemple de plots de la repetibilitat de la tecnica TagMan afegint la sonda PNA durant

tres mesos
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FIG. XXIV. Exemple dels plots de repetibilitat realitzats durant tres mesos. Tant la linia H1975 mutada
L858R com la linia PC9 mantenien els seus resultats en afegir la sonda PNA en la reaccié de discriminacio
al-lélica. La linia mutada es mantenia en la part d’alta fluorescéncia mentre que la linia PC9 es mantia al
costat del NTC. En tots els experiments es va afegir el limfocit (rodona vermella) com control wt.
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XXV- Corbes de Kaplan—Meier de la PFS dels pacients amb ECOG PS 1i 2 inclosos en ’TEURTAC
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FIG.XXV. Corbes de Kaplan-Meier de la PFS. En A, la corba de 'ECOG PS 1. En vermell, la mitjana de la PFS
dels pacients tractats amb erlotinib era de 8,8 mesos (95% Cl,7,5 a 10,8), significativament superior als 5
mesos dels pacients tractats amb quimioterapia convencional (en blau) (95% Cl,4,1 a 5,5) p<0,0001. En B,
la PFS respecte a I'ECOG PS 2. En vermell, la mitjana de la PFS dels pacients tractats amb erlotinib va ser de
8,3 mesos (95% Cl, 1,0 a 16,4) respecte als 4,4 mesos (95% Cl, 0,3 a 6,0) dels pacients tractats amb
quimioterapia convencional (en blau).
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XXVI- Corba de Kaplan-Meier de I’avaluacié de la PFS dels pacients de 'EURTAC segons la
deteccio de les mutacions d’EGFR en sang periférica de la branca de tractament amb
gquimioterapia convencional

PFSrespecte a la deteccié o no de les mutacions en sang periféricade la
branca de tractament amb quimioterapia

1.00
Log Rank p=0,06

0.75
-
©
s
5
© 050
o
o
| .
o

0.25

no mutats N=23
5.1
0.00 T T T T T T T T T T
0o 3 27 30 33 36 39 42 45 48 51
. mesos

N2 de risc
nomutats 29 17 7 1 0 0o o0 0 o 0 o 0 0 0o o0 0 o 0
mutats 23 17 8 4 3 3 2 1 o o o o 0 o o0 0o o o

FIG. XXVI. Corba de Kaplan-Meier de I"avaluacié de la PFS de la branca de tractament amb quimioterapia
convencional dels pacients de I’'EURTAC en sang periférica. Es pot observar que no hi havia diferéncies
significatives entre detectar les mutacions i no detectar-les en aquest grup de pacients (6 mesos, 95% Cl,
4.9a 7.7 mesos i 5,1 mesos, 95% Cl, 3.2 a 6.8 mesos, respectivament) P=0,06.
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