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INDICE DE ABREVIATURAS

ASCO: del inglés, American Society Clinical Oncology.

BEAMing: del inglés, beads, emulsion, amplification and magnetics.

BRAF: del inglés, B- rapid accelerated fibrosarcoma oncogene.

cfDNA: DNA circulante y libre.

COLD-PCR: del inglés, coamplification at lower denaturation temperature.
CTC: células tumorales circulantes.

ctDNA: DNA circulante tumoral.

ddPCR: del inglés, droplet-based digital PCR.

dMMR, deficiencia en el sistema de reparacion del mismatch
DNA: acido desoxiribonucleotido

dPCR: PCR digital.

ECOG: del inglés, Grupo Cooperativo Oncolégico del Este.
EGFR: receptor del factor de crecimiento epitelial.

EMT: transicidn epitelio-mesénquima.

ESMO: del inglés, European Society Medical Oncology.
FDA: del inglés, Food and Drug Administration.

FOLFIRI: 5-Fluorouracilo + Leucovorin + Irinotecan.
FOLFOX: 5-Fluorouracilo + Leucovorin + Oxaliplatino.
FOLFOXIRI: 5-Fluorouracilo + Leucovorin + Oxaliplatino + Irinotecan.
FP: fluoropirimidinas.

HR: Hazard Ratio.
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IC: intervalo de confianza.

KRAS: del inglés, Kirsten rat sarcoma oncogene.

m: meses.

MAF: fraccion mutante alélica.

MAPK: del inglés, Mitogen-Activated Protein Kinases.

mCRC: cancer colorrectal metastasico.

MSI: inestabilidad de microsatélites.

NGS: del inglés, Next Generation Sequencing.

NRAS: del inglés, Neuroblastoma rat Sarcoma oncogene.

NSS: no estadisticamente significativo.

OS: del inglés, overall survival (supervivencia global).

PCR: reaccion de la polimerasa en cadena.

PD: del inglés, progressive disease (progresion de la enfermedad).
PFS: del inglés, progression free survival (supervivencia libre de progresion).
PIBKCA: del inglés, fosfoinositol-3-quinase.

PR: del inglés, partial response (respuesta parcial).

PTEN: del inglés, fosfatidilinositol-3, 4,5-trisfosfato 3-fosfatase.
RFS: del inglés, relapse free survival (supervivencia libre de recaida).
RNA: acido ribonucledtido.
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rntPCR: PCR en tiempo real.
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Resumen

Introduccion: A pesar de los importantes avances en el tratamiento del cancer de
colon metastasico (MCRC), la supervivencia sigue siendo corta. Existen diversos
factores prondsticos y predictivos que se han de tener en cuenta, entre ellos la
mutacion del oncogén RAS presente en mas del 40% de tumores. Esta mutacion
suele ser determinada en tejido solido pero dada la imposibilidad en ocasiones de
obtener suficiente muestra y la heterogeneidad tumoral, la determinacion de dicha
mutacion en el DNA circulante en sangre (biopsia liquida) puede ser realizada por
ejemplo mediante BEAMing (basada en la PCR digital). La hipotesis principal de
este estudio es que la determinacion cuantitativa de esta mutacion (fraccidon

mutante alélica —MAF-) podria ser un factor prondstico o predictor en mCRC.

Material y métodos: Se trata de un estudio retrospectivo que incluye 110
pacientes procedentes de dos centros. Se han recogido las principales variables
clinicas, patologicas y de supervivencia de estos pacientes asi como la
determinacion de RAS en tejido solido por la técnica habitual. La determinacion de
la MAF en plasma se ha realizado mediante la técnica del BEAMing y se ha
establecido la correlacion con la mutacion en tejido sélido mediante PCR en
tiempo real. Se ha analizado el impacto prondstico en supervivencia global (OS) y
libre de progresion (PFS) de la MAF de RAS en una poblacién homogénea tratada

de forma similar, asi como correlacion con distintas variables.

Resultados: En el total de la poblacion de estudio, se han detectado 62 pacientes
(56.4%) que presentaban en plasma alguna mutacion de RAS mediante
BEAMing. La concordancia entre la determinacion mediante PCR en tejido sdlido
y el BEAMing en plasma fue del 90% con un indice estimado Kappa de Cohen
0.80 (IC 95% 0.68-0.91). No se han objetivado diferencias estadisticamente
significativas en OS entre la poblacion RAS mutada y no mutada en tejido solido y
en plasma. Con el fin de homogeneizar la poblacién para el analisis prondstico de
la MAF de RAS se han seleccionado un total de 42 pacientes que no habian
recibido cirugia de lesiones metastasicas. No se ha observado correlacion
estadisticamente significativa con la mayoria de las variables clinicas analizadas

salvo localizacion de metastasis. El analisis de la MAF de RAS basal previo al
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tratamiento de primera linea revel6 una correlacion significativa con OS (HR =
3.514; p = 0.00066), siendo los pacientes con menores niveles de MAF de RAS
los que tienen una OS mayor. Asimismo, los pacientes con menores niveles de
MAF presentaron una mayor PFS aunque no fue estadisticamente significativa
dicha tendencia. En el analisis multivariante en primera linea la MAF fue un factor
prondstico independiente en OS (HR = 2.73; p = 0.006) y PFS (HR = 3.74; p =
0.049). Asimismo, la MAF fue mas alta en aquellos pacientes con progresion de

enfermedad como mejor respuesta (p= 0.007).

Conclusiones: La MAF en plasma de RAS puede ser un factor prondstico en los
pacientes con mCRC RAS mutados pudiendo ayudar al clinico a tomar decisiones
sobre el tratamiento de dicha enfermedad. No obstante, dada la naturaleza del
estudio, es necesario estudios mas amplios y prospectivos que puedan validar el

uso de esta técnica en la practica clinica.
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Abstract

Introduction: Despite recent major advances in metastatic colorrectal cancer
(mCRC), survival is still poor. There are different prognostic and predictive factors
to be taken into account, among them, RAS mutation which is observed in 40% of
all tumors. This mutation is determined in solid biopsy but sometimes, as it is not
possible to get enough sample for this determination and due to tumor
heterogeneity, this mutational status can be analyzed from circulating DNA in
blood (liquid biopsy) using BEAMing for instance (a digital PCR-based
technology). The main hypothesis of this study is to analyze whether quantitative
determination of this mutation (mutant allele fraction-MAF-) could be a prognostic

or predictive factor for RAS mutant mCRC.

Material and Methods: This is a retrospective study comprising a total of 110
patients from two different sites. Main clinical, pathological and survival data have
been recorded as well as determination of RAS mutational status in solid biopsy
using routine techniques. MAF determination in plasma has been determined
using BEAMing and correlation with mutational status in solid tissue using real
time PCR has been analyzed. Prognosis impact in overall survival (OS) and
progression free survival (PFS) of RAS MAF in a homogenous cohort has been

analyzed as well its correlation with different variables.

Results: In the whole population, RAS mutation in plasma has been detected with
BEAMing in a total of 62 patients (56.4%). Concordance between real time PCR in
solid biopsy and BEAMing in plasma is 90% with an estimated Cohen Kappa index
of 0.80 (95% CI 0.68-0.91). No statistical significant differences in OS have been
detected between RAS mutant and wild type in solid and liquid biopsy. In order to
make population homogenous regarding prognosis impact of RAS MAF, a total of
42 patients who have not been operated for metastatic disease have been
selected. There are not statistical significant correlations with the most part of the
clinical variables except for metastases location. RAS MAF prior to first line
therapy shows a significant correlation with OS (HR = 3.514; p = 0.00066), as RAS
MAF is lower in patients with longer OS. Moreover, patients with lower MAF show

a trend to longer PFS that is not statistically significant. In the multi-variant
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analysis, RAS MAF is an independent prognosis factor for OS (HR = 2.73; p =
0.006) and PFS (HR = 3.74; p = 0.049). Moreover, patients with higher MAF tend

to have progressive disease as best response to treatment (p = 0.007).

Conclusions: RAS MAF in plasma could be an independent prognosis factor in
patients with RAS mutant mCRC and may help clinicians to make decisions about
management of this disease. However, due to the characteristics of this study,
prospective studies are needed to validate this technique for the use in the daily

practice.
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Introduccioén

1. Introduccion

1.1 Epidemiologia y magnitud del problema

El cancer colorrectal es uno de los principales tumores diagnosticados en el
mundo. De acuerdo a los datos publicados a partir de la base de datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (GLOBOCAN) del afo 2012, se trata de la
tercera causa mas frecuente de malignidad y es la cuarta causa de muerte por
cancer en el mundo, habiéndose reportado en 2012 1.4 millones de nuevos casos
y casi 700000 muertes (1). Dos tercios de los nuevos casos y practicamente el
60% de las muertes por este tumor se producen en paises desarrollados, muy
probablemente porque los factores de riesgo para su desarrollo estan
relacionados con los habitos de vida del primer mundo: alcohol, tabaco, obesidad,
diabetes, sedentarismo y dieta no saludable (2). En la Unién Europea, el cancer
colorrectal se ha convertido en la segunda causa de muerte por cancer, siendo la
estimacion para este afio de 177400 muertes con mayor incidencia en hombres.
Sin embargo, hay datos para la esperanza ya que la mortalidad ha disminuido en
la Unién Europea desde 2012 en un 6.7% en los hombres y en un 7.5% en las
mujeres (3). En nuestro pais, segun datos publicados por la Sociedad Espanola
de Oncologia Médica, la incidencia estimada en el afio 2015 era de 41441, siendo
en conjunto, el tumor mas frecuentemente diagnosticado en ambos sexos y uno
de los pocos cuya incidencia habia crecido progresivamente (4). En cuanto a la
mortalidad, se estimaba que en nuestro pais en ese afo habria 15449 muertes,
convirtiéndose en la segunda causa de mortalidad por cancer por detras del
cancer de pulmon. Pese a que su incidencia puede verse reducida modificando
habitos de vida, la reduccion mas importante de la incidencia y de la mortalidad

viene dado por una mejora en los métodos de cribado (5).
1.2 Diagnostico del cancer colorrectal

En la actualidad, hay discrepancia sobre el cribado mas eficiente del cancer
colorrectal pero se proponen dos alternativas: la deteccion de sangre oculta en
heces y la colonoscopia (6). La deteccidén de sangre oculta en heces es un

método mas barato y menos invasivo frente a la segunda opcion. En nuestro pais,
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se recomienda la realizacion a partir de los 50 afos de un test de sangre oculta en
heces a la poblacién general cada 2 afos hasta los 74 anos (7). En caso de
positividad, se debera realizar una colonoscopia. En el caso de pacientes con
familiares de primer grado con cancer colorrectal o pacientes con enfermedades
que predisponen a este cancer (sindrome de Lynch, enfermedad inflamatoria

intestinal entre otras), la edad a partir de la que realizar el cribado disminuye.

De acuerdo a la octava edicion propuesta por el American Joint Comittee on
Cancer, el estadiaje de esta enfermedad debe realizarse en base a la anatomia
patolégica del tumor primario, a excepcion de los casos con enfermedad
metastasica (estadio 1V), siendo estadio IVa cuando hay enfermedad en un solo
organo, estadio IVb si hay en mas de uno y estadio IVc si hay enfermedad
peritoneal (8). Se considera estadio | cuando hay afectacion maligna hasta la
muscular propia, estadio Il cuando hay afectacidon exclusiva de tejidos
pericolorrectales u o6rganos vecinos y estadio Ill cuando existen ganglios

regionales afectos.
1.3 Tratamiento del cancer colorrectal

Una vez confirmado el diagndstico de carcinoma colorrectal se debera completar
estudio de extensién con tomografia computarizada de térax, abdomen y pelvis y
analitica con marcadores tumorales (CEA, CA 19.9) (9). Es importante que el
paciente afecto de esta patologia sea abordado desde el punto de vista
multidisciplinar y la decision del tratamiento mas optimo sea tomada en los
comités de tumores formados por especialistas involucrados en el diagndstico y

manejo del carcinoma colorrectal (10, 11).
1.3.1 Tratamiento de la enfermedad localizada (estadio I-lll)

En cuanto a la enfermedad localizada el manejo de la misma va a depender de la
localizacion del tumor primario. El tratamiento inicial del tumor de colon es la
cirugia: la extension de dicha reseccion dependera de la distribucion de la
vascularizacién y del drenaje linfatico. La reseccion debe incluir al menos 5 cm de
margen en cada lado (aunque habitualmente es mayor dada la necesidad de
resecar todo el intestino irrigado por la misma arteria) y la extirpacion al menos de

12 ganglios linfaticos (9). En el caso del tumor de recto, sera necesario realizar
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Introduccioén

una resonancia pélvica y una ecografia endoscopica rectal (12, 13). La
recomendacion actual es que aquellos tumores por debajo de la reflexion
peritoneal con infiltracion profunda de la pared y/o ganglios locorregionales y/o
infiltracion del mesorrecto sean considerados para tratamiento neoadyuvante con
radioterapia o quimio-radioterapia concomitante con 5-fluoropirimidinas, con
similar supervivencia global pero mejor control local y menor toxicidad para la
segunda (14). En la actualidad, se considera indicado valorar tratamiento
adyuvante tras cirugia de cancer colorrectal en los estadios Ill con la combinacion
de fluoropirimidinas y oxaliplatino dado el beneficio en supervivencia libre de
progresion y global (15). En el caso del estadio I, el tratamiento adyuvante con
quimioterapia debe individualizarse segun una serie de factores de riesgo:
obstruccion o perforacion, CEA elevado, menos de 12 ganglios extirpados, grado

histologico, invasion vascular o perineural o afectacién de la serosa (9).

1.3.2 Tratamiento de la enfermedad metastasica

En cuanto a la enfermedad metastasica, implica aproximadamente una cuarta
parte los casos de neoplasia de colon al diagnéstico si bien es cierto que un 20-
40% de los pacientes pueden recaer. En los casos de enfermedad metastasica el
prondstico es mas sombrio. De acuerdo al consenso vigente de la Sociedad
Europea de Oncologia Médica (ESMO, en sus siglas en inglés) es importante
tener en cuenta el estado general del paciente y la extensién de la enfermedad
(11) (figura 1). Asimismo, es importante disponer del perfil molecular del tumor,
principalmente la determinacion de las mutaciones de los oncogenes KRAS,
NRAS y BRAF. En cualquier caso, el papel de la quimioterapia basada en
fluoropirimidinas (5-fluorouracilo endovenoso o capecitabina, su prodroga via
oral), leucovorin, oxaliplatino e irinotecan es fundamental; FOLFOX (5-
Fluorouracilo + Leucovorin + Oxaliplatino) o XELOX (Capecitabina + Oxaliplatino)
o FOLFIRI (5-Fluorouracilo + Leucovorin + Irinotecan) han demostrado beneficio
en cancer colorrectal sin perjuicio de ser utilizados en primera o segunda linea
(16). La posibilidad de la combinacién de todos estos farmacos, el esquema
FOLFOXIRI, ha demostrado mejores resultados en tasa de respuesta y
supervivencia libre de progresion si bien es cierto que no se ha comparado
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directamente en términos de supervivencia global con el tratamiento secuencial
(17).

Evaluacién de la
condicién clinica del
paciente
| |

| | |
Fit Unfit (quizas Unfit
posible
tratamiento)
Objetivo

" : 2 Bevacizum b;
Pacientes con Citoreduccion Control de doesvigcr'ezgl':::? b

metastasis claramente enfermedad de doblet

resecables o ti (I)EGeF?\"

Perfil Perfil anti-
Molecular Molecular

| | | — | | | | | |
Cirugia o cirugia ‘ RAS wt ‘ ‘ RAS mt ‘BRAF mt‘ ‘ RAS wt ‘ ‘ RAS mt ‘ BRAF mt
con quimioterapia I
perioperatoria
Eg%‘_‘f_ti Combinacion| | Triplete de Doblete
anti- Beegc(i;z-:;r;ab o de CT + | Ipoblete de CT Triplete de CT
EGFR Bevacizumab bla(g(e)gltgo + bevacizumab +/- bevacizumab

Reevaluacion cada I I |
2 meses Reevaluacion de respuesta
cada 2-3 meses

| | | | a
- . en Control de Progresion de la Progresion de la
‘ Cirugia ‘ iCnoreduomon‘ enfermedad ‘ eﬁfermedad IRERIOERE @ egfermedad
L estabilidad
Continuar Continuar L| S‘T%g;da
con [ Segunda
mantenimien linea
to o pausa
Continuar con

mantenimiento
o pausa

Figura 1. Algoritmo de tratamiento de cancer colorrectal metastasico propuesto por
ESMO (adaptado de la referencia 11).

A este tratamiento se le debe asociar en funcién del objetivo del tratamiento y de
su perfil mutacional anticuerpos monoclonales dirigidos contra la angiogénesis
como es el caso de bevacizumab en primera y segunda linea y aflibercept o
ramucirumab soélo en segunda linea (18-28) (tabla 1). Otra opcioén en el caso de
ausencia de mutacién en los genes KRAS, NRAS y BRAF son los anticuerpos
dirigidos contra la via del receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) tales

como cetuximab o panitumumab (29-31).
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Ensayo Linea Brazos oS PFS RR
Clinico tratamiento tratamiento
NO16966 12 linea FOLFOX4/XELOX | 19.9m 8.0m 38%
Saltz et al FOLFOX4/XELOX | 21.3m 9.4m 38%
(18) + bevacizumab NSS HR:0.83 | NSS
p<0.01
TRIBE 12 linea FOLFIRI+ 25.8m 9.7m 53%
Loupakis bevacizumab
et al FOLFOXIRI+ 31m 12.1m 65%
(29) bevacizumab HR:0.79 | HR:0.75
p=0.05 | p<0.01 | p<0.01
TML 2% linea tras | FOLFOX/XELOX/ | 9.8m - -
Bennouna | tratamiento en | FOLFIRI
et al (24) 12 linea con | FOLFOX/XELOX/ | 11.2m
bevacizumab FOLFIRI ¥
bevacizumab HR:0.81
p<0.01
ECOG3200 | 22 linea FOLFOX4 10.8m 4.7m 8.6%
Giantonio FOLFOX4+ 12.9m 7.3m 22.7%
et al(26) bevacizumab 10.2m 2.7m 3.3%
bevacizumab HR:0.75 | HR:0.61
p<0.01 p<0.01 | p<0.01
VELOUR 22 linea con  FOLFIRI 12.1m 4.7m 19%
Van linea previa | FOLFIRI-
Cutsem et con o sin | aflibercept 13.5m 6.9m 11.1%
al (27) bevacizumab HR:0.82 | HR:0.76
p=0.03 | p<0.01
RAISE 22 linea tras | FOLFIRI 11.7m 4.5m 13%
Tabernero | tratamiento FOLFIRI-
et al (28) previo con | ramucirumab 13.3m 5.7m 13%
bevacizumab HR:0.84 | HR:0.79
p<0.01 p<0.01

Tabla 1. Principales ensayos clinicos mCRC con antiangiogénicos.

(OS: Supervivencia global PFS: Supervivencia libre de progresion RR: Tasa de Respuestas m: meses HR:

Hazard Ratio FP: Fluoropirimidinas NSS: no estadisticamente significativo).

En el caso de refractariedad a todos estos tratamientos, las opciones de
tratamiento son mas limitadas con minimas respuestas (1%). Regorafenib, un
inhibidor multi-tirosin quinasa, ha demostrado un beneficio en torno a un mes (6.4
versus 5.1 meses de placebo; HR: 0.77; p=0.005) en estos pacientes en términos
de supervivencia global con un perfil de toxicidad en forma de hipertension,
astenia, diarreas y mucositis no despreciable (32). TAS-102 (una combinacién
oral de trifluridina, un analogo de la timidina, y tipiracil, un inhibidor de la
fosforilasa de la timidina), ha mostrado similar beneficio en supervivencia global

(7.1 meses versus 5.3 meses; HR: 0.48; p<0.05) con un perfil de toxicidad similar
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a la quimioterapia (nausea, astenia, vomitos, neutropenia y trombocitopenia) (33).
La inmunoterapia (nivolumab o pembrolizumab), tratamiento actualmente
aprobado en otros tumores, sélo ha demostrado a dia de hoy eficacia en tumores
colorrectales que presentan deficiencia en el sistema de reparaciéon del DNA

caracterizado por la presencia de inestabilidad de microsatélites (34, 35).

1.4 Factores prondsticos y predictivos de cancer colorrectal

El cancer colorrectal metastasico es una entidad con un prondstico variable en
funcién de distintos factores clinicos, patologicos y moleculares. De forma similar,
la respuesta a los tratamientos depende también de otros factores que se

conocen como factores predictivos.
1.4.1 Factores clinicos, analiticos y patolégicos

A dia de hoy, no hay un consenso claro de qué factores clinicos y analiticos son
validos y consistentes como factores pronosticos en cancer colorrectal a
excepcion del estadiaje TNM. En cualquier caso, la edad no parece ser un factor

pronostico relevante en estos tumores.

La clasificacion prondstica de Kohne fue propuesta en 2002 previo al
conocimiento exhaustivo de la biologia molecular (36). En ella, se establecié 3
grupos de riesgo y se basa en el ECOG, los niveles de fosfatasa alcalina,
leucocitos y el numero de localizaciones metastasicas y ha sido validada
externamente en diferentes cohortes de pacientes (37, 38) y en ensayos clinicos
fase Ill en primera y segunda linea de cancer colorrectal metastasico RAS no
mutado (39). En cuanto al sitio de localizacién de metastasis parece que la
presencia de enfermedad peritoneal confiere un peor prondstico en términos de
supervivencia (40). Respecto a los marcadores tumorales, en el caso del CEA se
trata de un factor prondstico independiente en estadios precoces tras cirugia (41)
Sin embargo, no esta claro su papel pronéstico en estadio metastasico. Los datos
mas recientes muestran que puede ser un factor prondstico negativo en
correlaciéon con otros marcadores como la serpina B5 expresada en el tumor (42).
Por otra parte, los niveles de CEA son mas elevados en tumores con mutacion de

KRAS vy su elevacion esta asociada a un peor pronostico (43). En el caso del
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marcador tumoral CA 19.9 si parece que se encuentra mas frecuentemente
elevado en pacientes con metastasis y si parece que pudiera ser un factor
pronéstico (44) asi como para el desarrollo de metastasis pulmonares o
peritoneales (45-47). Asimismo, existen también datos que muestran que la
presencia de CEA y CA 19.9 en sangre es mayor en pacientes con cancer
colorrectal con metastasis hepaticas siendo factores independientes predictores

de supervivencia en pacientes no resecables (48).

En cuanto los factores patoldgicos, la histologia mas frecuente de cancer
colorrectal es el adenocarcinoma. Sin embargo, es conocido que existen variantes
como el adenocarcinoma mucinoso (10%) o el adenocarcinoma con células en
anillo de sello (2%) con un peor prondstico y una peor respuesta al tratamiento.
En cierta manera, esto es debido a las caracteristicas moleculares de peor

prondstico (49).

1.4.2 Factores moleculares prondsticos y predictivos de

respuesta

La biologia molecular del cancer colorrectal es compleja y se debe a la
adquisicién de distintas mutaciones a lo largo de la carcinogénesis. Algunas de
estas alteraciones confieren un peor prondstico y una resistencia a determinadas
terapias. A continuacion, se explican las principales alteraciones moleculares en
base a las distintas vias alteradas con mencién especial a las mutaciones de
KRAS al ser relevantes para la compresion de esta tesis. Las recomendaciones
actuales de la Sociedad Americana de Oncologia Médica y la de Anatomia
Patologica es la realizacion a todos los pacientes con cancer colorrectal
metastasico de las mutaciones en exén 2, 3 y 4 de KRAS y NRAS, la mutacion
V600E de BRAF y la deteccidn por inmunohistoquimica de la inestabilidad de
microsatélites (50).
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1.4.2.1 Alteraciones en la via de las MAPK

La via de las MAPK (figura 2) es relevante en el desarrollo del carcinoma
colorrectal, con casi dos terceras partes de
tumores presentando alguna alteracion.
Estas suelen tener un impacto prondstico
pero también predictivo de respuesta a
algunas terapias como panitumumab vy

cetuximab.

EGFR

Las alteraciones mas descritas en EGFR

son la sobreexpresion, las mutaciones en

su gen y la sobreexpresion de los ligandos

(51). La expresion del receptor de

Figura 2. Esquema de la via de la
MAPK y su relacién con laviade membrana EGFR se observa en el 60-80%

PIBKCA. de los tumores colorrectales mediante
inmunohistoquimica (52). Sin embargo, solo

un 20% aproximadamente de los tumores con expresidon presentan una
amplificacion génica. En cualquier caso, no esta claro el valor prondstico ni
tampoco el predictivo de respuesta a terapia anti-EGFR, aunque hay datos de que
los tumores sin expresién de EGFR podrian responder a cetuximab (53, 54). En
cuanto a las mutaciones activadoras en el dominio catalitico de EGFR son pocos
frecuentes y son mutaciones de resistencia a terapia anti-EGFR. Entre ellas estan
la mutacion K467T y S492R que se han descrito como mutacion de resistencia a
cetuximab, no asi a panitumumab (55) o la mutacion de R451C o G465R de
resistencia a ambos farmacos (56). En cuanto a la ganancia del numero de
copias de este gen es debido a la amplificacién del gen o a la polisomia del
cromosoma 7 donde se encuentra este gen. La amplificaciéon del gen esta
asociada con respuesta clinica a cetuximab pero a una menor supervivencia (57-
59). Por ultimo, la sobreexpresion de los ligandos del receptor como epiregulina y
anfiregulina ha sido postulada como un valor prondstico positivo a altos niveles de

estos ligandos en pacientes tratados con cetuximab (60).
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RAS

La proteina RAS es una proteina GTPasa que es capaz de unirse a la membrana
citoplasmatica y al ser fosforilada, se convierte en una enzima activa que produce
la fosforilacion a su vez de otras proteinas involucradas en la cascada de
sefalizacion celular entre ellas la via de las MAPK. Esta proteina esta codificada
por tres oncogenes: KRAS, NRAS y HRAS que al mutarse puede llevar a la
formacion de una proteina con un cambio conformacional que haga que esté
constitutivamente activada y por tanto, sea capaz de inducir la proliferacion celular
(61). En cancer colorrectal, los oncogenes alterados son con mayor frecuencia en
este orden KRAS y NRAS.

KRAS

KRAS se encuentra mutado en adenocarcinoma de colon en aproximadamente el
40% de los casos. El gen codifica una proteina de 188 aminoacidos que tiene
actividad inherente catalitica situandose cercana a la membrana celular. La
activacion de RAS se produce cuando esta proteina presenta union a GTP.
Cuando hay una mutacién en esta proteina, RAS permanece unida en todo
momento a GTP y se produce una activacion sin control de toda la via. Los
principales lugares de mutacion son en este orden: exon 2 (codén 12 y 13), exdn
3 (coddn 59 y 61) y exdn 4 (codon 146). Hasta un 95% de las mutaciones ocurren
en exdén 2, siendo la mas frecuente en el codén 12 un cambio de guanina por
adenina (KRAS G12D).

En cuanto al papel prondstico de la mutacion de KRAS se ha consensuado que
puede conferir una peor supervivencia aunque es cierto que existen datos

contradictorios (tabla 2) en funcién del estadio y del tipo de mutacion.

En cuanto al papel como predictor de respuesta, la presencia de mutacion en
KRAS impide un beneficio de panitumumab y cetuximab (62). Desde el punto de
vista clinico se observd en una cohorte de 30 pacientes tratados con cetuximab
que ninguno de los respondedores presentaban mutacién en este oncogén (63).
Asimismo, los resultados negativos de los estudios clinicos con cetuximab y
panitumumab llevaron a realizar el analisis segun el estado de KRAS en el exdn 2
(coddn 12 y 13) (31, 64) y del exon 3 y 4 de KRAS tanto para cetuximab (65)

Pagina |23



Analisis de RAS en plasma en céncer colorrectal metastasico: impacto de la fraccion mutante alélica en prondstico

como para panitumumab (66), concluyendo su no beneficio. Un meta-analisis

incluyendo un total de 5948 pacientes incluidos en ensayos clinicos fase Il y fase

Ill confirma la falta de eficacia de cetuximab y panitumumab si existe mutacion en

KRAS o en NRAS (tabla 3) (67). No obstante, existen datos retrospectivos de que

la mutacién en el codén 13 (G13D) puede tener un mejor resultado con estos

anticuerpos en términos de respuesta tumoral y de supervivencia libre de

progresion (68).

Estudio Muestra | Estadios Impacto pronéstico | Observaciéon
RASCAL | 2721 Localizado | Sl Mutaciones en
(Andreyev, y avanzado | PEOR supervivencia | codon 12 y 13
1998)(69) (HR: 1.22; p = 0.02) indistintamente
RASCAL I 4268 Localizado | Sl Exclusivamente
(Andreyev, y avanzado | PEOR supervivencia | en la mutacion
2001)(70) global (HR: 1.29; p = G12V
0.008)
PEOR supervivencia
libre de fallo al
tratamiento (HR: 1.3;
p = 0.004)
QUASAR Estadio 1l | SI Sin  diferencias
analisis tratados o Mayor riesgo de  en dicho
exploratorio no con | recaida (RR: 1.40; p = | impacto con el
(Hutchins, quimio- 0.002) tratamiento  de
2011)(71) terapia quimioterapia
adyuvante adyuvante.
MEMORIALS | 532 Localizado | Sl Independiente
LOAN y avanzado | PEOR supervivencia | de estadio.
KETTERING global a 5 afos (55% | Aparente mayor
(Nash, vs 68%; p = 0.002) mortalidad  en
2010)(72) MSS/KRAS
mutado estadio
I/1l
WESTERN 1989 Localizado | Sl Esta asociacion
WASHING- y avanzado A PEOR supervivencia | no fue
TON STATE especifica por cancer | observada en
(Phipps, de colon (HR: 1.37) estadios con
2013)(73) enfermedad a
distancia
DANA 1261 Localizado | Sl Sélo en
FARBER y avanzado | MAYOR mortalidad mutaciones en
(Imamura, especifica para cancer | codén 12, no en
2012)(74) colorrectal (HR: 1.30; | codén 13.

p = 0.037)
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Estudio Muestra | Estadios Impacto pronéstico | Observacién
NORTH 1413 Localizado | NO Tendencia a
CAROLINA y avanzado | No diferencias en peor
AND UTAH supervivencia supervivencia
(Samowitz, (HR: 1.2; 1C95 1-1.4) | en mutacién de
2000)(75) codon 13.
BRIGHAM 647 Localizado | NO No existen
AND y avanzado | No diferencias en diferencias con
WOMEN supervivencia global respecto a
HOSPITAL (HR: 0.98; IC95 0.74— | supervivencia
(Ogino, 1.28) de cancer
2009) (76) colorrectal
PERTH 396 Estadios Il | NO Estudio
(Wang, resecados | No diferencias en pequeno que no
2003)(77) riesgo de muerte permite detectar
(RR: 1.06; p = 0.8) diferencias
CALGB8980 | 508 Estadios Ill | NO No impacto
3 resecados | No diferencias tampoco segun
(Ogino, y tratados | supervivencia libre de | la quimioterapia
2009)(78) con quimio- | enfermedad (HR: empleada.
terapia 0.98; 1C95 0.73-1.31)
(5FU+/- ni en
Irinotecan) | supervivencia global
(HR: 0.90; I1C95 0.64-
1.27)
PETTAC-3, 1564 Estadios Il | NO No impacto
EORTC ylll en No diferencias en segun
40093, adyuvancia | supervivencia libre de | quimioterapia
SAK60-00 con quimio- | recurrencia empleada ni
(Roth terapia (HR: 1.05; IC95 0.85- | segun el codon
2010)(79) (FOLFIRI 1.28) o el tipo de
vs 5FU) No diferencias en mutacion.

supervivencia global
(HR: 1.09; IC95 0.86-
1.38)

Tabla 2. Principales estudios sobre el valor pronéstico de la mutacion de KRAS en

cancer colorrectal.

NRAS

La mutacion en NRAS esta presente en menos de un 5% de los tumores
colorrectales y al igual que KRAS se encuentra principalmente mutada en exén 2
(coddn 12 y 13). Su impacto pronéstico no ha sido claramente establecido aunque
parece mas prevalentes en el colon izquierdo y en estudios retrospectivos han
mostrado un peor prondstico que los KRAS mutados y nativos (80). Por otra parte,

es un factor predictivo negativo para terapia anti-EGFR (tabla 3).
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Estudio | L. | Mutaciéon | Tratamiento | PFS oS PFS oS
(wt) (wt) (mt) (mt)
Quimioterapia vs Quimioterapia + anti-EGFR

CRYS- | 12L | KRAS FOLFIRI 8.4m 20.2m | 7.5m 17.7m

TAL V. ex2,3,4 FOLFIRI- 11.4m | 28.4m | 7.4m 16.4m

Cutsem NRAS cetuximab HR HR HR HR

et al(81- ex 2,34 0.56 0.56 1.05 1.05

83) p=0.02 | p<0.01 | p=0.5 | p=0.6

OPUS 1L | KRAS FOLFOX4 5.8m 17.8m | 7.8m 17.8m

Boke- ex2,3,4 FOLFOX4- 12.0m | 19.8m | 5.6m 13.5m

meyer NRAS cetuximab HR HR HR HR

et al(65, Ex 2,3,4 0.5 0.9 1.5 1.3

84) p<0.01 | p=0.8 p<0.01 | p=0.2

COIN 18L | KRAS FOLFOX 8.6m 179m | NR 14.8m

Maugh- NRAS FOLFOX- 8.6m 17m 13.6m

an et al ex2/ cetuximab HR HR HR

(85) codon 61 0.96 1.04 0.9
p=0.6 p=0.7 p=0.8

PRIME | 1%L | KRAS FOLFOX4 7.9m 20.2m | 8.7m 18.7m

Doui- ex2,3,4 FOLFOX4- 10.1fm | 26.0m | 7.3m 15.5m

llarrd et NRAS panitumumab | HR HR HR HR

al(29) ex 2,34 0.72 0.78 1.3 1.2
p<0.01 | p=0.04 | p<0.01 | p=0.04

200501 | 22L | KRAS FOLFIRI 4.6m 13.9m | 4m 11.1m

81 ex2,3,4 FOLFOX-4- 6.4m 16.2m | 4.8m 11.8m

Peeters NRAS panitumumab | HR HR HR HR

et al Ex 2,3,4 0.7 0.81 0.9 0.9

(86, 87) p<0.01 | p=0.08 | p=0.1 p=0.3

PICCO- 232L  KRAS Irinotecan 10.5m | NR NR NR

LO NRAS Irinotecan- 104m | NR NR NR

Sey- ex2y panitumumab | HR HR

mour et codon 61 0.91 0.78

al (88) p=0.4 p=0.04

200204 | 3°L | KRAS Paliativos 7s NR NR NR

08 ex2,3,4 Panitumumab | 14s

Patter- NRAS HR HR

son et Ex 2,3,4 0.36 0.98

al(64, p<0.01 p<0.05

89)

Quimioterapia + Bevacizumab vs Quimioterapia + anti-EGFR
PEAK 1L | KRAS mt | mFOLFOX-6- | 9.5m 28.9m | 8.8m 16.6m

Kart- exon 2. bevacizumab | 13.0m |41.4m |8.4m 27m

haus et KRAS mFOLFOX-6- | HR HR HR HR

al (90, ex3,4y panitumumab | 0.65 0.63 1.13 0.41

91) NRAS p=0.03 | p=0.06 | p=0.06 | p=0.02
ex2,3,4

Tabla 3. Principales estudios de anticuerpos anti-EGFR en cancer colorrectal y su

impacto en poblacion RAS wild type y mutada.

(L: linea; NR: No reportada; ex: exén; HR: Hazard Ratio; mt: mutado; wt: wild type; m: meses; s: semanas).

26| Pagina



Introduccioén

BRAF

La mutacién de BRAF en cancer colorrectal es poco frecuente (8-12%) y asocia a
un determinado fenotipo: mas frecuente en mujeres, en estadios mas avanzados
(92), tumores de colon derecho, pobremente diferenciados, con histologia
mucinosa y con inestabilidad de microsatelites (93-95). Asimismo, parece que

presentan mas metastasis peritoneales y menos en higado o pulmén (96, 97).

En cuanto al papel pronostico de BRAF parece que la mutaciéon V600E (mas del
90% de casos) es un factor negativo prondstico aunque su asociacion con la
inestabilidad de microsatelites debe ser tenida en cuenta (98): en estadios Il y llI,
la mutaciéon de BRAF puede ser un factor prondstico negativo en tumores sin
inestabilidad de microsatelites (79) mientras que en el contexto metastasico,
también parece que la mutacién de BRAF confiere una peor supervivencia libre de
progresion y global (99) segun los datos de analisis retrospectivos de varios

estudios (100). El impacto prondstico parece limitado a supervivencia global (101).

En cuanto al valor predictivo de respuesta de BRAF hay mas controversia. A
pesar de que las respuestas al tratamiento son limitadas, no existen diferencias
entre oxaliplatino o irinotecan. Existen datos que avalan mayor beneficio con
FOLFOXIRI-bevacizumab aunque no hay diferencias estadisticamente
significativas respecto FOLFIRI-bevacizumab (102). En cuanto al valor predictivo
de respuesta a anticuerpos anti-EGFR, la mayor parte de los estudios de cohortes
reportados muestran una resistencia a los mismos aunque las diferencias no son
estadisticamente significativas (29, 65, 85-87, 103-105), excepto en el estudio
PICCOLO donde hay un detrimento en supervivencia libre de progresién (88).
Estos datos han sido analizados conjuntamente en dos meta-analisis. El primero
de ellos sugiere un valor predictivo negativo de esta mutacion para el tratamiento
con anti-EGFR (106). Por el contrario, el otro sugiere que no hay evidencia
suficiente para descartar el uso de estas terapias en estos pacientes (107). La
diferencia entre ambos radica en el numero de estudios (10 frente a 8,
respectivamente) y en la poblaciéon analizada: mientras que en el primero se
compara el resultado de los brazos de tratamiento sélo en BRAF mutado, en el
segundo se tienen en cuenta también los no mutados. En el caso de los tumores

con mutacion de BRAF se estan combinando anti-EGFR con inhibidores de
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BRAF, de MEK y de PI3K (98). No obstante, no todas las mutaciones de BRAF
confieren mal pronostico: las mutaciones en codones 594/596 tienen un fenotipo

distinto y mejor supervivencia que los BRAF V600E (108).

1.4.2.2 Alteraciones en la via de PI3SKCA

La via de PIBKCA en condiciones normales se encarga de la apoptosis y de
estimular el crecimiento celular y la proliferaciéon. En cancer colorrectal se han
descrito principalmente alteraciones en PI3BKCA y en PTEN. A dia de hoy, no se
recomienda realizar de forma rutinaria el analisis dado que los datos no son

consistentes (50).

PISKCA

Las mutaciones de PISBKCA se han reportado en torno al 15% de los tumores
colorrectales, principalmente en los exones 9 y 20 que conlleva la activacion
constitutiva enzimatica de la subunidad p100a (109). En cuanto al papel
pronostico, diversos meta-analisis realizados han concluido que los tumores con
mutacion de PI3KCA presentan peor tasa de respuesta y de supervivencia libre
de progresion aunque parece que mayoritariamente debido a la mutacion del exén
20 (110-113). Sin embargo, existen datos contradictorios sobre su papel
pronostico respecto a otras mutaciones en KRAS o BRAF (109, 114). En cuanto al
valor predictivo de respuesta a anti-EGFR, los datos publicados no son suficientes
para considerar la mutacién de PI3BKCA como de resistencia a dicha terapia (169).
Por otra parte, a pesar de que se ha postulado que el acido acetilsalicilico reduce
el riesgo de cancer colorrectal y mejora la supervivencia en pacientes con cancer
colorrectal con mutacion de PI3KCA, no existen todavia estudios prospectivos
(115, 116).

PTEN

PTEN es un gen supresor de tumores que evita la activacion de esta via. En el
momento en que hay una pérdida o mutacion de este gen, el resultado es que se
produce una activacion de la via. Se ha reportado alteraciones de PTEN en el

10% de los casos. No hay claramente una asociacion prondstica de acuerdo a 4
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revisiones sistematicas (110, 111, 117, 118). En cuanto al valor predictivo de
PTEN en terapia anti-EGFR también existen discrepancias: aunque hay estudios
que mostraron falta de beneficio en caso de peérdida de PTEN (119), otros no

mostraron diferencias significativas (120).
1.5 Biopsia liquida

Se conoce como biopsia liquida la posibilidad de determinar en cualquier fluido
bioldgico (sangre, saliva, orina, entre otros) la presencia de algun biomarcador
derivado de un tumor (DNA, RNA mensajero, microRNA, proteinas...) que permite
el diagnostico, seguimiento o caracterizacion de dicha neoplasia. Asimismo, estos
biomarcadores pueden estar bien libres en plasma (es el caso del DNA libre
circulante) o bien estar en sangre dentro de células tumorales circulantes,

exosomas o plaquetas.

Las células tumorales circulantes (CTC) son originarias del tumor y pueden
causar metastasis (121). La deteccion de CTC usando caracteristicas fisicas
permite una eficiencia de captura elevada (superior al 80%) al detectar células
mas grandes que las células sanguineas nucleadas (122). La otra alternativa
consiste en detectar células en funcidén de las moléculas de superficie. Destaca la
plataforma conocida como CellSearch® (aprobada por la FDA) que permite
detectar marcadores epiteliales como EPCAM, CK19, CEA, CK19, HER2, PSA o
KLK2 (123). En cancer colorrectal metastasico, se demostr6 que un mayor
numero de CTC al inicio de un tratamiento conferia una peor supervivencia global
y libre de progresiéon (124, 125). Datos similares se reportaron en cancer de
mama y prostata (126). Sin embargo este método tiene sus limitaciones dado que
puede no detectar poblaciones celulares que cambian su fenotipo a la progresion
0 que la expresion de estas moléculas pueden cambiar segun el microambiente
(127).

Los exosomas son unas vesiculas secretadas por las células en condiciones
normales y patologicas de aproximadamente 30-100 nandmetros de diametro con
finalidad de comunicacion intercelular dado que contienen DNA, RNA, proteinas y
lipidos de la célula de origen (128). El exosoma juega un papel muy relevante en

la generacién de metastasis (129) y existen estudios que concluyen que su
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contenido puede ser usado como un factor para predecir los sitios de metastasis
(130). La medicidon cuantitativa de los exosomas puede correlacionar con la
malignidad del tumor y su DNA ser un marcador surrogado del tejido solido (131).
Los exosomas tiene mayor estabilidad que el DNA libre pero su aislamiento y

purificacion es mas complejo.

Las plaquetas educadas por el tumor son el producto de la confrontacién con la
célula tumoral que produce transferencia de biomoléculas (conocido como
educacion) (132).Asimismo, la activacion de receptores de membrana por sefiales
procedentes de las células tumorales pueden inducir cambios en el RNA (133).
Esta capacidad hace que el analisis de su RNA pueda ser interesante para el
diagndstico y seguimiento del cancer como ha demostrado un estudio en el que
se pudo distinguir usando el analisis del RNA estas plaquetas con una exactitud

del 96% y la localizacion del tumor primario en un 71% de casos (134).

Sin embargo, el marcador mas importante en biopsia liquida es el DNA libre
circulante (cfDNA) reportado ya en 1948 por parte de Mandel y Metais (135). La
deteccion de DNA circulante en plasma es habitual en cancer y en otras
condiciones en las que se produce dano celular y necrosis (136). Sin embargo, el
uso de esta herramienta para el diagndstico y seguimiento del cancer ha sido
complicado debido a problemas para discriminar el cfDNA del DNA circulante
tumoral (ctDNA) y la presencia de pequenas cantidades de ctDNA en sangre (sélo
un 1% del cfDNA). EI ctDNA esta libre y procede de células en apoptosis y de la
necrosis tumoral (137, 138); presenta 166 pares de bases de las cuales 147 estan
envueltas alrededor del nucleosoma y el resto permite la uniéon a la histona H1
(139). La vida media del cfDNA tiene un rango descrito de 16 minutos a 2.5 horas
(136). Para poder diferenciar el cfDNA del ctDNA se ha de tener en cuenta dos
caracteristicas: los fragmentos de ctDNA suelen ser mas cortos y suelen

presentar mutaciones o alteraciones epigenéticas (140).
1.5.1 Métodos para la deteccion del ctDNA

La deteccion de ctDNA precisa de técnicas muy sensibles por su baja cantidad en
sangre. De hecho los estudios realizados con Sanger mostraron resultados

inconsistentes sobre la presencia de ctDNA en sangre comparado con CTC (141).
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Dos tecnologias han mejorado la deteccion de ctDNA en sangre: la reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR) para amplificar el numero de copias de DNA (142) y
las técnicas de secuenciacion masiva (NGS) que permiten realizar rapidamente
multiples lecturas de un fragmento de DNA. La tabla 4 recoge los principales

métodos usados en biopsia liquida y sus ventajas y desventajas.

Técnica Limite de Ventajas
deteccion

PCR en tiempo 1%

Desventajas

Bajo coste Baja sensibilidad

real (especifica
para alelo)
COLD PCR, ARMS

PCR digital
ddPCR
BEAMing

Secuenciacion
masiva

Amplicon based
(lllumina, lon
Torrent...)
Secuenciacion
exomica/gendmica

0.02-0.05%

Facil de llevar a cabo

Alta sensibilidad y
especificidad

Coste razonable
Facil de realizar si se
dispone de
tecnologia

Puede analizar a la
vez muchos genes
(alta cobertura)

Se pueden analizar
genes sin estar
previamente
definidos

Pocos genes
analizados de una
vez (baja cobertura)
Los genes deben
estar previamente
definidos

Pocos genes
analizados de una
vez (baja cobertura)
Los genes deben
estar previamente
definidos
Sensibilidad
variable
dependiendo de la
técnica (mayor si
Amplicon based)
Mas caro

Mas dificil de

completa realizar
Tabla 4. Principales caracteristicas, ventajas y desventajas de las diferentes técnicas

de deteccién de cfDNA (143).

1.5.1.1 PCR en tiempo real

También conocida como PCR cuantitativa, es una variante de la PCR que
amplifica y cuantifica de forma absoluta la cantidad de DNA presente. El término
tiempo real se refiere a que esta medicidon se realiza después de cada ciclo de
amplificacion. Para ello, emplea un molde de DNA, un par de cebadores
especificos, desoxinucleotidos, un tampdén de reaccion y una DNA polimerasa
termoestable. A esta mezcla se afiade un fluoréforo que en un termociclador que
albergue sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluoréforo a la longitud

de onda apropiada, permite medir la cantidad de productos generados (144). La
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mayor parte de ellos son métodos que se basa en la deteccion de un determinado
alelo. Destaca la tecnologia ARMS basada en la utilizacion de oligonucleétidos
especificos cebadores de PCR para la secuencia normal y para la mutada (145).
Otro método empleado es la COLD-PCR (coamplification at lower denaturation
temperature) cuyo principio es que un unico nucleétido que no sea
complementario puede alterar la temperatura en la que se rompe la cadena de
DNA (146).

1.5.1.2 PCR digital

La dPCR es una PCR mejorada ya que lo que se realiza es dividir la reaccién en
multiples pequefias reacciones. Como en la rtPCR, a la muestra se le afaden
cebadores, tampon, DNA polimerasas y sondas fluorescentes. Esta solucion se
divide en multiples pocillos de tal manera que en cada uno de ellos se lleva a
cabo una PCR. Dado que la particion de la muestra deberia seguir una
distribucion de Poisson, se puede calcular a partir de las sefiales de fluorescencia
la cantidad de DNA amplificado (142). Dos técnicas de dPCR son las mas usadas:
la droplet-based digital PCR (ddPCR) y el BEAMing (beads, emulsion,

amplification and magnetics).

La ddPCR es una dPCR en la que la muestra se puede dividir ain mas en
pequefios compartimentos gracias al uso de una emulsion de aceite en agua. En
este caso las moléculas de DNA contenidas en la muestra se compartimentalizan
en pequefias gotas en esta emulsion termoestable (147). Cada una de estas
gotas tiene volumenes de femto- a nanolitros. Tras la amplificacién, cada gota

contendra un numero idéntico de copias de la molécula de DNA (figura 3).

» Compartimento positivo para presencia de DNA mutado
DNA normal/Wild type (células sanas) # Compartimento positivo para presencia de DNA normal

DNA mutado (tumor) # Compartimento negativo (no hay DNA)

i

Compartimentalizacion  —— J

DNA extraido de la sangre ‘

(plasma o suero)

Figura 3. Principios de la PCR Digital (adaptado) (147).
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Sin embargo, uno de los problemas de esta técnica es la falta de control sobre el
tamafio de las gotas y su manipulacion lo que limita el resultado cuantitativo. Para
superar estas limitaciones, se han propuesto por un lado, tecnologias para
microfluidos que permitan generar y manipular gotas menos dispersas al poder
manipular volimenes muy pequefios de liquido (del orden de 10°a 107'8/L) (148)
y por otro, el uso de microesferas magnéticas (magnetic beads) que permitan
capturar el DNA amplificado y manipularlo tras la reaccién de PCR: es la base del
BEAMing (149). La sensibilidad de esta técnica es de una copia mutada entre
10000 copias sin mutar (150). Estas técnicas son altamente cuantitativas ya que
permite conocer el numero de copias mutadas respecto a las no mutadas. La
fraccion mutante alélica (MAF) es el cociente entre la cantidad de alelos mutados
respecto a la totalidad de alelos de ese gen (151). También se puede medir en

forma de concentracion mutante alélica (copias del alelo mutado por mililitro).

1.5.1.3 Secuenciacidon masiva

La NGS permite realizar de forma paralela miles de operaciones de
secuenciacion. Los métodos de secuenciacion masiva se basan en la catalizacion
de una DNA polimerasa que incorpora un desoxiribonucleotido trifosfato marcado
con un fluoroéforo a la hebra molde en cada ciclo de tal manera que si es
complementario, se produce una excitacion del fluoréforo. Esto se realiza de
forma paralela con millones de fragmentos de DNA. La NGS tiene 4 pasos
fundamentales (152): la preparacién de la libreria, la amplificacion, la
secuenciacion introduciendo los nucleétidos marcados con fluorescencia que
emite una senal en la posicion donde hibridan que es captada (es el caso de la
tecnologia lllumina) (153) o los iones de hidrogeno generados (lon Torrent) (154)
y el analisis de la informacién por medio de la bioinformatica. Para aumentar la
sensibilidad hasta al 0.1%, se esta incorporando cédigos de barras moleculares,
de tal manera que durante la preparacion de la libreria se aflade una secuencia
unica molecular lo que permite que al realizar la lectura se pueda analizar siempre

desde el mismo punto (155).
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1.5.2 Aplicabilidad de la determinacién de DNA circulante en

cancer

Desde su introduccion en la oncologia, la deteccion de ctDNA en sangre ha sido
postulada como aplicable en distintos supuestos. Recientemente se ha publicado
un consenso americano sobre la determinacion de ctDNA y su validez clinica y

analitica al que se hara mencion en cada uno de los siguientes apartados (156).

1.5.2.1 Estudio de las alteraciones moleculares para seleccionar el
tratamiento y establecer prondstico

Sin duda alguna, la principal aplicabilidad de la deteccion de ctDNA es la de
caracterizar molecularmente el tumor y conocer factores prondsticos y predictivos
de respuesta al tratamiento sin necesidad de biopsia sélida. Es por ello muy
importante la concordancia con el tejido solido. La deteccion de ctDNA depende
de la sensibilidad de la técnica pero también del tipo de tumor, estadio y de la
mutacion estudiada. Bettegowda et al describieron en 2014 que la presencia de
ctDNA por medio de PCR digital diferia segun el tipo tumoral (157): estaba
presente en todos los casos incluidos de tumores de vejiga, colorrectal, eséfago y
ovario, en mas del 75% de tumores de pancreas, mama y melanoma pero en
menos del 10% de los gliomas. Asimismo, los estadios mas avanzados tienen una

mayor presencia de ctDNA y fragmentos de DNA mutados.

La mutacion mas caracterizada es EGFR en cancer de pulmén con una
especificidad del 96% y sensibilidad de 66% (158-162). Otra de las mutaciones
mejor caracterizadas en ctDNA es la mutacién de KRAS en cancer colorrectal.
Existen diversos estudios que han estudiado estos genes (tabla 5). La presencia
de ctDNA en sangre (independientemente de la mutaciéon analizada) ha sido
considerada como un biomarcador prondstico independiente: en el estudio de
Thierry et al (174) o en el caso de los pacientes tratados dentro del ensayo clinico
CORRECT con regorafenib (163) se ha observado que aquellos pacientes con

altos niveles de ctDNA basales tienen una significativa menor supervivencia (164).
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Autor Gen Técnica Corte N Concor- | Sensi- | Especifi-
MAF dancia bilidad | cidad
Bette- KRAS | Safe Seq NR 206 | 95% 87.2% | 99.2%
gowdaet |12/13 | (dPCR)
al (157)
Taly et al | KRAS | Duplex/ NR 50 | 84/74% NR NR
(165) 12/13 | Multiplex
dPCR
BRAF 92%
Thierry et | KRAS | Intplex 0.004 95 | 96% 92% 98%

al (166) 12/13 | (PCR -
cuantitativa) | 0.01

BRAF % 100% 100% | 100%
Grasselli | RAS BEAMing 0.02- | 146 | 90% 89% 90%
et al 0.04
(167) %

Schmie- | RAS BEAMing 0.02 98 |91.8% 90.4% | 93.5%
gel et al %

(168)

Vidal et al | RAS BEAMing 0.02 | 115 | 93% 96.4% | 90%
(169) %

Norma- RAS BEAMing 0.02 |92 78.3% 69.7% | 81.3%
nno et al %

(170)

Bachet et | RAS NGS NR 330 | 92.3% 94.1% | 93%
al (171)

Tabla 5. Principales estudios de biopsia liquida en cancer colorrectal y concordancia
con tejido solido (adaptada de (172))
(NR: No reportado).

Ademas de EGFR y KRAS, otros muchos genes han sido analizados en ctDNA en
diversas patologias: BRAF y melanoma (173), PISBKCA y ESR1 en mama (174,
175). Por otra parte, cada vez mas se estan realizando paneles de ctDNA con
NGS para incluir también otros eventos gendmicos como los reordenamientos
(176, 177). En el caso del cancer de pulmodn, utilizando paneles de NGS con una
concordancia por ejemplo de EGFR es del 80% (178). Sin embargo, la validez
clinica del analisis de ctDNA es controvertida de acuerdo a la ultima revisién de
expertos americanos (156). Por un lado, es necesario demostrar que la deteccioén
de ctDNA puede ser util en estudios prospectivos, algo que a dia de hoy todavia
no ha sido reportado de forma definitiva. Por otro lado, es necesario demostrar
que el ctDNA proporciona la misma informacion que el analisis gendémico del

tejido, es decir hay una alta concordancia.
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1.5.2.2 Estudio de la heterogeneidad tumoral y de la evolucion clonal

como resistencia al tratamiento

Una de las caracteristicas fundamentales de los tumores es la heterogeneidad
tumoral tanto temporal como espacial (intertumoral e intratumoral) (179). Por ello,
el resultado de las biopsias sdlidas en cuanto a la deteccion de alteraciones en el
DNA puede ser discordante. Esta limitacion puede ser vencida gracias a la
deteccion de ctDNA dado que al ser liberado de distintas regiones tumorales
puede reflejar la heterogeneidad intratumoral y la evolucién clonal (180, 181). En
cancer de pulmén, por ejemplo, un estudio ha demostrado que la recaida y las
metastasis del mismo tumor son secundarias a una alteracion clonal que aumenta
su frecuencia(182). Algo similar se ha descrito en cancer de mama (183) o en

cancer colorrectal.

La posibilidad de detectar resistencias al tratamiento tiene como paradigma el
tratamiento con terapia anti-EGFR en pacientes sin mutacion de RAS de cancer
colorrectal. En el afo 2012, dos estudios independientes mostraron mutaciones
de resistencia adquirida a esta terapia en varios pacientes (184) (185). Estudios
de biopsia liquida han demostrado que cuando se retira el tratamiento anti-EGFR,
los alelos mutados de KRAS comienzan a disminuir por lo que posteriormente se
podria intentar realizar un retratamiento con estos farmacos (186). Por ello, se ha
postulado que la determinacion de ctDNA no soélo permite detectar estas
mutaciones sino también conocer el momento de suspender y reintroducir la
terapia anti-EGFR. Recientemente, Vidal et al detectaron en pacientes sin
mutacién de RAS previo a la progresion radioldgica mutaciones en KRAS y NRAS
en un 39% de casos (169). No obstante, la mutacion de RAS no es la Unica
alteracion que se ha reportado en plasma como resistencia a la terapia anti-
EGFR. De forma similar a lo que ocurre en tejido sélido (55, 187), se han
detectado mutaciones de resistencia en sangre en el gen de EGFR (188) o
mutaciones en BRAF o PI3SKCA (189) o la amplificacion de ERBB2 (186). Por otra
parte, no sélo la terapia anti-EGFR ha demostrado en cancer colorrectal que
puede inducir resistencia al tratamiento con la aparicién en sangre de alteraciones

moleculares. Recientemente, se han publicado datos en pacientes con mutacion
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de BRAF tratados con dabrafenib, trametinib y panitumumab en los que se

detecta mediante BEAMing mutaciones en RAS a la progresion (190).

1.5.2.3 Monitorizacion de la enfermedad durante el tratamiento

Una de las aplicaciones de la deteccién de ctDNA es permitir monitorizar el efecto
del tratamiento de una forma minimamente invasiva. Diversos estudios han
demostrado de forma retrospectiva que los cambios en el ctDNA correlacionan
con la respuesta al tratamiento (136, 191) y pueden detectar respuestas de forma
mas precoz (192-194) que los métodos radiolégicos convencionales. Existen
diversos estudios retrospectivos que avalan este método para monitorizar la carga
tumoral en distintos tumores como cancer de pulmén no microcitico EGFR
mutado (195) melanoma (196, 197), préstata (198), mama (194) u ovario (199).
En el caso de cancer colorrectal, existen distintos estudios que avalan que la
reduccion significativa de los niveles de ctDNA puede predecir una respuesta
radiolégica (200). Un estudio prospectivo demostré que aquellos que se
consideraron “buenos respondedores” a nivel de plasma tenian una mejor tasa de
respuestas y una mayor supervivencia libre de progresiéon y global (201). De
forma similar, en el estudio de Vidal et al (169) se ha observado una reduccion
significativa del ctDNA en los pacientes con respuesta o estabilidad al tratamiento.
Sin embargo, la validacion de ctDNA como predictor de respuesta al tratamiento
es mas complicada y de momento no esta realizada de acuerdo al consenso de
expertos americanos (156). Primero, es necesario que los distintos métodos
empleados sean uniformes y reproducibles. Por otra parte, se debe establecer
cual es la mejor unidad para medir la cantidad de ctDNA, si la fraccién mutante
alélica o la cantidad de variantes alélicas por unidad de plasma.

1.5.2.4 Deteccion precoz de metastasis y de recaidas tumorales

La deteccion de ctDNA puede permitir conocer precozmente las recaidas
tumorales tras el tratamiento radical. Extrapolando de la leucemia, lo que permite
detectar es la enfermedad minima residual lo que podria permitir dividir a los
individuos en aquellos con alto y bajo riesgo de recaida. Existen datos que avalan

que los niveles de ctDNA en estadios precoces estan asociados a recurrencia de
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enfermedad y a una disminucion en la supervivencia global en general (202) y
mas concretos en cancer de mama (203), pancreas (204) y de pulmén (181). Sin
embargo, la utilidad clinica de nuevo no esta demostrada (156) dado que no hay
estudios prospectivos ni estudios en los que se realicen pruebas de imagen
cuando hay deteccion de ctDNA que confirmen que haya existencia ya de
metastasis. Parece pues similar a lo que ocurre con los marcadores proteicos
(CEA, CA 125, CA 15.3, PSA) que no han demostrado beneficios en
supervivencia en la deteccidon de recurrencias precoces en cancer de mama y de

ovario pero han abierto la esperanza en otros tumores como proéstata (205, 206).

En el caso de cancer colorrectal, el marcador tumoral CEA tiene muy baja
sensibilidad en la deteccion de la enfermedad micrometastasica o en la
enfermedad pulmonar (207). Por ello, la deteccion en sangre de ctDNA tras la
cirugia podria ayudar a identificar la enfermedad minima residual que puede
predecir la recurrencia tumoral. Esta posibilidad de monitorizar el ctDNA tras la
cirugia fue evaluada inicialmente en estadios avanzados tras cirugia de
metastasis donde se observd la ausencia de recaida cuando se detectaba ctDNA
por BEAMing tras la cirugia (136). Diferentes estudios retrospectivos pero con
pequeia muestra han mostrado evidencia de que el ctDNA puede predecir la
recaida aunque es dificil extraer conclusiones por la heterogeneidad de los
meétodos de analisis (mutacién analizada y técnica empleada) y los estadios
incluidos desde localizados a avanzados (208-211). Los datos mas consistentes
proceden de un estudio prospectivo tras reseccidn de neoplasia de colon estadio
Il que realiz6 seguimiento de una mutacion en ctDNA (la de mayor fraccion
mutante alélica) (212). En este estudio, se observo que practicamente el 80% de
los pacientes que no recibieron adyuvancia y ctDNA presente tras la cirugia
recayeron y en aquellos que recibieron adyuvancia y se detectaba ctDNA soélo
recayeron el 50% aunque practicamente todos negativizaron ctDNA al acabar
adyuvancia. Sin embargo, este estudio so6lo se realizé el seguimiento de una
mutacion y no refleja la heterogeneidad tumoral. De forma similar, en un estudio
en pacientes con tumores estadio Il y lll resecados se ha detectado por NGS que
la presencia de ctDNA tras la cirugia muestra una menor supervivencia libre de
enfermedad, tiempo a la recurrencia y supervivencia global respecto a aquellos

con ctDNA no detectados, independientemente del estadio (213).
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1.5.2.5 Deteccion precoz del cancer

Sin duda alguna, este es el objetivo mas ambicioso de la biopsia liquida aunque el
menos avanzado y validado. El principal problema es la gran cantidad de falsos
positivos que se pueden encontrar y la implicacion que puede tener. Esto es
debido entre otras razones a que algunas de estas alteraciones pueden ser
importantes para la transformacién de las células en tumorales pero por distintos
motivos no llegan a ser efectivas. Existen datos interesantes en este contexto
como la deteccidon de la mutacion de TP53 en pacientes con carcinoma
microcitico de pulmén (214) o mutacion de KRAS en carcinoma de pancreas
(215). Sin embargo, existe en estos estudios hasta un 10-20% de pacientes

(casos controles) que presentan estas alteraciones.

Probablemente, el cancer colorrectal sea una de las patologias donde el
diagndstico precoz ha mostrado mejores resultados en la supervivencia de los
tumores pero son necesarios mejores metodos de screening. Uno de ellos podria
ser la determinacion de ctDNA. De hecho, hay estudios que muestran que los
pacientes con cancer colorrectal presentan niveles en DNA libre y circulante
mayores que en pacientes sanos aunque no fueran diferencias estadisticamente
significativas (216). Otra opcion planteada en cancer colorrectal ha sido medir en
sangre secuencias de DNA no codificantes repetitivas cortas (ALU) o largas
(LINE1). La secuencia ALU247 y ALU115 son mas frecuentes en células
tumorales y sanas respectivamente. Un estudio intentd utilizando 4 marcadores
diferentes (ALU247, DNA total nuclear, DNA mitocondrial y CEA) establecer y
validar de forma retrospectiva una firma en plasma que pudiera ser mas frecuente
en tumores que en pacientes sanos con un valor predictivo positivo de 81.1%
(217). De forma similar, se ha evaluado en suero ALU115 y el cociente
ALU247/ALU115 y parece existir un valor significativamente mayor de ambos en
los pacientes con cancer colorrectal (218). Ademas de estas secuencias, también
se han analizado marcadores de metilacién como SEPT9 aunque con una pobre
sensibilidad del 63.9% y una especificidad del 88.4% para cancer colorrectal
(219).
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2. Justificacion

El cancer colorrectal es una de las principales neoplasias en nuestro entorno con
una incidencia elevada (1). Aunque la mayor parte de los pacientes son
diagnosticados como tumores localizados, en torno al 20% de los casos presenta
un debut metastasico y ademas un 30% de los tumores localizados recaen en los
primeros 5 afos. La supervivencia actual de cancer colorrectal metastasico se
encuentra en torno a 30 meses gracias a la mejora de las posibilidades
quirurgicas de la enfermedad metastasica asi como el desarrollo de nuevas
terapias sistémicas para el tratamiento de la enfermedad no resecable (220).

Pese a todo, los resultados de supervivencia parecen insuficientes.

Una manera de mejorar estos resultados es conociendo de antemano los
principales factores prondsticos y predictivos de respuesta al tratamiento con el fin
de poder seleccionar tratamientos dirigidos y mas eficaces a los pacientes. Entre
ellos destaca las alteraciones de la via de EGFR, principalmente RAS (presente
en mas de la mitad de los tumores de origen colorrectal y BRAF (presente en un
10%). El primero es considerado un factor predictivo de respuesta al tratamiento
con terapia anti-EGFR (81, 83, 87, 103, 221), no asi un factor prondstico (69-75).
En la actualidad, la determinacion de las alteraciones en los genes RAS y BRAF

se realizan mediante técnicas de PCR sobre biopsia tumoral (11).

Sin embargo, esta determinacién no siempre es posible de realizar debido a que
en muchas ocasiones la muestra tumoral es insuficiente para ello. Esto conlleva
un riesgo adicional y un retraso en el inicio del tratamiento al tener que realizarse
una nueva biopsia. Asimismo, la determinacién de RAS y BRAF en tejido sdlido
tiene otra limitacion relevante: la heterogeneidad (222). La presencia de
mutaciones en estos genes puede variar entre el primario, las metastasis e
incluso dentro de la misma localizacion tumoral. Para superar esto, ha emergido
en los ultimos anos la conocida como biopsia liquida. Esta técnica permite
detectar en cualquier fluido corporal, pero en especial en sangre, la presencia de
alteraciones moleculares que provienen de las células tumorales. Pese a que es
posible determinarlo de diversas maneras, la deteccién de DNA libre y circulante

tumoral es la mejor de las opciones y la mas empleada. En el caso especifico de
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cancer colorrectal la presencia de ctDNA es practicamente constante lo que
permite su medicion en gran numero de casos (157). Diversos estudios han
reportado una concordancia en torno al 90% entre la determinacién de RAS en
plasma y en tumor y han demostrado un valor predictivo de respuesta a la terapia
anti-EGFR (167-169, 171).

Una manera de poder cuantificar esta mutacion es midiendo la fraccion mutante
alélica que es el porcentaje de alelos mutados sobre el total de alelos en la
muestra. Esta medida puede ser util para establecer el prondstico y predecir la
respuesta al tratamiento. En el caso de RAS en tumor solido la MAF no parece
ser un factor prondstico pero si un factor predictivo de respuesta a anti-EGFR
(223). En el caso de ctDNA, existen datos publicados de forma retrospectiva que
muestran que la MAF de RAS en sangre es predictor de beneficio al tratamiento
con FOLFIRI y cetuximab en el ensayo clinico CRYSTAL: parece que aquellos
pacientes con una MAF entre 0.1 y menor del 5% se beneficiaban mas del
tratamiento. Sin embargo, el potencial valor prondstico de la MAF de RAS en
sangre no ha sido claramente establecido. Existen datos publicados que muestran
una tendencia a una peor supervivencia global si la MAF de este gen en sangre
es superior a 10% o al 1% (167, 169). Sin embargo, estos datos proceden de una
poblacién heterogénea en lo que respecta al tratamiento y al momento del
analisis: en estos estudios las muestras de plasma se obtenian en diferentes
estadios de la enfermedad y en distintos momentos del tratamiento y se

analizaban de forma global.

En este trabajo, se reportan los resultados del analisis de una poblacion tratada
de forma homogénea en nuestro entorno de pacientes afectos de cancer
colorrectal metastasico a los cuales se les realizé la determinacion de RAS en
sangre. Dicha determinacién se realizé6 de forma sistematica antes del inicio de
una nueva linea de tratamiento sistémico. De esta manera, se intenta
correlacionar la MAF de RAS en una poblacion homogénea con otras variables
clinicas que pudieran estar relacionadas con la presencia de una mayor MAF de
RAS en sangre. Por otra parte, se explora la posibilidad de que la MAF de RAS
pudiera tener un papel prondstico al inicio de un tratamiento correlacionandose

con supervivencia libre de progresion y global.
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3. Hipotesis

3.1 Primaria

— La mutacion de RAS puede ser detectada de forma cuantitativa en sangre

y puede ser un factor pronéstico en cancer colorrectal metastasico.
3.2 Secundarias

— La mutacidon de RAS puede ser detectada por métodos sensibles de PCR

en plasma con una concordancia elevada con el tejido tumoral.

— La poblacion RAS mutada en plasma tiene unas caracteristicas similares a
la poblacion en la que se determina la mutacion de RAS en muestra

tumoral.

— La fraccion mutante alélica de RAS puede variar en funcién de la linea de

tratamiento y del momento de su analisis.

— La fraccibn mutante alélica de RAS puede estar correlacionada con

diversas caracteristicas clinicas.

— La fraccidbn mutante alélica de RAS puede estar asociada a la carga

tumoral y a las localizaciones metastasicas.

— La fraccién mutante alélica de RAS puede estar asociada a la presencia de

marcadores tumorales en sangre.

— La fraccion mutante alélica de RAS puede predecir la respuesta al

tratamiento.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo primario

— Analizar la correlacion de la fraccidon mutante alélica de RAS en sangre al

inicio de una linea de tratamiento sistémico con la supervivencia global.
4.2 Objetivos secundarios

— Analizar la concordancia de la presencia de mutacién en RAS en plasma
medida mediante BEAMing con la presencia de mutacion de RAS en tejido

tumoral medida mediante PCR en tiempo real.

— Evaluar las caracteristicas clinico-patoldgicas y la supervivencia de los
pacientes con mutacion de RAS en sangre y su correlacion con la

poblacion de estudio RAS mutada en tejido tumoral.

— Correlacionar la fraccion mutante alélica de RAS en sangre con distintas

variables clinico-patologicas y analiticas.

— Analizar si la fraccion mutante alélica de RAS al inicio de un tratamiento
puede predecir el éxito de un tratamiento en términos de supervivencia

libre de progresion y respuesta radiolégica por RECIST 1.1.
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5. Material y Métodos
5.1 Tipo de estudio

Se trata de un estudio observacional basado en 110 pacientes afectos de cancer
colorrectal metastasico de 2 centros (Hospital Universitari Vall d’Hebron e Institut
Catala d’Oncologia de Bellvitge) a los que se les ha extraido muestras de sangre
al inicio de un tratamiento sistémico. Previo a la extraccion, los pacientes firman
consentimiento informado aprobado por el CEIC de cada centro para el uso de las
muestras de plasma y de sus datos clinicos con el fin de poder realizar analisis

posteriores de factores pronosticos.
5.2 Seleccion de la muestra

La muestra global del estudio ha sido obtenida a partir de las muestras de plasma
procedente de pacientes afectos con carcinoma colorrectal metastasico
almacenadas en la seroteca de ambos centros participantes entre los afos 2013 y
2016. Los pacientes incluidos durante 2016 y 2017 han sido seleccionados de
forma prospectiva, todos procedentes del Hospital Universitari Vall d’Hebron.
Todas las muestras han sido extraidas previamente a la administracion de una
nueva linea de tratamiento sistémico bien al diagnéstico de enfermedad
metastasica o a la progresion. Se han excluido aquellos pacientes con muestras
de plasma extraidas durante la administracién de un tratamiento de la poblacién

de estudio.

Respecto al analisis de la poblacion con mutacion de RAS en plasma, se han
excluido aquellos pacientes con enfermedad metastasica limitada al higado que
han sido sometidos a cirugia y/o han realizado tratamiento con terapia anti-EGFR
previo a la extraccion con el fin de homogeneizar la poblacién en cuanto a
pronodstico e impacto de los tratamientos. En la figura 4 se puede ver el diagrama

de flujo de seleccién de esta poblacion.
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110 pacientes afectos de
mMCRC procedentes de
Hospital Vall d’Hebron y del
ICO Bellvitge

48 pacientessin alteraciones de
RAS en plasma

62 pacientescon
mutacion de RAS
en plasma

20 pacientes con enfermedad
hepatica limitada resecada

42 pacientes con
enfermedad
metastasica no
resecada
(47 muestras)

Figura 4. Diagrama de flujo para la seleccién de la poblacién homogénea de pacientes

con mutacion de RAS en plasma.

5.3 Variables clinicas, patolégicas, moleculares y de

supervivencia

Las siguientes variables han sido recogidas y trasladadas a una base de datos:
-Datos epidemioldgicos: fecha de nacimiento, edad, sexo.

-Datos clinicos: fecha de diagndstico de cancer colorrectal, estadiaje al
diagndstico segun criterios TNM, cirugia del tumor primario (si/no), realizacién de
tratamiento adyuvante tras cirugia del primario (si aplica), localizacién del tumor
primario (colon derecho desde ciego hasta flexura esplénica; colon izquierdo
incluyendo colon descendente y sigma; recto), sitios de localizacion metastasica
(localizaciéon y numero), CEA y CA 19.9 en el momento de la extraccion de la

muestra de plasma.

-Datos en relacion al tratamiento realizado: lineas realizadas durante la
enfermedad metastasica (numero, tipo de quimioterapia y tratamiento bioldgico),
cirugia realizada para enfermedad metastasica (hepatica y/o pulmonar) y

respuesta al tratamiento segun criterios RECIST version 1.1 (224).
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-Datos moleculares de tejido solido y sangre: se han recogido la fecha de
obtencion de muestra tumoral para la determinacion de RAS y BRAF, la
determinacion cualitativa de las mismas en tejido tumoral, la fecha de obtencién
de la muestra de sangre, la linea en la que se recoge dicha muestra y el estado
de la mutacion de RAS en sangre de forma cuantitativa y cualitativa. Por ultimo,
se han recogido la presencia de otras alteraciones moleculares detectadas del

programa de pre-screening molecular de ambos centros en tejido sdlido.

-Datos de supervivencia: datos de inicio y fin de cada tratamiento en enfermedad
metastasica, el estado del paciente (vivo/muerto) y la fecha de éxitus (en caso de

aplicar) y de ultimo seguimiento.

Se ha analizado la supervivencia libre de progresion (PFS) de cada tratamiento

definida como el tiempo desde el inicio del mismo hasta la progresion o muerte.

La supervivencia global (OS) se ha definido como como el tiempo desde el
diagnostico de enfermedad metastasica de cancer colorrectal hasta muerte o

ultimo seguimiento.
5.4 Analisis molecular de las muestras de tejido sdlido

La determinacion de la mutacién de RAS en tejido tumoral fue realizada mediante
practica clinica habitual de ambos centros usando métodos de PCR en tiempo

real.

Esta técnica emplea un molde de DNA, un par de cebadores especificos,
desoxinucledtidos, un tampdén de reaccion adecuado y una DNA polimerasa
termoestable. A esta mezcla se afiade un fluoréforo que en un termociclador que
albergue sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluoréforo a la longitud
de onda apropiada, permite medir la cantidad de productos generados (144). Los
meétodos de fluorescencia pueden ser no especificos o especificos. Los primeros,
se basan en el uso de moléculas que tienen afinidad por el DNA de doble cadena
y al ser oxidados generan una sefial fluorescente que es captada y es
proporcional al numero de copias obtenidas en cada ciclo. Es el caso por ejemplo
del SYBR Green. Los segundos, consisten en transferir energia desde un donador

fluorescente a un aceptor. Es el caso de los métodos basados en hidrélisis y por
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hibridacién. Los primeros se basan en sondas fluorescentes de oligonucledétidos
etiquetados con un donador fluorescente y un aceptor: ambos se encuentran en
estrecha union mientras la sonda no hibride a la secuencia diana. Cuando hibrida,
ocurren cambios conformacionales en el donante y aceptor, lo cual permite que la
actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq polimerasa rompa esta union, logrando que
la fluorescencia emitida por el donante sea liberada y capturada por el equipo.
Estos métodos son muy seguros, ya que mientras no haya union de la sonda a su
secuencia diana, no habra amplificacién y tampoco senal de fluorescencia; es por
eso que la especificidad es muy alta. Un ejemplo de estos sistemas son las
sondas comerciales conocidas como TagMan. Los métodos por hibridacion
consisten en una sonda unida a un donante fluorescente que esta en estrecha
proximidad con un aceptor fluorescente unido a otra sonda. Tanto el donante
como el aceptor presentan un espectro de excitacion y de emision similar, de tal
forma que cuando las dos sondas hibriden a su secuencia diana, el donante es
excitado y la sefal emitida es transferida al aceptor, generando un incremento en

la cantidad de fluorescencia.

En nuestro caso, se utilizé un método especifico por hidrdlisis. Se realiza una
PCR en dos pasos. En el primer paso, se realiza la amplificacion de cada muestra
usando cebadores especificos para las mutaciones mas frecuentes en cancer
colorrectal. Se utilizan 50ng de DNA para la amplificacion durante 14 ciclos de 30
segundos a 95 grados, 30 segundos a su correspondiente temperatura de fusion y
30 segundos a 72 grados, incluyendo una fase final de extension en un
Mastercycle pros. El DNA amplificado es usado en la segunda fase de la PCR en
esta ocasion mediante PCR en tiempo real utilizando la maquina Light Cycler®
480 (Roche Diagnostics, Applied Science) usando el protocolo habitual
establecido por el fabricante. Para ello, se utilizan 1uL de DNA amplificado
afiadiéndose a 2uL de solucién universal de PCR (Master Mix TagMan®, 0.125 pL
de 40X probes mix y 1.375 uL de agua. Los parametros de temperatura para cada
ciclo fueron los mismos para todos los alelos analizados: 95°C por 10 minutos, 40
ciclos a 92°C por 15 segundos y fusiéon a 60°C durante 1 minuto. Posteriormente
se aplica el Light Cycler® 480 Software v1.5 para determinar el genotipo de la
muestra midiendo la distribucion de intensidad de los tintes tras la PCR. La

sensibilidad de esta técnica es de 1-5% (225). Las mutaciones analizadas se

50|Pagina



Material y Métodos

encuentran reflejadas en la tabla 6. En el caso de ausencia de mutacién de RAS
se realizd la determinacion de BRAF de acuerdo a kit de Cobas 4800 (Roche
diagnosis) de acuerdo a protocolo establecido por fabricante para determinacién
de mutaciones en BRAF V600.

GEN | EXON | CODON | CAMBIO | PROT GEN | EXON | CODON | CAMBIO | PROT
2 12 34G>T G12C
2 12 35G>T G12V
2 12 35G>A G12D 2 12 34G>T | G12C
2 12 34G>C G12R 2 12 35G>T | G12V
2 12 34G>A G12S 2 12 35G>A | G12D
2 12 35G>C G12A 2 12 35G>C | G12A
2 13 38G>A | G13D | NRAS ™ 13 37G>C | G13R
KRAS 3 58 173 C>T T58I 3 59 175 G>A | A59T
3 59 176 C>G | A59G 3 61 181C>A | Q61K
3 59 175G>A |  A59T 3 61 182A>G | Q61R
3 61 183A>C Q61H 3 61 183 A>T | Q61H
3 61 182 A>T Q61L 3 61 182 A>T | Q61L
3 61 182A>G | Q61R 4 117 | 351 A>C | K117N
3 61 181C>A | Q61K 4 146 436G>A | A146T
4 117 | 351 A>C | K117N (1) 4 146 | 437 C>T | A146V
4 117 351 A>T | K117N (2) 4 146 | 436 G>C | A146P
4 146 436G>A | A146T
4 146 437C>T | A146V
4 146 436G>C | A146P

Tabla 6. Alteraciones moleculares detectadas mediante PCR en tiempo real en tejido

sélido.

5.5 Analisis molecular de las muestras de sangre

El status de RAS en las muestras de plasma se realizé utilizando la tecnologia
BEAMing® (Sysmex).
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Para este meétodo se utilizan microesferas magnéticas recubiertas de
estreptavidina que muestran en su superficie cebadores (primers) especificos
para el alelo mutado y no mutado. Estas microesferas (beads) son emulsionadas
con el DNA a analizar y todos los componentes necesarios para la amplificacion.
Cada uno de los compartimentos contiene una media de no mas de una molécula
a analizar y una microesfera. Tras la termociclacion propia de la PCR, cada una
de las microesferas esta recubierta por miles de copias idénticas de la copia
original del DNA a estudio. La emulsién se rompe entonces y las microesferas son
recuperadas por un iman. Tras la desnaturalizacion del DNA, las microesferas son
incubadas con sondas de oligonucleétidos unidas a sustancias fluorescentes. La
separacion de las microesferas segun las secuencias es realizada por citometria
de flujo, permitiendo una cuantificacion de las distintas poblaciones. La
sensibilidad de esta técnica esta cifrada en que es capaz de detectar una copia

mutada entre 10000 copias sin mutar (150).

Esferas
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recubiertas de
streptavidina

e 2 () (O
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DNA >
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DNA "
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de agua sobre
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' del mismo moide
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\
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o//\\°.°.
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Recuperacion de
las esferas Hibridacion de sondas
fluorescentes con DNA amplificado

Anélisis FACS

Figura 5. Resumen de la tecnologia BEAMing (adaptado).

En este caso, se analizd un panel de mutaciones de RAS (CE-IVD) que se
encuentra resumido en la Tabla 7. Las muestras de sangre de 10ml eran
recogidas en tubo de EDTA. El plasma se aisla en la primera hora. Se realiza una

centrifugacion en dos pasos: la primera durante 10 minutos a 1600xg a
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temperatura ambiente. El sobrenadante se recoge y se centrifuga de nuevo otra
vez durante 10 minutos a temperatura ambiente esta vez a 3000x g para retirar
las células que puedan quedar. El sobrenadante es el plasma que se transfiere
para su congelacion a -80 grados hasta su uso. Para realizar el analisis, primero
es necesario realizar la purificaciéon del cfDNA. Para ello, se utilizd el QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad
y calidad de DNA fue medido usando un espectrofotometro (NanoDrop 1000). Las
muestras de cfDNA purificada son entonces testadas utilizando el Kit de
OncoBEAM RAS (catalogo ZR150048) para cancer colorrectal.

Los datos de citometria de flujo necesarios para el analisis del resultado del
BEAMing fue realizado por Cube 6i Citémetro de flujo usando FCS Express™
Software. Una tasa de mutacién detectada por encima de 0.02% era considerada
como positiva. Para realizar el analisis del BEAMing, se requiere al menos 150ng
de DNA. Se realiza pre-amplificacién de multiples loci en una reaccion de PCR
multiplex, seguida de una segunda preamplificacion mas especifica al afadirse
los cebadores de los amplicones que se quieren analizar. Posteriormente, se
realiza la PCR en emulsidn sobre la superficie de micro-esferas magnéticas en
emulsion de aceite en agua realizandose varios ciclos térmicos. El siguiente paso
es la hibridacién a las sondas fluorescentes especificas para cada mutaciéon
seguido de la citometria de flujo para cuantificar el resultado del producto de la
PCR mediante el citometro de flujo permitiendo calcular la ratio de alelos mutados
frente a alelos no mutados. Se define fraccion mutante alélica (MAF) como el
nuamero de micro-esferas con DNA mutado dividido del total de micro-esferas

analizadas.
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GEN EXON MUTACION

G12S/R/C/DIANV
G13D
AS9T

Q61L/H/R
K117N
A146T/V

KRAS

G12S/R/C/D/IAINV
G13D/RV
AS9T
Q61K/L/R/H
K117N
A164T

NRAS

A A W O N DN BB BB O VW DNNDN

Tabla 7. Mutaciones detectadas por medio de BEAMing en plasma.
5.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el software R 3.4.1, R studio (v.
1.0.153) y el paquete de supervivencia CRAN R. Los datos son resumidos por
frecuencia en el caso de las variables categoricas y por media y rango en el caso
de variables continuas. Se define supervivencia libre de progresion (PFS), la
supervivencia global (OS), mejor respuesta y fraccion mutante alélica (MAF)
segun queda reflejada en esta misma seccion previamente. Todas las muestras

fueron analizadas de forma ciega a los objetivos del estudio.

En la primera parte, se realiza un analisis descriptivo de la poblacion global del
estudio. Para ello, se recogen los variables mas relevantes. Asimismo, se
establece la relacion entre la determinacion de RAS en plasma vy tejido sélido
usando para ello el coeficiente kappa de Cohen con el fin de estimar el grado de
concordancia. Por ultimo, se estima la curva de supervivencia mediante Kaplan-

Meier para la poblacion global y en funcién del estado de RAS en plasma y tejido.

En la segunda parte, se determina la correlacion de distintas variables clinicas

con los niveles de MAF. La significacion de esta correlacion fue determinada
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usando el test no paramétrico de Kruskal-Wallis: valores de p inferiores a 0.05
fueron considerados estadisticamente significativos. Estas variables fueron linea
de tratamiento, localizacion del tumor primario, numero de sitios de metastasis,
lugar de metastasis y respuesta radioldgica por criterios RECIST 1.1. En el caso
de la correlacion entre MAF y los marcadores tumorales (CEA y CA 19.9) se
establecid dicha correlacion mediante el test de Pearson para variables
cuantitativas: valores de p inferiores a 0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

Posteriormente, se correlaciona la MAF con distintos cortes de la variable
cuantitativa. El corte 6ptimo de MAF de 5.8% al que se hara mencion en los
resultados, se calculé en base a los datos recogidos usando la funcion de R
conocida como cutp del paquete survMisc. Esta funcion permite determinar el
corte de forma objetiva y la estimacién de su significacion estadistica bajo la
hipétesis que el corte elegido no predice la supervivencia (226). Se calculan
Hazard Ratios (HR) e intervalos de confianza (IC) al 95% para este corte
optimizado, MAF del 1% y del 10%. Las curvas de supervivencia se estiman
usando el método de Kaplan-Meier. Para los principales objetivos, se utilizd el
modelo de riesgos proporcionales de Cox uni y multivariante. La significacion
estadistica de las curvas de supervivencia se estimé mediante tests de log-rank.

Un valor de p inferior a 0.05 se considero estadisticamente significativo.
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6. Resultados

6.1 Caracteristicas basales de la poblacion de estudio

Un total de 110 pacientes afectos de carcinoma colorrectal metastasico y a los
que se les habia extraido en algun momento previo al inicio de un tratamiento
sistémico una muestra de sangre fueron incluidos en el estudio. En total se
recogieron 115 muestras al tener 4 pacientes muestras recogidas en varios

momentos de la enfermedad.

Las principales caracteristicas de la poblacién de estudio se encuentran reflejadas
en la tabla 8. La media de edad al diagnéstico de cancer colorrectal metastasico
es de 62 anos (rango de 30 a 83 afos, desviacion tipica 11.6) de los cuales 33
eran mujeres y 77 hombres. La mayor parte de los pacientes fueron diagndsticos
en estadio metastasico (81%) frente a un 10% de pacientes que fueron
diagnosticados con afectacion exclusivamente mural del intestino (estadio Il) y un
9% con afectacion ganglionar locorregional (estadio Ill) y que recayeron
posteriormente. En cuanto a la localizacidn del tumor primario, son similares entre
las tres principales categorias: colon derecho, colon izquierdo y recto (35, 40 y 35

pacientes, respectivamente).

En cuanto a los lugares de metastasis, la mayor parte de los pacientes tenian una
unica localizacion metastasica (49 pacientes), frente a 40 pacientes con dos
localizaciones, 15 con tres localizaciones y 6 con 4 o mas. Respecto al lugar de
metastasis en el momento de la extraccion de la muestra de sangre, la mayor
parte de los pacientes presentaban al menos metastasis hepaticas (89 pacientes,
80.9% del total). Un total de 37 pacientes (33.64%) presentaban al menos
metastasis pulmonares y 26 pacientes (23.64%) presentaban al menos metastasis
peritoneales. Sin embargo, la mayor parte de los pacientes presentaban al menos
mas de dos diferentes lugares de metastasis. La combinacion mas frecuente es
metastasis hepaticas y pulmonares seguida de la afectacion hepatica y
ganglionar. El resto de localizaciones estan descritas en la tabla 8. Destacar que
ningun paciente de esta cohorte presentaba metastasis cerebrales y solo un

paciente lesiones Oseas.
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Respecto a los tratamientos realizados en primera linea, la mayor parte de los
pacientes recibieron tratamiento con FOLFOX (84 pacientes) frente a FOLFIRI (19
pacientes). Otros tratamientos recibidos en primera linea fueron FOLFOXIRI en
un caso, capecitabina en 2 pacientes, 5-fluorouracilo, oxaliplatino-raltitrexed e
incluso tratamiento dentro de ensayo clinico con dabrafenib-trametinib en el caso
de dos pacientes que presentaban mutacion en BRAF VG600OE. En la mitad de los
pacientes se asocié al tratamiento de quimioterapia, tratamiento biolégico con
anti-angiogénico (en este caso, bevacizumab) (29) o inhibidor de EGFR (tanto
cetuximab como panitumumab) (26). En la otra mitad, no se afiadi6 en primera
linea estos tratamientos por distintas razones como la no indicaciéon del mismo por
la quimioterapia empleada, estado funcional del paciente o no disponibilidad en el
centro de tratamiento. En cuanto a la segunda linea, un total de 22 pacientes
(20%) no recibio tratamiento al fallecer durante la primera linea mientras que 33
pacientes (30%) no la recibieron al estar en el momento del analisis sin progresion
a la primera linea. De los que recibieron tratamiento de segunda linea, 13
pacientes recibieron tratamiento con FOLFOX/XELOX y 35 con FOLFIRI. El resto
recibieron tratamientos dentro de ensayo clinico (3 pacientes) capecitabina (2
pacientes) e irinotecan (2 pacientes). Respecto al tratamiento biolégico de
segunda linea 16 de los 35 pacientes con FOLFIRI recibieron tratamiento anti-
angiogénico (bevacizumab o aflibercept) (10 pacientes) o anti-EGFR (de nuevo
cetuximab o panitumumab) (6 pacientes). En el caso de los pacientes con
FOLFOX, solo 3 pacientes recibieron tratamiento con anti-angiogénico y en todos

ellos se administré bevacizumab.
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Variable

Edad media al diagnéstico mCRC
Sexo

Hombre

Mujer

Estadio al diagnéstico de CRC

Il

1]

v

Localizacion del tumor primario
Colon derecho

Colon izquierdo

Recto

Numero de sitios metastasicos

1

2

3

24

Lugar de localizacion de metastasis
Exclusivamente higado
Exclusivamente pulmén
Exclusivamente peritoneo
Exclusivamente ganglios

Higado y pulmén

Higado y peritoneo

Higado y ganglios

Higado, pulmén y ganglios

Higado, ganglios, peritoneo y pulmon
Peritoneo y ganglios

Otros

Tratamiento de primera linea
FOLFOX

FOLFIRI

Otros

Tratamiento biolégico primera linea
Anti-angiogénico

Anti-EGFR

No

Tratamiento de segunda linea
FOLFOX

FOLFIRI

Otros

No por éxitus

No por no haber progresado

Numero total de pacientes (110) (%)
62 afios (30-83)

77 (70%)
33 (30%)

11 (10%)
10 (9.09%)
89 (80.91%)

35 (31.82%)
40 (36.36%)
35 (31.82%)

49 (44.55%)
40 (36.36%)
15 (13.64%)
6 (5.46%)

84 (76.36%)
19 (17.27%)
7 (6.37%)

29 (26.36%)
26 (23.63%)
55 (50%)

13 (11.82%)
35 (31.81%)
7 (6.36%)
22 (20%)
33 (30%)

Tabla 8. Caracteristicas generales de la poblacién global de estudio.
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6.2 Determinacion de RAS en tejido tumoral de la poblacion

global

La determinacion de RAS en tejido tumoral pudo ser realizada en todos los
pacientes del estudio por técnicas de PCR en tiempo real como parte de la
practica clinica habitual. En cuanto al origen de la muestra, en 92 pacientes
(83.64%) era del tumor primario frente a 17 pacientes (15.45%) que la
determinacion se realizd en metastasis. En un caso no se supo establecer por los
informes de anatomia patoloégica si la determinacién se realiz6 en primario o

metastasis.

En cuanto a los resultados, se encuentran recogidos en la tabla 9. Destaca que en
49 pacientes (44.54%) no se encontré alteracion en ninguno de los exones vy
codones analizados de RAS. De esos pacientes, en 7 de ellos (6.36% del total de
la poblacion) presentaban mutacion en BRAF V600. La mutacién mas detectada
en tejido tumoral fue en KRAS coddn 12 en 32 pacientes (29.09% de la poblacién
global, 52.45% en los pacientes con mutacién en RAS) seguida de KRAS coddn
13 en 11 pacientes (10% de la poblacién global, 18% de la poblacion con
mutacion en RAS). El resto de mutaciones detectada fueron mutaciones de KRAS

enexdn 2y 4 yen NRAS en exdn 2 y 3 como se puede observar en la tabla 9.

Asimismo, en dos pacientes se detectaron dos mutaciones concomitantes en la
biopsia solida: en uno se detecté mutacion de KRAS en coddn 12 con NRAS
también en codon 12; en otro se detecté mutacién de KRAS en codon 12 y NRAS
en codon 61. Es por ello que en esta tabla hay un total de 112 determinaciones
recogidas aunque el porcentaje total se ha realizado sobre el numero de

pacientes totales que son 110.
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Variable Numero de pacientes (%)
Origen de la muestra

Primario 92 (83.64%)
Metastasis 17 (15.45%)
Desconocido 1 (0.91%)
Mutacién encontrada

No mutacion 42 (32.18%)
BRAF V600E 7 (6.36%)
KRAS codon 12 32 (29.09%)
KRAS codon 13 11 (10%)
KRAS codon 61 2 (1.82%)
KRAS codon 117 1(0.91%)
KRAS codon 146 5 (4.54%)
NRAS codén 12 4 (3.63%)
NRAS codén 59 1(0.91%)
NRAS codén 61 7 (6.36%)

Tabla 9. Determinaciéon de RAS en tejido tumoral.
6.3 Determinacion de RAS en plasma de la poblacion global

La determinacion de RAS en plasma se realizé en todos los pacientes mediante la
técnica de BEAMing. En cuanto al momento en el que se extrajo la muestra de
sangre para el analisis de la mutacion de RAS a la mayor parte de los pacientes
se les realiz6 al menos previamente a iniciar la primera linea de tratamiento (91
pacientes, 82.72%). Las muestras de sangre se extrajeron en segunda y tercera
linea de tratamiento en 11 y 9 pacientes respectivamente (10 y 8.13%). Destacar
que en 3 pacientes se realizd la determinacion de RAS previo al inicio de primera
y segunda linea y en otro paciente, se le realiz6 la determinacion de RAS al

principio de las 3 lineas.

En cuanto a los resultados de dicha determinacion, en 48 pacientes no se
encontré ninguna alteracién de RAS en plasma (43.63%). De nuevo, la alteracién
mas frecuente observada fue en KRAS codoén 12 en 32 pacientes (29.09% de la
poblacion global, 52.45% de la poblacion RAS mutado en plasma), seguida del
codon 13 de KRAS (12 pacientes, 10.91% de la poblacién global, 19.67% de la
poblacién RAS mutado en plasma). El resto de mutaciones menos frecuentes se
recogen en la tabla 10. De nuevo, en un caso se detectaron dos alteraciones a la
vez: mutacion de KRAS y NRAS en codon 12. Por eso, hay un total de 111
mutaciones aunque el porcentaje se ha calculado en base a los 110 pacientes

totales.

Pagina |61



Analisis de RAS en plasma en céncer colorrectal metastasico: impacto de la fraccion mutante alélica en prondstico

Variable Numero de pacientes (%)
Momento de biopsia liquida

1° linea 88 (80%)

2° linea 10 (9.09%)
3° linea o posteriores 8 (7.27%)
1°y 2° linea 3(2.73%)
1°,2°y 3°linea 1 (0.91%)
Mutacion encontrada

No mutacion 48 (43.63%)
KRAS codén 12 32 (29.09%)
KRAS codon 13 12 (10%)
KRAS codon 61 4 (3.64%)
KRAS codon 117 1(0.91%)
KRAS codon 146 5 (4.54%)
NRAS codén 12 3 (2.73%)

NRAS coddn 61 6 (8.18%)
Tabla 10. Determinacion de RAS en plasma.

6.4 Concordancia de la determinacion de RAS en tejido

tumoral y sangre

Se establecié la concordancia de la determinacion de RAS en biopsia sélida
segun el método utilizado habitualmente (PCR en tiempo real) y la determinacién
de RAS mediante biopsia liquida. Los resultados se encuentran resumidos en la
tabla 11 (s6lo RAS) y tabla 12 (desglosado por KRAS y NRAS). Para este
analisis, se tuvo en cuenta una unica muestra de plasma por paciente dado que
no se observaron cambios en la determinacion cualitativa de las mutaciones en la

evolucion de estos pacientes.

RAS EN TEJIDO N=110 (%)

Mutado No mutado Total
RAS EN Mutado 56 (50.9%) 6 (5.45%) 62 (56.35%)
PLASMA | No Mutado 5 (4.55%) 43 (39.1%) 48 (43.65%)
N=110 (%) | Total 61 (55.45%) | 49 (44.55%) | 110 (100%)

Tabla 11. Correlacién entre la determinaciéon de RAS en tejido sélido y plasma.

En la poblacion de estudio, la proporcion de concordancia observada entre la
determinacion de RAS en plasma y biopsia solida es del 90%. El indice estimado
Kappa de Cohen es de 0.80 (IC 95% 0.68-0.91). De acuerdo a la clasificacién de
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Landis y Koch este indice refleja practicamente perfecta concordancia (227). La
sensibilidad de la determinacion de RAS en plasma es del 91.80% vy la
especificidad es del 87.76%. El valor predictivo positivo es de 90.32%. El valor

predictivo negativo es de 89.58%.

Si desglosamos esta concordancia por mutaciones en KRAS y NRAS, la
concordancia es del 91.82% y del 96.36% respectivamente. El indice estimado
Kappa de concordancia es de 0.84 (IC 95% 0.74-0.94) y de 0.84 (IC 95% 0.67-
1.02) lo que implica que hay una excelente concordancia entre la determinacion
de KRAS y NRAS entre sangre y tejido solido. La sensibilidad y especificidad de
la determinacion de KRAS en plasma es del 91% y 89.8% respectivamente.
Respecto a la de NRAS en plasma, la sensibilidad es del 75% y la especificidad
del 100%.

KRAS EN TEJIDO N=110 (%)

KRAS EN Mutado No mutado Total

PLASMA | Mutado 48 (43.64%) | 6 (5.45%) 54 (49.09%)

N=110 (%) | No Mutado 3 (2.73%) 53 (48.18%) | 56 (50.91%)
Total 51 (46.37%) | 59 (53.63%) | 110 (100%)

NRAS EN TEJIDO N=110 (%)

NRAS EN Mutado No mutado

PLASMA | Mutado 9 (8.18%) 0 9 (8.18%)

N=110 (%) | No Mutado 3 (2.73%) 98 (89.09%) | 101 (91.81%)
Total 12 (10.91%) | 98 (89.09%) | 110

Tabla 12. Correlacién entre la correlacion de KRAS y NRAS en tejido sélido y plasma.

En un total de 11 pacientes, la determinacién entre plasma y tejido sélido ha sido
discordante. Estos casos quedan resumidos en la tabla 13. Destaca que en
aquellos casos con mutacion en plasma y no en tejido tumoral, la fraccion mutante

alélica es muy baja (0.04-1.22).
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RAS PLASMA RAS TUMOR MAF PLASMA
RAS WT KRAS 12 0.00%
RAS WT KRAS 12 0.00%
RAS WT KRAS 12 0.00%
RAS WT NRAS 61 0,00%
RAS WT NRAS 59 0,00%
KRAS 12 RAS WT 0.06%
KRAS 12 RAS WT 1.22%
KRAS 12 RAS WT 0.04%
KRAS 13 BRAF V600E 0.05%
KRAS 61 RAS WT 0.17%
KRAS 61 RAS WT 0.15%

Tabla 13. Casos discordantes entre biopsia liquida y sélida en determinacién de RAS.
6.5 Supervivencia de la poblacion global y en funcion de RAS

Se analiza la supervivencia de todos los pacientes de la cohorte desde el
diagndstico independientemente del estado de RAS, si se ha realizado cirugia de
metastasis y del tratamiento realizado. La supervivencia media de los pacientes
de este estudio es de 28.4 meses (IC 95% 22.7-35.4) como se puede observar en

la figura 6.

Respecto a la supervivencia, en funcion del estado de RAS en plasma, la
mediana de supervivencia de los pacientes RAS mutados es de 26.7 meses (IC
95% 16.4-32.5) frente a la de los pacientes RAS nativo que es de 35.4 meses (IC
95% 27.8-44.2) como se puede observar en la figura 7. Estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (p=0.354). La HR para la curva de
supervivencia global fue de 1.26 (IC 95% 0.75- 2.12) a favor de RAS salvaje.

Por otra parte, se analiza la supervivencia en funcion del estado de RAS en tejido
sélido como se observa en la figura 8. En este caso, la mediana de supervivencia
de los pacientes RAS mutados es de 26.7 meses (IC 95% 16.5-36.6) algo inferior
a la de los no mutados que es de 31 meses (IC 95% 22.7-42.9), diferencias que,
no obstante, no fueron estadisticamente significativas (p=0.89). La HR para esta
curva de supervivencia fue de 1.04 (IC 95% 0.62-1.74).
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Figura 6. Supervivencia global de la poblacion de estudio.
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Figura 7. Supervivencia global de la poblacién en funcién de status de la mutacién de

RAS en plasma.
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Figura 8. Supervivencia global de la poblaciéon en funcion de status de la mutacion de
RAS en tejido sélido.

6.6 Caracteristicas de la poblacién con mutacién de RAS en

plasma

Tal y como se ha comentado en la seccion material y métodos, se ha intentado
seleccionar una poblacion homogénea de pacientes. Para ello, se excluyeron los
pacientes sin mutacion de RAS en plasma (48 pacientes) y aquellos que
realizaron tratamiento con terapia anti-EGFR previo a la extraccion de la muestra
y los pacientes que tenian enfermedad hepatica limitada que fue resecada (20
pacientes). En total, el analisis de esta poblacién se compone de 47 muestras de
plasma procedentes de 42 pacientes dado que en 4 pacientes se ha extraido una
muestra de sangre en mas de un momento de la enfermedad (3 en primera y

segunda linea, 1 paciente en primera, segunda y tercera linea).

Las principales caracteristicas de la poblacién se encuentran reflejadas en la tabla
14. Estos datos han sido desglosados por lineas de tratamiento siendo la mayor
parte de las muestras extraidas en primera linea (29 muestras, 61.7% del total).
En cuanto a la mutacién mas frecuente en esta poblacion destaca KRAS exon 2 y
mas concretamente en el codéon 12, donde en primera y segunda linea suponen

mas de la mitad de los casos. La segunda mutacién mas frecuente detectada en
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plasma es también de KRAS en exon 2 pero en el coddén 13. Ademas de esta
mutacion hay mutaciones en KRAS exén 3 (codon 61) y exén 4 (codon 117 y 141)

asi como mutaciones en NRAS (codon 12 del exon 2 y codon 61 del exon 3).

La mayor parte de los pacientes tenian tumores de colon izquierdo y recto (69, 58
y 50% en primera, segunda y tercera linea, respectivamente). En primera linea, la
distribucion de la localizacion tumoral es muy representativa de la distribucion en
la realidad clinica. Asimismo, la mayor parte de los pacientes presentaban al
menos dos lugares diferentes de localizacion metastasica (65%, 91% y 67% en
primera, segunda y tercera linea respectivamente). En cuanto a la localizacion
metastasica, destaca que en los 3 momentos de extraccion de la biopsia liquida,
la mayor parte de los pacientes tienen afectacién al menos hepatica (82%, 84% y
83% para primera, segunda y tercera linea respectivamente). De nuevo, como en
la poblacién general del estudio, la distribucion de metastasis mas frecuente es la
enfermedad hepatica exclusiva (principalmente en primera linea con un 28% de
las muestras procedentes de pacientes con esta caracteristica). Sin embargo,
como la mayor parte de los pacientes tienen al menos dos localizaciones
metastasicas destaca que una cuarta parte de las muestras tanto de primera
como de segunda linea procedian de pacientes que tenian metastasis

pulmonares y hepaticas.

En cuanto a los tratamientos recibidos por parte de la poblacion RAS mutada en
plasma, la mayor parte de los pacientes en los que se analiz6 en primera linea
recibieron quimioterapia basada en FOLFOX: solo en un paciente se optd por la
opcién de FOLFIRI y en dos por capecitabina. Por el contrario, en segunda linea
aunque la mayoria de los pacientes recibié tratamiento con FOLFIRI, existe una
mayor diversidad en el tratamiento. En el caso de la tercera linea, los pacientes
recibieron diferentes tratamientos: un paciente recibio retratamiento con FOLFOX,
un paciente recibié tratamiento con cetuximab dentro de ensayo clinico para
mutacion de KRAS G13D vy el resto tratamiento dentro de ensayo clinico con

inhibidores de MEK o inmunoterapia.
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Género
Hombre
Mujer
RAS (mutacion)
KRAS 12
KRAS 13
KRAS (otras)
NRAS 12
NRAS 13
NRAS(otras)
N. localizaciones metastasicas
1
2
3+
Localizacion de metastasis
Exclusivamente higado
Exclusivamente pulmén
Exclusivamente peritoneo
Exclusivamente ganglios
Higado y pulmodn
Higado y peritoneo
Higado y ganglios
Higado, pulmén y ganglios
Higado, ganglios, peritoneo y
pulmon
Peritoneo y ganglios
Otros
Localizacion tumor primario
Derecho
lzquierdo
Recto
Estadio al diagnéstico
Il
Il
\Y
Tratamiento recibido
FOLFOX
FOLFIRI
Anti-angiogénicos
Otros

12 linea (29)

N (%)

19 (65%)
10 (35%)

16 (55%)
6 (21%)

3 (10%)
1 (4%)
0

3 (10%)

10 (35%)
16 (55%)
3 (10%)

9 (31%)
12 (41%)
8 (28%)

1(3%)
2 (6%)
26 (90%)

26 (90%)
1(3%)

9 (31%)
2 (7%)

22 linea (12)

N (%)

7 (58%)
5 (42%)

7 (58%)
3 (25%)
1(8%)
0

0
1(8%)

1(8%)
7 (58%)
4 (33%)

2 (17%)
0

0
1(8%)
3 (25%)
0

2 (17%)
1(8%)
2 (17%)

0
1 (8%)

5 (42%)
0
7 (58%)

1(8%)
1(8%)

10 (83%)

3 (25%)
7 (58%)
5 (42%)
2 (17%)

32 linea (6)

N (%)

4 (67%)
2 (33%)

0
0
0
0
1 (17%)
0
0
3 (50%)
1 (17%)
0
1 (17%)

3 (50%)
1 (17%)
2 (33%)

2 (33%)
2 (33%)
2 (33%)

1(17%)
0
0
5 (83%)

Tabla 14. Principales caracteristicas de la poblacion homogénea a estudio con

mutaciéon de RAS en plasma.
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6.7 Distribucion de la MAF en la poblacion RAS mutado

Se ha analizado en la poblacion con mutacién de RAS en plasma la fraccion
mutante alélica. La mediana de la MAF de RAS en esta poblacién es de 9.9% con
un rango desde 0.0014 a 52.4%. La distribucién de la MAF en cada muestra

analizada queda reflejada en la figura 9.
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Figura 9. Distribucion de la fraccion mutante alélica por paciente.

6.8 Distribucion y correlacion de la MAF de RAS por linea

Se analizaron por separado la MAF de RAS en cada una de las lineas en las que
se llevo a cabo la extraccion de la muestra. La tabla 15 refleja la mediana y la
distribucion teniendo en cuenta 3 puntos de corte: menos del 1%, entre 1y 10% y
mas del 10%. La media de MAF fue ligeramente mas elevada en primera y tercera

linea con respecto a la segunda linea.
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1° linea 2° linea 3° linea
Mediana MAF | 9.9%(0.014-51.5%) 1.8%(0.03-52.4%) 12.4%(0.08-36%)
MAF

<1% 6 (21%) 6 (50%) 1 (17%)
1-10% 9 (31%) 2 (17%) 1 (17%)
>10% 14 (48%) 4 (33%) 4 (66%)

Tabla 15. Distribucion de la MAF en funcion de la linea de tratamiento.

En lo que respecta a la correlacién de la MAF de RAS con la linea cabe
destacar que la correlacién no fue estadisticamente significativa (p=0.374)
pero se describe una tendencia a una MAF mas baja en la segunda linea

donde la mediana de MAF es inferior a 2% (figura 10).

3

MAF

N VA . —_————— -

0

12 linea 23 linea 32linea
Figura 10. Distribucion grafica de la MAF de RAS por linea.
6.9 Correlacion entre la MAF de RAS vy la localizacion del
tumor primario
Se analizé la correlacion entre la MAF en tumores de colon derecho (que incluye
colon ascendente, ciego y colon transverso) y tumores de colon izquierdo
(descendente, sigma y recto). La distribucion de la MAF en ambos grupos se

puede ver en la figura 11. La mediana de MAF de RAS en tumores de colon
derecho es de 12.5% (rango 0.03-51.5%) frente a 8.3% (rango 0.01-52.4%). Sin
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embargo, no se observo correlacion estadisticamente significativa entre
localizacion y MAF (p=0.329).

0

MAF

sl anga—3

Derecho lzquierdo/Recto

Figura 11. Distribucion de la MAF de RAS por localizacién de tumor primario.

6.10 Correlacion entre la MAF de RAS y el numero de sitios

de metastasis

Se analizé la distribucién y correlacion de la MAF de RAS con el numero de sitios
metastasicos (uno, dos o tres 0 mas localizaciones afectadas). La distribucién de
la MAF se puede ver en la figura 12. En el caso de una localizacion, la mediana
de los valores de MAF de RAS fue de 14% (rango 0.01-51.5%); en dos
localizaciones la mediana fue de 9.4% (rango 0.01-49.6%); en tres o mas
localizaciones la mediana fue de 0.2% (0.01-52.4%). De nuevo, no se observa
correlacion estadisticamente significativa entre el numero de localizaciones
metastasicas y la MAF (p=0.323).
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A

MAF
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Figura 12. Distribucion de la MAF de RAS por numero de localizaciones metastasicas.

6.11 Correlacion entre la MAF de RAS vy la localizacion de las

metastasis

Se analizé la distribucion y la correlacion de la MAF segun la localizacion de las
metastasis. La figura 13 muestra la distribucion teniendo en cuenta que en
algunos pacientes habia mas de una localizacién metastasica. Las mediana de la
MAF en las muestras de pacientes con metastasis hepaticas fue de 9.8% (rango
0.01-52.4%), con metastasis pulmonares 3.5% (rango 0.01-46.25%), con
afectacion ganglionar 9.5% (rango 0.01-52.4%) y con metastasis peritoneales
0.3% (rango 0.01-10%). En este caso, la mediana de MAF de RAS fue
significativamente menor en los pacientes con metastasis peritoneales comparado
con aquellos con metastasis hepaticas (p=0.0003), pulmonares (p=0.044) o
ganglionares (p=0.025). No existieron diferencias estadisticamente significativas
entre la MAF y la presencia de metastasis hepaticas y pulmonares o las

pulmonares y ganglionares.
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Figura 13. Distribucion de la MAF de RAS por localizacién metastasica.

6.12 Correlacion entre la MAF de RAS y los marcadores

tumorales

Se realizé un analisis de correlacion entre los marcadores tumorales CEA y
CA19.9 con la MAF. Hay que tener en cuenta que estos valores no estaban
disponibles en todos los pacientes. No parece existir una correlacion
estadisticamente significativa entre la MAF y los marcadores tumorales en el caso
de CEA (cor: 0.056, p=0.792) como se puede observar en la figura 14. De forma
similar, en el caso de CA 19.9 (cor: 0.232, p=0.311) tampoco se observan
diferencias. Sin embargo, parece que hay una tendencia a mayores niveles de CA

19.9 y CEA en aquellas muestras con mayores niveles de MAF.
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Figura 14. Correlacion entre CEA 19.9 y CEA con la MAF (%).
6.13 Correlacion de la MAF con respuesta al tratamiento

Se analiz6 la distribuciéon de la MAF en funcion de la mejor respuesta al
tratamiento en la linea en la que se realizo el analisis del plasma. La distribucion
se puede observar en la figura 15. La mediana de MAF en el grupo de pacientes
con progresién al tratamiento fue de 29% (rango 0.01-52.4%), con estabilidad fue
de 4.9% (rango de 0.01-51.5%), con respuesta al tratamiento fue de 2.6 % (rango
de 0.01-26.8%). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p= 0.007
en el global de Ila poblacién independientemente de la linea siendo
significativamente mayor en pacientes con progresion de la enfermedad como
mejor respuesta comparando con respuesta parcial) (p=0.002); asimismo los
pacientes con progresibn como mejor respuesta también mostraron
significativamente MAF mayor comparados con los pacientes con enfermedad
estable (p=0.014).
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Figura 15. Correlaciéon de MAF con mejor respuesta al tratamiento.

(PR: respuesta parcial; SD: enfermedad estable; PD: progresion de la enfermedad).

6.14 Impacto de la MAF de RAS en primera linea

6.14.1 Impacto en PFS y OS segun corte optimizado

En primera linea de tratamiento, usando el corte optimizado de 5.8% tal y como
se ha explicado en la seccion material y métodos, la PFS no fue estadisticamente
significativa mejor para las muestras con una MAF menor de 5.8%. Sin embargo,
hay una tendencia a una menor PFS para los pacientes con MAF 25.8% como se
puede observar en la figura 16. En cuanto a la mediana de PFS fue de 321 dias
(10.7 meses) en los pacientes con MAF en plasma inferior a 5.8% versus 209 dias
(7 meses) en los que presentaban MAF 25.8% en plasma. En el caso de la curva
de supervivencia libre de progresion, la HR fue de 2.2 (IC 95% 0.94-7.20; p=0.06).

Respecto a la OS, parece existir una diferencia estadisticamente significativa
entre los pacientes con MAF 25.8% y los que presentan MAF <5.8% como se
observa en la figura 17. La mediana de OS fue de 801 dias (26.7 meses) en los
pacientes con MAF en plasma inferior a 5.8% versus 343 dias (11.4 meses) en los
pacientes con MAF en plasma superiores a 5.8%. La HR de esta curva de
supervivencia fue en este caso de 3.5 (IC 95% 2.08-43.1; p=0.0006).
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Figura 16. Supervivencia libre de progresion en primera linea de acuerdo al corte
optimo de la MAF (5.8%).
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Figura 17. Supervivencia global en primera linea en funcidn del corte optimizado de
MAF (5.8%).

76 |Pagina



Resultados

6.14.2 Impacto en PFS y OS segun corte de MAF del 1%

En el caso del corte del 1%, los datos son similares a los obtenidos con el corte
de 5.8%.

A pesar de no existir diferencias estadisticamente significativas, hay una
tendencia a una peor PFS en aquellos pacientes con MAF =21%. En cuanto a la
mediana de PFS fue de 376 dias (12.5 meses) en los pacientes con MAF en
plasma inferior a 5.8% versus 225 dias (7.5 meses) en los que presentaban MAF
>5.8% en plasma; en este caso la HR de la curva de PFS fue de 2.24 (IC 95%
0.93-13.3; p=0.06) (figura 18).

Respecto a la OS, los pacientes con MAF < 1% presentan una mayor OS que
aquellos con MAF 21%. La mediana de OS fue de 936 dias (31.2 meses) en los
pacientes con MAF en plasma inferior a 1% versus 343 dias (11.4 meses) en los
pacientes con MAF en plasma igual o superior a 1%. La HR para esta
supervivencia global fue de 3.38 (IC 95% 1.85-38.47; p=0.0002) (figura 19).
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Figura 18. Supervivencia libre de progresion en primera linea de acuerdo al corte del
1%.
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Figura 19. Supervivencia global en primera linea de acuerdo al corte del 1%.
6.14.3 Impacto en PFS y OS segun corte de MAF del 10%.

De nuevo, no se observan diferencias estadisticamente significativas en términos
de PFS aunque hay una tendencia a una PFS mas prolongada en aquellos
pacientes con MAF <10% aunque menos que en el resto de cortes como se
observa en la figura 20. En cuanto a la mediana de PFS fue de 268 dias (8.9
meses) en los pacientes con MAF en plasma inferior a 10% versus 228 dias (7.6
meses) en los que presentaban MAF 210% en plasma; en este caso la HR para la
PFS de esta poblacién fue de 1.66 (IC 95% 0.733-4.19; p=0.2).

Con respecto a la OS, se observa que los pacientes con MAF 210% en sangre
tienen una peor supervivencia (figura 21). En cuanto a la mediana de OS fue de
732 dias (24.1 meses) en los pacientes con MAF en plasma inferior a 10% versus
362 dias (11.9 meses) en los pacientes con MAF 210% en plasma; en este caso
la HR de la curva de supervivencia fue de 2.27 (IC 95% 1.061-7.918; p=0.03).
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Figura 20. Supervivencia libre de progresiéon en primera linea de acuerdo al corte del
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Figura 21. Supervivencia global en primera linea de acuerdo al corte del 10%.
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6.15 Impacto de la MAF de RAS en prondstico en segunda

linea

6.15.1 Impacto en PFS y OS segun corte optimizado (5.8%)

En este caso, la PFS fue estadisticamente significativamente menor para los
pacientes con MAF = 5.8% como se observa en la figura 24. La mediana de PFS
en los pacientes con muestras de plasma con MAF = 5.8% fue de 24 dias (0.8
meses) versus 312 dias (10.4 meses) en aquellos pacientes con MAF < 5.8%. En
esta curva de PFS, la HR de 6.6 (IC 95% 4.33-21.5; p<0.0001) a favor de éstos
ultimos (figura 22).
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Figura 22. Supervivencia libre de progresiéon en segunda linea de acuerdo al corte

optimizado del 5.8%.

De nuevo, utilizando el punto de corte optimizado de 5.8%, la OS fue
significativamente mayor en aquellos pacientes con muestras de plasma con MAF
< 5.8% como se puede observar en la figura 23. La mediana de OS en los
pacientes con muestras de plasma con MAF < 5.8% fue de 1258 dias (41.9
meses) versus 222 dias (7.4 meses) en los pacientes con MAF = 5.8%. La HR
para la curva de OS fue de 6.6 (IC 95% 4.33-21.5; p<0.0001) a favor de MAF
<5.8%.
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Figura 23. Supervivencia global en segunda linea de acuerdo al corte optimizado del
5.8%.

6.15.2 Impacto en PFS y OS segun corte del 1%

En el caso de la PFS, los pacientes con muestras con MAF< 1% tienen una mejor
PFS que los que presentan MAF 21% como se observa en la figura 24. En este
caso, la mediana de PFS de los pacientes con MAF <1% es de 356 dias (11.9
meses) versus 45 dias (1.5 meses) en los pacientes con MAF 21% siendo en este
caso la HR de la curva de PFS de 7.06 (IC 95% 1.368-36.5; p=0.0075).

En el caso de la OS, de nuevo los pacientes con muestras con MAF< 1% tienen
una mejor OS que los que presentan MAF 21% como se observa en la figura 25.
En este caso, la mediana de OS de los pacientes con MAF <1% es de 1258 dias
(41.9 meses) versus 300 dias (9.9 meses) en los pacientes con MAF 21% siendo
en este caso la HR de la curva de OS de 4.29 (IC 95% 0.96-19.15; p=0.043).
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Figura 24. Supervivencia libre de progresion en segunda linea de acuerdo al corte del
1%.
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Figura 25. Supervivencia global en segunda linea de acuerdo al corte del 1%.
6.15.3 Impacto en PFS y OS segun corte del 10%

En el corte del 10% las curvas de PFS y OS son idénticas a la de 5.8% dado que
no existen muestras en segunda linea con MAF entre 5.8 y 10% y por ello no se

reproducen al ser las curvas de Kaplan-Meier idénticas al corte del 5.8%
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6.16 Impacto de la MAF de RAS en prondstico en tercera

linea

En tercera linea no se ha podido demostrar diferencias estadisticamente
significativas ni en PFS ni en OS con el corte optimizado del 5.8%, ni del 1 ni del
10% debido probablemente a que so6lo hay 6 muestras de plasma analizadas y a
la poca representatividad de las mismas aunque de nuevo existe una tendencia a
peor OS y PFS en los pacientes con MAF mas altos en plasma. En el caso del

punto optimizado del 5.8% las graficas se representan en las figuras 26 y 27.

En cuanto a la mediana de PFS fue de 195 dias (6.5 meses) en los pacientes con
MAF en plasma inferior a 5.8% versus 83.5 dias (2.8 meses) en los que
presentaban MAF superior o igual a 5.8% en plasma; en esta curva de PFS la HR
fue de 3.93 (IC 95% 0.03-2.37; p=0.198).

La mediana de OS fue de 3244 dias (108 meses) en los pacientes con MAF en
plasma inferior a 5.8% versus 769 dias (25.6 meses) en los pacientes con MAF en
plasma igual o superiores a 5.8%. La HR de esta curva de OS fue de 1.97 (IC
95% 0.05-4.74; p=0.546).
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Figura 26. Supervivencia libre de progresion en tercera linea de acuerdo al corte
optimizado del 5.8%.
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Figura 27. Supervivencia global en tercera linea de acuerdo al corte optimizado del
5.8%.

6.17 Analisis multivariante en primera linea para PFS y OS

Se realizé por ultimo un analisis multivariado de Cox en la cohorte de primera
linea incluyendo como variables la MAF de RAS, localizacién tumoral, numero de
sitios metastasicos, género y niveles de CEA. El factor prondstico mas fuerte fue
la MAF de RAS como se puede observar en la tabla 16; en el caso de PFS (HR
3.74; 1IC 95% 1.01-13.92; p=0.049) y en OS (HR 2.73; IC 95% 2.35-182.53;

p=0.006). El resto no fueron estadisticamente significativos.

PFS oS
Factor riesgo | HR | IC 95% p-valor |HR |IC 95% p-valor
Género 2.37 |0.77-7.38 | 0.135 1.20 | 0.33-4.38 |0.778
Lateralidad 0.54 | 0.17-1.74 | 0.303 0.32 | 0.08-1.19 | 0.088
CEA 0.99 0.99-1.00 | 0.656 0.99 |0.99-1.00 |0.711
N. metastasis | 1.04 | 0.32 - 3.37 | 0.947 1.05 | 0.30-3.70 | 0.935
MAF 3.74 | 1.01-13.92 | 0.049 2.73 | 2.35-182.5 | 0.006

Tabla 16. Analisis multivariante de Cox en primera linea para distintos factores

pronodsticos en PFS y OS.
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7. Discusion

En este trabajo se presenta el analisis global de una poblacién de pacientes de
cancer colorrectal tratados de forma similar en dos centros de referencia en los
cuales se ha realizado determinacion del status de RAS en tejido solido y en
sangre estableciendo asi su correlacién. Asimismo, se ha estudiado el impacto de
dicha mutacion de forma cuantitativa en sangre en cuanto a prondstico y
correlacion con otras variables clinico-patolégicas. A continuacion, se discuten las
principales caracteristicas de la muestra y limitaciones del estudio, asi como los
principales resultados y su comparacion con estudios similares presentados en el

ultimo ano.
7.1 Seleccion de la muestra

La muestra seleccionada se compone de 110 pacientes mayoritariamente en
primera linea a los que se les ha extraido una muestra de sangre en la que se ha
analizado la presencia de la mutacién de RAS. Destaca que sdlo en 4 pacientes
se han obtenido muestras en al menos 2 momentos diferentes de la enfermedad
no pudiéndose establecer una correlacion directa entre muestras del mismo
paciente. En cuanto a los resultados sobre la MAF de RAS obtenidos de la
poblacion RAS mutada en sangre, el numero de muestras analizadas en total
fueron 47 de un total de 42 pacientes. En realidad, el nUmero de muestras con
mutacion de RAS era mayor (67 muestras) pero en el analisis se excluyeron
aquellos pacientes que habian sido sometidos a cirugia de enfermedad hepatica
dado que esta cirugia impacta en el pronéstico del paciente y puede modificar la
supervivencia de los pacientes. Asimismo, se dividen estas muestras en el
momento en el que se ha extraido la muestra de plasma. Con esta seleccion, se
intenta homogeneizar los pacientes en cuanto a los tratamientos recibidos e
intentar minimizar el impacto de los tratamientos previos. De hecho, en los
estudios publicados hasta la fecha en los que se analiza el impacto de la MAF en
prondstico, la poblacion es heterogénea incluyendo pacientes que han sido
sometidos a cirugia de enfermedad metastasica y en diferentes lineas. No

obstante, pese a excluir algunos pacientes, el numero de muestras analizadas es
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como se explicara posteriormente similar a la presentada en los pocos trabajos
publicados donde se analiza de forma exploratoria el impacto de la MAF en

pronaostico.
7.2 Principales limitaciones del estudio

El estudio tiene dos principales limitaciones. El primero es el tamafio muestral.
Los estudios realizados de biopsia liquida que analizan la concordancia entre
distintas técnicas en sangre y tejido solido han incluido de forma retrospectiva
mayoritariamente entre 95 pacientes y 146 pacientes por lo que la muestra de
nuestro estudio es similar a estudios previos realizados (166-169). Solo un estudio
prospectivo publicado en este ambito ha analizado hasta 300 muestras (267). A
pesar de que el numero de pacientes incluidos es similar a otros estudios
similares de biopsia liquida en cancer colorrectal, a la hora de analizar el impacto
en supervivencia de la MAF el numero de pacientes es limitado sobretodo en
segunda (12 muestras) y tercera linea (6 muestras) donde los resultados deben

tomarse con mayor cautela como se explicara mas adelante en esta discusion.

La segunda limitacion es el caracter retrospectivo del estudio. A pesar de que
existen 39 muestras (lo que supone un tercio del total) que fueron recogidas con
los datos clinico-patolégicos de forma prospectiva, la mayor parte de las mismas
proceden de los pacientes a los que se les habia extraido sangre y se habia
almacenado en la seroteca de los centros participantes, por lo que, en este caso,
los datos extraidos son retrospectivos. Este hecho hace que tengamos que
valorar con cautela los resultados obtenidos dado que este tipo de estudios
presentan probablemente diferentes sesgos como de seleccion o de informe u
otros factores de confusion no controlados. No obstante, hay que tener en cuenta
que se han incluido todas las muestras disponibles sin excluirse del analisis global
ninguna muestra y que la obtencién de los datos clinicos-patologicos y de
supervivencia se han recogido de forma independiente previamente a obtener los
resultados de la MAF en plasma, lo cual minimiza los posibles sesgos de

seleccion e informacion.
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7.3 Caracteristicas de la poblacién de estudio

En cuanto a las caracteristicas de los pacientes estudiados es similar a la de
poblacion afecta de carcinoma colorrectal metastasico. La edad media de 62 anos
algo inferior a la media al diagnéstico en el mundo occidental que se encuentra en
torno a 68 afios para cancer de colon y 62 para cancer de recto (228). En cuanto
a la distribucion por sexo es mas frecuente en hombres, algo que concuerda con
los datos publicados donde segun el area geografica, la incidencia en mujeres

suele ser hasta un 30-40% menor que en hombres (1, 228).

Respecto a la localizacidén del tumor primario, la distribucién encontrada es similar
a la publicada en series mas amplias como el estudio nacional sueco donde se
objetivaba una distribucion de 31%, 29% y 41% para tumores de colon derecho,
izquierdo y recto teniendo en cuenta todos los estadios; teniendo en cuenta sélo
los estadios metastasicos como en nuestro estudio se objetivan 35.7%, 30% y
34.3% respectivamente (229). Sin embargo, las estadisticas publicadas en 2017
en Estados Unidos muestran una distribucion diferente con un 41% de tumores
proximales, un 22% distales y un 28% de recto en la poblacién global
independientemente del estadio analizado (228). En cuanto a la localizacion de
las metastasis, hasta un tercio de pacientes presentan exclusivamente
enfermedad hepatica algo que concuerda con otras series mas amplias donde la
localizacion unica mas frecuente de metastasis es el higado (230). Asimismo,
practicamente un 75% de los pacientes presentaban al menos metastasis

hepaticas, algo también observado en series mas amplias (299).

En lo que se refiere a los tratamientos realizados, destaca que la mayor parte de
los pacientes reciben en primera linea tratamiento con FOLFOX (76.3%) seguido
de FOLFIRI (17.2%) y FOLFOXIRI (0.9%) lo que supone que practicamente el
95% de la poblacion del estudio recibe tratamiento 6ptimo en primera linea de
acuerdo a las guias europeas (11). El resto de pacientes reciben tratamientos
para paciente fragiles como capecitabina, tratamientos para paciente con
cardiopatia isquémica como oxaliplatino-raltitrexed y dos pacientes participan en

ensayos clinicos con inhibidores de BRAF al presentar mutacién de BRAF V600E.

Pagina | 87



Analisis de RAS en plasma en céncer colorrectal metastasico: impacto de la fraccion mutante alélica en prondstico

7.4 Determinacion de RAS en tejido tumoral y biopsia liquida

En el caso de este estudio, la determinacion de RAS en tejido tumoral se realiza
mediante técnica de PCR en tiempo real mientras que la determinacion de RAS
en plasma se realiza mediante BEAMing. En la actualidad, la determinacién de
RAS en tejido tumoral esta recomendada realizarla por técnicas de PCR en
tiempo real, PCR digital o NGS y se recomienda utilizar el tumor primario o
metastasis hepaticas como ocurrié en nuestra serie (11). El panel debe incluir al
menos las mutaciones de KRAS exones 2, 3 and 4 (codones 12, 13, 59, 61, 117 y
146) y NRAS exones 2, 3 y 4 (codones 12, 13, 59, 61 y 117). En cuanto a la
distribucion de las alteraciones un 32% de pacientes no presentan alteraciones en
estos genes ni en BRAF, proporcion similar a la observada en distintos estudios.
La proporcion de mutacion de BRAF es del 6.36% similar a la reportada en
poblacién metastasica (98). Respecto a la mutacion de RAS supone un 61.46%;
la alteracion en el exdn 2 de KRAS es sin duda la mas prevalente: supone el
39.09% de la poblacion total y mas de la mitad de la poblacién mutada, también

similar a otras series reportadas en tejido solido.

En el caso de las alteraciones encontradas en plasma, a dia de hoy no hay una
recomendacion clara por parte de las guias espafiolas, europeas o americanas de
la técnica a emplear y las alteraciones a analizar. Los primeros estudios
planteados analizaron la mutacion de KRAS y BRAF usando técnicas de PCR
cuantitativa incluyendo soélo 7 alteraciones de KRAS (todas de codon 12 y 13)
(166). Los estudios mas recientes incluyen técnicas como el BEAMing de nuestro
estudio (167-170) o NGS (171) que incluyen el RAS extendido recomendado en la
biopsia sdélida y que ha sido analizado en nuestro estudio. En cuanto a la
distribucién de estas mutaciones en la muestra de este estudio, teniendo en
cuenta que no se realiza deteccion de BRAF es muy similar a la observada en
biopsia solida destacando de nuevo un 56.4% de la poblacion global con mutacion
en RAS extendido, principalmente en exén 2 y 3 de KRAS en mas de la mitad de
los casos. Esta frecuencia es ligeramente superior a los 4 estudios publicados
mas importantes publicados que analizan RAS extendido en plasma: 39% (167),
51.3% (170), 51% (168) y 45% (171).
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7.5 Concordancia entre la mutacion de RAS en tejido sdlido y

plasma

En este estudio se ha establecido la concordancia entre la determinacion de RAS
en tejido solido mediante PCR en tiempo real y plasma mediante BEAMing
observandose una concordancia global del 90%, con un indice kappa de 0.80, lo
que indica practicamente perfecta concordancia. La sensibilidad y especificidad es
del 91.8% y 87.8% respectivamente. Si desglosamos por KRAS y NRAS dicha
concordancia es del 91.8% y 96.3%, con un indice kappa de 0.84 para cada una,
lo que implica una excelente concordancia. Varios estudios previos y en paralelo a
este han analizado esta concordancia por estas dos técnicas con resultados
similares al nuestro. En el caso del estudio de Grasselli et al, la concordancia
entre ambas técnicas fue practicamente superponible (89.7%, kappa: 0.8) a la de
nuestro estudio analizandose en ese estudio también la concordancia entre
BEAMing de tejido tumoral y plasma (88.5%, kappa: 0.79). La sensibilidad y
especificidad en este estudio fue del 90% y 89% respectivamente, muy similar a lo
observado en nuestra cohorte (167) . De forma similar, en el estudio de Schmiegel
et al, también se evalué la concordancia entre PCR en tiempo real en tumor sdlido
y BEAMing en plasma, detectandose una concordancia global del 91.8% aunque
conviene destacar que en este estudio se habian incluido un 8% de pacientes sin
enfermedad metastasica. Al excluir estos pacientes, la concordancia global sube
hasta 92.8% (168). En el estudio de Vidal et al, la concordancia observada entre
BEAMing en plasma y PCR en tiempo real en tumor fue ligeramente superior
(93%, kappa: 0.84) a la de nuestro estudio (169). Un estudio retrospectivo a partir
de las muestras de plasma extraidas del estudio CAPRI-GOIM liderado por
Normanno et al ha analizado como en los 3 estudios previos la concordancia
entre plasma y tejido solido ofreciendo en este caso una concordancia global
claramente inferior a nuestro estudio y a los tres previamente mencionados
(78.3%), probablemente debido al menor numero de muestras con mutacion de
RAS con respecto al resto de estudios analizados (170). Otros estudios han
analizado de forma prospectiva la concordancia entre determinacion de RAS en
plasma y tejido sdélido con otras técnicas. En el caso del estudio de Thierry et al.

(166) se analiz6 la concordancia solo de 7 mutaciones puntuales de KRAS (todas
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del codoén 2) y de BRAF V600E empleando en este caso una PCR cuantitativa
(Intplex). La concordancia global de este estudio (96%) fue mas elevada respecto
a los previos, muy probablemente por analizarse menos mutaciones. La
sensibilidad fue del 93% y la sensibilidad del 98%. En el caso del estudio
prospectivo de Bachet et al. la técnica utilizada tanto en tejido sélido como en
plasma fue NGS (179). En este caso, la concordancia fue bastante menor
respecto a nuestro estudio y previos con BEAMing (85.2%; kappa: 0.71) con una
sensibilidad también menor del 76% y una especificidad del 98.2%. Al realizarse
NGS, en este estudio, se puede excluir aquellos pacientes en los que no se
detecta ctDNA en plasma. Al excluir estos pacientes, la concordancia aumenta

hasta 94.8% (kappa: 0.89) asi como la sensibilidad aumenta hasta 92.9%.

Respecto a los casos discordantes, en este estudio se han reportado 11 casos.
En los 6 casos en los que se ha detectado mutacion en plasma y no en tumor se
ha objetivado que eran casos en los que la MAF era baja (de 0.04% a 1.22%) y en
uno de los casos era un tumor con mutaciéon de BRAF en tejido solido. Este hecho
ha sido observado en otros estudios de concordancia. Asi, por ejemplo, en el
estudio de Vidal et al se observo una tendencia hacia niveles mas bajos de MAF
de RAS en plasma en los casos discordantes (media de 0.281% para
discordantes vs 2.317% para los concordantes). Asimismo, en el analisis por
pacientes todos tenian una MAF inferior a 1% salvo un paciente que era superior.
Otra apreciacion realizada en este estudio en los que habia esta discordancia es
que todos los pacientes en el momento de la extraccion de la muestra de sangre
ya habian sido resecados del tumor primario. En el estudio de Grasselli et al, los
casos discordantes por presencia de mutacion en plasma no observada en tejido
solido fueron analizados mas exhaustivamente que en nuestro estudio. Se
analizaron otras muestras del paciente de otra metastasis o extraida en tejido
soélido en otro momento y en el 55.5% de los casos, se detectd la misma mutacion
que en plasma lo que hace concluir a los autores el papel de la biopsia liquida en
cancer colorrectal para superar la limitacion de la heterogeneidad temporal y
especial. En el caso del estudio de Schmiegel et al también se profundizé mas
sobre estas discrepancias reanalizandose las muestras discordantes en tejido
sélido mediante BEAMing pudiéndose detectar gracias a esta técnica en uno de

tres pacientes analizados la mutacion que se observaba en plasma aunque en
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este caso la MAF en sangre era del 2.86%. En el caso de la NGS del estudio de
Bachet et al los casos discordantes parecian presentar de forma mas probable
metastasis metacronicas y carcinomatosis peritoneal y significativamente menor
probabilidad de tener metastasis hepatica. Respecto a la hipotesis generada en
nuestro estudio y en los de otros de que las muestras tumorales sin alteracion de
RAS en tejido solido pero si en plasma pueda ser debido a que la MAF fuera baja,
en este caso con NGS no se corrobord dicha hipotesis ya que la MAF media fue
de 20.3% para este grupo de muestras discordantes con un rango muy amplio

que llegaba hasta incluso el 80%.

Respecto a los casos discordantes en lo que respecta a mutacién presente en
tejido solido pero no en plasma, en este estudio fueron 5 casos: 3 KRAS codon 12
y 2 NRAS coddn 59 y 61. Sin embargo, no se ha podido explicar completamente
la negatividad de estos casos en plasma tal como sucede en alguno de los otros
estudios. En el estudio de Grasselli et al dicha discordancia fue observada en una
proporcion similar de casos (6 casos de 15 discordantes) y en este caso se
atribuyd estas discordancias a una menor carga tumoral en 2 pacientes, la
obtencion de la muestra en curso de quimioterapia en dos casos y en un caso
existia discordancia en la determinacién de DNA entre diferentes técnicas en
tumor solido. En el caso del estudio de Vidal et al s6lo se objetivaron dos casos
con esta discordancia. En el estudio de Schmiegel et al hay 4 casos con esta
discordancia y no se ha podido tampoco explicar estas diferencias. Aunque los
niveles de CEA parecian mas bajos en alguno de estos pacientes, no se ha
podido concluir que la concentracion de CEA esté relacionada con la posibilidad
de detectar una mutaciéon en plasma. En el estudio de Bachet et al. se han
reportado los datos de discordantes en cuanto a mutacion de RAS en tejido

tumoral pero no en plasma.

7.6 Supervivencia global de la poblacién de estudio global y

por mutacion de RAS segun tejido y plasma

La mediana de supervivencia global de la poblacion de estudio es de 28.4 meses
independientemente del estado de RAS, datos similares a los obtenidos en

estudios clinicos recientes de primera linea en cancer colorrectal (102, 231). Con
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respecto a la supervivencia global en base al estado de RAS la mediana de la
supervivencia global de pacientes RAS mutados por plasma y tejido muestra que
la presencia de la mutacion de RAS no es un factor prondstico ni en sangre ni en
tejido dado que, aunque hay una tendencia a una menor supervivencia en los
pacientes RAS mutados, estas diferencias no son estadisticamente significativas
en ningun caso. Esta observacion es congruente con estudios previos de RAS
como factor prondstico ya que no existen datos en la literatura suficientemente
solidos para considerarlo un factor prondstico (114-121). Asimismo, las
supervivencias reportadas para la poblacion RAS nativa y mutada en plasma y
tejido similar estan en la linea de diversos ensayos clinicos (91, 103). En el caso
de la mutacion de RAS en plasma, la tendencia es mayor a una peor
supervivencia pero no es estadisticamente significativa. En este caso, hay menos
evidencia disponible sobre el impacto de RAS en plasma pero hay estudios que
han mostrado que la mutacion de KRAS en plasma pudiera tener impacto en
supervivencia global de forma independiente (232). En otros estudios sin
embargo, no se ha podido demostrar como en el nuestro diferencias en
supervivencia global entre pacientes con mutacion de RAS en plasma (263) ni en

supervivencia libre de progresion (265).

7.7 Caracteristicas de la poblacion RAS mutada en plasma

seleccionada

En el caso de este estudio la poblacibn RAS mutada en sangre ha sido
seleccionada para intentar homogeneizar la muestra y eliminar posibles factores
que puedan interferir en el prondstico. Por ello, se han excluido muestras de
pacientes que habian sido sometidos a cirugia de enfermedad principalmente
hepatica dado que es conocido que la cirugia estas metastasis puede mejorar la
supervivencia global del cancer colorrectal metastasico. Asimismo, se han
excluido muestras de pacientes que recibieron terapia con anti-EGFR debido a
que dicha terapia no han mostrado beneficio en supervivencia en tumores con
mutacion de RAS segun un meta-analisis de diversos estudios (67). Incluso
algunos estudios han mostrado un efecto detrimental (66), tendencia observada
pero no confirmada estadisticamente en este meta-analisis. Las caracteristicas de

la poblacién seleccionada no difieren significativamente de la poblacién global
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RAS mutada de este estudio en cuanto a sexo, localizaciones metastasicas ni
localizacion del tumor primario. Asimismo, el tratamiento escogido (primera linea
FOLFOX y segunda FOLFIRI, mayoritariamente) esta también en linea con los
tratamientos realizados. La mayor parte de las muestras de plasma analizadas
(61.7%) son de pacientes previo a iniciar primera linea de tratamiento. La
frecuencia de muestras en pacientes previamente no tratados para cancer
colorrectal metastasico fue de 41%, 71% y 71% en los estudios de Grasselli, Vidal
y Schmiegel respectivamente, frecuencias similares sobretodo en el caso de las

dos ultimas a la de este estudio (167-169).

7.8 Distribucion de la MAF de RAS en la poblacion

seleccionada y correlacion con el momento de analisis

La mediana de la MAF de RAS de esta poblacién fue de 9.9% con un rango
desde 0.0014 a 52.4% siendo este mismo valor la mediana en primera linea.
Respecto a la distribucion de la MAF en la muestra en relacion a otros estudios
similares, destaca que se trata de una mediana de MAF de RAS superior a la del
estudio de Grasselli et al (2%) o a la del estudio de Vidal et al (1.8%) pero similar
a la del trabajo de Schmiegel et al (6.8%) (167-169). En este ultimo estudio (que
como se ha mencionado previamente, también incluia pacientes con tumores
localizados en los que la MAF es menor), se analiza la distribucién en tumores
con estadio IV recientemente diagnosticado. En este grupo, se objetiva una
mediana de MAF practicamente superponible a la de nuestro trabajo (9.63%) en
los diagnosticados recientemente como estadios IV. En nuestra poblacion de
primera linea so6lo 3 pacientes han sido incluidos tras recidiva de tumores
localizados por lo que los datos muestran cierta congruencia con los de este

estudio.

En este estudio, se ha observado una MAF de RAS inferior en segunda linea
respecto a la primera linea (1.8% vs 9.9%, respectivamente). Sin embargo, estas
diferencias no han sido estadisticamente significativas. Aunque en ninguno de los
estudios similares a éste se han comparado la MAF de RAS segun la linea de
tratamiento, si que hay un dato constante en todos ellos congruente con este

trabajo: la MAF de RAS en plasma es menor en aquellos pacientes que han sido
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tratados previamente. En el estudio de Vidal et al esta observacion si es
estadisticamente significativa (0.17% para los previamente tratados versus 4.17%
para los no tratados; p=0.0007). Estos datos son concordantes con estudios
previos en los que se ha demostrado que los niveles de ctDNA pueden
modificarse con el tratamiento de quimioterapia observandose por ejemplo, en un
estudio de Tie et al hasta una reduccion media de 5.7 veces respecto a los niveles
basales previo al segundo ciclo de quimioterapia (200). En la practica clinica
habitual, los pacientes cuando alcanzan la segunda linea de tratamiento suelen
presentar una menor carga tumoral como consecuencia de los tratamientos
recibidos por lo que podria justificarse la razén de esta MAF mas baja. No
obstante, en nuestro estudio no se ha podido observar correlacion entre la carga

tumoral y la MAF en segunda linea.

7.9 Correlacion de la MAF de RAS con la lateralidad del

tumor primario e impacto en pronaostico

En este estudio se observo una ligera mayor MAF en tumores de colon derecho
respecto a recto y colon izquierdo aunque dichas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (12.5% versus 8.3%). Este punto no ha sido
analizado previamente y no esta reportado en la bibliografia actualmente aunque
pudiera deberse a que los tumores de colon derecho suelen ser mas voluminosos

y tener mas enfermedad metastasica.

Por otra parte, en el analisis multivariante no se demostré6 tampoco impacto en
supervivencia global y libre de progresion al contrario que en estudios recientes.
Un meta-analisis reciente ha demostrado que los tumores que se originan en el
lado izquierdo del colon tienen una reduccién relativa del riesgo de muerte del
19% (233). De forma similar un meta-analisis de 6 estudios de primera y segunda
linea en tumores sin mutacién de RAS ha demostrado un peor prondstico en
términos de supervivencia global y libre de progresion para los tumores con origen
en el lado derecho del colon (234). Sin embargo, parece que bajo este concepto
de lateralidad subyace un conjunto de aspectos bioldgicos y genéticos mas
complejo que se estad estudiando. Esta discrepancia entre este estudio y las

publicaciones previas es debido a la pequefa muestra y a una diferencia
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importante de poblaciones: mientras en este estudio solo se incluyen tumores con
mutacion de RAS en los otros estudios mencionado o bien no se tiene en cuenta

el estado mutacional o bien sélo tumores sin mutacion en RAS.

7.10 Correlacion de la MAF de RAS con numero vy

localizacion de sitios de metastasis

En este estudio no se han detectado diferencias estadisticamente significativas
entre la mediana de MAF de RAS y el numero de localizaciones metastasicas
aunque se ha observado paradéjicamente una tendencia a una menor MAF
cuanto mas numero de localizaciones (14%, 9.4% y 0.2% respectivamente). Mas
interesante es la correlacion de la MAF con la localizacion metastasica. Destaca
sobretodo que la mediana de la MAF fue estadisticamente significativa menor en
pacientes con metastasis peritoneales con respecto a hepaticas, pulmonares o
ganglionares. Por otra parte, existe una mayor MAF en el caso de las metastasis
hepaticas (9.8%) y ganglionares (9.4%). Esta mediana de MAF menor en
pacientes con metastasis peritoneales y mayor en pacientes con metastasis
hepaticas ha sido corroborada en otros estudios como el de Vidal et al en el que
se ha objetivado una MAF mediana de 0.1% y 4.81%, respectivamente. En este
estudio destaca también una mediana de los valores de MAF de RAS menores en
pulmon, una tendencia también observada en nuestro estudio (3.5%). De forma
similar, en el estudio llevado a cabo por Bachet et al se demostré también que la
presencia de metastasis hepaticas parece predecir una mayor cantidad de ctDNA
por lo que una mayor MAF de RAS podria ir en linea con estos resultados

obtenidos en plasma mediante NGS.

7.11 Correlacién de la MAF de RAS con CEA y CA 199 e

impacto en prondstico

En este estudio no se ha detectado correlacion significativa entre la MAF de RAS
y los marcadores tumorales aunque parece que hay una tendencia a mayores
niveles de ambos marcadores tumorales con valores mayores de MAF. Esta
correlacion entre MAF y marcadores tumorales no ha sido evaluada previamente

por ninguno de los estudios previamente mencionados. Sin embargo, hay un
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estudio que ha objetivado de forma significativa que la presencia de una mutacion
de RAS en tejido estd mas relacionado con bajos niveles de CEA (235). En el
caso del CEA en el estudio de concordancia de Schmiegel et al lo que se analizo
es si la presencia del CEA predecia detectar una mutacién de RAS, algo que no
se pudo demostrar. Asimismo, tampoco se pudo demostrar correlacion entre CEA
y MAF de RAS. En el analisis multivariante, el CEA no ha mostrado impacto en
supervivencia global ni libre de progresion. Los marcadores tumorales no han sido
establecidos a dia de hoy como factor pronéstico en cancer colorrectal aunque
hay estudios recientes que muestran un peor prondstico en caso de valores de
CA 19.9 elevados (236).

7.12 Correlacion de la MAF de RAS con respuesta al

tratamiento

Uno de los datos mas interesantes de este estudio esta en relacion a la
correlacion de la MAF con la respuesta al tratamiento. Se ha observado que
aquellos pacientes con progresion como mejor respuesta al tratamiento presentan
significativamente una mediana de MAF en plasma al inicio del tratamiento
superior (29%) a aquellos que presentan estabilidad (4.9%) o respuesta (2.6%) lo
que indica que la MAF podria predecir en los pacientes la respuesta al
tratamiento. Hasta el momento, no se han propuesto marcadores predictivos en
sangre de respuesta al tratamiento. Por primera vez, este estudio indica que la
MAF de RAS en cancer colorrectal podria ser un biomarcador que potencialmente
podria identificar aquellos pacientes que se beneficien del tratamiento antes de
iniciarlo. Este hallazgo es similar a lo que se ha observado en cancer de pulmén
con mutacion de EGFR (237). Varios estudios han demostrado por otra parte que
la cantidad inicial o la disminucién con el tratamiento de EGFR en plasma o de su
mutacién de resistencia T790M podrian predecir la respuesta al tratamiento. De
forma similar, la reduccion del ctDNA con la inmunoterapia podria predecir la
respuesta al tratamiento (238). De forma antagoénica sin embargo, se ha
observado que el aumento de la MAF en melanoma BRAF mutado en la primera
semana puede predecir la respuesta a la inmunoterapia (197). Esto es debido
principalmente a que en melanoma BRAF mutado la destruccion del tumor

produce lisis tumoral con salida del ctDNA en plasma.
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El resto de estudios similares al nuestro, no han analizado la correlacion entre
respuesta y MAF aunque si se ha observado que los cambios en la MAF de RAS
estan ligados a la respuesta al tratamiento. Asi, en el estudio de Vidal et al se
analizé los cambios en la mutacion de RAS en 21 pacientes y se objetivd que
aquellos pacientes con una respuesta al tratamiento en la primera reevaluacion
radiolégica o una estabilidad radiolégica con respuesta clinica a las 8-12 semanas
presentaban una caida muy importante de la MAF de RAS (mediana de 100% y
99% respectivamente). Sin embargo, esta caida de la MAF de RAS era
significativamente menor en aquellos que presentaban progresiéon. Asimismo, en
aquellos pacientes con respuesta se observd un aumento de la MAF en el

momento de la progresion.
7.13 Correlacion de la MAF de RAS con prondstico

Sin duda, el hallazgo mas relevante e innovador de esta tesis es que la
estimacion de la MAF en RAS en biopsia liquida se correlaciona con el prondstico
en esta poblacion de cancer colorrectal metastasico. Este estudio aporta por
primera vez evidencia clara de que aquellos pacientes con niveles basales en
primera linea mas altos de MAF de RAS en ctDNA tienden a la progresion de
forma mas rapida y significativamente tienen una supervivencia global mas corta.
Esto se corrobora utilizando para ello diferentes puntos de corte de MAF: el corte
del 5.8% se ha calculado mediante una funcién estadistica que permite
determinar el corte de forma objetiva y la estimacién de su significacion
estadistica bajo la hipotesis que el corte elegido no predice la supervivencia. Los
cortes del 1 y 10% han sido tomados de acuerdo a estudios previos en los cuales
se ha analizado de forma exploratoria la MAF como predictor prondstico. En
cualquier caso, utilizando cualquiera de estos cortes, los resultados son similares:
en primera linea hay una tendencia a una supervivencia libre de progresion mas
larga y una significativa mayor supervivencia global en los pacientes con MAF de
RAS mas bajos. Parece, por tanto, que la MAF podria ser una variable continua
que se correlaciona de forma inversa con supervivencia: a mayor MAF, menor
supervivencia. En primera linea, se ha llevado a cabo un analisis multivariante con
otros probables factores pronosticos y se ha observado que la MAF de RAS es el

unico factor prondstico tanto para supervivencia libre de progresion y global. Con
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respecto a la segunda linea, parece que en este caso hay diferencias
estadisticamente significativas pese a que solo se tratan de 12 casos: los
pacientes con muestras de plasma con MAF de RAS mas elevados tienen una
supervivencia menor y progresan antes. En el caso de tercera linea, dichas
diferencias no se observan, probablemente porque la poblacibn sea poco

representativa (6 muestras).

La determinacion de mutaciones en plasma y su impacto en pronostico ha sido
estudiada en otros tumores. Asi, por ejemplo en cancer de pulmén con mutacién
de EGFR se ha observado justamente lo contrario en varios estudios: aquellos
pacientes con mayor cantidad de mutacion de EGFR presentaron una mejor
supervivencia libre de progresion y global aunque en este caso el tratamiento
empleado era inhibidores de EGFR por lo que tiene sentido esta observacion
(239, 240). Por contra, el grupo espanol de cancer de pulmén ha demostrado en
un estudio de 41 pacientes afectos de este tumor con mutacion de EGFR, mostro
que la fraccion mutante alélica de T790M (mutacién de resistencia) predice un
peor prondstico en cuanto a supervivencia global y libre de enfermedad (241). Sin
embargo, no hay constancia de estudios que analicen el impacto de la fraccion
mutante alélica de un gen en plasma en prondstico en otros tumores distintos al

colorrectal.

El impacto de la fraccion mutante alélica en tejido sélido ha sido estudiado
previamente en cancer colorrectal. Un estudio liderado por nuestro grupo no ha
podido demostrar un impacto en prondstico de la MAF de KRAS en tejido solido
(242). Por otra parte, el impacto de las determinaciones de biopsia liquida en
pronostico ha sido analizado en cancer colorrectal previamente. Asi, el estudio de
Grasselli et al sirvidé para generar una hipétesis de este estudio. En dicho estudio,
se analizd la supervivencia global de acuerdo a la mutacion de RAS
observandose que no habia diferencias estadisticamente significativas como en
nuestro estudio entre deteccién de RAS o no en plasma. Sin embargo, se observo
que habia una significativa menor supervivencia entre los pacientes con muestras
de MAF =21% con respecto a los que no presentaban RAS en plasma. De hecho,
la MAF 21% fue considerada un factor prondstico en el analisis multivariante de
este estudio. De forma similar, en el estudio de Vidal et al se analiz6 el impacto en

el punto de corte del 1% en una cohorte de 22 pacientes de caracteristicas
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heterogéneas y con un seguimiento de al menos 3 afios. En este caso, el impacto
fue significativo tanto en supervivencia global y libre de progresion: aquellos con
MAF =21% vivian menos y progresaban antes. En cualquier caso, en la literatura
hay reportados varios estudios en diferentes lineas que muestran que los niveles

altos de ctDNA pueden predecir la respuesta al tratamiento (163, 164).

Sin embargo, estos estudios tienen mas limitaciones que nuestro estudio; por un
lado son estudios al igual que el nuestro retrospectivos y con una muestra
pequefia. Sin embargo, nuestro estudio presenta una clara ventaja respecto a los
demas. La poblacion seleccionada es homogénea en cuanto a tratamientos
recibidos, esta dividida segun las lineas recibidas y solo se incluyen pacientes en
los que se ha determinado la MAF de RAS de forma basal y no durante el
tratamiento dado que el mismo puede cambiar los niveles de RAS en plasma. Por
otra parte, se tiene que tener en cuenta que este estudio se ha realizado s6lo en
pacientes con tumores de colon RAS mutados que reciben tratamiento de
quimioterapia, por lo que seria interesante realizar un analisis mas extenso a una
poblacion sin mutacidon de RAS y que se trate con terapias, por ejemplo, anti-
EGFR.
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8. Conclusiones

1. La determinacion de RAS en plasma puede ser analizada de forma
sensible y especifica mediante la técnica de BEAMing con una alta
concordancia (90%) con la PCR en tiempo real en tejido solido por lo que
podria ser utilizada en el estudio de esta mutacion en pacientes con cancer
colorrectal.

2. La fraccion mutante alélica de RAS no presenta correlacion significativa
con las principales variables clinicas tales como localizacién del tumor
primario, numero de localizaciones metastasicas o los valores de CEA y CA
19.9.

3. Por el contrario, se ha observado correlacion entre la fraccion mutante
alélica de RAS vy la localizacion de las metastasis siendo significativamente
menor en pacientes con metastasis peritoneales.

4. La fraccion mutante alélica de RAS en plasma basal puede predecir la
respuesta al tratamiento: es significativamente menor en los pacientes que
presentan una respuesta al tratamiento y los pacientes con fracciones
mutantes alélicas de RAS mas altas tienden a tener un menor intervalo
libre de progresion.

5. La fraccibn mutante alélica de RAS puede ser un factor prondstico en
términos de supervivencia global: es significativamente mayor en los
pacientes que presentan en plasma una menor fraccion mutante alélica de
RAS en primera y segunda linea de tratamiento. En primera linea, de

hecho, es un factor independiente respecto a otras variables prondsticas.
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Esta tesis doctoral es la consecuencia del trabajo realizado por parte de la unidad
de tumores gastrointestinales del Hospital Universitario Vall d’Hebron sobre
biopsia liquida. Como se ha comentado en la discusion de esta tesis, el trabajo
realizado por Grasselli et al, fue una de las mas relevantes publicaciones de este
grupo en el ambito de la biopsia liquida en cancer colorrectal. Ese trabajo ha
servido de generador de hipotesis para esta tesis doctoral que a su vez espera
servir de generador de hipotesis para futuros proyectos de investigacion y por qué

no, futuras tesis doctorales.

Respecto a las lineas de futuro mas inmediatas, se han compartido los datos
obtenidos del analisis de la fraccion mutante alélica en plasma con otros centros
internacionales para corroborar en una cohorte mas amplia la hipétesis principal
de nuestro estudio: la fraccion mutante alélica de RAS en los pacientes con
cancer colorrectal RAS mutado puede ser un factor prondstico. Asimismo, se ha
realizado un estudio en esta muestra sobre la carga tumoral segun el volumen de

enfermedad hepatica y la fraccion mutante alélica de RAS.

En lo que respecta a la validacion prospectiva de esta hipétesis, se tiene intencion
de elaborar un proyecto multicéntrico en pacientes diagnosticados de cancer

colorrectal en los proximos meses usando para ello la tecnologia de PCR digital.

Por ultimo, una de las lineas de investigacion que se abre a partir de esta tesis y
de las muestras que se han utilizado para el analisis, es la posibilidad de analizar
otros genes en sangre que pudieran tener impacto prondstico en los pacientes
con cancer colorrectal. Para ello, se procedera a realizar en las muestras de
plasma en las que haya suficiente cantidad a realizar secuenciacion masiva y a

correlacionar su impacto en prondéstico de forma similar a esta tesis doctoral.
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