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Resumen

Antecedentes: El cancer de via biliar (CVB) tiene un mal pronostico y el beneficio del
tratamiento con quimioterapia sistémica es modesto. En esta Tesis Doctoral se efectiia
un estudio gendmico de los CVB; se analiza la presencia de alteraciones moleculares
clinicamente relevantes (AGCR) y se definen las alteraciones moleculares en funcion de
la localizacién del tumor en el arbol biliar. También se examina el beneficio de la
participacion de pacientes con CVB en ensayos clinicos con o sin terapia dirigida (TM).

Métodos: Se analizé la muestra tumoral en bloques de parafina de 154 pacientes; 101
colangiocarcinomas intrahepaticos (CCIH), 28 colangiocarcinomas extrahepaticos
(CCEH) y 25 tumores de la vesicula biliar (VB). El analisis gendémico completo de las
mutaciones, amplificaciones y fusiones se llevd a cabo mediante la técnica de
Sequenom®, Amplicon-MiSeq, inmunohistoquimica, nCounter Nanostring® o
FoundationONE® segun disposicion de la técnica en nuestro centro en cada periodo de
tiempo. Se analizaron las AGCR en las distintas muestras tumorales. Asimismo, se
evalud el beneficio de la participacion en un ensayo clinico de pacientes con CVB,
mediante el calculo de la supervivencia global desde la fecha de progresion a la primera
linea de tratamiento (SP1°T) hasta el fallecimiento o el Gltimo seguimiento del paciente,
y el beneficio clinico definido como respuestas parciales o estabilizaciones de mas de 4
meses.

Resultados: Las caracteristicas de los pacientes fueron similares en los tres tipos
tumorales. Las AGCR que se describieron fueron diferentes segin la localizacion
tumoral. Los CCIH se caracterizaron por presentar fusiones de FGFR, mutaciones en
IDH1/2, mutaciones en ARIDIA y amplificacion de MET. Los CCEH y los tumores de
la VB presentaron amplificaciones en ERBB2. Los CCEH se caracterizaron por
presentar una alta frecuencia de mutaciones en KRAS. Se observo beneficio clinico en
pacientes que participaron en un ensayo clinico con TM (n = 19), con una respuesta
parcial y ocho estabilizaciones. La SP1°T fue de 6,17 meses en los pacientes que no
participaron en un ensayo clinico y de 14,1 meses en aquellos que participaron en un
ensayo clinico. La diferencia fue estadisticamente significativa, P = 0,003. No obstante,
la SP1°T fue de 12,8 meses en los pacientes incluidos en un ensayo con TM y de 14,1
meses en aquellos que participaron en un ensayo sin TM, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (P = 0,7).

Conclusiones: El analisis molecular realizado en este trabajo revela una gran variedad
de AGCR en las diferentes localizaciones de los tumores CVB. Algunas de estas
alteraciones moleculares se consideran potenciales dianas terapéuticas para farmacos en
fase de desarrollo clinico. En nuestra serie, los pacientes afectos de un CVB que
participaron en un ensayo clinico presentaron una SP1°T superior respecto a los que no
participaron en €l. Sin embargo, no se encontr6 aumento en SP1°T tras la participacion
en un ensayo clinico con TM, pero si beneficio clinico.



Abstract

Background: Biliary tract cancer (BTC) has a poor prognosis and treatment with
systemic chemotherapy provides a modest benefit. In the present Doctoral Thesis, it is
proposed whether genomic comprehensive profiling (GCP) of the BTC would reveal
clinically relevant genomic alterations (CRGA), which may be different depending on
the tumor location in the biliary tree. We also examined the benefits provided by
patient’s participation in a clinical trial (CT) with or without targeted therapy.

Methods: Tumor samples embedded in paraffin blocks from 154 patients were
analyzed; intrahepatic cholangiocarcinoma 101 cases, extrahepatic cholangiocarcinoma
28, and gallbladder 25. The complete genomic analysis of mutations, amplifications,
and fusions was performed using the Sequenom, Amplicon-MiSeq,
immunohistochemistry, Nanostring or FoundationONE technique. CRGA were
analyzed in the different tumor samples. Likewise, we assessed the benefit of
participation in CT of patients with BTC by survival from the date of progression to the
first-line of treatment (OS1°T) until death or the last follow-up and with clinical benefit
defined as partial responses or stabilizations more than 4 months.

Results: The characteristics of the patients were similar in the three tumor types. We
observed different CRGA according to the site of tumor. CRGA in intrahepatic
cholangiocarcinoma were characterized by FGFR fusions, IDH1/2 mutations, ARIDI1A
mutations, and MET amplification. CRGA in extrahepatic cholangiocarcinoma and
gallbladder presented amplifications in ERBB2. Also, extrahepatic cholangiocarcinoma
was further characterized by a high frequency KRAS mutation. Clinical benefit was
observed with TM (n = 19), one partial response and eight stabilizations. OS1°T was
6,17 months in patients who did not participate in a CT and 14.1 months in the group of
patients who did participate in a CT. The difference was statistically significant, P =
0,003. However, SP1°T was 12,8 months in patients who participated in a CT with TM
and 14,1 months in the group of patients who participated in a CT without TM. No
statistically significant differences were observed (P = 0,7).

Conclusions: A high frequency of CRGA in different types of BTC was detected by
GCP. Some of these molecular alterations may be potential therapeutic targets for the
development of new drugs in CT. In our series, patients with a BTC who participated in
a CT presented a higher OS1°T compared to those who did not participate in a CT.
Although there was no statistically significant increase in OSI°T according to the
participation in a CT with TM, clinical benefits were observed.
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1. Cancer de vias biliares: generalidades

El céncer de via biliar (CVB) es una neoplasia de células epiteliales originada en el
arbol biliar. En funcion de la localizacion anatomica se divide en cuatro tipos:
colangiocarcinoma intrahepatico (CCIH), colangiocarcinoma hiliar (CCH),
colangiocarcinoma extrahepatico (CCEH) y tumores de la vesicula biliar (VB) (figura
1). Generalmente CCEH y CCH se analizan conjuntamente como una misma
localizacion. Mientras que anatdémicamente estos tumores estan relacionados y cursan
con patrones metastdsicos semejantes, cada uno de ellos tiene una presentacion clinica

diferente, asi como una patologia molecular propia.

Vias biliares intrahepéticas

Higadod— ' Higado
Vesicul —————FPancreas
biliar P |

| 2 ol |
\

Intestino 1

) delgado

Conducio hepatico

Intestino deigado

Figura 1. Distribucion anatomica de CVB

El CVB representa un problema de salud importante. Las tasas de incidencia de CVB
son heterogéneas a nivel mundial, las tasas mas altas han sido descritas en el sudeste
asiatico y las mas bajas en Australia. En el sudeste asidtico, la incidencia anual oscila
entre 0,1/100,000 y 71,3/100,000 habitantes. En Europa, las tasas de incidencia varian
entre 0,4/100,000 y 1,8/100,000 habitantes, y en los Estados Unidos entre 0,6/100,000 y
1,0/100,000 habitantes."

La incidencia aumenta con la edad, presentando la mayoria de los pacientes
edades comprendidas entre los 50-70 afios, con un pico en la octava década de la vida.
Sin embargo, los pacientes con colangitis esclerosante primaria y aquellos con quistes
de colédoco tienden a desarrollar tumores biliares en edades mas tempranas (entre los
30-50 anos). En relacion con el sexo, es ligeramente mas frecuente en los varones que
en las mujeres.’

En los pacientes con CVB, la tasa de supervivencia a los 5 afios es inferior al
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5%.> Estas cifras tan bajas de supervivencia podrian estar relacionadas con tres
circunstancias. En primer lugar, el diagnoéstico de CVB en estadios tempranos de la
enfermedad (tumores localizados potencialmente suceptibles de tratamiento quirrgico)
solo se establece en un 20% de los pacientes, y tampoco existen programas de cribado
que permiten un diagnotico precoz. En segundo lugar, hay que considerar la agresividad
del tumor. En tercer lugar, la falta de tratamientos oncoldgicamente activos.

En mas de la mitad de los pacientes con CVB, el diagnostico se establece en
estadios avanzados, siendo la supervivencia media de 8 a 11 meses, a pesar de haber
recibido tratamiento con quimioterapia.”* Asimismo, las expectativas futuras para la
década del 2020-2030 son desalentadoras. Segun un articulo de Rahib y cols.’ publicado
en 2014 en la revista Cancer Research, la prevision para la proxima década en los
Estados Unidos es que los tumores de higado sean la tercera causa de muerte por cancer,
superando a tumores con una alta prevalencia, como el cancer de mama, de prostata o
de colon (figura 2). Frente a la alarma de dichas previsiones los autores insisten en la
necesidad de invertir en la investigacion para la deteccion precoz de esta enfermedad, y
en la profundizacion del conocimiento de la biologia del CVB, con el objetivo de
encontrar nuevas terapias moleculares que puedan ser ensayadas en estudios clinicos y

mejorar las opciones terapéuticas para luchar contra esta enfermedad.

B
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e g - ,
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*C'L - — - = = \ N
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2010 2020 2030
Ao
—a— Mama —m— Colonyrecto

Vejiga —#— Leucemia

Higado y via biliar intrahepatica ~___ Pancreas

Préstata Pulmén y bronquios

Figura 2. Curvas de estimacion de la mortalidad por cancer para el ailo 2020-2030 en los Estados Unidos
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1.1 Etiologia y factores de riesgo

En la clasificacion actual de los CVB se distinguen los colangiocarcinomas (CC) que
son tumores derivados del epitelio de los conductos biliares intrahepaticos,
extrahepaticos e hiliares, y los tumores de la VB. Los CC y los cénceres de la VB
deberian ser considerados entidades independientes dadas sus diferencias relativas a la

etiologia, epidemiologia y biologia.

» Colangiocarcinoma

El término CC hace referencia a los tumores malignos originados del epitelio de los
conductos biliares. Dependiendo de su localizaciéon anatomica, los CC se dividen en
intrahepaticos (5-15%), hiliares o perihiliares (60-70%) y extrahepaticos o distales
(25%).° Los CCIH se originan en los pequefios conductos biliares (también
denominados CC periféricos) o en los grandes conductos intrahepaticos proximales a la
bifurcacion de los conductos hepaticos derecho e izquierdo, y habitualmente se
presentan como masas hepaticas. Los tumores hiliares se originan en la confluencia de
los conductos hepaticos derecho e izquierdo, y también son conocidos como tumores de
Klatskin. Estos tumores se clasifican de acuerdo con el patron de afectacion de los

conductos hepaticos en cuatro grupos (clasificacion de Bismuth) (figura 3):

— Tipo I: tumores por debajo de la bifurcacion de los conductos hepaticos derecho e

izquierdo.
— Tipo II: tumores que afectan a la confluencia de los conductos hepaticos.

— Tipo III: tumores que producen obstruccion del conducto hepéatico comun y de uno de

los dos conductos hepaticos, el derecho (IIIA) o el izquierdo (I1IB).

— Tipo IV: tumores multicéntrico, que afectan a la confluencia de los conductos

hepaticos o a ambos (derecho e izquierdo).

Los CCEH son aquellos que afectan a la via biliar distal a la union de los conductos
hepaticos derecho e izquierdo, es decir, al conducto hepatico comun y al colédoco (que

se forma de su union con el conducto cistico).’

14
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Figura 3. Clasificacion Bismuth

En la mayoria de los casos los CC son esporadicos, sin relacion con ninga causa

desencadenante. Sin embargo, se han descrito varios factores asociados con un

8
incremento de su incidencia. En los Estados Unidos y en Europa, los principales
factores de riesgo identificados son la colangitis esclerosante primaria y los quistes de

colédoco.

- Colangitis esclerosante primaria. Se trata de una enfermedad autoinmune en la que se
produce una inflamacion cronica de la via biliar, con fibrosis y estenosis de los
conductos biliares intra y extrahepaticos.® Alrededor de un 30% de los CC son
diagnosticados en pacientes con esta enfermedad, y el riesgo absoluto estimado de
desarrollar un CC en esta poblacién es del 9% a los 10 afios.”'® En estos pacientes el
tumor aparece en edades mas tempranas que en la poblacion general (habitualmente
entre los 30-50 afos), y su diagndstico se realiza durante los primeros 2 afios de
evolucion. Varios estudios han sugerido la existencia de una relacion entre el desarrollo

de un CC en estos pacientes y el consumo de tabaco o alcohol.'*"

- Enfermedad poliquistica hepatica. Se han descrito varias enfermedades congénitas de
la via biliar (enfermedad de Caroli, fibrosis hepatica congénita, quistes de colédoco) que
tienen un riesgo de entre un 10-20% de degeneracién tumoral en los pacientes no
tratados, con una edad media al diagndstico de 34 afios.'”® Aunque en estas
enfermedades se desconocen los mecanismos de degeneracion tumoral, es probable que

la estasis de la bilis junto con el reflujo pancreético den lugar a una inflamacioén crénica

14
de los conductos biliares afectos.

- Infeccion por parasitos. La infeccion parasitaria de las vias biliares por Clonorchis

sinensis y Opisthorchis viverrini'> que afecta a 17 millones de personas en todo el
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mundo, especialmente en China y en el sudeste asiatico, esta asociada con el desarrollo
de neoplasias de los conductos biliares intrahepaticos. La incidencia de CC en estos
paises de 87/10.000 habitantes es la mas alta a nivel mundial. La via de contagio es la
ingesta de pescados poco cocinados, quedando los parasitos adultos acantonados en la
via biliar y produciendo un estado de inflamacidn cronica que favorece la aparicion del

CC.

- Colelitiasis y hepatolitiasis. En la colelitiasis se produce una descamacion del epitelio
biliar, induciendo inflamacion crénica con desarrollo de hiperplasia adenomatosa y
fibrosis periductal, promoviendo eventualmente la transformacion maligna del epitelio
biliar.'” En Taiwén, entre un 50% y un 70% de los pacientes intervenidos por CC

presentan hepatolitiasis.'®

- Infecciones virales. Varios estudios han sugerido un incremento del riesgo de CC en
pacientes con cirrosis hepatica por virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis B o con

. ., . . . . 1
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana.'

- Exposicion a toxicos. Se han descrito carcindgenos que favorecen el desarrollo de CC,
tales como el disolvente organico 1,2-dicoloropropano (1,2-DCP),”® habiendo menos
evidencia respecto a otras sustancias ambientales como radionuclidos naturales, radon,

nitrosaminas, dioxina, asbestos o tabaco.

- Sindrome de Lynch y papilomatosis biliar. Estas dos enfermedades hereditarias se han
asociado con un mayor riesgo de desarrollar un CC. La papilomatosis biliar se
caracteriza por la presencia de multiples polipos adenomatosos en el interior de los
conductos biliares. Debe considerarse una enfermedad premaligna, dada la alta tasa de

degeneracion neoplasica (hasta un 83% en algunos estudios).”’

- Enfermedad cromica hepatica. La cirrosis hepatica de cualquier etiologia se ha
asociado con un incremento notable del riesgo de desarrollar un CC (de hasta 10 veces

1 : 22
mas en algunos estudios).

» Carcinoma de la vesicula biliar (VB)

El tumor de la VB es la neoplasia mas frecuente de las vias biliares y la quinta neoplasia

mas comun del tubo digestivo después del estomago, colon, recto y esdfago.
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Se han descrito distintos factores etioldgicos de los tumores de la VB, tales como:

- Colelitiasis. La colelitiasis es una de las causas principales de los tumores de la VB,
estando presente en un 70-90% de los pacientes con cancer de VB.? Sin embargo, la
incidencia de cancer en los pacientes con colelitiasis es baja, del 0,3% al 5%. Se ha
descrito un aumento del riesgo en relacion con el tamafo de los calculos (el riesgo es 10
veces superior con calculos mayores de 3 cm) y a la duracion de la colelitiasis
(principalmente en pacientes con litiasis de mas de 40 afios de evolucion). La
denominada “vesicula en porcelana” caracterizada por la calcificacion intramural de la
pared vesicular, es una manifestacion infrecuente de la colecistitis cronica. Se asocia
con colelitiasis en mas del 95% de los casos, y, por lo tanto, con un incremento del
riesgo de cancer de VB, con una incidencia en las diferentes series entre el 12,5% y el

60%.>

- Infecciones cronicas. En lugares endémicos, alrededor de un 14% de los pacientes con
infeccion aguda por Salmonella typhi se convierten en portadores cronicos de la
infeccion, especialmente aquellos con colelitiasis, siendo un cofactor potencial para la
colangiocarcinogénesis. Varios estudios han establecido una relacion entre la infeccion
crénica y un incremento del riesgo de cancer.”* También se ha establecido una relacion

entre el cancer de VB y la colonizacién del epitelio biliar por Helicobacter bilis.*

- Quistes biliares. Los quistes de la via biliar son dilataciones de los conductos biliares,
y pueden ser Unicos o multiples, congénitos o adquiridos. Aproximadamente un 70% de
los pacientes con quistes biliares presentan diversas alteraciones estructurales, las cuales

. C . . 26.2
se han asociado con un aumento de la incidencia de VB. 267

- Farmacos y exposicion a toxicos. Se ha sugerido una implicacion de ciertos farmacos
en el proceso de carcinogénesis biliar, como la metildopa, la isoniazida, los
anticonceptivos orales, exposiciones prolongadas en trabajadores de las industrias del
aceite, papel, zapatos, fibras de acetato de celulosa y textil, y en los mineros expuestos a
radon. En 1976, se describio el papel carcinogénico de las aflatoxinas, y su papel en la
carcinogénesis de la VB ha sido evaluado recientemente.*®

- Diabetes. Se ha sugerido una asociacion entre la diabetes y el cancer de la VB.?
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1.2 Presentacion clinica y diagnostico

El sintoma mas frecuente de los CVB es la ictericia obstructiva (70-90% de los casos),

que puede ir precedida de prurito hasta en un 66% de los pacientes, asocidndose

asimismo con coluria y acolia. Otros sintomas frecuentes son la pérdida de peso (hasta

en un 50% de los casos) y el dolor abdominal (30-50% de los casos).” Los pacientes con

colangitis esclerosante primaria y CC suelen experimentar un deterioro clinico

importante y una elevacion de las enzimas de colestasis.

La triada colestasis, dolor abdominal y pérdida de peso es sugestiva de proceso

neoplasico, tanto a nivel hepatobiliar como pancreatico. Frente a esta sospecha clinica

hay que realizar las siguientes exploraciones:

o

o

O

Exploracion fisica. Generalmente suele ser inespecifica. No obstante, en casos

de enfermedad avanzada se observa un sindrome toxico, ictericia, y

hepatomegalia en un 40% de los casos.

Analisis de sangre. Los resultados de los andlisis generales son irrelevantes,

aunque puede destacar un patron de colestasis. Inicialmente, los valores de

transaminasas pueden ser normales.

Marcadores tumorales. E1 CA 19.9 es el marcador mas ttil en el diagnéstico del

CVB, con una sensibilidad del 67-79% y una especificidad del 98-99%. El CEA

también puede ser de ayuda, con una sensibilidad del 68% y una especificidad
del 82%.%**! En pacientes con colestasis y colangitis, los valores de CA 19.9
pueden estar aumentados, dando falsos positivos para el diagnostico de CVB. En
la colangitis esclerosante primaria, la sensibilidad y especificidad del CA 19.9
(concentracion sérica > 120 U/mL) es del 79% y 98%, respectivarnente.32’33 L

determinacion conjunta de CEA y CA 19.9 (cifras de CEA > 5,2 ng/dL y de CA

a

19.9 > 189 U/mL) alcanza una sensibilidad diagnodstica del 100% con una
especificidad del 78%.** Los valores de CA 19.9 pueden ser ftiles en el
seguimiento de los pacientes con elevaciones iniciales de este marcador (un
descenso del 25-30% es indicatvo de respuesta al tratamiento de quimioterapia),
y su elevacion también puede ser util como marcador precoz de recidiva de la

enfermedad tras una cirugia radical.
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o

O

o

Ecografia abdominal. Debe ser la primera técnica diagnostica utilizada para

confirmar la dilatacion de la via biliar, localizar el punto de la obstrucciéon y
excluir la presencia de calculos vesiculares. Tiene una sensibilidad para el
diagnostico de obstruccion de la via biliar y para su localizacion del 89 y 94%

respectivamente.*°

Tomografia computarizada (TC) abdominal. Es una prueba de obligada

realizacion ante la sospecha de un CVB. Es mas sensible en el diagndstico de
CCIH, ya que se observan lesiones hipodensas en la fase venosa portal, e

hiperatenuadas en fases tardias. Presenta ciertas limitaciones a la hora de

37
establecer la extension local del tumor y su resecabilidad. Sin embargo, los
avances técnicos, como la tecnologia multifdsica, mejoran sustancialmente la
precision de la TC para detectar la afectacion de afectacion arterial y de la vena

38,39
porta.”™

Colangiorresonancia magnética. Se trata de una técnica no invasiva, Util en la

evaluacion de la via biliar intra y extrahepatica, asi como del conducto
pancredatico. Es la técnica de eleccion para el CC perihiliar. Su precision en la
evaluacion de la extension local y la resecabilidad es de hasta 95%, y es
comparable a la colangiopancreatografia retrograda endoscopica.***  Sin
embargo, su precision en la evaluacion de la afectacion vascular y la invasion
del parénquima hepatico es de solo del 67-73% 'y del 75-80%,

. 43
respectivamente.

Colangiopancreatografia retrograda endoscoOpica. Esta técnica consiste en la

inyeccion de un contraste radiologico en el interior de los conductos biliares,
bien por via endoscopica o mediante un abordaje percutaneo (colangiografia
transhepatica percutanea), ofreciendo posibilidades tanto diagnosticas como
terapéuticas. En relacion con su utilidad en el diagndstico histologico, permite
obtener muestras de liquido biliar o mediante cepillado del arbol biliar para
estudio citoldégico. La citologia del liquido biliar s6lo es positiva para
malignidad en el 30% de todos los CC. El estudio de marcadores tumorales (CA

19.9) junto con el cepillado biliar aumenta de manera importante la precision
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diagnostica, alcanzando una sensibilidad y especificidad del 88% y 97%,
respectivamente. Respecto a su utilidad terapéutica, permite la colocacion de
endoprotesis para el drenaje de la via biliar, reduciendo el riesgo de infeccion y

colangitis, y permitiendo la normalizacién de la funcién hepatica.*

o Ecografia endoscopica. Tiene su indicacion fundamental en el estudio

diagnostico de los tumores distales de la via biliar, permitiendo definir la
extension local y la afectacion ganglionar, asi como la toma de biopsias con
aguja fina del tumor y de los ganglios linfaticos sospechosos, aportando mayor
sensibilidad y con menor contaminacion de la via biliar que la
colangiopancratografia retrégrada endoscopica. Por otra parte, la ecografia
endoscopica es mas sensible y precisa que la ecografia abdominal, la TC y la

arteriografia para el diagnostico del tumor y de la afectacion vascular portal.

o Biopsia. La necesidad de obtener un diagnostico anatomopatologico previo a la
cirugia depende de la situacion clinica del paciente con sospecha de CVB. La
confirmacion histoldgica es necesaria en pacientes con estenosis no filiada de la
via biliar (p. €j. en caso de antecedentes de cirugia de la via biliar, célculos
biliares o colangitis esclerosante primaria) y en sujetos que no son candidatos a

reseccion quirdrgica y deban ser tratados con un tratamiento oncolégico activo.

o Tomografia por emisidon de positrones (PET). Esta exploracion no se realiza de

rutina en el estudio de extension del CVB, reservandose para los casos en que
existen dudas de posibles lesiones metastasicas en pacientes con un resecables.
La sensibilidad y especificidad del PET para el CC perihiliar es solo del 69% y
del 67% respectivamente, y para la deteccion de metdstasis en los ganglios
linfaticos regionales su sensibilidad es del 13-38%. El papel del PET es atin mas
limitado debido a los resultados falsos positivos en el contexto de la inflamacion
y los resultados falsos negativos debido a la alta reaccion desmopléasica que

46,47
presentan estos tumores.

A pesar del alto rendimiento diagnostico con las nuevas técnicas de imagen, en
muchos casos la resecabilidad tumoral Unicamente se puede determinar mediante un

abordaje quirargico. En estos casos, la laparoscopia es util para identificar la mayoria de
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los CC hiliares y distales irresecables, reduciendo el nuimero de laparotomias
innecesarias. Sin embargo, en algunos casos es preciso efectuar una laparotomia para

evaluar la posibilidad de reseccion tumoral.

En las figuras 4 y 5 se detalle el algoritmo diagnostico del CCIH, CCH y CCEH,
en funcion del sintoma o lesion sospechosa identificada en las diferentes exploraciones.

En el caso del CCIH, lo mas habitual es una masa intrahepéatica y en el CCH o CCEH el

r r .y . , J . 4
sintoma mas frecuente es una obstruccion maligna de la via biliar distal.*®
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1.3 Estadificacion
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Para la estadificacion de los CC se utiliza el sistema de clasificacion TNM, que es
>

discretamente diferentéoz para los CCIH (similar al de hepatocarcinoma) (tabla 1),

perihiliares o distales (t@)la 2).

10SN

La estadificacién del cafcinoma de VB segun clasificacion TNM se muestra en la tabla

349
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Tabla 1. Clasificacién TNM de los CCIH*

Tumor primario (T)

Tx: No puede evaluarse el tumor primario

TO: No evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (tumor intraductal)

T1la: Tumor solitario <5cm sin invasion vascular

T1b: Tumor solitario >5cm sin invasion vascular

T2: Tumor solitario con invasion vascular o multiples tumores
con o sin invasion vascular

T3: Tumor que perfora peritoneo visceral o con invasion de una
rama principal de la vena porta o de las venas hepaticas

T4: El tumor invade 6rganos adyacentes distintos de la vesicula
biliar o perfora el peritoneo visceral

Ganglios linfaticos regionales (N)

Nx: No pueden evaluarse los ganglios linfaticos regionales
NO: No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales
N1: Metastasis en los ganglios linfaticos regionales

Metastasis a distancia (M)
MO: No hay metastasis a distancia
M1: Metastasis a distancia

Tabla 2. Clasificacion TNM de los CCEH*

Tumor primario (T)

Tx: No puede evaluarse el tumor primario

TO: No evidencia de tumor primario

T1: Tumor limitado al conducto biliar con profundidad <5Smm.
T2: El tumor invade mas alla de la pared del conducto biliar,
circundante al tejido adiposo entre 5-12mm.

T3: El tumor invadela pared del conducto >12mm.

T4: El tumor invade cualquiera de las siguientes estructuras:
arteria hepatica comun, tronco celiaco, arteria mesentérica
superior u otras estructuras adyacentes, como el colon,
estomago, duodeno, pared abdominal

Ganglios regionales (N)

Nx: No pueden evaluarse los ganglios linfaticos regionales
NO: No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales
N1: Metastasis en 1- 3 ganglios linfaticos

N2: Metastasis en >4 ganglios linfaticos.

Metastasis a distancia (M)
MO: No hay metastasis a distancia
M1: Metastasis a distancia

Estadio | 0 Tis NO Mo
Estadio | Ia Tla NO Mo
Estadio | Ib T1b NO MO
Estadio | II T2 NO MO
Estadio | IIIA | T3 NO MO
Estadio | IIIB | T1-3 N1 MO
Estadio | IVA | T4 NO-N1 MO
Estadio | IVB | Cualquiera T | N2 Mo
Cualquiera T | Cualquier N | M1

Estadio | 0 Tis NO MO
Estadio | I T1 NO MO
Estadio | ITA | T1/2 N1-No MO
Estadio | IIB | T2/3 N1 MO
Estadio | IIIA | T1-3 N2 MO
Estadio | IIIB | T4 NO-2 MO
Estadio | IVB | Cualquiera T | Cualquier N M1
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Tabla 3. Clasificacién TNM del cancer de VB¥

Tumor primario (T)

Tx: No puede evaluarse el tumor primario LigfEntis | 1 e I bl
TO: No evidencia de tumor primario Estadio | I T1 NO MO
Tis: Carcinoma in situ Estadio | 1IA | T2a NO Mo
T1: El tumor 1pvade la lar’nn}a propia o capa muscular Estadio | TIB | T2b N0 MO
Tla: El tumor invade la lamina propia .

T1b: El tumor invade la capa muscular e | L | U WY b
T2a: El tumor invade el tejido conectivo perimuscular, Estadio | IIIB | T1-3 N1 Mo
localizado peritoneo. Estadio | IVA | T4 NO-1 Mo
T2b: El tumor localizado en area hepatica. Estadio | IVB | Cualquiera T | N2 MO
T3: El tumor perfora la serosa (peritoneo visceral) o invade Cualquiera T | NO-2 M1

directamente el higado u otras estructuras adyacentes:
estomago, duodeno, colon o pancreas, omento o conductos
biliares extrahepaticos

T4: El tumor invade el sistema venoso portal principal o la
arteria hepatica, o invade multiples 6rganos o estructuras
extrahepaticos

Ganglios linfaticos regionales (N)

Nx: No pueden evaluarse los ganglios linfaticos regionales

NO: No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales

N1: Metastasis en los ganglios linfaticos regionales, conducto
cistico, arteria hepatica y vena porta

N2: Metastasis en los ganglios linfaticos (periaorticos, pericava,
arteria mesentérica superior y celiacos)

Metastasis a distancia (M)
MO: No hay metastasis a distancia
M1: Metastasis a distancia

1.4 Anatomia patolégica

En més de un 90% de los casos, los CC son adenocarcinomas, correspondiendo el resto
a carcinomas escamosos, sarcomas, tumores de células pequefias y linfomas. Los
adenocarcinomas se pueden dividir en tumores bien diferenciados, moderadamente

diferenciados o pobremente diferenciados.

Se distinguen tres tipos histologicos: esclerosante, anular y papilar. Los tumores
esclerosantes se caracterizan por la presencia de una intensa reaccion desmoplasica, con
extensas areas de fibrosis que dan lugar a un engrosamiento difuso de los conductos
biliares, lo que dificulta el diagndstico histologico preoperatorio. Estos tumores

muestran gran tendencia a la invasion precoz de la pared de los conductos biliares, lo

50
que implica bajas tasas de resecabilidad y curacion. Es el tipo mas frecuente de CC.
Los adenocarcinomas nodulares se presentan como lesiones anulares constrictivas de la

via biliar, habitualmente de localizacioén intrahepatica, altamente invasivos y se suelen
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diagnosticar en estadios avanzados de la enfermedad. Por ultimo, los tumores papilares
son los menos frecuentes. Habitualmente se presentan como masas polipoides en el
interior de los conductos, afectando con frecuencia al conducto hepatico comun,
causando obstruccion al flujo biliar en fases iniciales de la enfermedad, por lo que son
los que presentan las tasas de resecabilidad y de curacion mas elevadas.

Respecto la anatomia patologica de los tumores de la VB, el tipo histologico mas
frecuente es el adenocarcinoma, aunque también se han descrito tumores de células
pequeiias, carcinomas escamosos, adenoescamosos, linfomas 'y sarcomas.
Morfoldgicamente los tumores pueden ser infiltrantes, nodulares, papilares o una
combinacion de los tres tipos, siendo los papilares los que tienen un mejor

ot 1,52
pronos‘[lco.5 o

1.4.1 Biologia tumoral y lesiones premalignas

Para determinar las alteraciones moleculares de los tumores de las vias biliares es
necesario conocer el mecanismo patogénico del desarrollo del CVB. Los CC vy los
tumores de la VB son el resultado de la transformacion maligna del epitelio biliar, que
se produce tipicamente en el contexto de una inflamacion cronica, aunque su desarrollo
es diferente.

Se han descrito una serie de alteraciones moleculares que afectan tanto a
oncogenes (KRAS, C-MYC, ¢-NEU, C-ERBB2 y C-MET) como a genes supresores de
tumores (sobreexpresion de p53), la presencia de las cuales se ha asociado a un fenotipo
tumoral mas agresivo.”> Ademas, se han descrito mutaciones puntuales en algunos
genes promotores (como el pl/6INK4a) que contribuyen al inicio y desarrollo tumoral en
pacientes con colangitis esclerosante primaria.”> Por otra parte, se han observado
algunas alteraciones cromosémicas en los CCIH que son comunes con el

hepatocarcinoma (figura 6).>*
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Figura 6. Cambios moleculares y genéticos que ocurren durante la patogénesis de CVB. BiIN: biliary intraepithelial
neoplasm; CIS: carcinoma in situ; COX2: cyclooxygenasas 2; FHT: fragile histidine triad; iNOS: inducible nitric
oxide synthase; IPNB: intraepitelial papillary neoplasm of the bile duct.*®

» Lesiones premalignas

El CC generalmente se desarrolla a partir de dos tipos distintos de lesiones
precursoras, neoplasia intraepitelial biliar (BilIN) y neoplasia papilar intraductal de la
via biliar (NPIVB).”* Desde una perspectiva molecular e histologica, estas lesiones son
muy similares a la neoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN) y la neoplasia mucinosa
papilar intraductal (NmPI), dos precursores del adenocarcinoma pancreatico.”° Dado
que el CC rara vez se detectar en el desarrollo inicial, la evidencia sobre los mecanismos
patogénicos es limitada. Por ello, los datos obtenidos de estudios de adenocarcinoma
pancreatico han sido utilizados para generar modelos de trabajo de CVB.”’

La lesion precursora mas frecuente, BilIN, es una proliferacion papilar
microscopica de epitelios biliares atipicos que afecta exclusivamente a los conductos
biliares grandes, generalmente originando un CCEH.”® Histologicamente, la BilIN se
clasifica de I a III en base a la atipia celular y la pérdida de polaridad, al igual que las
lesiones de PanIN.” Las etapas iniciales del desarrollo de BilIN a menudo ocurren en el
contexto de un estado de inflamacion crénica, en el cual las citoquinas inflamatorias
estimulan la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (ONSi) y la ciclooxigenasa-2
(COX2)°*®! estimulando el crecimiento celular al sintetizar prostaglandina E2.* A
medida que la lesion progresa de BilIN1 a BilIN3, se presentan anormalidades genéticas

y moleculares adicionales. En general, se observa una mayor expresion de la proteina
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del nucleo de mucina 5SAC (MUCSAC), p21CDKN2A y S100p durante esta
progresion.” Asimismo, el supresor tumoral pl6INK4A estd marcadamente disminuido
en casos de BilIN avanzado y de CC.%**%° La otra clase de precursor del CC es la
NPID. Se origina preferentemente en los conductos biliares intrahepaticos,
caracterizandose por un crecimiento papilar macroscopico de epitelios biliares que es
compatible con niicleos de tejido fibrovascular.*®’

En el proceso de carcinogénesis de la neoplasia de la VB®, el epitelio normal
se transforma secuencialmente en epitelio metaplasico o menos frecuentemente en
epitelio hiperplasico, seguido de neoplasia displasica/intraepitelial y carcinoma in situ,
previs a la eventual aparicion de una neoplasia maligna invasiva. Al igual que el CC, el
desarrollo de tumores de la VB generalmente est4 precedido por inflamacion cronica.®’
Las citoquinas inflamatorias son las causantes de la sobreexpresion de COX2 y de la
inhibicion epigenética de los genes supresores de tumores. Las mutaciones de 7P53 y el

1
7071 Estos

ADN mitocondrial también se observan comunmente en esta etapa temprana.
cambios moleculares impulsan la transformacion del epitelio inicialmente normal en
células metaplasicas. El siguiente paso de la transformacion maligna se define desde el
punto de vista histologico por la aparicion de una neoplasia intraepitelial. En este punto
se produce una pérdida de heterocigosidad en loci 3p y 8p’', asi como sobreexpresion
del receptor de superficie celular HER2.” Seguidamente, la lesion luego se transforma
en carcinoma in sifu, en cuyo punto surgen mutaciones de la triada de histidina fragil
(FHT) y del inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina 24 (CDKN2A). En esta fase
también se puede observar una pérdida de heterocigosidad en 9q, 18q, 22q, 5q y 17p.%’
Posteriormente, la lesiéon acumula mutaciones de KRAS y pérdida de heterocigosidad en

9p, 13q y 18q.%7 Se postula que estas tltimas aberraciones genéticas sean determinantes

., . . . 71
para la consersion en un carcinoma invasivo.

1.5 Tratamiento sistémico de la enfermedad metastasica

La quimioterapia continua siendo el tratamiento principal del CVB metastésico,
asociandose con un aumento significativo de la supervivencia. No obstante, la
supervivencia suele limitarse a un afio en el mejor de los esquemas de tratamiento
quimioterapico. La mayoria de los ensayos se han realizado con combinaciones basadas
en fluoropirimidinas o gemcitabina.

El 5-fluorouracilo (5-FU) se ha evaluado en ensayos limitados, en monoterapia

y en combinacion.””’® Las tasas de respuestas (TR) en estos estudios oscilaban del 10%
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al 40%; la mediana de supervivencia global (SG) también varié notablemente, de 5 a 16
meses. La gemcitabina en monoterapia mostrdé una eficacia moderada, con TR que
oscilaban entre 0% y 30% con esquemas de dosis diferentes (tabla 4).”*° En
combinacion con otros multiples agentes citotoxicos, como 5-FU, capecitabina,
cisplatino, oxaliplatino e irinotecan, los datos de resuesta fueron modestos

(tablas 5 y 6).3'*

El avance terapéutico mas notable registrado en los ultimos afios fue la
publicacion de Valle et al.” del ensayo clinico fase III en el que se aleatorizaron
pacientes con CVB a recibir tratamiento de quimioterapia con cisplatino y gemcitabina
o gemcitabina en monoterapia. En dicho estudio se demostré una mejoria de la SG en la
rama de la combinacion, con una SG de 11,7 meses versus 8,1 meses en la rama de
monoterapia, con un cociente de riesgos instantaneos (hazard ratio, HR) de 0,64
(intervalo de confianza [IC] del 95%, 0,52-0,80; P < 0,001).

A continuacion, se resumen los datos mas obtenidos hasta la fecha con los
diferentes esquemas de quimioterapia.

5-FU combinado con platinos. El 5-FU ha demostrado una eficacia limitada,

aunque su eficacia es superior al mejor tratamiento de soporte. Un metaanalisis sugiere
que los platinos aumentan la eficacia de las fluoropirimidinas en monoterapia.’” Existen
alrededor de seis estudios de fase II que han evaluado la combinacion de 5-FU con
platinos, cuatro de los cuales analizaron la eficacia de 5-FU en combinacion con

7475 La TR obtenida mediante el

cisplatino73 y dos, combinando 5-FU con oxaliplatino.
uso 5-FU con platinos es del 21,4%, con una mediana de supervivencia libre de
progresion (SLP) y SG de 3,7 y 9,5 meses, respectivamente.”” En el tinico estudio de
fase III disponible,”® 54 pacientes con CVB se asignaron al azar a un esquema de
tratamiento con FEC (epirubicina, cisplatino, 5-FU) o FELV (5-FU, leucovorina,
etopdsido). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mediana
de SG (9,02 meses en ECF versus 12,03 meses en FELV, P =0,205) ni en la TR (19,2%
en ECF versus 15% en FELV, P =(,72) entre ambos grupos de tratamiento.’”®

Gemcitabina en monoterapia v en combinacion con otros fairmacos citostaticos.

La gemcitabina ha sido considerada en los ltimos afios como el principal citdstatico en
el tratamiento de las neoplasias pancreatobiliares. Las TR con gemcitabina en
monoterapia oscilan del 13% al 60%, con una mediana de SG alrededor de 8 meses. La

adicion de 5-FU no aumenta la actividad de la gemcitabina en monoterapia (tabla 5) y la
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asociacion con irinotecan tiene menor actividad. Las combinaciones que han mostrado

mayor eficacia son aquellas que incluyen cisplatino (tabla 6) y capecitabina.”’

Tabla 4. Estudios de fase II que han evaluado la actividad de gemcitabina en monoterapia.
Tratamiento Numero pacientes TR (%) SG (meses)

Gemcitabina 2.200 mg/m> ’® 32 22 11,5
Gemcitabina 1.200 mg/m? tres 24 4
semanas consecutivas cada 4 6.8
semanas’’
Gemcitabina 1.000 mg/m? tres 23 30
semanas consecutivas cada 4 No alcanzada
semanas®’
Gemcitabina 1.000 mg/m? tres 39 36
semanas consecutivas cada 4 6,5
semanas®’

Tabla 5. Estudios de fase II que han evaluado la actividad de gemcitabina en combinacioén con 5-
FU
Tratamiento Numero pacientes TR (%) SG (meses)
Gemcitabina + bolus 5-FU® 9 33 9
Gemcitabina + bolus 5-FU** 42 10 9,7
Gemcitabina + bolus 5-FU* 26 30 73
Capecitabina® 35 36 10,3

Tabla 6. Estudios fase II que han testado la actividad de gemcitabina en combinacién con platinos

()

Tratamiento (referencia) Numero pacientes LR SG (meses)
Gemcitabina + cisplatino®® 40 28 8,4
Gemcitabina + cisplatino®’ 42 48 7

Gemcitabina + carboplatino®’ 13 30
emcitabina + carboplatino No alcanzada
Gemcitabina + oxaliplatino®® 53 19 8,3

En un metaanalisis que incluy6 104 ensayos publicados entre 1985 y 2006,* la
TR global fue del 22,6% y la tasa de control de la enfermedad del 57,3%. El analisis de
subgrupos mostr6 TR superiores para los pacientes con tumores de la VB en

comparacion con los pacientes con CC (TR 35,5% versus 17,7%, P = 0,008), pero con
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SG inferior (mediana 9,3 meses en CC versus 7,2 meses en VB, P = 0,048). El analisis
por subgrupos en relacion con el tipo de tratamiento mostré que los tratamientos que
contenian gemcitabina y un platino tuvieron una tasa de control de la enfermedad
significativamente mayor en comparacién con 5-FU o gemcitabina en monoterapia o
regimenes de 5-FU con platinos.

En base a los resultados previos, se realizé en Reino Unido el ensayo fase 111
Advanced Biliary Care (ABC)-02.%° Se incluyeron 410 pacientes con CVB no resecable,
recidivante o metastasico, siendo aleatorizados a recibir gemcitabina monoterapia o
gemcitabina en combinacién con cisplatino. El ensayo incluyd pacientes con CC,
tumores de la VB y ampulomas. Los pacientes fueron randomizados a recibir cisplatino
25 mg/m’ y gemcitabina 1.000 mg/m” los dias 1 y 8 de un ciclo de 3 semanas (n = 204)
durante ocho ciclos o bien gemcitabina en monoterapia 1.000 mg/m” los dias 1, 8 y 15
cada 28 dias (n = 206) durante seis ciclos. Después de una mediana de seguimiento de
8,2 meses, la mediana de SG fue de 11,7 meses en el grupo de combinacién de
gemcitabina con cisplatino, en comparacion con 8,1 meses en el grupo de gemcitabina
(HR = 0,64, P <0,001). La mediana de SLP fue superior en el grupo tratado en el brazo
de la combinacion (8,0 meses versus 5,0 meses, HR = 0,64, P < 0,001) (figura 7). Se
observaron toxicidades hematologicas graves con mayor frecuencia en el brazo de la
combinacion. Sin embargo, las toxicidades hepaticas fueron mas graves en el brazo de
la gemcitabina (tabla 7).

Tras la publicacion de este estudio, el tratamiento con cisplatino en combinacion

con gemcitabina es el régimen estdndar de primera linea para los pacientes con CVB

avanzado.
A B
100+ 1007y
3 Hazard ratio for death, Hazard ratio for disease progression,
‘\ 0.64 (95% Cl, 0.52-0.80) A 0.63 {95% CI, 0.51-0.77)
\ P<0.001 g 3 P<0.001
75- 3 754
o :
£ n
£ ] .
a 504 ‘;' 50
3 §
m =&
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a
0 T T T T ' : | 1 0 T T T -y T 1
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Gemcitabine 206 151 97 53 28 15 4 3 2 Gemcitabine 206 115 56 18 4 3 1 1 1
Cisplatin-gem- 204 167 120 76 51 28 17 8 2 Cisplatin-gem- 204 140 95 36 18 10 4 1 1
citabine citabine

Figura 7. Resultados de las curvas de SG (A) y resultados de las curvas de SLP (B) del estudio ABC-02%°
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Tabla 7. Efectos adversos grado 3 o superiores publicados en el estudio ABC-02.90
Eventos Gemcitabina Cisplantino + gemcitabina Valor
(n = 199) (n=198) de P
Hematolo6gicos
Neutropenia 33/199 (38) 50/198 (25,3) 0,03
Leucopenia 19/199 (9,5) 31/198 (15,7) 0,07
Trombocitopenia 13/199 (6,5) 17/198 (8,6) 0,44
Anemia 6/199 (3) 15/198 (7,6) 0,04
No hematolégicos
Disfuncién hepatica 54/199 (27,1) 33/198 (16,7) 0,01
Fatiga 33/199 (16,6) 37/198 (18,7) 0,58
Alopecia 0/199 2/198 (1,0) 0,16
Vémitos 11/199 (5,5) 10/198 (5,1) 0,65

El mismo afio 2010 se publico el resultado de un estudio que evaluaba la
combinacion de cisplatino y gemcitabina en poblacién asidtia con CVB.”' Un
metaaanalisis de ambos estudios’ ha demostrado que los pacientes se benefician de la
combinacion independiente de la edad (< 65 versus > 65 afios), sexo, localizacion del
tumor primario (CCIH, CCEH, y VB), estadio de la enfermedad (localmente avanzado
versus metastasico) y del tratamiento previo (cirugia o colocacién de stent). El unico
grupo que no se beneficiaban de la combinacidn eran los pacientes con estado funcional
292

En el tratamiento de segunda linea para enfermedad localmente avanzada o
metastdsica varios agentes citostaticos han mostrado actividad en pequeios estudios
prospectivos y retrospectivos, en pacientes seleccionados, sin haberse realizado hoy en
dia un estudio aleatorizado que demuestre una mejoria de la supervivencia. Por tanto, no
se dispone de un tratamiento estandar para estos pacientes.”

En la actualidad se ha iniciado el primer estudio de fase III aleatorizado, ABC-
06, que compara oxaliplatino y 5-FU (régimen FOLFOX)** con tratamiento de soporte
versus unicamente tratamiento de soporte tras la progresion a cisplatino/gemcitabina en

primera linea (NCT01926236).
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Las recomendaciones de la European Society for Medical Oncology (ESMO) para el
tratamiento del cancer de vias biliares metastasico’” son las siguientes:

1. La quimioterapia sistémica es el tratamiento de elecciéon para pacientes con
enfermedad localmente avanzada o inoperable; quimioterapia combinada para
pacientes con performance estatus 0-1 y monoterapia para pacientes con
performance estatus 2.

2. Cisplatino/gemcitabina es el régimen de quimioterapia estdndar para pacientes
con performance estatus 0-1; cisplatino puede ser substituido por oxaliplatino
cuando existe disfuncion renal.

3. Gemcitabina en monoterapia se puede considerar para pacientes con
performance estatus 2.

4. No existe un régimen establecido de quimioterapia en segunda linea; los

pacientes deben ser valorados para participar en ensayos clinicos.
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Capitulo 2. Biologia molecular
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2. Biologia molecular

Los CVB presentan diferentes perfiles moleculares en funcion de su localizacion
anatomica.”® Los tumores de la via biliar comparten alteraciones genéticas en los genes
implicados en la regulacion del ciclo celular (CDKN2B) y en la remodelacion de la
cromatina (4RIDI1A4).”” El CCIH de forma caracteristica presenta translocaciones en
FGFR2%®, mutaciones en IDH1/2°°, mutaciones en BRAF’' y baja tasa de mutaciones en
KRAS. Los CCEH se caracterizan por una alta frecuencia de mutaciéon en KRAS,
mientras que en los tumores de la VB la frecuencia es mas baja. Los CCEH y los
tumores de la VB comparten amplificaciones en ERBB2'® (VB > CCEH) y alteraciones
de la via fosfoinositida-3-quinasa (PI3K)/ mamalian target of rapamin (mTOR).""!
Actualmente, y gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacion, se ha
podido profundizar en el conocimiento de la biologia molecular de estos tumores y de

los trastornos genéticos acompafantes que originan la alteraciéon del ciclo celular,

aumento de la supervivencia celular, invasion y metastasis.

2.1 Clasificacion molecular del cancer de vias biliares

La patogenia molecular de CVB es un proceso complejo que implica multiples
alteraciones genomicas y desregulacion de las vias de sefializacion. En los afios 2012 y
2013 aparecen las primeras publicaciones describiendo los transcriptomas completos y
los dos subtipos moleculares diferentes de CCIH.'™ El equipo de investigacién que
describi6 los subtipos moleculares del CCIH fue el grupo de cancer de higado del
Hospital Clinic de Barcelona.'” En este estudio se incluyeron 119 muestras tumorales y
se identificaron dos subtipos moleculares; el primero era el subtipo inflamatorio (38%
de los CCIH incluidos en el analisis), el cual se caracterizaba por una activacion de vias
de sefializacion inflamatorias, con sobreexpresion de citoquinas y activacion STAT3. El
subtipo inflamatorio se asocidé a un mejor pronoéstico. Por el contrario, el subtipo
proliferativo (62% de los CCIH incluidos en el analisis) se caracterizaba por la
activacion de vias de sefalizacion oncogénica, incluidas RAS-MAPK-MET, la
presencia de mutaciones en KRAS y BRAF, la activacion de HER2 y la amplificacion

del DNA. Este subtipo se asoci6 con un peor prondstico (figura 8).'%

33



1dudsnue Joyiny vd-HIN 1duasnueiy Joyiny vd-HIN

iduasnuey Joyiny vd-HIN

SIA etal.

YIny vd-HIN

Page 13
A Proliferation Inflammation
class class A
icc Classitcation IS Proliferation Inflammation
WDFY1 v C100RF4
P . ) it . bzl class class
CRY1 FLI45256 . .
o b 1CC Classification [
NSUN2 CCBE1 WDFY1 PE——_—_— - 1
DDX17 REXO1L1 ‘ | - : .
C120RF47 Lo ZFP36L1
PCBP2 CEP27 CRY1
RPS13 PTPLAD2
YIPF3 C4ORF34 FAM120A
FERMT2 DUXS NSUN2
MRLC2 RAXLY
SNRPG SNHG10 DDX17
i SomL C120RF47
usPs PTPLAD1
NACA RPSO PCBP2
RPL36AL FAM39DP RPS13
MRCL3 PSTK
HSPB1 COKN2D YIPF3
TeB1 FLI44124 FERMT2
GNS SLC4AS
HCFC1 RAB39 MRLC2
2ZNF622 ZCIHAVIL SNRPG

$SBP1
PSMCS

ZNF223
STAG3L1 SNRK

LISPR

me. Non-negative matr
tion (orange) and inflar
ring of 149 ICCs based
are represented in red

:nes are presented in the
En la figura 9 se resumen las diferentes caracteristicas moleculares y clinicas de)). ¢) Kaplan-Meier pl
Y— —

Figura 8. Se han descrito dos subtipos moleculares en el CCIH: subtipo proliferativo (color naranja) y subtipo
inflamatorio (color verde). Las estimaciones de supervivencia global analizadas por Kaplan-Meier (n = 119).'%

1Ay T L

; d) showed short
cada subtipo de CCIH (prohferac1on y 1nﬂamac1on) As1mlsmo también se observaronlss(re Atk

Inflammation class |47 22 3 inflammationclass |47 26 17 12

tumores pobremente diferenciados con 1nva51on perineural, mas riesgo de recidiva, y

peor supervivencia en el subtipo proliferativo.

blasea al(gzr)ltllziln identitied Z robust classes: proliteration ( ofange) and mtiammation (green) Gastroenterology. Author manuscript; available in PMC 2014 April 01,
oo ‘ Proliferation Inflammation

enome exprest & > € >
fespectivel; T ICC MOLECULAR n=92 (62%) n=57 (38%)
Kaplan-Meier« SUBCLASSES
e (1~ o (REED - EDEEN
earlier recurren MOLECULAR

Poor prognostic signatures CHARACTERISTICS

(ie. G3, S1, S2, Cluster A, none

CC-like, recurrence)
Gene signatures enrichment

Gastroenterolo IGF1R, Stem-
MET  lkelcc  ECFR
Over-expression of /L3, IL4, IL6,
EGFR 1L10, IL17A, CCL19 Gene expression
Chrom. Chrom. Instability Chrom. Chrom. Instability )
o 4 Copy Number Variation
Stability +1q,7p Stability +7p
KRAS EGFR Mutation
poorly diff iated Well differentiated
Intra-neural invasion CLINICAL
Poor survival Good survival CHARACTERISTICS
High recurrence Low recurrence

Figura 9. Caracteristicas moleculares y clinicas del subtipo inflamatorio y proliferativo en el CCIH.'*®

Existen similitudes moleculares entre la clase de proliferacion de CC y las firmas

103 :
Los tumores mixtos de

de hepatocarcinoma (HCC) con un prondstico precario.
colangiocarcinoma y hepatocarcinoma, un subtipo con predominio de células madre,
pone de manifiesto la posibilidad de una posible célula de origen comun entre los dos

tipos tumorales.*” Por lo tanto, actualmente se cree que CCIH deriva de células
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epiteliales biliares (colangiocitos) del tracto biliar intrahepatico, de células progenitoras
hepéticas o incluso de hepatocitos maduros.'**

Recientemente se ha publicado el estudio del grupo Cancer Genome Atlas
(TCGA) en CC, siendo la mayoria de muestras tumorales incluidas CCIH (figura 10).
Se analizaron mutaciones somaticas, expresion de ARN, nimero de copias y metilacion
del ADN. A partir de dicho analisis se propuso un esquema de clasificacion molecular,
identificdndose un subtipo de colangiocarcinomas con mutacion en IDH enriquecido
con distintas caracteristicas moleculares, incluida la baja expresion de modificadores de

cromatina, expresion elevada de genes mitocondriales, aumento del numero de copias

de ADN mitocondrial y baja expresiéon de ARID1A4."**

TCGA Integrated Multi-omics of Cholangiocarcinoma
IDH Mutant Subtype

(\

Mitochondrial genes
IDH CCND1 BAP1IFGFR2

Eﬂﬁ

C G s ]

CCND1 Amp
ARIDIALOF
PBRM1LOF____
FGFR2 Fusnon

IDH Mutallon

Bl Promoter Exon 1

(ARID1A hypermethylation + Chromatin Modifier genes

+ Strong molecular similarity to other IDH-mutant liver cancers

Figura 10. Los CC /DH mutados estan enriquecidos por una alta expresion de genes mitocondriales y ADN
mitocondrial, y una baja expresion de genes modificadores de cromatina.'®

El CC, presenta una alta incidencia en paises donde la infeccion hepatica por
parasitos es endémica. El grupo de investigacion Cancer Genome Consortium presentod
los resultados del andlisis gendmico, epigendmico y transcriptomico de 489 casos de
CC procedentes de 10 paises. Dicho anélisis integrativo definié cuatro clusters de CC y
descubrié nuevos genes reguladores (RASAI, STKI11, MAP2K4, SF3BI) y variantes
estructurales (deleccion FGFR2 3’UTR) como un mecanismo de la regulacion positiva
de FGFR2. Los clusteres 1/2 relacionados con infeccion hepatica por parasitos, estaban

enriquecidos por amplificaciones HER2 y mutaciones en 7P53. Los clusteres 3/4 que no
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estaban relacionados con infeccion hepatica por parasitos mostraron alteraciones en el
numero de copias, expresion PD-1/PD-L2 y mutaciones epigenéticas (IDH1/2, BAPI),
asi como reordenamientos de genes relacionados con FGFR/PRKA (figura 11). Los
autores concluyen que el CC es un ejemplo de como la genética, la epigenética y los
carcindgenos ambientales pueden interactuar en diferentes geografias para generar
distintos subtipos moleculares de cancer, lo que ofrece la posibilidad de realizar

. o . 1
estrategias terapéuticas diferentes.'®’
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Figura 11. Representacion de alteraciones genéticas, epigenéticas y de expresion génica de los clusteres en el CC.'"

En el siguiente apartado se describen los diferentes tratamientos que han sido evaluados

o0 que actualmente estan siendo evaluados frente a alteraciones moleculares especificas.

2.2 Vias de sefalizacion y alteraciones genéticas

El comportamiento maligno del CVB es debido, en gran parte, a la desregulacion de las
vias de senalizacion celular que en condiciones normales controlan el crecimiento, la
supervivencia y la diferenciacion celular. Las dos vias de sefializacion intracelular mas
relevantes en CVB son la via RAS-RAF-MEK vy la via PI3K-AKT-mTOR.

Respecto a las alteraciones genéticas que ocurren en el CC existen diversos
estudios basados en la secuenciacién completa del exoma (whole exome sequencing,
WES).''"* En uno de ellos se realizd dicha secuenciacién en 8 casos de CC
relacionado con la infeccion por el trematodo parasito Opisthorchis viverrini,
detectandose mutaciones en 7P53 (44,4%), KRAS (16,7%) y SMAD4 (16,7%). También

se han detectado mutaciones en genes supresores de tumores con una frecuencia global
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del 15%.""*"® Otras mutaciones descritas incluyen CDKN2A4/B (p16) (7%) en CCIH,
mutaciones de inactivacion en MLL3 (14,8%), ROBO2 (9,3%), RNF43 (9,3%) y PEG3
(5,6%), asi como mutaciones activadoras en GNAS (9,3%).""7''® No obstante, las
alteraciones genéticas mas relevantes en CVB son IDH, FGFR, ARIDI1, BAPI, KRAS,
BRAF, ERBB2, que se describen a continuacion.

» Via RAS-RAF-MEK-MAPK

Una de las principales vias de sefializacion en la biologia molecular del CC es la
via RAS-RAF-MEK-MAPK."" A través de una compleja red de interacciones con las
proteinas reguladoras del ciclo celular como p53, p16INK4A, p21CDKN2A, esta via
puede impulsar la progresion a través del ciclo celular. La conexidn entre esta via y la
via de sefializacion PI3K-AKT también permite a estas células evadirse de la apoptosis,
a menudo a través de la sefializacion de BCL-2. El primer componente de esta via,
KRAS, es de particular importancia debido a su capacidad de estimulacion cruzada de la
via PI3K-AKT ademas de propagar una senal por la secuencia RAS-RAF-MEK-MAPK.

120.121 B1 tercer

La proteina quinasa BRAF también esta mutada en un subgrupo de CVB.
elemento de esta ruta es la proteina quinasa-quinasa activada por mitégeno (MEK).
Aunque no se ha establecido la frecuencia de la mutacion MEK, es probable que sea

bastante baja.'*

> Via PI3K-AKT-mTOR

La cascada de sefalizacion PIK3CA-AKT-mTOR estd hiperactivada en

practicamente la mitad de los canceres humanos, incluyendo el CVB.'*

Al igual que la
via RAS-RAF-MEK, esta ruta es estimulada por receptores como EGFR, VEGF, HER2
y factor de crecimiento de hepatocitos (MET).'**'*> Cuando est4 activa, funciona para
proteger las células neoplésicas de la apoptosis mediante la estimulacion del BCL-2 y el

bloqueo de la actividad de la caspasa-9.'*

Esta via también impulsa la progresion a
través del ciclo celular y facilita la angiogénesis. El primer componente de esta via es la
PI3K, su sefial se propaga a través de la actividad de un dominio catalitico de PIK3CA.
La activacion de mutaciones de esta quinasa en CVB y otras neoplasias se produce
tipicamente en los exones 9 y 20.'%’

PI3K actia directamente para estimular AKT y por debajo del cual se

encuentra mTOR.'*® En su estado activado, mTOR impulsa la progresion a través del
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ciclo celular mediante la inhibicion de la proteina reguladora 4E-BP1. Sus otras
funciones incluyen acelerar la proliferacion celular y promover la angiogénesis a través
de la produccion de factor inducible por hipoxia. Aunque rara vez estd mutado en CVB,
la hiperactividad de mTOR se asocia con peor pronostico en el CC.'***

Por otra parte, los receptores HER2 y EGFR tienen un dominio extracelular y un
dominio intracelular con actividad de tirosina quinasa. El aumento de la activacion de
EGER se asocia con peor supervivencia en pacientes con CCIH."*""** El receptor HER2
es el activador mas potente de estas vias, estimulando una sefializacién prolongada y
mas eficaz. El aumento de la expresion de este receptor es bastante comin en CVB,
especialmente en los tumores de la VB (figura 8). El receptor VEGF es un potente
estimulador de la angiogénesis mediante la produccion de endotelios vasculares y dirige

L, 133,134
su migracion a los vasos en desarrollo. ™™

En los pacientes con CVB se ha observado
que favorece la enfermedad metastasica. El receptor MET, también conocido como el
receptor de dispersion, promueve la invasion de las células tumorales mediante la
degradacion a uniones intercelulares.'” El aumento de la expresion de c-MET en el

CVB generalmente indica un mal pronostico.'**"*’

> Alteraciones de IDH

Las mutaciones en los genes de la isocitrato deshidrogenasa (IDHI e IDH?2;
figura 12)"*® estan descritas con mayor frecuencia en los CCIH (del 10% al 43% de los
casos) y raramente en CCEH y VB."?” Estas mutaciones se agruparon en hotspots

140 . .
Las mutaciones mas

previamente identificados (codones 132 y 172 respectivamente).
comunes son IDHI-RI32C e IDHI-RI32G (44% y 14%, respectivamente).141 Se ha
observado que las mutaciones en /DH1/2 son mutuamente excluyentes con mutaciones
de KRAS/NRAS en el CC, pero pueden coexistir frecuentemente con mutaciones de

BAP1.'*
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Figura 12. Via IDHI e IDH2. Se trata de enzimas metaboélicas localizadas en el citoplasma (IDHI) y en las
mitocondrias (/DH?2), respectivamente, que catalizan la descarboxilacion de isocitrato a alfa-cetoglutarato (a-KG), lo
que conlleva la reduccion de NADP + a NADPH.'*®

> Via FGFR

Es una via de sefalizacion compleja que consta de cuatro receptores
transmembrana de tirosina quinasa FGFR (1 a 4) junto con 18 ligandos de factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF). Estos ligandos son factores de crecimiento
polipeptidicos que se unen a receptores expresados en la superficie de las células diana.
Tras la unidn, la combinacion receptor-ligando es responsable de la regulacion de varios
procesos celulares clave, incluida la proliferacion celular, supervivencia, migracion y

143144
angiogénesis.

Las alteraciones genéticas de la via FGFR, como mutaciones,
amplificaciones o translocaciéon cromosdomica puede iniciar tumorogénesis. El
hepatocarcinoma estd asociado con sobreexpresion de FGFR4.'*'*® En el CCIH, las
alteraciones mas frecuentes son las fusiones de FGFR? (alrededor del 13-14%)."*" Estas
fusiones se han observado mas comunmente en mujeres, con una mejor supervivencia
libre de enfermedad y supervivencia global. Las fusiones descritas con mayor
frecuencia son: FGFR2-AHCYLI, FGFR2-BICCI, FGFR2-PARK2, FGFR2-MGEAS,
FGFR2-TACC3, y FGFR2-KIAA1598.'"° Recientemente se han descrito mutaciones
emergentes de FGFR2 como mecanismos de resistencia a inhibidores de FGFR en

) . 148-149
pacientes con fusiones en FGFR2.
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> Modificadores de la cromatina

La remodelacion de la cromatina permite que el ADN gendmico regule las
proteinas transcripcionales y por tanto controle la expresion génica. Genes involucrados
en la remodelacion de la cromatina como ARIDI, BAPI, PBRM y MLL estdn mutados
en varios tipos de cancer, pudiendo inducir carcinogénesis.'”’ BAPI codifica para una
desubiquitinasa nuclear involucrada en la remodelacion de la cromatina y las
mutaciones en este gen estdn asociadas con melanoma uveal, mesotelioma y céncer

150-151
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rena , mientras que PBRMI y ARIDIA codifican una subunidad accesoria del

complejo de remodelacién de cromatina SWI/SNF.'**

Jiao et al."> llevaron a cabo la secuenciacion del exoma en 32 casos de CCIH
y describieron por primera vez mutaciones en BAPI (20% de los tumores analizados),
ARIDIA (14%) y PBRM (13%). De hecho, en casi la mitad de los CCIH secuenciados

se puso en evidencia la mutacion en al menos uno de estos genes.

> Fusiones de nuevos genes: NTRK

Se han identificado nuevas fusiones de genes en CCIH, tales como RABGAPI1L-
NTRKI1. NTRKI1 codifica una proteina de la familia del receptor de tirosina quinasa
neurotrofico (NTKR); esta quinasa es un receptor unido a la membrana que, en la union

154 .
Las fusiones

a neurotrofina, se fosforila a si mismo y a los miembros de la via MAPK.
génicas que implican a los genes NTRKI, NTRK2 y NTRK3 dan como resultado TRKA
constitutivamente activo, TRKB y TRKC quinasas. Los estudios de secuenciacion han
identificado la presencia de fusiones de NTRK en 1 de cada 28 (3,5%) de los pacientes
diagnosticados de CCIH. Las fusiones en ROS! y ALK son fendmenos poco frecuentes
en los CCIH (0% a 8,7% y 2.6%, respectivamente).'>

En sintesis, los analisis gendmicos recientes han sido determinantes para una

mejor compresion y clasificacion molecular de los CVB (figura 13).
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ARID1B mutation (3.9%)
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SMAD 4 mutation (3.9%)
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IDH1/2 mutation (1.5%)

Molecular genetics of BTC
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CTNNB1 mutation (0.6")

Figura 13. Alteraciones genéticas descritas en los tumores de la via biliar segin su localizacion en el arbol biliar.
112,145,147, AQuse 4. Genetic landscape of BTC. Most frequent genetic aberrations in targetable pathways of interest in BTC. The mutation is quoted as the

highest to lowest with range from different reports on each mutation. Those without range come from single reports. Extracted from Desphande et al.
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Diferentes estudios han investigado la eficacia de la combinaciéon de quimioterapia

A model of cholangiocarcinoma using zebrafish was gen- genic mouse model, constltutlve overexpressmn of ERBB2 in
basadacen: gemeitabinaycon terapigsimolacul asessa ey grannaie-de los

hepatitis-C core proteins, the first animal model showing ment of gallbladder adenocarcinoma (113).

férrnac@)si'e'ﬂseayadﬁée ard el tratataretiternde los OV Bty iqlafpfsﬁdks%fmmé‘s*msmlseﬂfﬁbar

of cholangioGarcinoma (109). Classic models in rodents have such as the genetic landscape, chronic inflammation, and

uno de/TBN ERBHR LIS U RN Bt S8 T C VT RBRAL: de su

chis yiverrini (1 10) Genetically engineered mouse models of _ mutation in KRAS and PTEN deletion, has not incorporated
1OCallzaﬁlﬁﬂo@r(ﬁﬁm@tﬁﬂﬁﬁﬂaﬂ)mf@lﬁﬁmw Nomh@ﬁ&n&%gm@m afmr@@m@lml@ﬂﬁo mas
PTEN, SMAD4, and KRAS (110-112). In addition, in a trans- information about the involvement of the microenvironment

profundo de las vias de sefalizacion involucradas en los distintos CVB, en el momento
actual estan en desarrollo nuevos fairmacos dirigidos con Tesu gd(%@NI%ErR(?rlfslcgf/eEgores Estos
nuevos ﬁamqared)@esmpla@md@a@xpemaim%?ctde@azmlmﬂww@h sasoaidelo(Canger

A continuacion, se describen las distintas estrategias empleando diferentes
farmacos en combinacion con quimioterapia. El mecanismo de accion de cada agente
seleccionado se revisa en la figura 14 y los resultados de eficacia de los ensayos clinicos
en CVB con los regimenes de combinacién con agentes dirigidos se describen en la

tabla 8."°° Los farmacos ensayados en monoterapia se resumen en la tabla 9.
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Tabla 8. Estudios que han evaluado la combinacion de quimioterapia basada en gemcitabina y
tratamientos diana

Régimen en el estudio Numero TR (%) SG (meses)
Gemcitabina + oxaliplatino + erlotinib!*" 1% 135 30 9,5
Gemcitabina + oxaliplatino + cetuximab'®*'®! 76 24 11
Gemcitabina + oxaliplatino + panitumumab'®? 46 33 10
Gemcitabina + oxaliplatino + bevacizumab'”" 35 40 12

TR: tasa de respuesta; SG: supervivencia global.

Tabla 9. Estudios que han evaluado tratamientos diana en monoterapia

Régimen en el estudio Nimero TR (%) SG (meses)
Sorafenib'”*"'7 9 33 9
Lapatinib'6>'67 42 10 9,7
Selumetinib'” 26 30 =
Sunitinib'7® 35 36 1o

TR: tasa de respuesta; SG: supervivencia global.

Erlotinib [ Bevacizumab | Onartuzumab

Gefitinib Tivantinib
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1

Figura 14. Agentes diana en CVB'*



>  Inhibidores de EGFR

El EGFR esta ampliamente expresado en CVB, en un 100% de los casos de
CCIH, 52,6% de los casos de CCEH y 38,5% de los tumores de VB.”>?" Las
amplificaciones y mutaciones en estos tres tipos de tumores se han descrito en
aproximadamente en un 6%, 13,6%, y 15%, respectivamente. Sin embargo, la
implicacion biologica de estas mutaciones todavia es dudosa.

Erlotinib es un inhibidor de tirosina quinasa (TKI) que previene la activacion
de EGFR mediante bloqueo reversible del receptor de ATP. Esto conlleva que el
receptor no pueda activar sus rutas efectoras como RAS-RAF-MEK y PI3K-AKT-
mTOR. Los estudios iniciales que evaluaron el uso de erlotinib en monoterapia
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demostraron cierta actividad en CVB™”', pero las investigaciones posteriores de este

agente en combinacidon con otras drogas han sido decepcionantes hasta la fecha.
Erlotinib se ha estudiado en combinacion con GEMOX (gemcitabina y oxaliplatino)'*®
y en combinaciéon con el inhibidor de VEGF, bevacizumab."”” Un ensayo fase III
aleatorizo a 268 pacientes con un CVB a recibir GEMOX con erlotinib o GEMOX en
monoterapia. La combinacion mostrd un aumento de TR (30% versus 16%, P = 0,005),
sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas en SLP (5,8 versus 4,2
meses, P = 0,087) ni en SG (9,5 meses para ambos brazos). En la actualidad se estan
efectuando algunos estudios que evaltan la actividad de erlotinib en combinacién con
quimioterapia o en combinacion con agentes dirigidos (NCTO00832637 'y
NCT00987766).

Cetuximab y panitumumab son anticuerpos monoclonales que bloquean
selectivamente el dominio de union del ligando extracelular del receptor EGFR,
impidiendo su activacion (figura 14). Un estudio aleatorizado fase II evaluo la
combinacion de GEMOX con o sin cetuximab en 150 pacientes con CVB, sin
demostrarse diferencias en la TR, SLP o SG.'® El ensayo TCOG evalué el mismo
régimen en pacientes con CVB con estratificacion segin la localizaciéon tumoral
(CCIH/CCEH/ VB) y el estado de KRAS (se encontraron 36,1% de mutacion en KRAS).
En el andlisis por intencion de tratar, se observo cierto beneficio en SLP en el brazo de
GEMOX + cetuximab (7,1 versus 4,0 meses, P = 0,0069), pero no hubo diferencias en
la TR (27,3% versus 15%, P =0,122) ni en la SG (10,3 versus 8,8 meses, P = 0,405). El
analisis por subgrupos planificado mostré que el maximo beneficio del brazo de

cetuximab con GEMOX era en pacientes con KRAS mutado, con una SLP de 7,1 meses
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versus 1,9 meses (P = 0,035), sin embargo, no habia diferencia estadisticamente
significativa en la SG (10,3 versus 6,6 meses, P = 0,692).'!

Por otra parte, panitumumab ha demostrado un beneficio de supervivencia en
pacientes con CVB. En un estudio fase II que se incluyeron 35 pacientes con CC, se
evaluaba la eficacia del tratamiento con gemcitabina, irinotecan y panitumumab. Se
describio una SLP de 9,7 meses y SG de 12,9 meses.'®? En un ensayo clinico similar de
un solo brazo con pacientes con CCIH o CCEH demostr6 datos de supervivencia
similares cuando se administré panitumumab en combinacion con GEMOX seguido de
capecitabina.'® Se han realizado dos ensayos clinicos con la combinaciéon de
panitumumab con GEMOX (NCT01206049) y panitumumab con cisplatino mas
gemcitabina (NCT01320254), pero los resultados de eficacia atin no han sido
publicados.

> Inhibidores de HER2

A pesar de los éxitos de la inhibicion de HER2 en el tratamiento de otros
canceres, como el cancer de mama y el cancer gastrico, el bloqueo de este receptor en el
CVB parece demostrar escaso beneficio. Publicaciones recientes sugieren que las
alteraciones en HER2 presentan una mayor incidencia en cancer de VB (19%)'%*

CCEH (17,4%).'%

y en

Lapatinib es un TKI reversible que previene la activacion tanto de EGFR
como de HER2 (figura 14). A pesar de datos preclinicos alentadores, los resultados de
dos ensayos fase II de lapatinib en monoterapia en pacientes con CVB no han cubierto
las expectativas de eficacia de este farmaco. %

Existe algin caso clinico publicado que sugiere potencial actividad de
trastuzumab, anticuerpo monoclonal contra receptor HER2, en VB'®®

un ensayo clinico fase I (NCT00478140).

y estd en curso

Afatinib es un inhibidor potente, selectivo e irreversible de receptores de EGFR,
HER2 y HER4. Ha demostrado actividad en un paciente diagnosticado con CC en un
ensayo clinico fase 1.'® Se est4 llevando a cabo un ensayo clinico fase I de afatinib en
combinacion con cisplatino y gemcitabina en pacientes con CVB (NCT01679405) y
asociado a capecitabina en un ensayo de fase I/Ib en pacientes con tumores sélidos

refractarios (NCT02451553).
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Varlitinib es un inhibidor potente y reversible de receptores EGFR y HER2.
Se ha disefiado un estudio aleatorizado fase II/IIl (“Tree Topp™), para evaluar la eficacia
de varlitinib en combinacioén con capecitabina frente a capecitabina en monoterapia en
segunda linea en pacientes con tumores de via biliar. Se estima incluir 120 pacientes en
la fase I1 y 482 en la fase III. El objetivo primario es la tasa de respuesta y los objetivos
secundarios son la SLP y la SG (NCT03093870).

Actualmente también se estd llevando a cabo un ensayo clinico fase II de
trastuzumab-emtansina en pacientes con CVB con HER2 amplificado

(NCT02999672).'7°

>  Inhibidores de VEGF

Los ligandos que regulan la angiogénesis (particularmente VEGF-A) estan

133 .
Bevacizumab es un

presentes entre un 40-75% de los tumores de la via biliar.
anticuerpo monoclonal humanizado que se une a VEGF-A, evitando que estimule el
receptor de VEGF (VEGFR) (figura 14). Este farmaco se ha estudiado en combinacion
con quimioterapia con resultados prometedores. Un estudio fase II de brazo unico
demostro eficacia de bevacizumab con GEMOX en CVB, con una mediana de SLP de 7
meses y SG de 12,7 meses. Después de dos ciclos de tratamiento se demostrd una
disminucion significativa en la captacion tumoral de fluorodesoxiglucosa (FDG) en la
tomografia por emision de positrones (PET) (FGD-PET), especialmente en pacientes

. 171
con una respuesta parcial o enfermedad estable'’

. Este esquema fue bien tolerado por la
mayoria de los pacientes, aunque un paciente presentd isquemia cardiaca grado IV
durante el estudio. En los pacientes restantes, los eventos grados III o IV mas frecuentes
fueron neutropenia (20%), neuropatia (14%) e hipertension (14%). La combinacion de
bevacizumab con erlotinib ha sido ensayada en pacientes con un CVB, con TR del 12%
y enfermedad estable en el 51% de los pacientes y una mediana de SG de 9,9 meses,
especialmente en ausencia de quimioterapia concurrente.'>

Cediranib es un farmaco TKI oral que bloquea VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3,
con actividad contra los receptores de PDGF y ¢-KIT. En un estudio aleatorizado fase II
(ABC-03)'"* se observd una TR superior en pacientes que recibieron cisplatino/
gemcitabina con cediranib (44%) versus placebo (19%) (P = 0,003) y una mejoria de la
SLP a 6 meses (70,5% versus 61,3%; P > 0,05). Sin embargo, el estudio no cumpli6é con

su objetivo primario (mejoria en la mediana de SLP).!”
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Los estudios fase II de sorafenib en monoterapia'”” o en combinaciéon con
erlotinib'™ o cisplatino/gemcitabina'”> no han demostrado actividad en CVB. Un
ensayo clinico fase II con sunitinib (inhibidor de VEGF, PDGF, c-KIT y RET) que
incluia 56 pacientes con CVB obtuvo una mediana del tiempo hasta la progresion de 1,7
meses, una tasa de respuesta objetiva del 8,9% y una tasa de control de la enfermedad
del 50% (tabla 8).'"

Vandetanib es un firmaco oral inhibidor multiquinasa que se dirige al
receptor VEGF2, EGFR y RET. El grupo italiano de Santoro et al.'”’ publicaron los
resultados de un ensayo clinico fase II aleatorizado de tres brazos que exploré el papel
de vandetanib en 173 pacientes con CVB que no habian recibido quimioterapia. Los tres
brazos del estudio eran: vandetanib en monoterapia, vandetanib mas gemcitabina y
gemcitabina mas placebo. La mediana de SLP fue de 105 dias (intervalo de confianza
[IC] del 95% 72-155), 114 dias (IC del 95% 91-193) y 148 dias (IC del 95% 71-225),
respectivamente, mientras que la SG fue de 228 dias (IC del 95% 190-364), 284 dias
(IC del 95% 213-359) y 307 dias (IC del 95% 254-523) para cada uno de los tres
regimenes, respectivamente. Asi pues, vandetanib solo o en combinacién con
gemcitabina no demostréd ninguna superioridad en comparacién con gemcitabina en
monoterapia.'’"'"® Estamos a la espera de los resultados de los estudios en curso con
pazopanib (NCT01855724), regorafenib (NCT02053376 y NCTO02115542) vy
ramucirumab (NCT02711553).

> Inhibidores de MEK

Selumetinib, es un inhibidor de la proteina quinasa MEK (figura 14 y tabla
9).'” En un ensayo clinico en segunda linea, selumetinib demostré moderada actividad
antitumoral en CVB, objetivandose enfermedad estable en aproximadamente dos tercios
de los pacientes con buena tolerancia. La tnica toxicidad grado IV observada fue

180

astenia. © En el apartado de estrategias terapéuticas sobre vias de sefalizacion se

describe méas ampliamente la experiencia en la inhibicion de MEK.

> IDH

Diversos grupos de investigacion han caracterizado las mutaciones de IDH, y
han demostrado que la mutacion de /DHI es mas comun que la mutacion de IDH2; las

mutaciones de "hotspot" IDH1/2 son mutaciones puntuales localizadas en el residuo de
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arginina /32 (R132) en IDH]I o el residuo de arginina /72 (R172) en IDH2;"*'™ ; estas
mutaciones son mas frecuentes en CCIH que en CCEH; la importancia prondstica de las
mutaciones de IDH sigue estando en discusion en CC;”*"*""'® IDH mutado pierde su
actividad enzimatica normal y adquiere una nueva capacidad para producir el 2-
hidroxiglutarato de oncometabolito (2-HG) que puede detectarse en el tumor y la sangre
periférica.'® Se han desarrollado inhibidores farmacoldgicos altamente especificos para
los alelos mutantes de IDH (por ejemplo, para IDHIRI32 e IDH2R172). Estos bloquean
la funcion de IDHI o IDH2 mutado a concentraciones nanomolares, lo que conduce a
niveles reducidos de 2-HG (figura 12). Rohle et al.'®® describieron un inhibidor
selectivo de IDHIR132H (AGI-5198) que impedia el crecimiento de las células de
glioma con /DH mutado. Del mismo modo, Wang et al.'®® demostraron que AGI-6780
podria inhibir selectivamente las células leucémicas que tiene la mutacion IDH2R140Q.
En un ensayo clinico fase I, AG-120 (inhibidor de IDHI, Agios) fue bien
tolerado en pacientes con tumores so6lidos avanzados con mutaciones de [IDHI
(NCT02073994). No hubo efectos toxicos que limitaran la dosis, y la anemia fue el
evento adverso grado 3 descrito con mayor frecuencia (5%). De los 20 pacientes con
CCIH metastasico, 1 paciente (5%) obtuvo una respuesta parcial y 11 pacientes (55%)
obtuvieron enfermedad estable. En todos los pacientes que respondieron a AG-120, se
observo una reduccion en los niveles circulantes de 2-HG que oscilaban entre el 73% y
el 99%. Actualmente estd en marcha un ensayo clinico fase III con pacientes portadores
de la mutacion en I[DHI tras progresar a una primera linea de tratamiento
(NCT02989857). Otros inhibidores de IDHI y IDH?2 estan siendo evaluados en ensayos
clinicos en pacientes con CCIH (NCT02273739, NCT02381886 y NCT02481154).
Estudios preclinicos han puesto en evidencia que las células de CCIH que tenian
mutaciones en [/DH presentaban respuesta al dasatinib, inhibidor de las tirosina
quinasas BCR/ABL, SRC, c-Kit, varias quinasas Eph y otras, pero sin efecto sobre
el EGFR.'® Ademas, los xenografts con mutaciones de IDH tratados con dasatinib
demostraron una importante apoptosis y regresion tumoral. Actualmente se estd
llevando a cabo un ensayo clinico fase II con dasatinib en pacientes con CCIH con

mutacion en IDH (NCT02428855).
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» FGFR

La via del FGFR esta involucrada en la migracidon, proliferacion,
supervivencia y diferenciacion celular. Las fusiones FGFR2 estan presentes de un 11%
a un 45% de los pacientes con un CCIH. Este descubrimiento ha abierto una
prometedora via terapéutica.''*'211¥71%8 Ep 1os estudios de perfil genomico, las fusiones
de FGFR?2 se encuentran sincrénicamente con mutaciones en ARIDI1A, PBRM1 y TP53,
entre otros.®! Histologicamente, las fusiones de FGFR2 se asocian con un crecimiento
intraductal prominente y la anastomosis de las glandulas tubulares'®; estas
caracteristicas pronosticas parecen estar asociadas con un curso de enfermedad
indolente y una supervivencia prolongada.'®’'®*

Los primeros datos publicados con un inhibidor selectivo de FGFR en CC fueron
con el farmaco oral BGJ398 (infigratinib). En el estudio fase II de brazo tunico se
incluyeron 61 pacientes afectos de CC con alteraciones en FGFR tras progresion a
tratamiento estandar (NCT02150967). La TR fue del 14,8%, la tasa de control de
enfermedad (TCE) del 75,4% y la SLP de 5,8 meses (IC del 95% 4,3-7,6).""° Los datos
de este ensayo clinico fueron actualizados en el Ultimo congreso europeo de oncologia
con 71 pacientes incluidos; la TR fue del 31,5% (IC del 95% 20,5-43,1%). La TCE fue
del 86,9%, con una duracion media de respuesta de 5,4 meses, y la mediana de SLP y la
SG de 6.8 meses (IC del 95% 5,8-7,6) y 12,5 meses (IC del 95% 9,9-16,6),
respectivamente.'”!

El grupo de Borad et al."”* publicaron por primera vez resistencia adquirida a la
inhibicion del FGFR en un andlisis de tres pacientes con CCIH con fusion FGFR2 que
fueron tratados con BGJ398. La secuenciacion del ADN libre de células (ADNc) y las
muestras de biopsia recogidas al inicio y después de la progresion revelaron mutaciones
policlonales secundarias en el dominio de la quinasa FGFR2, incluida la mutacion
FGFR2V564F en los tres pacientes. Los estudios in vitro identificaron inhibidores de
FGFR estructuralmente distintos que pueden superar la resistencia. Estos datos sugieren
futuras estrategias de tratamiento en este escenario.

En relacion a otro inhibidor selectivo de FGFR, INCB54828 (Incyte;
NCT02924376), se han comunicado datos en el Gltimo congreso europeo de oncologia.
Los pacientes fueron incluidos en tres cohortes: cohorte A (fusiones de FGFR2) (47
pacientes), cohorte B (otras alteraciones genéticas FGF/FGFR) (22 pacientes) y cohorte
C (sin alteraciones no FGF/FGFR) (18 pacientes). Un total de 45 pacientes fueron
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evaluables, observandose en la cohorte A 8 pacientes (18%) con respuesta parcial y 26
pacientes (58%) con enfermedad estable. La TR fue 24% (IC del 95% 12-37) y la SLP
de 6,8 meses (IC del 95% 3.6-9,2). No se observaron respuestas ni aumento de la SPL
en las cohortes By C.'”?

Otros inhibidores selectivos de FGFR que se estan evaluado actualmente en
pacientes con tumores soélidos avanzados, incluyendo CCIH, son BAY1163877
(NCTO01976741) y el inhibidor irreversible de FGFR TAS-120 (NCT02052778). Los
multi-TKI no selectivos que también se dirigen a FGFR, ponatinib y pazopanib, han
demostrado actividad en pacientes con CCIH que han desarrollado resistencia a la
quimioterapia.””* Un tercer TKI no selectivo, ARQ 087 (NCT01752920), que inhibe
RET, PDGFR, KIT, SRC y FGFRI-3 (ICsyp para FGFR2 0,68 nmoL/L), se esta
evaluando actualmente en un ensayo fase Il con pacientes previamente tratados con
alteraciones en FGFR. Los datos preliminares del ensayo fase I/Il muestran que 3 de los
12 pacientes con CCIH con fusion FGFR2 tratados con ARQ 087 presentaron una
respuesta parcial (con una tasa de control de la enfermedad del 75%).'”’Los niveles
circulantes de ligandos de FGF como FGF19, FGF21 y FGF23 mostraron cierta
correlacién con la respuesta en el ensayo ARQ 087.'%

El perfil de seguridad de los inhibidores de FGFR es manejable, siendo la
hiperfosfatemia una de las toxicidades mas comunes. Este es un efecto de clase debido
al bloqueo de FGF23 en el hueso y el rifion. FGF23 es una hormona fosfatlrica que
regula la excrecion de fosforo en el tibulo proximal del rifién, y la inhibicién de esta
hormona conduce a la reabsorcion del fosfato. Los datos preliminares del uso de

inhibidores de FGFR en CCIH avanzado son alentadores.

2.4 Estrategias terapéuticas dirigidas contra vias de sefializacion

»  La via WNT/B-catenina

La via WNT/B-catenina estd implicada en la regulacion de la invasion y
migracion celular. La alta expresion nuclear con baja expresion membranosa de la
expresion de B-catenina se ha descrito en CCIH (15%)""'%%; la sefializacion de WNT

199 1.2 activacién de la via WNT se asocié con

parece ser mas relevante en el CC hiliar.
la quimiorresistencia y la diseminacion metastasica en un modelo de tumor de
xenoinjerto de CC*”y la inhibicién de WNT revirtié la quimiorresistencia en las lineas

celulares.” Por el contrario, su impacto y el estado mutacional de los componentes de
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esta via hoy en dia no se conocen completamente en CVB.2**** La secuenciacién del
exoma completo del CC relacionado con infeccidon por Opisthorchis viverrini identifico
mutaciones en la via WNT, como RNF43 (9,3%).*

La expresion de B-catenina se asocia con apoptosis disminuida en CVB.2® A
pesar de que actualmente se estan desarrollando multiples inhibidores de la via WNT,
hasta el momento se han efectuado escasos ensayos clinicos en pacientes con CVB
(figura 15).2°“*7 Eads et al.**® evaluaron la seguridad de DKK1, un inhibidor de la via
canénica de WNT/B-catenina, en combinacion con gemcitabina y cisplatino en un
ensayo clinico fase I que incluia pacientes con CVB. La combinacion resultd ser segura
y con una potencial estabilizacién prolongada de la enfermedad, por lo que se espera un

mayor desarrollo de esta estrategia.

»  Lavia Hedgehog

208-209
L

La via Hedgehog también estd involucrada en el desarrollo de CVB. 0s

pacientes con CVB y via de Hedgehog activada tendrian tumores mas agresivos y con

Jos] 210,211
peor prondstico.*'”

La supresion de la via de Hedgehog en la VB y las lineas
celulares de CC*'"? implantadas en xenoinjertos de raton inhibieron la transicion epitelio-
mesenquimal y redujeron el volumen tumoral, lo que sugiere un nuevo objetivo

potencial de esta via.

>  Lavia HGF-¢c-MET

La tirosina quinasa c-MET desempeiia un papel integral en la carcinogénesis
promoviendo la angiogénesis, la invasion tumoral y el desarrollo de metéstasis. La
uniodn de este receptor con el factor de crecimiento del hepatocito ligando (HGF) activa
multiples rutas de transduccion de sefial, incluyendo la cascada GRB2-RAS-MAPK y
las rutas PI3K, EGFR, VEGF y RAC1-CDC42. La sobreexpresion de c-MET, se asocia
con un mal pronostico en CC, y se ha descrito con una frecuencia del 12% al 58% en los
CCIH *"*?" y del 0% al 16% en los CCEH. Existe una amplia variacién probablemente
explicada por las diferencias en el anticuerpo c-MET utilizado, la definicién de
positividad, el andlisis de las muestras quirtrgicas frente a muestras de etapa avanzada y
la cantidad de material tumoral disponible. La amplificacion de c-MET es rara en el CC,
pero se ha observado con una frecuencia del 7% en un estudio de 26 casos de CCIH

analizados por NGS. Ademas del efecto mencionado anteriormente en el CC, la via
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HGF-c-MET promueve la actividad proteolitica e induce la motilidad celular, esencial
para la progresion invasiva de las lineas celulares de carcinoma de VB.*"> Se ha
demostrado que la amplificacion de c-MET conduce a la resistencia a los inhibidores de
EGFR a través de la activacion de PI3KCA dependiente de HER3. Por tanto, la doble
inhibicién de c-MET con otras vias podria representar una estrategia terapéutica en el
CC.

El cabozantinib tiene una actividad potente contra c-MET (ICsy 1,3 nmoL/L)
y VEGFR2 (ICsy 0,035 nmoL/L). Se analiz6 su actividad en un ensayo clinico fase II
en pacientes con CC avanzado; la mediana de SLP fue de 1,8 meses (IC del 95%, 1,6-
5,4) y la mediana de SG de 5,2 meses (IC del 95%, 2,7-10,5). Los eventos adversos de
grado 3/4 ocurrieron en el 89% de los pacientes. Un paciente con expresion de 3+ MET
en el tumor permaneci6 en tratamiento durante 278 dias, pero la expresion MET no se
correlacion6 con los resultados en la poblacion general del estudio y el ensayo se
interrumpio anticipadamente por la toxicidad regstrada durante el estudio.*'®

Se esta llevando a cabo un ensayo clinico aleatorizado fase II con merestinib

mas cisplatino/gemcitabina en primera linea de tratamiento (NCT02711553).

»  Via RAS-BRAF-MEK-ERK

La via RAS-RAF-MEK-ERK con frecuencia esta desregulada en el CC.*"" El
RAS activado desencadena la fosforilacion y la activacion de RAF cinasa, lo que
conduce a la fosforilacion final de MEK1 y MEK?2. La MEK activada fosforila ERK1 y
ERK2 (figura 15). La ERK fosforilada (pERK) seguidamente se dimeriza y se transloca
al nucleo, donde regula varias funciones celulares importantes. La mutacion de KRAS
esta presente con una frecuencia del 9% al 40% en el CC."'*'"? La mutacion KRAS se ha
asociado con invasion perineural, etapa avanzada y mal prondstico.”'® KRAS puede estar
mutado hasta en un 7,8% en los tumores de VB.2"

Las mutaciones BRAF parecen no ser significativas en el cancer de VB y
solamente aparecen en CCIH.”* Sin embargo, se han descrito tasas de mutacion del
5,9% al 33%.”* La mutacion V600E es la mas frecuente en los canceres humanos
incluyendo el CC. En un estudio fase Il de vemurafenib en una cohorte de 122

pacientes con canceres no melanoma mutados por BRAF V600, en 1 paciente con CC se

describi6 una respuesta parcial duradera de més de un afio.””!
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Los datos publicados sobre la eficacia de un inhibidor de MEK en un estudio
de brazo Gnico con selumetinib en CVB avanzados y 25 pacientes evaluables'™
mostraron respuesta parcial en 3 pacientes (12%) y enfermedad estable en 17 (68%). La
mediana de SLP fue de 3,7 meses (IC del 95%, 3,5-4,9) y la mediana de SG de 9,8
meses (IC del 95%, 6,0-no evaluable). En este estudio, no se detectaron mutaciones
BRAF V600E, pero la ausencia de tincion de pERK pareci6 estar asociada con una falta
de respuesta a selumetinib. En el estudio ABC-04 fase Ib, se esta evaluando la seguridad
y tolerabilidad de selumetinib en combinaciéon con cisplatino/gemcitabina en CVB
avanzado; 3 de 8 pacientes evaluables obtuvieron respuestas parciales. Las toxicidades
relacionadas con selumetinib incluyeron edema y erupcion de grado 1 a 2.%**

Otro inhibidor no competitivo de MEK 1/2, binimetinib, después de
resultados alentadores en seguridad y actividad durante los estudios de fase I, se
encuentra actualmente en evaluacion en estudios de fase II (NCT02151084,
NCTO01828034). Por el contrario, pazopanib, un inhibidor multiquinasa del receptor
VEGF, PDGF, c-KIT, FGFR y RAF, asi como trametinib, un inhibidor altamente
especifico de MEK 1 y MEK 2, ambos disponibles por via oral, han mostrado resultados
desalentadores.*****

No obstante, dada la importancia de en esta via, nuevas estrategias combinadas

dirigidas a diferentes moléculas representan enfoques atractivos en el CC.

»  Lavia PI3K-AKT-mTOR

La activacion mas frecuente de la via PI3K-AKT son mutaciones somaticas de
PIK3CA en CVB.”

MK-2206 es un inhibidor alostérico selectivo oral de AKT que se dirige a las
tres isoformas de AKT humano (AKT1, AKT2 y AKT3) con valores de ICsp de 8, 12 y 65
nmoL/L, respectivamente. El resultado de un estudio fase II que utilizé este compuesto
en 8 pacientes con al menos un tratamiento sistémico previo fue desalentador, con una
mediana de SLP de 1,7 meses y de SG de 3,5 meses.?202%

Un estudio fase II con everolimus en primera linea mostrd evidencia sobre la
actividad antitumoral, en 14 de los 27 pacientes (56%, IC 95%, 35-76) logrando control
tumoral a las 12 semanas y en 2 de ellos logrando una respuesta parcial. La mediana de
SLP fue de 6,0 meses (IC del 95%, 2,1-11,2) y la mediana de SG fue de 9,5 meses (IC

del 95%, 5,5 a 16,6). Los estudios correlativos sugieren que el estado mutacional de
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KRAS vy los niveles de pAKT basales podrian estar asociados con la resistencia al
tratamiento con everolimus.””® En el momento presente se esté realizano un ensayo fase
I de copanlisib (BAY 80-6946) en combinacién con gemcitabina y cisplatino en

tratamiento de primera linea (NCT02631590).

» ROS, ALK, NTRK

La presencia de fusiones de NTRK en pacientes diagnosticados de CCIH se ha
establecido en torno al 3,5%.*' También se han descrito fusiones esporadicas de ROSI
(hasta 8,7%) y ALK (2,6%).'%

Los farmacos dirigidos a los genes NTRK1/2/3, ROSI o ALK han demostrado
una tasas de respuestas notablemente elevadas (57-86%) en una poblacion seleccionada

‘1 228,229
de tumores solidos.”™

En base a estos datos y a la actividad clinica bien conocida de
los inhibidores de ALK en el cancer de pulmén de células no pequeiias con
translocacion de ALK o ROSI, se esta llevando a cabo un ensayo fase II, en el que se
evalua la eficacia y la seguridad de ceritinib en pacientes con CCIH que sobreexpresa
ROSI o ALK (NCT02374489). La fusion FIG-ROS recientemente identificada ha
propiciado que se esté evaluando el uso de crizotinib en un ensayo fase II en pacientes
con ALK, MET o ROSI1 (NCT02034981).

Durante la reunion anual ASCO 2017, se presentaron datos preliminares sobre
larotrectinib, que mostr6 una actividad antitumoral consistente y duradera en 55
pacientes con varios tipos de tumores sdlidos con fusiones en NTRK (CC en 2

pacientes). Las tasas de respuestas de 46 pacientes evaluados fueron del 78%, con

respuestas en 12 tipos de tumores.”’
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Figura 15. Detalle de las vias mas relevantes en CVB. Las flechas negras describen activacion, las flechas rojas
inhibicién, y los asteriscos mutacion de la proteina.'®’

2.5 Inmunoterapia

» Terapia con vacunas

El sistema inmune del huésped se sensibiliza contra antigenos especificos de
tumores utilizando vacunas de células enteras, vacunas de péptidos especificas de
antigenos o células dendriticas cargadas con antigeno. La proteina 1 de tumor de Wilms
(WT1) y la proteina 1 de mucina (MUC1) son dos antigenos de especial interés para
CVB.>!

WTI, un factor de transcripcion también es un supresor tumoral mediante la
interaccién con PDGFR, EGFR, ¢-MYC y BCL2.*** En un ensayo fase I en combinacién
con gemcitabina los pacientes con respuesta de células T a la vacunacion WTI1
presentaban una SG mas larga que los pacientes tratados solo con gemcitabina, con
enfermedad estable a los 2 meses en el 50% de los casos y una mediana de SG de 288

dias.”® Las células T especificas de WT1 fueron detectables en el 65% de los pacientes
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después de la vacunacion, aunque no se observd una correlacion con resultados
significativos.

MUCI, una glicoproteina que forma una barrera hidréfila para los agentes
citotoxicos hidrofobos estd muy sobreexpresada en los CVB (90%) y en menor medida
en los CC (59-77%)>*, asociandose con estadio avanzado de la enfermedad y peor
supervivencia. En un ensayo fases I, la vacunacion con MUCI no se tradujo en
beneficio clinico a pesar de lograr una respuesta IgG anti MUCI, en un solo paciente
con enfermedad estable.”>> En un estudio de una vacuna basada en células dendriticas
dirigida a MUCI en pacientes con cancer de pancreas resecado y CVB tratados con
quimioterapia adyuvante o radioterapia, se observo que 4 de los 12 pacientes estaban

237 238
, tres

libres de enfermedad a los 4 afios.”*® Ampliar la vacunacion para alcanzar dos
o cuatro™’ péptidos, o incluso "personalizar" la vacuna es aspecto prometedor que
merece ser investigado.

El grupo de Yoshitomi et al.*** ensayaron una vacuna multipéptido en un ensayo
fase II en pacientes con CVB avanzado. Cada vacuna se personalizo, seleccionando
hasta cuatro péptidos HLA compatibles de acuerdo con la inmunidad preexistente del
huésped. Esta vacuna multipéptido personalizada fue bien tolerada y se observo una
respuesta de células T al péptido de la vacuna en 8 de 17 pacientes (47%) que
completaron el primer ciclo de vacunacion y en 4 de 7 pacientes (57%) después del
segundo ciclo.**’

Una alternativa a la terapia con la vacuna peptidica es la utilizacion de células
dendriticas pulsadas con antigeno para activar y regular positivamente una respuesta de
células T especifica. En un estudio se administr6 la vacuna de células dendriticas
pulsadas WT1 y MUCI1 a 65 pacientes con CVB irresecable o recurrente con y sin

.. . 40
qulmloterapla.2

Es de destacar que los pacientes que experimentaron fiebre después de
la vacunacion mejoraron la supervivencia general en el andlisis multivariado, lo que

. . , . . 241
infiere que una respuesta inmunoldgica puede ser beneficiosa.

» Terapia adoptiva con células T

Un enfoque alternativo para aumentar la respuesta inmune especifica del
tumor del huésped y la infiltracion de células T intratumorales es la infusion de
linfocitos tumorales infiltrados (TIL) propios del paciente.*** La transferencia de células

T adoptivas aumenta el numero de linfocitos T citotoxicos activados en el
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microambiente tumoral que el inducido por una vacuna sola. En el melanoma
metastésico, la infusion de TIL enriquecida en CDS8 + después de un régimen preparado
de linfodeplecion condujo a una respuesta objetiva en el 58% de los pacientes, incluidos
tres respuestas completas. La transferencia directa de la inmunidad celular a través de
la inmunoterapia adoptiva también se ha investigado para su uso en CVB en
combinacion con la vacunacion con células dendriticas.***

Higuchi et al.** han descrito un caso clinico de més de 3 afios de
supervivencia a largo plazo en un paciente con CCIH con ganglios positivos tratado con
terapia adyuvante basada en células T y células dendriticas pulsadas con lisado tumoral.
Estos alentadores resultados en casos clinicos individuales han demostrado la viabilidad
de esta estrategia de tratamiento y, por lo tanto, se han desarrollado ensayos clinicos
prospectivos mas amplios como terapia adyuvante. Un total de 36 pacientes recibieron
transferencia de células T activadas y se vacunaron con células dendriticas pulsadas de
lisado tumoral autologo.”* La mediana de SLP mejord significativamente a los 18,3
meses en los pacientes que recibieron inmunoterapia adyuvante en comparacion con 7,7
meses en los pacientes con terapia adyuvante sola (P = 0,005). La SG fue similarmente
alentadora, alcanzando 31,9 meses en pacientes que recibieron inmunoterapia adyuvante
en comparacion con 17,4 meses en pacientes sin inmunoterapia (P = 0,022). Es
necesaria la realizacion un ensayo clinico aleatorizado fase III para confirmar la eficacia
de la combinacion de transferencia de células T adoptivas y vacunas de células

dendriticas como terapia adyuvante para la CCIH.

» Inhibidores del punto de control (checkpoint inhibitors)

Los puntos de control inmunoldgico y otras vias co-inhibidoras de células T
son receptores de superficie celular que participan en la respuesta inmune. Estos
receptores incluyen PDI, su ligando (PDL1) y el antigeno-4 de linfocitos T citotoxicos
(CTLA4). Multiples estudios han observado la expresion de PD1/PDL1 en células
neoplésicas y agregados de células inflamatorias en CCIH, lo que se ha correlacionado
con un peor pronostico, sugiriendo que un subgrupo de pacientes podrian ser candidatos
a tratamiento con estos agentes.”** Gani et al.’** describieron la expresién de PDL1 en
las células tumorales en el 72% de las muestras de CCIH resecado. Esta expresion de
PDL1 se asoci¢ significativamente con una reduccion del 60% en la SG respecto a los

pacientes PDLI negativos. Holcombe et al.'” analizaron una cohorte de muestras de
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CVB (126 CCEH, 434 CCIH, 244 VB y 11 no especificadas) e identificaron alta
expresion PD-1 (40%) y PD-L1 en (15%). En la cohorte CVB de KEYNOTE-28
(NCT020548006), 37 de 89 pacientes (42%) fueron positivos a PD-L1 (definidos como >
1% de tincion de células en nidos tumorales o bandas PD-L1-positivas en estroma por
inmunohistoquimica).>*® Cuatro de los 24 pacientes (17%) tratados con pembrolizumab,
un anticuerpo monoclonal humanizado altamente selectivo dirigido a PD-1, presentaron
una respuesta parcial y otros 4 pacientes lograron una enfermedad estable; 5 pacientes
estuvieron en tratamiento durante un largo periodo, incluidos los 4 respondedores.**’
Actualmente se estd llevando a cabo un ensayo fase I en combinacion con quimioterapia
FOLFOX, con una cohorte fase II de expansion en CVB, (NCT02268825), junto con la
validacion de la expresion de PD-L1 como biomarcador predictivo, evaluacion del papel
de la expresion de PD-L2 y evaluacion de la eficacia en los diversos subgrupos de CVB,
asi como en pacientes con tumores deficientes en MMR.

La deficiencia de reparacion de errores (MMR) y la inestabilidad de
microsatélites (MSI) en CVB, son infrecuentes, segiin datos de series retrospectivas: la
MSI 5% en VB, 5% -13% de CCEH y hasta 10% de CCIH.***

En 2017, Le et al.** publicaron un estudio con 86 pacientes de diferentes
histologias con MMR que fueron sensibles al bloqueo del punto de control inmune con
anticuerpos anti-PD-1. Las respuestas objetivas se observaron en el 53% de los casos y
respuestas completas en el 21%. En el CC, se obtuvo una TR del 25%. Estas respuestas
fueron duraderas, pero no se alcanz6 SPL ni SG, y el estudio todavia estd en
marcha.>*"*

En la actualidad, multiples ensayos fase I y II estdn evaluando el impacto de la
terapia combinada de inhibidores de punto de control en CVB avanzado y pueden
ayudar a maximizar las estrategias de tratamiento futuras. Estos incluyen combinaciones
como ipilimumab (inhibicion de CTLA4) y nivolumab (inhibicion de PD1)
(NCTO02834013, NCT02923934 y NCT03101566) o durvalumab (inhibicion de PDL1)

y tremelimumab (inhibiciéon de CTLA4) (NCT02821754).
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Capitulo 3. Justificacion de la tesis
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El cancer de vias biliares constituye un problema de salud de gran relevancia clinica, no tan
solo por su elevada mortalidad, sino también por la perspectiva de convertirse en la tercera
causa de muerte por cancer en la proxima década.’ El mal prondstico de este tumor esta
condicionado por la dificultad de establecer un diagnéstico precoz y la falta de programas
de cribado de base poblacional, de modo que en un 80% de los pacientes se diagnostican
en estadios avanzados. Ademas, en el momento actual no se dispone de un tratamiento
sistémico claramente efectivo mas alla de la primera linea de tratamiento.” La falta de
tratamiento efectivo condiciona que la tasa de SG a los 5 afios sea inferior al 10%.>?

En funcion de la localizacion anatomica el CVB se dividen en tres tumores:
CCIH, CCEH (que incluye el CCH) y VB.’ Anatomicamente estos tumores estin
relacionados entre si y presentan patrones metastasicos parecidos, pero cada uno de
ellos se caracteriza por manifestaciones clinicas y biologia molecular propia.'*

Los resultados de las investigaciones en el campo de la biologia molecular del
CVB han permitido profundizar en el conocimiento de estos tumores, especialmente a
partir de la aplicacion de plataformas gendmicas.”®’’ Gracias a estos avances se conoce
que la patogénesis de estos tumores es compleja y variada, en la que estan implicadas
diferentes vias de sefializacion (figura 16), tales como RAS-RAF-MEK, PI3K-AKT-
mTOR, WNT/b-catenina’® , Hedgehog, HGF-c-MET]36, entre otras, asi como diversas
alteraciones moleculares en funcion de la localizacion anatomica''', alguna de ellas
potenciales dianas terapéuticas, por ejemplo mutaciones en BRAF'**"! IDH1/2* o
translocaciones en FGFR' en CCIH; PI3K, MET, BRACI1/2 en CCEH; EGFR y
amplificaciones de HER2'” en VB.'® Los CCIH, CCEH, CCH, VB comparten
alteraciones genéticas en la regulacion del ciclo celular (CDKN2B) y la remodelacion de

la cromatina (4RID14).""
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FGFAZ fusion
IDH1/2, EPHA2, BAPT mutation
C=T at CpG signature

ICC and ECC shared
KAAS, SMAD4, ARID1A, GNAS mutation

ECC spacific

PRKACA or PRKACE fusion, ELF3, ARIDTE
EGFR, ERBB3, PTEN, ARID2, mutation, better progosis subtype

MLL2, MLL3, TERT promaoter

mutation APOBEC signature

Biliary duct comman

TP53, BRCA1, BRCAZ, PIK3CA mutation

Poor-prognosis subtype with high immune
checkpoint activity

Figura 16. El analisis genomico de CVB muestra alteraciones especificas en cada localizacién tumoral. Existen
alteraciones comunes en CCIH y CCEH. En azul se muestran los genes considerados potenciales dianas
terapéuticas.'*

En la actualidad el tratamiento estandar de primera linea en los CVB es la
combinacion de cisplatino con gemcitabina. Los resultados del estudio pivotal fase I1I
en pacientrs con CVB demostraban que la combinacion de cisplatino y gemcitabina
permitia alcanzar una mayor supervivencia en comparacidon con gemcitabina en
monoterapia (11,7 versus 8,1 meses) (HR 0,64, IC del 95% 0,52-0,80; P < 0,001).”
Desgraciadamente, mas alld del estudio de primera linea, ningun tratamiento ha
demostrado su eficacia para el tratamiento de los CVB.

La terapia dirigida en CVB tiene como objetivo mejorar la eficacia terapéutica,
especialmente en los pacientes refractarios a quimioterapia convencional en primera
linea. La terapia dirigida usa farmacos diferentes a los de la quimioterapia tradicional.
Este tipo de tratamiento actia dirigiéndose a genes o proteinas especificas, que se
encuentran en células cancerosas o en células relacionadas con el crecimiento del
cancer, para ayudar a detener el crecimiento y la propagacion de la enfermedad. El
mayor conocimiento de la biologia molecular del CVB ha permitido disefiar estudios
contra potenciales dianas terapéuticas (DT) descritas en los CVB.

Sin embargo, continua existiendo la necesidad de identificar potenciales
biomarcadores predictivos de respuesta con el objetivo de poder individualizar el
tratamiento del CVB a fin de mejorar los resultados terapéuticos. Algunos estudios actuales

que estan ensayando nuevos farmacos en CVB, estin ya dirigidos a un subtipo
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determinado de pacientes que presentan unos rasgos especificos de biologia molecular,

lo que los puede hacer mas susceptibles para obtener un mayor beneficio terapéutico.

En esta tesis doctoral presentamos los resultados de un estudio de investigacion
cuyo objetivo ha sido contribuir al conocimiento de la biologia molecular del CVB. Para
ello se han analizado muestas de pacientes con CVB que han sido considerados
potenciales candidatos para participar en un estudio clinico en la Unidad de
Investigaciéon de Terapia Molecular del Hospital Universitari Vall d’Hebron de
Barcelona. Esta unidad centra su actividad en el desarrollo clinico precoz de farmacos.
A la poblacioén seleccionada se le realizo un estudio molecular segun la técnica vigente
en el centro en cada momento. Una de las dificultades para la realizacion del estudio
molecular fue disponer de una muestra con la cantidad suficiente de células tumorales
que se necesitan para el analisis gendmico. Como complemento, también se analizé de
forma retrospectiva el beneficio que obtenian los pacientes tras la participaciéon en un
estudio clinico (dirigido o no a una diana terapéutica) tras el fallo al tratamiento

estandar.
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Capitulo 4. Hipotesis y objetivos
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4.1 Hipotesis primaria y secundaria

>

Primaria

La identificacion de nuevas dianas terapéuticas mediante la caracterizacion
molecular permite estrategias terapéuticas dirigidas en cancer de via biliar.
Secundaria

Las diferentes localizaciones anatémicas en cancer de via biliar (CCIH, CCEH,

VB) muestran alteraciones moleculares especificas.

4.2 Objetivos primarios y secundarios

>

Primario

Determinar la frecuencia de las diferentes alteraciones moleculares y describir
los genes drivers para identificar potenciales biomarcadores predictivos de
respuesta a dianas terapéuticas en una cohorte de pacientes con cancer de via
biliar.

Secundarios

Determinar la frecuencia de las alteraciones moleculares segin la localizacion

tumoral (CCIH, CCEH, VB).

Determinar la frecuencia de las alteraciones moleculares segun la plataforma
genomica utilizada.

Evaluar la respuesta antitumoral y la supervivencia global desde la fecha de
progresion a la primera linea de tratamiento al participar en un ensayo clinico
tras la realizacion de un estudio molecular, en los pacientes con cancer de via

biliar que han fracasado al tratamiento estandar.
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Capitulo 5. Métodos
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5.1 Diseiio y emplazamiento

Se trata de un estudio retrospectivo y descriptivo, en el que se han incluido 154
pacientes con un CVB metastasico, los cuales fueron evaluados como candidatos a la
realizacion de un estudio de biologia molecular en el tejido tumoral disponible, con
posterior inclusion en ensayos clinicos llevados a cabo en la Unidad de Investigacion de
Terapia Molecular o en la Unidad de Tumores Digestivos del Hospital Universitari Vall
d’Hebron de Barcelona.

El Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitari Vall d’Hebron
dispone de la Unidad de Investigacion de Terapias Moleculares para el Cancer, que
cuenta con un programa de cribaje molecular donde se realiza un analisis molecular del
tumor del paciente para determinar los posibles escenarios de dependencia oncogénica
para tratar de asociar cada una de las alteraciones del tumor a un farmaco DT.

En la Unidad estan perfectamente integrados diferentes especialistas, incluyendo
oncologos médicos y especialistas en patologia, gendomica y biologia molecular. Los
oncologos médicos poseen el conocimiento de la biologia molecular de cada tumor y de
cada paciente que va a ser tratado en estos estudios clinicos, asi como de las
propiedades de los farmacos utilizados en los ensayos clinicos y sus toxicidades. Por su
parte, los especialistas en patologia, gendmica y biologia molecular efectian la
caracterizacion de los tumores de los pacientes, de forma individualizada en funcion de
las propiedades de cada tumor.

La busqueda individualizada de una opcion terapéutica especifica ajustada a
cada paciente es hoy en dia prioritaria. La caracteristica mas relevante del proyecto es
su alta aplicabilidad clinica, ya que podrian obtenerse nuevas terapias en base a

alteraciones moleculares descritas en CVB.

5.2 Seleccion de la muestra

Para la seleccion de la muestra se ha utilizado una base de datos generada por el equipo
Oncology Data Science Group (ODysSey) del Hospital liderado por el Dr. Rodrigo
Dienstmann; con los resultados procedentes del programa de cribado molecular del
Hospital Universitari Vall d’Hebron de Barcelona. Se han seleccionado 154 pacientes
con un CVB a los que se les ha realizado un estudio molecular en el periodo de tiempo
de enero del 2011 a diciembre del 2016. Con un seguimiento del estado de los pacientes

hasta diciembre 2017.
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Los pacientes seleccionados dieron su consentimiento por escrito para autorizar
el andlisis molecular. El protocolo del cribaje molecular fue aplobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitari Vall d’Hebron, en la sesion

ordinaria numero 190, en fecha del 29 de julio de 2011.

5.3 Analisis molecular aplicado a la muestra

Se han analizado muestras tisulares incluidas parafina procedentes indistintamente del
tumor primario o de las metastasis, segun disponibilidad.

De enero de 2011 a junio de 2014 las muestras fueron analizadas mediante

espectrometria de masas (MassARRAY Sequenom®) (apéndice, tabla 1). De junio de
2014 hasta el momento presente la técnica utilizada ha sido un panel de Next

Generation Sequencing (NGS) con Amplicon-MiSeq, mediante I[llumina MySeq®

(apéndice, tabla 2).

El andlisis molecular que se ha llevado a cabo mediante Sequenom

MassARRAY®, ha sido utilizando la OncoCarta version 1.0, y mediante Amplicon-
MiSeq, una plataforma de NGS, usando una OncoCarta realizada por el Instituto de
Oncologia Vall d'Hebron (VHIO), la VHIO-Card version 1.0. Con ambos métodos se
pueden analizar mutaciones /otspots bien establecidas en multiples genes.

La OncoCarta version 1.0 analiza 238 mutaciones en 19 genes. Ademas, junto con
dicha OncoCarta se ha utilizado un panel propio generado en nuestro centro que ha
permitido ampliar la deteccion a 288 mutaciones localizadas en 24 oncogenes, con una
sensibilidad del 10% al 15%. En cambio, la VHIO-Card version 1.0 es capaz de analizar
un mayor nimero de mutaciones, hasta mas de 50.000 posiciones en el genoma en 59
oncogenes y supresores tumorales, con una sensibilidad del 1% al 3%.

El analisis de translocaciones/fusiones de los genes se realizd6 con Nanostring
(nCounter®) version 3 hasta marzo 2016, y con la version 4 a partir de esta fecha
(apéndice, tablas 3 y 4). Esta técnica permite el andlisis simultdneo digital de hasta 800
ARNmMm de forma simultanea y con una alta sensibilidad.

De junio de 2015 a diciembre del 2016 se analizaron las muestras mediante
FoundationONE (apéndice, tabla 5) en los CC. Dicho anélisis formaba parte del cribaje
molecular del estudio NCT02160041.
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La plataforma de FoundationONE, esta validada para analizar 300 genes relacionados
con cancer, incluidos 25 intrones, con una especificidad y sensibilidad entre del 90% al
99% en ambos casos.

HER2: se analiz6 con expresion proteica mediante inmunohistoquimica
utilizando el kit Herceptest de (DAKO#K5207) y para analisis de amplificaciones de
HER2 (DAKO #5331) con técnica de hibridacion in situ con fluorescencia.

PTEN: se analiz6 con expresion proteica mediante inmunohistoquimica
utilizando un anticuerpo acreditado (clon 138G6). Una muestra se consideraba con pérdida
de PTEN si el H-score era menor de 50.

c¢MET: se analizé mediante un ensayo inmunohistoquimico con peroxidasa para
la determinacion de la expresion de la proteina ¢c-MET en tejido fijado en formol e
incluido en parafina. Se utiliza el anticuerpo monoclonal (rabbit) c-MET (D1C2) de
Cellsignaling (cat#8198).

La valoracién microscopica de la tincion se realizaba utilizando una escala de
expresion semicuantitativa, denominada Histo-score (H-score, de 0 a 300), que
considera el porcentaje de células con expresion y la intensidad de ésta.
En este proyecto se considerd amplificacion de c-MET si H-score era mayor de 200.

Las dianas terapéuticas mas relevantes y la TD correspondiente se resumen en la

tabla 10.

Tabla 10. Dianas terapéuticas mas relevantes descritas en el proyecto y su terapia dirigida

Diana terapéutica Terapia dirigida (TD)
IDH1/2 mutado Inhibidor IDH
HER?2 amplificado Inhibidor HER2
FGFR fusion/mutacion/amplificacion Inhibidor FGFR
PIK3CA mutado Inhibidor PI3K
AKT mutado Inhibidor PI3K
PTEN null expresion Inhibidor PI3K
KRAS mutado Inhibidor MEK
NRAS mutado Inhibidor MEK
BRAF mutado Inh. BRAF o Inh. MEK
NOTCH4 mutado Inhibidor NOTCH
MET amplificado Inhibidor MET
Genes de reparacion de ADN mutados (BRAC2, ATM, Inhibidor PARP
MSH?2, MSH6)
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5.4 Variables clinico-patologicas

Para cada paciente se han recogido las siguientes variables: género, edad en el momento
del diagnostico, el estadiaje al diagnostico de la enfermedad segun clasificacion TNM,
la fecha del diagnoéstico de la enfermedad metastésica, localizacion de las metastasis,
terapia oncologica aplicada (nimero de lineas de tratamiento), inclusiéon en un ensayo
clinico (si/no), tipo de tratamiento recibido en ensayo, respuesta obtenida, tiempo de
permanencia en el ensayo, motivo de retirada del ensayo, supervivencia desde el
diagnodstico de las metéstasis, supervivencia desde la inclusion en un ensayo clinico,
supervivencia desde la fecha de progresion a la primera linea de tratamiento, y fecha de

la defuncion en caso de que el paciente haya fallecido o fecha del ultimo seguimiento.

5.5 Definiciones y conceptos relevantes

Las principales definiciones aceptadas han sido las siguientes:

— Supervivencia global (SG): tiempo desde el diagnostico del tumor hasta la fecha
del fallecimiento del paciente o del Gltimo seguimiento.

— Supervivencia del periodo metastasico: periodo desde el diagnostico de la
enfermedad metastésica hasta la fecha del fallecimiento del paciente o del ultimo
seguimiento.

— Supervivencia libre de progresion (SLP) a la primera linea de tratamiento:
periodo desde inicio del tratamiento de primera linea hasta la progresion tumoral
a la primera linea.

— Supervivencia desde la fecha de progresion a primera linea de tratamiento
(SP1°T): periodo desde la progresion a primera linea de tratamiento hasta la
fecha del fallecimiento del paciente o del ultimo seguimiento. Esta variable
permite definir mejor el beneficio de la participacion en un ensayo clinico, dado
que se excluye el tiempo de supervivencia correspondiente a la primera linea de
tratamiento, con eficacia demostrada e impacto en supervivencia.

— SLP del ensayo clinico: periodo de permanencia en el ensayo, desde el inicio
hasta la discontinuacién del tratamiento, independientemente de cudl haya sido
el motivo (toxicidad o progresion tumoral).

— Los datos de supervivencia se censuran en la fecha del ultimo seguimiento.

Algunos conceptos relevantes utilizados durante el proyecto son los siguientes:
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Oncogén driver: al adquirir una mutacidon activadora, un protooncogén se
convierte en un agente inductor de tumores, un oncogén. Este gen dard una
ventaja selectiva a la supervivencia de células tumorales. Los ejemplos de
oncogenes driver en CVB incluyen IDH, PIK3CA, KRAS, NRAS y AKT (figura
16)

Alteraciones genomicas clinicamente relevantes (AGCR): son alteraciones
genéticas (mutaciones, amplificaciones, translocaciones etc.), potenciales DT
capaces de ser bloqueadas con TM.

Diana terapéutica (DT): es una sustancia localizada en cualquier parte de la
célula como la membrana celular, el citoplasma o el nucleo, capaz de ser
reconocida por un farmaco y producir una respuesta celular. Los receptores
farmacoldgicos formarian parte de las dianas terapéuticas. La mayoria de las
dianas moleculares son lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

Terapia dirigida (terapia matched) (TM): son terapias dirigidas contra el cancer
como farmacos, u otras sustancias, diferentes de la quimioterapia tradicional que
bloquean el crecimiento y la diseminacion del cancer al interferir en moléculas
especificas como DT. Con ello detienen el crecimiento tumoral y favorecen la
muerte de las células malignas. Las terapias contra el cancer también se pueden
llamar “terapias dirigidas molecularmente” o ‘“medicina de precision”. Su
mecanismo de accion consiste en la union del farmaco dirigido a oncogén driver,
bloqueando asi el crecimiento celular.

Beneficio clinico: es el beneficio obtenido tras participar en ensayo clinico al
observar tasas de respuesta o estabilidad de la enfermedad al menos 4 meses,

con mejoria de los sintomas del paciente.

5.6 Analisis estadistico

Los datos han sido analizados por el equipo ODysSey de nuestro centro (Dr. Rodrigo

Dienstmann), efectuandole el analisis de correlacion clinico-patologica-molecular con la

descripcion de la poblacion y los modelos predictivos multivariables. Se ha utilizado el

programa estadistico R (version 3.5.1), para las comparaciones entre variables clinico-

patologicas y moleculares, con un test de ji al cuadrado o la prueba exacta de Fisher

para la comparacion de las variables categoricas. Para el analisis de supervivencia se
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utilizé el estimador Kaplan-Meier con su representacion grafica mediante curvas de
supervivencia (package “survival”). Las curvas de supervivencia se compararon con el

log-rank test. Se ha aceptado un nivel de significacion estadistica de P < 0,05.
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Capitulo 6. Resultados
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6.1 Caracteristicas de la poblacion

La poblacion de estudio estaba formada por 154 pacientes con CVB avanzado, en los
que se realizé un estudio molecular con las plataformas genomicas descritas y atendidos
en nuestro centro desde enero de 2011 a diciembre de 2016. De los 154 pacientes, 64 eran
varones y 90 mujeres, con una edad media de 59 afios (rango 27-83 afios). La distribucion
por tipo de CVB era CCIH en 101 pacientes (65,6%), CCEH en 28 (18,2%) y VB en 25
(16,2%).

Un total de 99 pacientes (64,3%) fueron diagnosticados en estadio IV. La
localizacion de las metastasis en el momento del diagnostico del estadio IV fueron: higado
(n = 115), ganglionar (n = 38), pulmoén (n = 23) y otras localizaciones (hueso, pleura o
peritoneo, n = 40). El nimero de lineas de tratamiento recibido previo al analisis molecular
fue de 1 en 94 pacientes y mas de 1 en 52. Se analizaron las muestras mediante
Sequenom en 22 pacientes, mediante Amplicon-MiSeq en 56, mediante Nanostring 59 y
mediante FoundationONE en 44. Los datos generales de los pacientes se resumen en la

tabla 11.

‘ Tabla 11. Caracteristicas de los pacientes afectos de un CBV en los que se les analiz6 la muestra tumoral

Variables Nimero de pacientes
Género Varo6n 64
Mujer 90
Edad, afios, media (rango) 59 (27-83)
Estadio al diagnéstico I 0
11 6
1 49
v 99
Cancer vias biliares CCIH 101
CCEH 28
VB 25
Cirugia del tumor primario Si/No 62/92
Tratamiento adyuvante Si/No 30/124
Localizacion metastasica Higado 115
Pulmén 23
Ganglios 38
Otrsa (pleura, peritoneo 40
etc.)
Numero de tratamientos previos al analisis 0 8
molecular 1 94
>1 52
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Esquemas de tratamiento metastasico Cisplatino /gemcitabina 98
Gemcitabina/oxaliplatino 22
Gemcitabina 15
Capecitabina 8
Otros 6

Ensayo clinico Si/No 39/115

Ensayo clinico diana terapéutica Si/No 20/19

Técnicas de secuenciacion Mass ARRAY 22
Sequenom 56
Amplicon-Miseq 44
Foundation One 59
Fusion Nanostring

Proteémica MET 30
PTEN 26
HER2 11

6.2 Supervivencia global

La mediana de SG fue de 23,4 meses (IC del 95% 19,6-28,2). La SG en funcién de la

localizacion anatomica fue la siguiente: 21,3 meses (IC del 95% 16,9-30) en el grupo de

101 pacientes con CCIH, 24,2 meses (IC del 95% 19,4-34,3) en el grupo de 28

pacientes con CCEH y 27,1 meses (IC del 95% 19,6-33,8) en el grupo de 25 pacientes

con cancer VB (figura 17). La diferencia en SG en funcion de la localizacion anatomica

no fue estadisticamente significativa (log-rank, P =0,9).

Figura 17. Supervivencia global segtin la localizacion anatomica (CCIH, CCEH, VB)
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La supervivencia del periodo metastasico por localizacion anatomica fue de 16,9
meses (IC del 95% 14,3-21,3) en el grupo de 101 pacientes con CCIH, 16,1 meses (IC
del 95% 10,9-27,8) en el grupo de 28 pacientes con CCEH y 18,8 meses (IC del 95%
19,6-33,8) en el grupo de 25 pacientes con tumores de VB. Las diferencias en la
supervivencia durante este periodo tampoco fueron estadisticamente significativas (log-

rank, P =0,7) (figura 18).

Figura 18. Supervivencia del periodo metastasico segun la localizacion anatomica (CCIH, CCEH, VB)
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6.3 Supervivencia libre de progresion a la primera linea de tratamiento

La SLP a la primera linea de quimioterapia fue de 5,4 meses (IC del 95% 4,7-6,6). La
SLP por localizacion anatomica fue de 5,4 meses (IC del 95% 4,1-7,1) en el grupo de
101 pacientes con CCIH, 4,9 meses (IC del 95% 3-8,2) en el grupo de 28 pacientes con
CCEH y 6,6 meses (IC del 95% 5,4-9,3) en el grupo de 25 pacientes con tumores de
VB. Las diferencias en SLP segun la localizacion tumoral no fueron estadisticamente

significativas (log-rank, P = 0,2) (figura 19).
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Figura 19. Supervivencia libre de progresion segun la localizacion tumoral (CCIH, CCEH, VB)
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6.4 Alteraciones moleculares en CCIH, CCEH, VB

Las muestras tumorales fueron analizadas mediante Sequenom en 22 pacientes, Amplicon-
MiSeq en 56 pacientes, mediante Nanostring en 59 pacientes, y mediante FoundationONE
en 44 pacientes. En relacion con el andlisis protedmico, se analiz6 MET en 30 pacientes,
PTEN en 26 pacientes y HER2 en 11 pacientes. Algunas de las muestras tumorales fueron
analizadas con mas de una técnica.

Las diferentes alteraciones moleculares, potenciales DT, detectadas en las

muestras de CCIH, CCEH y VB se presentan en la tabla 12.

En las muestras correspondientes a CCIH, la alteracion molecular mas
frecuentemente observada fue la mutacion de IDH1/2 (22 de 101 pacientes, 21,8%), con
una diferencia relevante respecto a las otras localizaciones anatdémica CCEH (3,5%) y
VB (4%), siendo la diferencia estadisticamente significativa (P = 0,014). Las isoformas
mas frecuentes de mutacion de IDHI (por orden de frecuencia) fueron R132C, R132L,
R132G, R132H, y de la mutacion de /IDH?2 eran R172W, R172K. También se detectaron
otras alteraciones relevantes, incluyendo alteracion de FGFR en 6 pacientes (5,9%), tres
de las cuales fueron fusiones en FGFR2 (una BICCI y dos desconocidas), una mutacion

en FGFR2, una fusion en FGFR3 (FGFR3-E17 TACC3-E10) y una amplificacion en
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FGFR3. Cuatro pacientes presentaron mutacion en ARIDIA (3,9%), 5 pacientes
presentaron mutacid6 de NRAS (5,9%), 7 pacientes tenian KRAS mutado (6,9%), 3
pacientes (2,9%) PIK3CA mutado isoformas E545K, N345K, E109L, 2 pacientes (1,9%)
presentaban BRAF mutado no V600, 3 pacientes (2,9%) MET amplificado, 3 pacientes
tenian mutaciones en RNF43 (2,9%), 1 con MDM?2 amplificado, 1 con NOTCH4
mutado y 1 con AKT mutado. Respecto a las mutaciones en genes de la reparacion de
ADN se observaron 3 pacientes portadores de mutaciones en BRCA2, 3 con ATM
mutado y 1 con mutacion en MSH6.

En las muestras de CCEH, las alteraciones moleculares mas frecuentes fueron
KRAS mutado en 4 pacientes (14,3%), PTEN null en 3 pacientes (10,7%), PIK3CA
mutado isoformas KI///E, E542K en 2 pacientes (7,1%), ARIDIA mutado en 2
pacientes (7,1%), BRAF mutado no V600 en 2 pacientes (7,1%), HER2 mutado en 2
pacientes (7,1%), 3 pacientes presentaron PTEN null (10,7%), FGFR3 amplificado en 1
paciente (3,5%) y MDM?2 amplificado en 1 paciente (3,5%). Respecto a las mutaciones
en genes de la reparacion de ADN se observd 1 paciente portador de una mutacion en
BRCA2 y 1 paciente con una mutacién en MSH2.

En las muestras de VB, la alteracion molecular mas frecuente era la
amplificacion de HER2 en 4 pacientes (16%), con una diferencia estadisticamente
significativamente respecto las otras localizaciones (P = 0,007). Otras alteraciones
relevantes encontradas fueron P/IK3CA mutado isoformas E545K, E542K, HI1047L en 3
pacientes (12%), KRAS mutado en 3 pacientes (12%), PTEN null en 1 paciente (4%), y
NRAS mutado en 1 paciente (4%).

Las fusiones de FGFR2, mutaciones en AKT, NOTCH4, y RNF43 vy

amplificacion de MET solo se observaron en CCIH.
Las mutaciones en IDHI1/2, PIK3CA, KRAS y en los genes de reparacion del DNA, las

amplificaciones de HER2 y la deteccion de PTEN null, estuvieron presentes tanto en

CCIH, CCEH, como en VB (tabla 12).
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Tabla 12. Descripcion de las alteraciones moleculares potenciales dianas terapéuticas en funcion
de la localizacion anatémica del tumor.

Alteracién molecular ca cCHE e Valorde
n (%) n (%) n (%) P
Total pacientes 101 28 25
IDH]I o IDH2 mutado 22 (21,8) 1(3.,5) 1(4) 0,014
ARIDI14 mutado 4 (3,9) 2(7,14) 0 0,580
HER?2 ampl or high expr 1(1) 13,5 4 (16) 0,007
HER?2 mutado 1(1) 2(7,1) 0 0,15
FGFR alterado 6(5,9) 1 (3,6) 0 0,83
FGFR2 fusion 32,9 0 0 1
FGFR2 mutado 1(1) 0 0 1
FGFR3 fusion 1(1) 0 0 1
FGFR3 amplificado 1(1) 1(3,5) 0 0,37
PIK3CA mutado 32,9 2(7,1) 3(12) 0,08
AKT mutado 1(1) 0 0 1
PTEN null expresion 2 (2,0) 3(10,71) 1(4) 0,58
PTEN mutado 1(1) 1 (3,6) 1(4) 0,2
KRAS mutado 7 (6,9) 4 (14,3) 3(12) 0,32
NRAS mutado 5(4,9) 0 1(4) 0,69
BRAF mutado 2 (2,0) 2(7,1) 0 0,23
NOTCH4 mutado 1(1) 0 0 1
MET amplificado 3(2,9) 0 0 1
RNF43 mutado 32,9 0 0 1
MDM?2 amplificado 1(0,9) 1(3,5) 0 0,37
Genes de reparacion de ADN
mutados (BRAC2, ATM, MSH2, 7 (6,9) 2 (7,1) 1(4) 1
MSHG6)

El nimero de alteraciones moleculares por muestra respecto al tipo tumoral se
detalla en la tabla 13. Cabe destacar que no se detectd ninguna alteracion molecular en
casi el 50% de las muestras de CCIH, CCEH y VB. Asimismo, se observaron otras
alteraciones moleculares no DT, tales como mutacion 7P53 en 29 muestras

correspondiendo a 19 (18,8%) casos de CCIH, 5 (17,8%) de CCEH y 5 (20%) de VB.
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Tabla 13. Numero de alteraciones moleculares por muestra analizada y tipo tumoral.

CCIH CCHE VB
Alteracién molecular
n (%) n (%) n (%)
Total pacientes 101 28 25
Ninguna 51(50,5) 14 (50) 13 (52)
1 35(34,7) 9 (32) 9 (36)
>2 15 (14,8) 5017,8) 3(12)

En el ultimo afo se utilizé la plataforma FoundationONE, la cual es una de las

plataformas disponibles mas completas, ya que analiza més de 300 genes. El uso de esta

plataforma permitiéo detectar la coexistencia de mutaciones potenciales DT en 15

pacientes (14,8%) con CCIH, en 5 pacientes (17,8%) con CCEH y en 3 pacientes (12%)

con VB (tabla 14).

Tabla 14: Coexistencia de potenciales dianas terapéuticas encontradas en el analisis de las

muestras de tumores de CVB.

CCIH CCHE VB
IDHImut + FGFR3fus IDHImut + BRAFmut IDHImut + NRASmut
IDHImut + PIK3CAmut HER?mut + KRASmut PIK3CAmut + KRASmut
IDHImut + BRCA 2mut FGFR2fus + DDRmut HER2ampl + DDRmut
BRAFmut + HER?mut +
IDHImut + BRCA2mut PIK3CAmut
IDHImut + METhigh HER2ampl + KRASmut
IDHImut + FGFR2mut
AKTImut + NRASmut
KRASmut + ATMmut
KRASmut + RNF43mut
PIK3CAmut + KRASmut
BRAFmut + HER2mut

METampl + MDM2ampl + ATM mut

NOTCH4mut + NRASmut

FGFR?2 fusion + BRCA2mut

NRASmut + RNF43mut

Mut: mutacion; Fus: fusion; Ampl: amplificacion
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Respecto a la prevalencia de DT (figura 20), destaca la mayor prevalencia de

IDH1 (17%) en CCIH, RAS mutado (18%) en CCEH y HER?2 amplificado en VB

Figura 20. Prevalencia de las alteraciones moleculares diana terapéutica (DT) en CCIH, CCEH,
VB
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6.5 Impacto del uso de diferentes plataformas de secuenciacion

Desde enero de 2011 a junio de 2014 las muestras fueron analizadas mediante
Sequenom, de junio de 2014 a diciembre de 2016 mediante Amplicon-MiSeq y de junio
de 2015 a diciembre de 2016 con FoundationONE. Los avances técnicos en el andlisis
gendmico a través de las diferentes plataformas permitieron ampliar el nimero de genes
rastreados, aumentando de 24 genes con Sequenom a 59 genes con Amplicon-MiSeq y
hasta 300 genes con FoundationONE. Por ello, y como era de esperar, la probabilidad
de detectar una alteracion molecular potencial DT por muestra tumoral aumentaba en
relacioén con el numero de genes analizados. Con el empleo de Sequenom se observo al
menos una AGCR en el 22,7% de las muestras, aumentando al 51,8% con Amplicon-
MiSeq y al 75% con FoundationONE (figura 21). En el total de 154 pacientes, se

detect6 al menos una alteracion molecular DT en 76 (49,3%).
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en funcion de la plataforma de secuenciacion utilizada

Figura 21. Numero promedio de alteraciones moleculares clinicamente relevantes detectadas por muestra
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La media de AGCR detectadas por cada plataforma gendémica aumentd

significativamente de 0,36 para Sequenom, 0,62 para Amplicon-MiSeq y 1,11 para

FoundationONE 1.11 (P =

0,004) (figura 22). En el caso de la plataforma

FoundationONE, un 29,5% presentaban mas de una AGCR (22.7% mas de dos y 6,8%

mas de tres).

‘ Figura 22. Media de alteraciones moleculares diana terapéutica detectadas por plataforma genomica.
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6.6 Descripcion de la poblacion que participa en ensayos clinicos.

De los 76 pacientes con alteraciones moleculares DT, 39 pacientes (50%) fueron
incluidos en ensayos clincos. De ellos, 19 pacientes fueron tratados con TM (tabla 15 y
figura 23) y 20 pacientes fueron tratados sin TM.

De los 19 pacientes que se incluyeron en estudios con terapia dirigida, se
observaron ocho estabilizaciones en pacientes tratados con inhibidores de FGFR, IDH,
MEK, PI3K y NOTCH, y una respuesta parcial en un paciente tratado con un inhibidor
de MET. Las mejores SLP fueron observadas en 3 de los 19 pacientes: 9 meses con un
inhibidor de FGFR en 1 paciente con CCIH (fusion de FGFR?2), 8 meses en 1 paciente
con un CCIH tratado con un inhibidor de MET (portador de una amplificacion de MET);
y 8 meses en 1 paciente con un CCEH (PTEN null) tratado con un inhibidor de P/3K.

De los 20 pacientes que se incluyeron en un ensayo clinico sin TM, 3 pacientes
participaron en un ensayo con farmacos de quimioterapia en escalada de dosis, 5
pacientes fueron tratados con inmunoterapia y 12 pacientes con terapia molecular sin
diana terapéutica. La mejor SLP observada en este grupo fue de 5 meses en 1 paciente
afecto de un CCIH tratado con un inhibidor de NOTCH en combinaciéon con un
inhibidor de mTOR. Los 19 pacientes restantes presentaron progresion radiolédgica en la

primera evaluacion tumoral, con una SLP inferior a los 3 meses.
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Tabla 15: Pacientes que han participado en ensayo clinico con terapia dirigida.

Paciente Tipo tumor | Alteracién molecular Ensayo clinico SLP Mejor
respuesta
1 VB HER2 ampl NCT02912949 3 meses PD
2 CCIH FGFR3 ampl NCT01004224 2 meses PD
3 CCIH FGFR2 fus NCT01004224 9 meses SD
4 CCIH FGFRmut/IDHmut NCT02608125 3 meses SD
5 CCIH IDH NCT02381886 1 mes PD
6 CCIH IDH NCT02381886 5 meses SD
7 CCIH IDH NCT02381886 1 mes PD
8 CCIH IDH NCT02381886 4 meses SD
9 CCIH IDH NCT02381886 5 meses SD
10 VB MEK (NRAS mut) NCT01449058 3 meses SD
11 CCEH MEK (BRAF mut) NCT01449058 1 mes PD
12 CCIH MET NCT01379032 3 meses PD
13 CCIH MET NCTO01391533 8 meses RP
14 CCEH PIK3CA NCT01482156 2 meses PD
15 CCEH PIK3CA (PTENnull) NCT01090960 8 meses SD
16 CCIH PIK3CA NCT01449370 2 meses PD
17 CCEH PIK3CA (PTENnull) NCT02128724 1 mes PD
18 CCEH PIK3CA (PTENnull) NCTO01285466 2 meses PD
19 CCIH NOTCH NCT03135714 3 meses SD

PD: progresion de la enfermedad; SD: enfermedad estable; RP: respuesta parcial; Mut: mutacion; Fus: fusion; Ampl:

amplificacion.
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Figura 23. Dianas terapéuticas de los pacientes tratados con terapia dirigida
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6.7 Supervivencia libre de progresion de los pacientes que participaron
en ensayo clinico.

En los 39 pacientes que participaron en un ensayo clinico, con independencia de si
fueron tratados con TM o no, la mediana de SLP fue de 1,9 meses (IC del 95% 1,63-
3,73) (figura 24), no obstante a los 4 meses la tasa de SLP estimada fue del 25% (IC del
95% 14,4 - 43 ,4).

Figura 24. Supervivencia libre de progresion de los pacientes que participaron en un ensayo clinico
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La SLP de los 19 pacientes que participaron en un ensayo clinico con TM y los

motivos de discontinuacion se muestran en la figura 25.

Figura 25- Supervivencia libre de progresion de los 19 pacientes incluidos en un ensayo clinico tratados
con una terapia dirigida
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En este grupo de 19 pacientes, la progresion tumoral fue causa de
discontinuacion del ensayo en un 73,7% de los pacientes (n = 14). Uno de los pacientes
con una fusion en FGFR2 estuvo en tratamiento en el marco del ensayo desde agosto
del 2017 hasta finales del mismo afio. No obstante, en la mayoria de los casos la SLP
fue inferior a 4 meses, pero 6 pacientes (31,6%) presentaron SLP superiores a 4 meses,
demostrando beneficio clinico: 9 meses con un inhibidor de FGFR en 1 paciente con
CCIH (fusion de FGFR?2), 8 meses en 1 paciente con CCIH tratado con un inhibidor de
MET (amplificacion de MET), 8 meses con inhibidor de PI3K en 1 paciente con CCEH
(PTEN null), y 5 meses con inhibidor de /DH en 3 pacientes con CCIH (/DH mutado).

En la tabla 16 se describe la tasa de inclusion en ensayos clinicos con TM segun
la alteracién molecular. En nuestro proyecto fue del 25%, ya que de los 76 pacientes
con alteraciones moleculares que eran potenciales DT, se incluyeron 19 pacientes en EC
dirigidos. Esta tasa de inclusion no solo depende de la plataforma gendémica utilizada en
el cribado molecular, sino también de la disponibilidad de un ensayo clinico con TM

durante el periodo de tiempo correspondiente.
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Tabla 16: Tasas de inclusion en ensayo clinico en relacion con la alteracion molecular

Pacientes Tasas de
Ensayo clinico: N° de casos
DT Diana terapéutica con DT incluidos en inclusion
EC con TM (%)
MEK/RAF BRAF (4 mut), NRAS (6 mut),
KRAS (13 mut), GNAS (1 mut) 24 2 8
IDH IDHI (16mut), IDH?2 (7 mut) 23 5 22
PI3K/AKT PIK3CA (8mut), PTEN (7 null, 19 5 26
3mut), AKT (1mut)
HER2 HER?2 (6 ampl, 3 mut) 9 1 11
FGFR FGFR (3 fus, 1 mut), FGFR3 (2 7 3 43
ampl, 1 fus)
MET MET (3 ampl, 2 high) 5 2 40
NOTCH NOTCH4 (1mut) 1 1 100
88 casos 19 pacientes 22
76 pacientes | 19 pacientes 25

6.8 Supervivencia desde la fecha de progresion a la primera linea de

tratamiento

Todos los pacintes incluidos en la muestra presentaron una SLP a la primera linea de
tratamiento similar, con una mediana de 5,4 meses (IC del 95% 4,07-7,57). La diferencia en
la SLP entre los grupos de pacientes que habian participado en un ensayo clinico (mediana

5,5 meses) y los que no habian participado (mediana 5,4 meses) no fue estadisticamente

significativa (log-rank, P = 0,8) (figura 26).
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Figura 26. Supervivencia libre de progresion a la primera linea de quimioterapia en funcion de la
participacion o no en un ensayo clinico (n = 145)
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Por el contrario, la supervivencia desde el fracaso de la primera linea de
tratamiento hasta la muerte o ultimo seguimiento fue significativamente superior en el
grupo de pacientes que participaron en un ensayo clinico (mediana 14,1 meses, IC del
95% 12,3-20,6) en comparaciéon con los que no participaron en un ensayo clinico

(mediana 6,2 meses, IC del 95% 4,97-9,3) (log-rank, P = 0,003) (figura 27).

Figura 27. Supervivencia desde la fecha de progresion a la primera linea de quimioterapia en funcion de
participar en un ensayo clinico (n = 145)
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Sin embargo, el hecho de participar en un ensayo clinico con o sin TM no tuvo

efecto en la supervivencia (figura 28). La mediana de supervivencia fue de 12,8 meses

(IC del 95% 11,8-no estimada) en el grupo que se incluyd en un ensayo clinico con TM y

de 14,3 meses (IC del 95% 11,3-22,7) en el grupo tratado sin TM. Esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (hazard ratio 0,88; log-rank, P = 0,7).

Figura 28. Supervivencia desde la fecha de progresion a la primera linea de quimioterapia en funcion de
participar en un ensayo clinico con TM (matched) o sin TM (unmatched) (n = 39)
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Capitulo 7. Discusion
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El CVB es un tumor con mal prondstico por falta de terapias oncologicas activas. Por el
momento unicamente la combinacién de gemcitabina y cisplatino ha demostrado su
eficacia, y sigue siendo el tratamiento de quimioterapia estdndar en primera linea del
CVB avanzado. No obstante, mas alld de la primera linea de tratamiento no se dispone
de tratamientos que hayan demostrado su eficacia en este tipo de cancer.

El CVB presenta una biologia molecular con elevada prevalencia de alteraciones
moleculares oncogénicas. En los ultimos afios se ha realizado un esfuerzo para
profundizar en el conocimiento de la biologia molecular de este tumor, habiéndose
identificado AGCR como potenciales DT, propias segin la localizaciéon tumoral. De
hecho, el desarrollo de nuevas terapias dirigidas a bloquear dichas AGCR supone un
potencial cambio de paradigma en el abordaje terapéutico del CVB.

Este tumor es un buen modelo para el desarrollo de nuevas DT, ya que presenta
muchas AGCR potencialmente tratables. En otros tumores s6lidos, como el cancer de
pulmoén y de mama, hace afios que ya se ha demostrado la eficacia de bloquear DT con
TM. En 2007, se identificd que las translocaciones de ALK estaban presentes en algunos
pacientes con cancer de pulmon con una frecuencia de 1% al 7%.>'*** En la actualidad,
el cancer de pulmon ALK positivo constituye una entidad propia y existen tratamientos
con inhibidores tirosinquinasa de ALK aprobados para esta poblacion. Asimismo, en
cancer de mama en el cual un 25-30% de los tumores presentan amplificacion de
HER2> desde 1998 est4 aprobado trastuzumab para el tratamiento de pacientes con
cancer de mama avanzado HER2 amplificado.*>

En CVB, el estudio de las mutaciones de /DH, de BRAF V600 y las fusiones de
FGFR2, mas frecuentes en CCIH, han suscitado un gran interés. En la actualidad, el
CCIH IDH mutado y el CCIH con fusion de FGFR2 se consideran entidades propias y
existen tratamientos que estan testando su actividad en estudios clinicos en estos
subgrupos de pacientes.'>!%*1%

En el afio 2011 se identifico que las mutaciones de /DH/2 estaban presentes en
algunos pacientes con CCIH. Estas mutaciones ya habian sido descritas previamente en

Desde entonces diversos estudios situaban

gliomas y en la leucemia mieloide aguda.
su frecuencia entre el 4,9% y el 36%."°1*2 En 2017, el TCGA, describio la existencia
en el CCIH de un subtipo IDH mutado caracterizado por diferentes alteraciones
moleculares, incluida la baja expresion de modificadores de cromatina, expresion
elevada de genes mitocondriales y aumento del niimero de copias de ADN

mitocondrial.'” Este subtipo podria representar una entidad clinica propia, pero hacen
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falta mas estudios para establecer una clasificacion definitiva del CCIH /DH mutado.
En un ensayo clinico fase 1 se observo una respuesta parcial y 11 estabilizaciones de la
enfermedad de los 20 pacientes con CCIH metastdsico incluidos. En la actualidad se
esta evaluando el papel de los inhibidores de /DH en pacientes con CCIH /DH mutados
en progresion a primera linea de tratamiento en un ensayo clinico fase III
(NCT02989857).

Respecto a las fusiones de FGFR2, han sido descritas por diferentes grupos de

investigacion como una prometedora via terapéutica en CCIH 143-145"""

, con una
frecuencia entre un 11% y un 45%.'*% Tos primeros datos publicados sobre la
inhibicion selectiva de FGFR2 en CC fueron con el farmaco oral BGJ398 en un ensayo
clinico fase II, que actualmente sigue en marcha'®. Recientemente en el congreso
europeo de Oncologia, se presentaron los datos de 71 pacientes incluidos. Con una
media de seguimiento de 8,4 meses, la TR era de 31,5% (IC del 95% 20,5-43,1), TCE
de 86,9%, con una duraciéon media de respuesta de 5,4 meses, SLP de 6,8 meses (IC del
95% 5,8-7,6) y SG de 12,5 meses (IC del 95% 9,9-16,6).""

Los avances relacionados con los inhibidores de IDH y FGFR2 son
esperanzadores en el logro de una mayor eficacia terapéutica basada en el tratamiento
individualizado. En la era de la introduccion de las terapias moleculares, la seleccion de
los pacientes basada en sus caracteristicas clinicas es insuficiente para la
individualizacion terapéutica. Por ello, es indispensable ahondar en la investigacion de
las caracteristicas moleculares de cada tumor, ya que dichas caracteristicas condicionan
el crecimiento y potencial respuesta al tratamiento dirigido.

El objetivo de este estudio ha sido describir el analisis molecular de los tumores
primarios o metastasis de una cohorte consecutiva de 154 pacientes con CVB atendidos
en el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitari Vall d’Hebron de
Barcelona, asi como evaluar el beneficio potencial de la participacion de algunos de
estos pacientes en ensayos clinicos. Hay que destacar que, en la practica diaria, la
dificultad de disponer de una muestra tumoral 6ptima para el estudio molecular es un
serio inconveniente para ofrecer a los pacientes con CVB estrategias terapéuticas con
terapia dirigida en ensayos clinicos.

Antes de comentar los resultados y la implicacion de los mismos, hay que
mencionar las limitaciones del trabajo, especialmente el disefio retrospectivo con las
consiguientes dificultades para disponer de material tumoral suficiente, en cantidad y

calidad, para poder efectuar un andlisis molecular completo. Hay que destacar que la
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base de datos de los pacientes se generd retrospectivamente en la que se incluyeron
solamente los pacientes con CVB sometidos a cribaje molecular durante el periodo de
estudio de enero de 2011 a diciembre de 2016. Por lo tanto, la poblacion de estudio no
es representativa del total de pacientes con CVB tratados en el Servicio de Oncologia de
nuestro centro durante este periodo.

Los resultados del estudio permiten aceptar la hipotesis principal, ya que se han
detectado diferentes dianas terapéuticas en base a las alteraciones moleculares
detectadas en el andlisis de las muestras de CVB utilizando diferentes plataformas
genomicas. Por otra parte, el hallazgo de alteraciones moleculares especificas en
funcion de las diferentes localizaciones anatémicas del CVB (CCIH, CCEH, VB)
confirma la hipdtesis secundaria del estudio. Ello estd en la misma linea que los datos
publicados recientemente.

Para cumplir con el objetivo primario del trabajo de describir la frecuencia de las
diferentes alteraciones moleculares, especialmente de los genes drivers que participan
en el crecimiento tumoral de los CVB, dispusimos de una base de datos de 154
pacientes con CVB en los que se habia realizado el analisis molecular. Los resultados de
dicho andlisis han servido para identificar biomarcadores potenciales predictivos de
respuesta a DT.

Respecto a los objetivos secundarios de determinar la frecuencia de las
alteraciones moleculares segun la localizacién anatomica del tumor en el arbol biliar, se
observo la presencia de varias AGCR en los tumores de las tres localizaciones CCIH,
CCEH y VB, pero con una frecuencia diferente. En sintesis, estas alteraciones incluian
mutaciones en IDHI1/2, PIK3CA, KRAS, alteraciones en genes de la reparacion del
DNA, amplificacion en HER2 y presencia de PTEN null. Ademas, también se
detectaron AGCR presentes Unicamente en muestras de CCIH, tales como fusion en
FGFR2, mutaciones en AKT, NOCTH, RNF43 y amplificacion de MET.

La presencia de IDHI/2 mutado en el CVB, fue la alteraciéon mas frecuente,
estando presente en un 21,8% de los pacientes con CCIH, un porcentaje
significativamente superior que un 3,5% en el CCEH y un 4% en el VB (P =0,014).

En el grupo de 101 pacientes con CCIH, también se identificaron otras AGCR,
tales como alteraciones de FGFR (5,9%), mutaciones en ARIDI1A4 (3,9%), mutaciones
en NRAS (5,9%), mutaciones en KRAS (6,9%) y mutaciones en PIK3CA isoformas
E545K, N345K, E109L (2,9%). Respecto a las mutaciones en genes de la reparacion de
ADN se observaron 3 pacientes con BRCA2 mutado y 3 con A7M mutado. En relacion
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con las alteraciones de FGFR, en nuestro proyecto encontramos un porcentaje del 3%
de fusiones en FGFR2 en CCIH, que no estaban presente en CCEH ni en VB.

En el grupo de 28 pacientes con CCEH, las AGCR mas frecuentes fueron
mutacion KRAS (14,3%), PTEN null (10,7%), mutaciones en PIK3CA isoformas
KI1I11E, E542K (2,9%), mutaciones en ARIDI1A4 (7,1%), mutaciones en BRAF (7,1%),
mutaciones en HER2 (7,1%), FGFR3 amplificado (3,5%) y una amplificacion en
MDM? (3,5%). Respecto a las mutaciones en genes de la reparacion de ADN se observo
1 paciente con una mutacion en BRAC2 y 1 con una mutacién en MSH?2.

En el grupo de 25 pacientes VB, la AGCR mas frecuente era la amplificacion de
HER?2 (16%), con una diferencia en frecuencia respecto a las otras localizaciones
anatomicas CCIH y CCEH estadisticamente significativa (P = 0,07). Otras AGCR
incluian mutaciones en PIK3CA isoformas E545K, E542K, H1047L (12%), mutaciones
en KRAS (12%), PTEN null (4%) y mutacion NRAS (4%).

En la cohorte de este estudio, el hecho de encontrar diferentes alteraciones
moleculares con una frecuencia distinta en funcién de la localizacion tumoral, pone de
manifiesto la importancia de considerar estos tumores como diferentes entidades a la
hora de plantear un tratamiento oncoldgico. Este hallazgo tiene una relevancia clinica
notable, dado que hasta el momento actual los CVB se han tratado como una entidad
unica.

En el presente trabajo, hemos podido utilizar diferentes plataformas gendémicas
como Amplicon-MiSeq y FoundationONE detectando alteraciones moleculares poco
frecuentes en CVB, pero potenciales DT, como mutaciones de RNF43 con farmacos
dirigidos contra la via Wnt, asi como describir la coexistencia de dos 0 mas mutaciones
en 15 pacientes con CCIH, 5 pacientes con CIH y 3 pacientes con VB. No obstante, el
fenémeno de la coexistencia de mutaciones en una muestra tumoral dificulta la eleccion
de la DT. Hoy en dia se desconoce a qué gen driver hay que dar prioridad y por ello, la
decision terapéutica se debe basar en el buen conocimiento de las vias moleculares del
CVB, y asi enfocar el tratamiento en ensayos clinicos.

El andlisis de las muestras se realizd con diferentes plataformas gendmicas en
funcién de la disponibilidad segln el periodo de estudio, a medida que se incorporaban
tecnologias mas avanzadas, analizando un mayor nimero de genes y con mayor
sensibilidad. Como era de esperar, en funcion de la plataforma utilizada aumentaba la
posibilidad de detectar mds AGCR. Con la plataforma Sequenom, se observé al menos

una alteracion DT en 22,7% de las muestras analizadas, aumentando al 51,8% con la
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plataforma Amplicon-MiSeq y al 75% con la plataforma de FoundationONE. A mas
genes examinados, el incremento en frecuencia de deteccion de alteraciones
moleculares con potencial DT era estadisticamente significativo (P = 0,0004).

En el total de la serie de 154 pacientes, se puso de manifiesto al menos una
alteracion molecular DT en 76 pacientes (49,3%). Estos resultados coindicen con los
hallazgos publicados por un equipo de investigacion japonés. Nakamura et al.'*’
efectuaron un andlisis gendémico de 260 muestras de CVB y describen AGCR
potenciales DT en un 40% de los casos.

Otro objetivo secundario del estudio era evaluar el beneficio que podian obtener
los pacientes de la participaciéon en un ensayo clinico tras el fracaso al tratamiento
quimioterapico estdndar de primera linea. La mediana de SG fue de 23,4 meses, con un
IC del 95% de 19,6 a 28,2 meses. La mediana de supervivencia del estadio metastasico
de la enfermedad fue de 16,9 meses, con un IC del 95% de 14,3 a 21,3 meses. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en relacion con la localizacion anatémica del
tumor primario. Al tratarse de una poblacidon seleccionada, la SG de los pacientes
incluidos en el presente estudio es superior a la descrita en otras series de CVB
publicadas en la literatura, como una mediana de 8,1 meses en el estudio ABC-02"° con
quimioterapia en primera linea. Los resultados de este estudio deben interpretarse con
cautela, teniendo en cuenta el sesgo de seleccion, ya que se trata de pacientes con CVB
cuya evolucion de la enfermedad tras progresar a la terapia estandar y mantener un
estado general conservado, permite efectuar un andlisis molecular con la finalidad de
establecer la biologia molecular del tumor y valorar la participacion en un ensayo
clinico.

De los 154 pacientes analizados, se identificaron 76 pacientes con al menos una
AGCR, potencial DT (49,3%). De los 76 pacientes, 39 pacientes (50%) fueron incluidos
en un ensayo clinico y 19 de ellos tratados con TM. De los 19 pacientes afectos de un
CVB que habian progresado a la terapia estandar y participaron en un ensayo clinico con
TM segun perfil molecular se observo beneficio en 9 pacientes (47,4%). En este subgrupo
de pacientes con beneficio hubo una estabilizacion de la enfermedad en 8 pacientes y una
respuesta parcial en 1 paciente. En 6 pacientes se observo beneficio clinico, con una SLP
superior a 4 meses. Hay que destacar que en segunda linea no existe tratamiento estandar
para el CVB y que las SLP son inferiores a los 4 meses.”

A fin de especificar mejor el beneficio de la participacién en un ensayo clinico

en esta poblacion de pacientes, se ha restado a la supervivencia global individual, el
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tiempo libre de progresion de la primera linea de los pacientes incluidos, dado que la
primera linea de tratamiento es la tnica que claramente ha demostrado un beneficio en
la supervivencia en los pacientes afectos de un CVB, y esta linea de tratamiento puede
influir en la supervivencia global del paciente.

La SLP de la primera linea de tratamiento era similar en los pacientes que tras la
progresion participaron en un ensayo clinico (5,5 meses) y en los que no lo hicieron (5,4
meses). Ello demuestra que no existe ningin sesgo de seleccion para la inclusion en un
ensayo clinico basado en la SLP a la primera linea de tratamiento. Por tanto, una vez
descartada la influencia de la primera linea en la supervivencia, se observaron
diferencias significativas de 14,1 meses versus 6,7 meses en funcion de la participacion
0 no en un ensayo clinico (P = 0,03). No obstante, esta diferencia en supervivencia tras
la primera linea de tratamiento respecto a la participacion en un ensayo clinico debe
interpretarse con cautela, dado que en las caracteristicas basales de la poblacion no se
dispone de los datos de algunas variables con valor prondstico, como las cifras de
albumina sérica, PCR, LDH o CA 19.9.

Recientemente, en octubre de 2017, se publicaron los resultados del ensayo
clinico MOSCATO-01** que demostraba un claro beneficio clinico y altas tasas de
respuestas con TM dirigida a DT individualizada, en pacientes con CVB tras progresion
a la primera linea de tratamiento a régimen basado en platinos. Este estudio se llevo a
cabo en la unidad de ensayos clinicos fase I del Hospital Gustave Roussy, de Paris. De
los 1.035 pacientes evaluados, 43 pacientes (4,1%) tenian CVB, la mayoria (67%)
CCIH. De los 43 pacientes, se realiz6 analisis molecular en 34 pacientes (79,1%), 23
pacientes (68%) tenian al menos una AGCR, de los cuales, 18 pacientes (41,8%)
recibieron TM en un ensayo fase 1, y 25 (58,1%) recibieron terapia no dirigida. Los
resultados obtenidos fueron mediana de SLP (objetivo primario) de 5,2 meses (IC del
95% 1,7-15,9) con TM y 1 paciente con respuesta completa, 5 con respuestas parciales,
10 con estabilizacion de la enfermedad y 2 con progresion. Respecto a la mediana de
SG, definida como la supervivencia desde la inclusion en ensayo hasta el fallecimiento
(similar SP1°T en el presente estudio) fue de 17 meses (IC del 95% 15-no estimable)
con TM versus 5 meses (IC del 95% 4-no estimable) con terapia no dirigida (HR 0,29;
P =0,008).

En el presente estudio, a diferencia del grupo francés que demostraba un
beneficio de la participacion en un ensayo clinico con TM en términos de SG (17 meses

versus 5 meses sin TM, HR 0,29; P = 0,008)25 ! no se observan diferencias de SP1°T en
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funcion de la participacion en un ensayo clinico con TM o sin TM (14,3 meses versus
12,8 meses).

Esta diferencia de resultados respecto a los reportados en el ensayo MOSCATO-01%*,
puede estar influenciada por la heterogeneidad de la muestra, el nimero de lineas
previas a la inclusion en ensayo clinico con DT no eran similares en ambos estudios, 6 a
las altas tasas de repuesta reportadas por el grupo francés. De los 18 pacientes tratados
con TM, reportaron una respuesta completa en 1 paciente, respuestas parciales en 5
pacientes, estabilizacion de la enfermedad en 10 pacientes y beneficio clinico con SLP >
4 meses en 9 pacientes.

En nuestra cohorte de pacientes observamos bajas tasas de respuesta con sélo un
paciente con una respuesta parcial, 8 estabilizaciones y beneficio clinico en 6 pacientes
de los 19 pacientes (31,6%) tratados con TM con SLP >4 meses.

Ambas cohortes de pacientes, tanto la del grupo francés como la nuestra, son muestras
pequenas, cuyas diferencias estadisticas son poco representativas, por tanto, se debe
profundizar en la caracterizacion molecular de CVB en un mayor numero de pacientes a
fin de analizar el beneficio de la participacion en ensayo clinico con DT.

La experiencia de este trabajo pone de manifiesto que no hay que excluir a los pacientes
con un CVB de participar en un ensayo clinico, dado que ello puede impactar en la
supervivencia y beneficio clinico. Dada la falta de un tratamiento estandar tras la
primera linea de tratamiento, se deberia poder ofrecer dicha posibilidad a los pacientes
con un CVB. Los datos disponibles tan prometedores con inhibidores de FGFR, BRAF
e IDHI en CCIH, la reciente aprobacion de pembrolizumab por la FDA para pacientes
con tumores MSI-H independientemente del tumor sélido, y las altas tasas de respuesta
en pacientes con fusiones NTRK, hacen que la caracterizacion del CVB contintie siendo
un importante reto cientifico.

Finalmente, queremos destacar la importancia de realizar el analisis gendmico
completo y precoz en el curso de la enfermedad en pacientes con buen estado general y
posibles candidatos a participar en ensayos clinicos, con el propoésito de detectar AGCR
potencialmente DT. La identificacion de estas alteraciones moleculares es fundamental

en la toma de decisiones terapéuticas para mejorar el pronostico del CVB.
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Capitulo 8. Conclusiones
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1. El cancer de via biliar presenta una alta frecuencia de alteraciones moleculares

en genes drivers, que son potenciales dianas terapéuticas.

. Estas alteraciones moleculares son diferentes en funcion de la localizacion

anatomica.

. La mutacién de IDH y translocaciones en FGFR2 son frecuentes en el cancer de
vias biliares, siendo especificos del colangiocarcinoma intrahepatico. La
mutacion de PI3K y KRAS son mas frecuentes en colangiocarcinoma
extrahepatico, asi como la amplificacion de HER2 en el cancer de vesicula

biliar.

. Los pacientes afectos de un cancer de vias biliares que han progresado a una
terapia estandar de primera linea, pueden beneficiarse de la participacion en un
ensayo clinico habiéndose observado en nuestra serie un aumento de la
supervivencia desde la fecha de progresion a la primera linea de tratamiento. Y

uno de cada cuatro pacientes estaban libres de progresion a los 4 meses.
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Capitulo 9. Lineas futuras
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El CVB es una enfermedad poco frecuente con prondstico infausto que se diagnostica
en estadios avanzados en la mayoria de los casos. Hoy en dia s6lo disponemos de un
esquema de tratamiento que haya demostrado ser eficaz para este grupo de pacientes,
ofreciendo supervivencias medias inferiores a los 12 meses. Desde hace afios se han
dedicado recursos a investigar en profundidad la biologia molecular del CVB,
describiendo una patogénesis compleja y diversas vias moleculares alteradas, algunas de
ellas potenciales DT. Algunos ejemplos, serian mutaciones en BRAF, IDHI, IDH?2,
PI3K, MET o translocaciones en FGFR2. Existe una necesidad de continuar
profundizando en el conocimiento de la biologia molecular de estos tumores, asi como
en la seleccion de DT que permitan aumentar las opciones de tratamiento para los
pacientes con esta patologia.

En el presente trabajo, la identificaciéon de biomarcadores potencialmente
predictivos para la TM en casi la mitad de los pacientes con CVB indica que la
caracterizacion molecular prospectiva podria acelerar el disefio de ensayos clinicos en
esta poblacion y conducir a un cambio de paradigma en un futuro cercano en el
tratamiento del CVB.

De cara a armonizar la investigacion en una enfermedad con tan baja incidencia,
heterogeneidad clinica y gendmica, serd importante centralizar tanto el anélisis
molecular (lo mas completo posible) como la toma decisiones terapéuticas. Por tanto, el
desarrollo de TM para pacientes con CVB requerird alta experiencia en el campo de
ensayos clinicos, la cooperacion de los diferentes centros académicos, grupos
cooperativos de investigacion, servicios con alto volumen de casos y el apoyo de la
industria farmacéutica para aunar los esfuerzos y minimizar la duplicacion de pruebas
en un tumor donde la disponibilidad de muestras tisulares suficientes para el andlisis
gendmico completo es dificil.

En un futuro, es preciso disefiar proyectos de investigacion de biopsia liquida, y
asi superar la actual dificultad que supone la falta de tejido tumoral que impide realizar
analisis gendmicos completos en algunas ocasiones.

El avance en este cancer huérfano de tratamiento requiere un esfuerzo integrado
y global para profundizar en la deteccion del perfil molecular del paciente individual,

desarrollando nuevas estrategias terapéuticas en funcion de las AGCR identificadas.
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Apéndice

Tabla 1. Panel de genes analizados por la técnica de Sequenom

AKTI1 ERBB2 IDH2
AKT2 ERBB3 KRAS
AKT3 GNAQ MET
BRAF GNAS NRAS
EGFR IDH1 PIK3CA

Tabla 2. Panel de genes analizados por next generation sequencing (NGS)

ABLI1 ERBB3 IDH1 MYC RNF43
AKTI1 ESR1 IDH2 NE2 RUNX1
AKT2 FBX
W7 JAK1 NOTCHI SMAD4
AKT3 FGFR1 JAK3 SMARC
NOTCH4
B1
ALK FGFR2 KIT SRC
NRAS
APC FGFR3 KRAS PDGFRA STK11
BRAF FGFR4 MA
G G PIK3CA TP53
CDH1 FLT3 MAP2K1 VHL
PIK3R1
CDKN2A GATAI1 MET ZNRF3
PIK3RS
CSFIR GNAI11 MLH1 PTCHI
CTNNBI1 GNAQ MPL PTEN
EGFR GNAS MSH6
RBI
ERBB2 HRAS MTOR
RET

Tabla 3. Panel de genes analizados mediante la plataforma FoundationONE
ABLI1 ABL2 ACVRI1 AKTI AKT2
AKT3 ALK APC AMER1 ARAF
(FAM123B)

ARFRP1 ARIDIA ARID1B ARID2 ASXL1
ATM ATR ATRX AURKA AURKB
AXIN1 AXL BAP1 BARDI1 BCL2

BCL2L1 BCL2L2 BCL6 BCOR BCORLI1
BLM BRAF BRCAI BRCA2 BRD4
BRIP1 BTG1 BTK Cl1or30 (EMSY) CARD1
CBFD CBL CCNE1 CCND1 CCND2
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N CD274 (PD-LI) CD79A CD79B CDC73
CDHI
CDK12 CDK4 CDK6 CDK8
CDKNIA
CDKNIB CDKN2A CDKN2B CDKN2C
CEBPA
CHD2 CHD4 CHEKI CHEK2
CIC
CREBBP CRKL CRLF2 CSFIR
CICF
CTNNAI CTNNBI CUL3 CYLD
DAXX
DDR2 DICERI DNMT3A DOTIL
EGFR
EP300 EPHA3 EPHAS EPHA7
EPHBI
ERBB2 ERBB3 ERBB4 ERG
ERRFII
ESRI EAk FAM46C FANCA
FAREE FANCD2 FANCE FANCF FANCG
FLANEL FAS FATI FBXW?7 FGF10
HELE FGF19 FGF23 FGF3 FGF4
LR FGFRI FGFR2 FGFR3 FGFR4
Lt FLCN FLT1 FLT3 FLT4
(AL FOXPI FRS2 FUBPI GABRA6
G GATA2 GATA3 GATA4 GATA6
@ (C170rf39) GLI11 GNAIL GNAI3
GAQ) GNAS GPR124 GRIN2A GRM3
CRLIE H3F3A HGF HNFIA HRAS
LEIIDEIE HSPOOAAT IDH1 IDH2 IGFIR
= IKBKE IKZF1 IL7R INHBA
L IRF2 IRF4 IRS2 JAKI
UL JAK3 JUN KAT6A(MYST3) KDMS5A
DI EC KDM6A KDR KEAPI KEL
Ll KLHL6 KMY2A(MLL) KMT2C(MLL3) KMT2D(MLL2)
L LMOI LRPIB LYN LZTRI
WAL MAP2K1(MEK1) MAP2K2(MEK2) MAP2K4 MAP3KI
SeL MDM?2 MDM4 MEDI2 MEF2B
SAER MET MITF MLHI MPL
BALREI L MSH2 MSHG6 MTOR MUTYH
WANC MYCL(MYCLI) MYCN MYDS8 NFI
MF2
NFE2L2 NFKBIA NKX2-1 NOTCHI1
IOITCIAL NOTCH3 NPMI NRAS NSDI
R NTRK2 NTRK3 NUP93 PAK3
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PALB2

PARK2 PAXS PBRMI PDCDILG2
(PD-L2)
110,613 123 PDGFRB PDK PIK3C2B PIK3CA
ALGIE: PIK3CG PIK3R1 PIK3R2 PLCG2
(i 7 POLDI POLE PPP2RIA PRDMI
HD.8 PRKARIA PRKCI PRKDC PRSSS
HUELEL PTEN PTPNI1 QKI RAKI
R RADS1 RAFI RANBP2 RARA
T RBM10 RET RICTOR RNF43
R RPTOR RUNXI RUNXITI SDHA
HIRIE1E SDHC SDHD SETD2 SF3BI
SR SMAD2 SMAD3 SMAD4 SMARCA4
RIMILISE e SMO SNCAIP socs1 SOX10
20 SOX9 SPEN SPOP SPTALI
HIRE STAG2 STAT3 STAT4 STKI1
Sy SYH TAF1 TBX3 TERC
LS TET2 TGFBR2 TNFAIP3 TNFRSF14
Lol TOP2A P53 TSCI TSC2
L3 0E U2AFI VEGFA VHL WISP3
LA XPOI ZBTB2 ZNF217 ZNF703
ALK BCL2 BCR BRAF BRCAI
BRCA2 BRD4 EGFR ETVI ETV4
ETV5 ETV6 FGFRI FGFR2 FGFR3
KIT (MSH?2) MYB MYC NOTCH2
NTRKI NTRK2 PDGFRA RAFI RARA
RET ROSI TMPRSS2
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Tabla 4. Panel de genes analizados por Nanostring (nCounter version 3)

EMLA4 E13-ALK E20

CD44 E1-FGFR2 E3

NAV2 E3-TCF7L1 E4

EML4 E20-ALK E20

SLC45A3 E1-FGFR2 E2

VTILA E2-TCF7L2 E4

EML4 E6-ALK E20

FGFR3 E17-AES E2

VTIIA E2-TCF7L2 E5

AKAP9 ES-BRAF E9

FGFR3 E17-ELAVL3 E2

VTILA E2-TCF7L2 E6

KIAA1549 E15-BRAF E9

FGFR3 E17-LETMI intron10

VTILA E3-TCF7L2 E4

KIAA1549 E14-BRAF E9

FGFR3 E17 intron-TACC3 E4

VTILA E3-TCF7L2 E5

KIAA1549 E15-BRAF E11

FGFR3 E17-BAIAP2L1 E2

VTILA E3-TCF7L2 E6

BAG4 E2-FGFR1 E6

FGFR3 E17-TACC3 E10

VTILA E4-TCF7L2 E4

ERLIN2 E10-FGFR1 E4

FGFR3 E17-TACC3 E11

VTILA E4-TCF7L2 E5

FGFR1 E17-TACC1 E7

FGFR3 E17-TACC3 E4

VTILA E4-TCF7L2 E6

FGFR2 E17-AFF3 E8

FGFR3 E17-TACC3 E8

CCDC6 E1-RET E12

FGFR2 E17-AHCYL1 E2

RANBP17 E28-FGFR3 E14

KIF5B E15-RET E12

FGFR2 E17-ATE1 E12

EGFR vIII (E1-ES)

KIF5B E16-RET E12

FGFR2 E17-BICC1 E3

RSPO1

KIF5B E22-RET E12

FGFR2 E17-CASP7 E4

RSPO2

NCOA4 E8-RET E12

FGFR2 E17-CCDC147 E2

RSPO3

PRKARIA E7-RET E12

FGFR2 E17-CIT E23

RSPO4

TPM3 E7-NTRK1 E10

FGFR2 E17-FAM76A E2

EIF3E E1-RSPO2_El

TPR E21-NTRKI1 E10

FGFR2 E17-GAB2 E2

EIF3E E1-RSPO2_E2

ETV6 ES-NTRK3 E15

FGFR2 E17-KIAA1967 ES

EIF3E E5-RSPO2_El

ETV6 E4-NTRK3 E14

FGFR2 E17-MCU E2

EIF3E E5-RSPO2 E2

CD74 E6-ROS1 E34

FGFR2 E17-OFD1 E3

PTPRK E13-RSPO3 E2

SLC34A2 E4-ROSI1 E32

FGFR2 E17-VCL E15

PTPRK E1-RSPO3 E2

FGFR2 E2-WDR11 E20

PTPRK E2-RSPO3 E2

FGFR2 E16-KIAA1598 E7

PTPRK E6-RSPO3 E2

FGFR2 E16-TACC3 E11

PTPRK E7-RSPO3 E2

FGFR2 E17-NOL4 E7

NAV2 E1-TCF7L1 E4
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Tabla 5. Panel de genes analizados por Nanostring (nCounter version 4)

EMLA4 E13-ALK E20

CD44 E1-FGFR2 E3

EIF3E E5-RSPO2_El1

EML4 E20-ALK E20

SLC45A3 E1-FGFR2 E2

EIF3E E5-RSPO2 E2

EML4 E6-ALK E20

FGFR3 E17-AES E2

PTPRK E13-RSPO3 E2

AKAP9 E8-BRAF E9

FGFR3 E17-ELAVL3 E2

PTPRK E1-RSPO3 E2

KIAA1549 E15-BRAF E9

FGFR3 E17-LETM1 intron10

PTPRK E2-RSPO3 E2

KIAA1549 E14-BRAF E9

FGFR3 E17 intron-TACC3 E4

PTPRK E6-RSPO3 E2

KIAA1549 E15-BRAF E11

FGFR3 E17-BAIAP2L1 E2

PTPRK E7-RSPO3 E2

BAG4 E2-FGFR1 E6

FGFR3 E17-TACC3 E4

NAV2 E1-TCF7L1 E4

ERLIN2 E10-FGFR1 E4

FGFR3 E17-TACC3 E8

NAV2 E3-TCF7L1 E4

FGFR1 E17-TACC1 E7

FGFR3 E17-TACC3 E10

VTIIA E2-TCF712 E4

FGFR2 E17-AFF3 E8

FGFR3 E17-TACC3 E11

VTILA E2-TCF7L2 ES

FGFR2 E17-AHCYL1 E2

RANBP17 E28-FGFR3 E14

VTI1A E2-TCF7L2 E6

FGFR2 E17-ATE1 E12

EGEFR vIII (E1-E8)

VTIIA E3-TCF712 E4

FGFR2 E17-BICC1 E3

MET E13-E15

VTIIA E3-TCF712 ES

FGFR2 E17-CASP7 E4

LMNA E2- NTRK1 E10

VTI1A E3-TCF7L2 E6

FGFR2 E17-CCDC147 E2

LMNA E2- NTRKI1 E11

VTI1A E4-TCF7L2 E4

FGFR2 E17-CIT E23

LMNA E10- NTRK1 E12

VTILA E4-TCF7L2 ES

FGFR2 E17-FAM76A E2

LMNA E10- NTRK1 E13

VTI1A E4-TCF7L2 E6

FGFR2 E17-GAB2 E2

TPM3 E7-NTRK1 E10

CCDC6 E1-RET E12

FGFR2 E17-KIAA1967 ES

TPR E21-NTRKI1 E10

KIF5B E15-RET E12

FGFR2 E17-MCU E2

ETV6 ES-NTRK3 E15

KIF5B E16-RET E12

FGFR2 E17-OFD1 E3

ETV6 E4-NTRK3 E14

KIF5B E22-RET E12

FGFR2 E17-VCL E15

PAXS8 E8-PPARG E2

NCOA4 E8-RET E12

FGFR2 E2-WDRI11 E20

PAXS8 E9-PPARG E2

PRKARIA E7-RET E12

FGFR2 E16-KIAA1598 E7

PAX8 E10-PPARG E2

CD74 E6-ROS1 E34

FGFR2 E16-TACC3 E11

EIF3E E1-RSPO2 _E1

EZR E10-ROS1 E34

FGFR2 E17-NOL4 E

EIF3E E1-RSPO2_E2

SLC34A2 E4-ROS1 E32
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