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Resumen

La supervivencia de los pacientes con tumores sélidos pediatricos se situa en torno al 80%
en los paises desarrollados, porcentaje que a pesar de las mejoras terapéuticas no ha
aumentado en los Ultimos 20 afios, principalmente por la baja supervivencia asociada a
algunos tipos tumorales de alto riesgo y para los tumores en recaida (en torno al 30%,
incluso menor para algunos subtipos). El disponer de buenos modelos preclinicos que
reflejen adecuadamente las particularidades y la heterogeneidad de los tumores
pediatricos al diagnostico y, sobre todo, a la recaida, se considera un hecho determinante
para conseguir acelerar el desarrollo de nuevos tratamientos efectivos. Los modelos PDX
(Patient-Derived Xenografts) generados en ratones inmunosuprimidos a partir de muestras
tumorales del paciente, son actualmente los modelos preclinicos mas cercanos a la
enfermedad original. A diferencia de lo que sucede en el cancer del adulto, donde son
cada vez mas ubicuos, existen pocos modelos pediatricos. En los Ultimos afios algunos
grupos (principalmente, consorcios internacionales) han generado modelos PDX
pediatricos. Mayoritariamente, se trata de modelos heterotépicos — implantacion del
tumor en tejido subcutaneo - a partir de lineas celulares o bien, en menor medida,
mediante inyeccion ortotopica (en el 6rgano de origen) tras la disgregacion de las muestras
tumorales, requiriendo estos Ultimos importantes inversiones econémicas. Estos modelos
ortotépicos reflejan con mayor fidelidad la enfermedad original, al reproducir el
microambiente tumoral y permiten reproducir con mas exactitud las condiciones de

farmacocinética y farmacodinamica que se dan en el paciente.

Esta tesis refleja el esfuerzo y la experiencia adquiridos generando modelos PDX de
tumores solidos pediatricos extracraneales, procedentes de pacientes tratados en el
Hospital Universitario Vall d'Hebron. Los modelos se han generado mayoritariamente
mediante implantacién ortotépica (denominados PDOX) quirdrgica de fragmentos
tumorales solidos no disgregados, en el marco de un programa de Medicina Personalizada
en un centro sanitario publico. A partir de 135 muestras tumorales procedentes de 112

pacientes, se han establecido un total de 46 PDX, correspondiendo a 14 tipos de cancer.
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Se han generado modelos a partir de tumores tratados y no tratados, en su mayoria de
alto riesgo, refractarios o en recaida (local o metastasica). Se han analizado diversos
factores clinicos de los pacientes, asi como factores relativos a la muestra tumoral y al
método de implantacion, que podrian influenciar en el éxito de la generacion de modelos
PDOX pediatricos y se ha estudiado la correlacion entre el establecimiento de los modelos
con la evolucién clinica de los pacientes. Los modelos se han validado mediante examen
histologico morfolégico e inmunohistoquimico, hallando un 97,6% de correlacion con los
tumores originales. Se han recopilado los datos gendmicos procedentes de los tumores de
los pacientes como guia orientativa para la futura aplicacion de los modelos establecidos.
Varios de los PDX establecidos se han empleado para realizar experimentos de medicina
personalizada en tiempo real y para estudiar nuevas moléculas con posibilidades

terapéuticas.
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Resum

La supervivencia dels pacients amb tumors solids pediatrics se situa al voltant del 80% als
paisos desenvolupats, percentatge que malgrat les millores terapeutiques no ha
augmentat en els darrers 20 anys, principalment per la baixa supervivéncia associada a
alguns tipus tumorals d'alt risc i pels tumors en recaiguda (al voltant del 30%, fins i tot
menor per a alguns subtipus). El fet de disposar de bons models preclinics que reflecteixin
adequadament les particularitats i I'heterogeneitat dels tumors pediatrics al diagnostic i,
sobretot, a la recaiguda, es considera un fet determinant per aconseguir accelerar el
desenvolupament de nous tractaments efectius. Els models PDX (Patient-Derived
Xenografts) generats en ratolins immunosuprimits a partir de mostres tumorals del pacient,
son actualment els models preclinics més propers a la malaltia original. A diferencia del
que passa en el cancer de l'adult, on cada vegada son més ubics, hi ha pocs models
pediatrics. En els darrers anys alguns grups (principalment, consorcis internacionals) han
generat models PDX pediatrics. Majoritariament, es tracta de models heterotopics —
implantacié del tumor en teixit subcutani — a partir de linies cel-lulars o bé, en menor
mesura, mitjancant injeccio ortotopica (a I'organ d'origen) després de la disgregacié de les
mostres tumorals, requerint aquests Ultims importants inversions economiques. Aquests
models ortotopics reflecteixen amb més fidelitat la malaltia original, en reproduir el
microambient tumoral i permeten reproduir amb més exactitud les condicions de

farmacocinética i farmacodinamica que es donen al pacient.

Aquesta tesi reflecteix I'esforg i experiencia adquirits generant models PDX de tumors solids
pediatrics extracranials, procedents de pacients tractats a |'Hospital Universitari Vall
d'Hebron. Els models s'han generat majoritariament mitjancant la implantaci¢ ortotopica
(anomenats PDOX) quirurgica de fragments tumorals solids no disgregats, en el marc d'un
programa de Medicina Personalitzada en un centre sanitari public. A partir de 135 mostres
tumorals procedents de 112 pacients, s'han establert un total de 46 PDX i corresponen a 14

tipus de cancer.
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S'han generat models a partir de tumors tractats i no tractats, majoritariament d'alt risc,
refractaris o en recaiguda (local o metastatica). S'han analitzat diversos factors clinics dels
pacients, aixi com factors relatius a la mostra tumoral i al metode d'implantacio, que
podrien influir en I'exit de la generacié6 de models PDOX pediatrics i s'ha estudiat la
correlacié entre I'establiment dels models amb I'evolucié clinica dels pacients. Els models
s'han validat mitjancant examen histologic morfologic i immunohistoquimic, i s'ha trobat
un 97,6% de correlaci6 amb els tumors originals. S'han recopilat les dades genomiques
procedents dels tumors dels pacients com a guia orientativa per a la futura aplicacié dels
models establerts. Alguns dels PDX establerts s'han emprat per fer experiments de
medicina personalitzada en temps real i per estudiar noves molecules amb possibilitats

terapeutiques.
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Abstract

The survival of paediatric solid tumours remains around 80% in developed countries, a
percentage that despite therapeutic improvements has not increased in the last 20 years,
mainly due to the low survival associated with some high-risk tumour types and with
relapsed tumours (around 30%, even lower for some subtypes). Having good preclinical
models that adequately reflect the particularities and heterogeneity of paediatric tumours
at diagnosis and, above all, at relapse, is considered a determining factor in accelerating
the development of new effective treatments. PDX (Patient-Derived Xenografts) models,
generated in immunosuppressed mice from patient tumour samples, are considered the
closest preclinical models to the original disease. Unlike what happens in adult cancer,
where they are increasingly ubiquitous, there are few paediatric PDX models. In recent
years, some groups (mainly international consortia) have generated paediatric PDX models
in mice. These are mostly heterotopic models (implantation of the tumour in the
subcutaneous tissue) from cell lines or, to a lesser extent, by orthotopic injection (in the
organ of origin) after processing patient derived tumour samples, the latter requiring
significant financial investment. These orthotopic models more faithfully reflect the original
disease, by reproducing the tumour microenvironment and making it possible to
reproduce more accurately the pharmacokinetic and pharmacodynamic conditions that

occur in the patient.

This thesis reflects the effort and experience acquired generating PDX models of
extracranial paediatric solid tumours from patients treated at the Vall d'Hebron University
Hospital. The models have been generated mainly through surgical orthotopic
implantation (named PDOX) of undisintegrated solid tumour fragments, within the
framework of a Personalized Medicine program in a public health centre. From 135 tumour
samples originating from 112 patients, a total of 46 PDX in mice have been established,
corresponding to 14 types of paediatric cancer. Models have been generated from tumours
at diagnosis (treatment-naive) and treated tumours, most of them high risk, refractory or

relapsed (local or metastatic). Several clinical factors of the patients have been analysed, as
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well as factors related to the tumour sample and the implantation method, which could
influence the success of the generation of paediatric PDOX models, and the correlation
between the establishment of the models with the clinical evolution of the patients was
studied. The models have been validated by histological examination (morphology and
immunohistochemistry), finding a 97,6% correlation. Genomic data from the patients'
tumours have been compiled as a guideline for the future application of the established
models. Some of the established PDX have even been used to carry out personalized

medicine in real time and to study new molecules with therapeutic possibilities.
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0.1 Investigacion traslacional en cirugia pediatrica

A lo largo de la historia, algunos de los grandes avances de la medicina se han
producido por la interaccion entre la cirugia y la investigacion basica. Sin embargo, en uno
de sus editoriales de 2017, la revista Nature puso de relieve la necesidad de una mayor
implicacion de los cirujanos en la investigacion basica moderna (More surgeons must start
doing basic science, James L. Stanfield) (1). El editorial alerta del preocupante alejamiento
de los especialistas quirurgicos de la investigacion, lo que se traduce, por ejemplo, en un
menor numero de publicaciones y un menor numero de becas de investigacion
concedidas. El origen de este problema es multifactorial, destacando la creciente
sobrecarga asistencial y administrativa (mayor en las especialidades quirdrgicas que en las

médicas), la falta de motivacion y la ausencia de soporte por parte de las instituciones.

Este grave problema no es ajeno a la investigacion en cirugia pediatrica y mas en
concreto, en la cirugia oncolégica pediatrica, uno de los pilares del tratamiento multimodal
del cancer del nifio y el adolescente. Esta cuestidon adquiere particular relevancia con la
implantacion de la medicina de precision en cancer pediatrico, por su capacidad de
impactar a corto y a largo plazo en los tratamientos oncoldgicos, y cuyos avances recientes
han demostrado que puede llegar a modificar los principios del tratamiento quirdrgico

clasico de algunos de los tumores.

En junio del 2019, el Comité del Cancer de la Sociedad Americana de Cirujanos
Pediatricos (American Pediatric Surgeons Association, APSA), realizd un llamamiento para
lograr una mayor implicacion en este campo por parte de los especialistas en cirugia
pediatrica (2). En los ultimos afios, el estudio genético y molecular de los tumores soélidos
pediatricos ha logrado identificar nuevas dianas terapéuticas que han supuesto un cambio
radical en el planteamiento terapéutico en el caso de algunos tipos tumorales (3),
permitiendo limitar e incluso evitar por completo resecciones quirdrgicas agresivas (como,

por ejemplo, en algunos casos de fibrosarcoma infantil o de tumores miofibroblasticos
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inflamatorios) o en otros casos, mejorar el prondstico o alargar la supervivencia de los

pacientes.

A pesar de los importantes avances logrados con la secuenciacion de tumores
pediatricos, identificando sus alteraciones genéticas y epigenéticas, desafortunadamente
estos hallazgos no se han traducido en un impacto clinico significativo para la mayoria de
los tumores (4). Una de las principales causas de este pobre impacto clinico se atribuye a
la escasez de modelos preclinicos que reproduzcan de manera fidedigna el
comportamiento de la enfermedad y que permitan evaluar tanto la eficacia como la
toxicidad de los nuevos tratamientos, y trasladarlos con seguridad a la practica asistencial.
En este escenario, los cirujanos pediatricos, gracias a nuestra formacion, acceso al tejido
tumoral y habilidades técnicas, nos encontramos en una posicion privilegiada para

colaborar en su desarrollo y generar asi estas valiosas herramientas preclinicas.

0.2. El cancer pediatrico: Etiopatogenia, epidemiologia,

tratamientos actuales y supervivencia

Etiopatogenia

Existen enormes diferencias entre el cancer pediatrico y el cancer del adulto en lo relativo
a su origen celular, epidemiologia, complejidad genética, mutaciones “driver” y alteraciones
mutacionales subyacentes; por tanto, los hallazgos en la investigacion en cancer del adulto
no son extrapolables, en términos generales, al cancer del nifio y el adolescente (5).

Los tumores solidos pediatricos pueden proceder de cualquier estirpe celular:
endodérmica, ectodérmica o mesodérmica (6). El cancer pediatrico difiere sustancialmente
en su etiologia del cancer del adulto (4). Asi, mientras que en este Ultimo la exposicion a
diversos agentes externos (habitos, alimentacion, carcindgenos ambientales) juega un
papel fundamental por la acumulacién estocastica de mutaciones oncogénicas a lo largo
del tiempo, en el caso de los pacientes con canceres pediatricos son las alteraciones que

se producen durante el desarrollo las que estan detras de su génesis (5). Estas alteraciones
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genéticas congénitas pueden afectar a las lineas somaticas o germinales (7). Existe una
interaccion entre determinada predisposicion genética (heredada o constitucional) y
diferentes factores, como son las alteraciones en los procesos mutacionales del desarrollo
y la exposicion a factores que los regulan (ambientales, etc.). Se estima que al menos en el
10% de los tumores pediatricos existe algun sindrome de predisposicion genética
subyacente (8), un porcentaje superior al 8% que se da en el cancer del adulto.

Alex Kentsis (7) resume de manera muy concisa los diversos mecanismos relacionados con
la génesis del cancer del nifio y el adolescente, que a veces se producen de manera
simultanea en un mismo paciente:

1.- Predisposicion constitucional al cancer: Se refiere a la presencia de mutaciones en genes
supresores de tumores y oncogenes debidas a la herencia familiar, a la aparicion de
mutaciones germinales de novo, o la presencia de mosaicismos genéticos. La actividad de
los genes implicados se resume en 3 categorias principales: i) regulacion de la mitosis
celular (ej. RB1, APC, TP53), ii) reparacion de dafios en el ADN (gj. BRCATy 2, MLH Ty 2)y
i) sefalizacion del desarrollo y expresion gendmica (ej. RET, ALK, PTEN, NF1 y 2, WTI,
DICERT, SMARCBI, VHL).

2.- Exposicion ambiental: La exposicion a diversos factores ambientales (entre los que se
incluyen los propios agentes quimioterapicos y las radiaciones, frecuentemente vinculados
al desarrollo de segundos tumores), supone un mayor riesgo de desarrollo de tumores en
individuos con predisposicion genética, pero también de tumores de novo en pacientes sin
predisposicion (ej. carcinoma diferenciado de tiroides). En la mayoria de los casos, estos
factores interfieren en la reparacién del ADN o en el ciclo celular.

3.- Infecciones oncogénicas: Diversos agentes infecciosos se han asociado con el desarrollo
de tumores. Por ejemplo, el virus del papiloma humano (HPV) inhibe la funcion del TP53y
otros genes supresores de tumores, asociandose al desarrollo de carcinoma de cérvix y de
orofaringe. El virus Epstein-Barr (EBV) se relaciona con el desarrollo de linfomas y
carcinoma de nasofaringe, el virus de la hepatitis C (HCV) con el hepatocarcinoma, etc. Es
posible que, en el ambito de la epidemiologia (aun en desarrollo), se identifiquen en los

proximos afios nuevos factores subyacentes asociados con el desarrollo de tumores.
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4.- Tumorogénesis del desarrollo y mutaciones enddgenas: Es la causa subyacente en la
gran mayoria de los canceres de la infancia (5). Se produce por dos mecanismos no
excluyentes: (a) la presencia de una poblacion de progenitores celulares que presenta una
capacidad alterada de reparacion del ADN, y/o (b) la activaciéon de nucleasas de ADN
enddgenas u otros mecanismos bioldgicos que producen mutaciones durante momentos
concretos del desarrollo. Un ejemplo son las alteraciones en las ADN transposasas: el
aumento de funcion en RAG1/2y las enzimas AID se asocian con el desarrollo de leucemias
y linfomas pediatricos, y lo mismo sucede con PGBD5 en los meduloblastomas,
neuroblastomas, ependimomas, sarcomas de Ewing y otros sarcomas, incluyendo los
tumores rabdoides. En este sentido, la identificacion de otros genes mutados durante el
desarrollo, mediante el estudio de las mutaciones somaticas de los tumores de los

pacientes, ayudara a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas en un futuro préximo.

Epidemiologia

El cancer pediatrico es una enfermedad minoritaria, que constituye menos de un 2% del
total de los canceres diagnosticados a nivel mundial (aunque esta incidencia es variable
segun la piramide poblacional de cada pais). Sin embargo, su incidencia esta aumentando
globalmente de manera lenta pero paulatina, por causas no bien definidas (9).

A pesar de su baja frecuencia relativa, el cancer sigue siendo la primera causa de muerte
por enfermedad en nifios mayores de 1 afio y adolescentes en los paises desarrollados. Por
este motivo, el cancer pediatrico es un importante problema social y de salud publica en
Europa. Segun datos de la SIOP (Sociedad Internacional de Oncologia Pediatrica) y la
Comisién Europea (10), cada afio en Europa mas de 35.000 nifios y jovenes son
diagnosticados de cancer y mas de 6.000 pacientes jovenes mueren de cancer.
Anualmente, en Espafia se diagnostican mas de 1.800 nuevos casos de cancer en nifios y
adolescentes  segun el Registro Espafiol de Tumores Infantiles  (RETI)

(https://www.uv.es/rnti/) y mas de 350 pacientes experimentan recaidas.

En el afio 2025, se estima que habra en Europa casi medio millon de supervivientes de

cancer infantil. Dos tercios de estos supervivientes presentaran problemas de salud y
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psicosociales a largo plazo debidos tanto a su enfermedad como a consecuencia de su
tratamiento, que pueden ser graves y afectar su vida diaria.

Por sus evidentes particularidades, el cancer pediatrico tiene su propia clasificacion
(International Classification of Childhood Cancer, ICCC). Su versibn mas reciente es la de
2005 (ICCC-3) (11), e incluye tanto los tumores malignos como los benignos.

De acuerdo al estudio International Incidence of Childhood Cancer (IICC-3) (12) publicado
en 2017, la leucemia continda siendo el tumor mas frecuente en nifios, seguido por los
tumores del sistema nervioso central y los linfomas, aunque existen algunas diferencias por
areas geograficas (13). El tumor solido extracraneal mas frecuente en la infancia es el
neuroblastoma. Casi un 50% de los casos de neuroblastoma se clasifican como de alto
riesgo, lo que se traduce en una supervivencia a 5 afios inferior al 50%. El neuroblastoma
es el causante del 15% de las muertes por cancer en nifios (14).

El siguiente en frecuencia es el nefroblastoma, seguido de los sarcomas 0Oseos
(osteosarcoma y sarcoma de Ewing). En los adolescentes (a partir de los 15 afios), estos
porcentajes son diferentes, siendo los tumores sélidos mas frecuentes, por este orden, los
tiroideos, los tumores germinales gonadales, y los sarcomas 0seos (15).

El resto de los tumores tiene una baja incidencia. Destacaremos el hepatoblastoma, que
constituye el cancer hepatico mas frecuente en nifios, sequido por el hepatocarcinoma. La
incidencia de hepatocarcinoma aumenta en paralelo a la edad y se relaciona en algunos
pacientes con hepatopatias de diversa naturaleza, como las hepatitis viricas. Dentro de los
sarcomas de partes blandas, el rabdomiosarcoma es el més frecuente en la edad pediatrica,
representando casi la mitad de los casos. La otra mitad la conforman los llamados
“sarcomas de partes blandas no rabdomiosarcomas” (en inglés, non-rhabdomyosarcomas
soft tissue sarcomas o NRSTS) que bajo esa denominacion engloban un conjunto de mas
de 50 enfermedades muy diferentes entre si, algunas de ellas tipicas del paciente pediatrico
(fibrosarcoma, tumor rabdoide, blastoma pleuropulmonar, etc), otras mas habituales en el

adolescente (sarcoma sinovial, sarcoma epitelioide, etc) y otras tipicas del paciente adulto.
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Tratamientos actuales: Papel de la cirugia pediatrica

El tratamiento de la gran mayoria de los tumores sélidos pediatricos consiste en esquemas
multimodales (quimioterapia, cirugia y radioterapia, a las que se suman en algunos casos
la inmunoterapia u otras modalidades terapéuticas), ajustados a los grupos de riesgo de
cada tipo tumoral. Estos tipos tumorales tradicionalmente se han definido en base a los
analisis histologicos e inmunohistoquimicos. La realizacion de amplios estudios
internacionales multicéntricos ha permitido disefiar protocolos terapéuticos para los
tumores mas frecuentes del nifio y adolescente. Prueba de ello son los distintos estudios
propuestos por grupos internacionales, como la SIOP o el COG (Childrens” Oncology
Group), que a través de ensayos clinicos sucesivos han perfilado esquemas de tratamiento
para el neuroblastoma (ej. SIOPEN), el nefroblastoma (ej. SIOP-RTSG) o el hepatoblastoma
(ej. SIOPEL, PHITT), por poner algunos ejemplos. Por el contrario, para los tumores mas
infrecuentes, y que constituyen un importante porcentaje de pacientes, no se dispone de
protocolos estandarizados, y en el mejor de los casos, se tratan conforme a guias de

practica clinica consensuadas por grupos de expertos.

De forma conjunta, esta estrategia ha conducido a unas buenas tasas de curacioén global
en el cancer pediatrico en los paises desarrollados, pero a costa de importantes secuelas
para los pacientes, en parte originadas por los propios esquemas de tratamiento (como,
por ejemplo, cardiotoxicidad, desarrollo de segundos tumores o infertilidad). En la
actualidad, la mayoria de los estudios colaborativos intentan establecer un equilibrio entre
beneficio terapéutico y toxicidad, por lo que no sélo aspiran a mejorar las actuales tasas
de curacién, sino a reducir las secuelas que sufren los pacientes a medio y largo plazo. Para
alcanzar este objetivo es imprescindible la maxima personalizacion de los tratamientos (en
inglés, “tailoring" haciendo referencia al disefio de tratamientos a medida), optimizando la
clasificacion de los grupos de riesgo (por ejemplo, identificando marcadores moleculares
prondsticos que ayuden en la estratificacion de los pacientes) y realizando estudios
moleculares del tejido tumoral (cuya presencia puede ser imprescindible, por ejemplo, para
poder incluir al paciente en determinados ensayos). Este planteamiento tiene como

objetivo maximizar las opciones terapéuticas del paciente, evitando tratamientos
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innecesarios y con posibles secuelas, o intensificando el tratamiento en los casos que asi

lo precisen.

La mayoria de estos protocolos internacionales incluyen una serie de recomendaciones o
guias quirdrgicas, basadas en la evidencia cientifica y consensuadas por grupos de
expertos, que permiten estandarizar los procedimientos quirurgicos (16). El objeto de estas
guias es asegurar unas mayores tasas de curacion con una menor morbilidad, y, ademas,
al reducir la presencia de sesgos en relacion con el acto quirdrgico, para facilitar la
realizacion de estudios comparativos. Un ejemplo clasico de la importancia de estandarizar
los procedimientos oncoldgicos es la descripcion de los principios quirdrgicos de la cirugia
del nefroblastoma, establecidos por William E. Ladd y Robert E. Gross en 1953 (17) y
consistentes en la realizacion de una laparotomia transversa amplia y revision de la cavidad
abdominal, abordaje transperitoneal de los vasos renales y ligadura precoz de los mismos,
procediendo a continuacion a la exéresis del tumor junto con la grasa perirrenal, evitando
la rotura de la capsula renal y la diseminacion por via linfatica. Estas recomendaciones
condujeron a una drastica reduccion de la mortalidad intraoperatoria, sumamente elevada
en aquella época, que junto a la introduccién del tratamiento radioterapico vy,
posteriormente, quimioterapico por parte de Sidney Farber, permitieron pasar de una

supervivencia del 30% a los dos afios en 1940 al 89% en 1966.

Algunas practicas quirdrgicas también han sido objeto de investigacion por parte de los

estudios internacionales pediatricos, aunque raramente de manera aleatorizada.

La cirugia juega un papel crucial dentro del tratamiento de los tumores sélidos y como
tratamiento de soporte para las complicaciones y necesidades basales del nifio y
adolescente con cancer. La cirugia oncol6gica ha emergido con fuerza en los ultimos afios
como una subespecialidad de la cirugia pediatrica que requiere de la adquisicion de un
marco especifico de conocimientos y habilidades que va mas alla de la formacién estandar
de la especialidad (18). En Espafia, la especialidad de cirugia pediatrica asume el
tratamiento de todos los tumores solidos pediatricos viscerales, independientemente de

su localizacion, asi como de los tumores de la pared abdominal y toracica. Ademas, dentro
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del tratamiento del cancer pediatrico, se incluyen las tecnicas de preservacion de la

fertilidad, un aspecto particularmente sensible en pacientes en edades tan jovenes.

La mayoria de los tumores sélidos pediatricos requieren tratamiento quirdrgico para lograr
su curacion, siendo paradigmaticos, por ejemplo, los hepatoblastomas o los
nefroblastomas, en los que la cirugia no puede ser sustituida por otros tratamientos (como
por ejemplo la radioterapia) y la curacion no es posible sin lograr una reseccion completa
de la lesion. Tal es la importancia de la exéresis que, en ambos casos, de no ser factible la
reseccion tumoral por otros medios, el trasplante de érgano sélido inmediato (en el caso
del hepatoblastoma) o diferido (en el caso del nefroblastoma bilateral) es a veces la Unica
opcion terapéutica. La calidad de la reseccion quirdrgica, la posibilidad de resecar por
completo los tumores, el estadiaje locoregional quirdrgico (muestreo ganglionar y biopsia
de areas sospechosas) y las complicaciones intraoperatorias (con especial relevancia de la
rotura tumoral en determinadas histologias) determinan finalmente el estadiaje tumoral,
los grupos de riesgo, la intensidad del tratamiento y el prondstico en la mayoria de los

tumores solidos pediatricos, independientemente de su localizacion.

El tratamiento quirdrgico de los tumores pediatricos incluye en ocasiones tumores
considerados mas propios del adulto (carcinoma suprarrenal, carcinoma de tiroides,
hepatocarcinoma, etc.). El tratamiento quirldrgico en estos casos difiere en muchos
aspectos del estandar en pacientes adultos y debe ajustarse al paciente pediatrico ya que,
aun tratandose del mismo tipo tumoral, la biologia tumoral suele ser bastante diferente.
Mencion especial merecen los denominados “"AYA" (del inglés, adolescents and young
adults, adolescentes y jovenes adultos) quienes, presentando unas caracteristicas mas
cercanas al paciente pediatrico, a menudo son tratados de acuerdo con estandares del
adulto. Este hecho se ha demostrado que se traduce en unas menores tasas de
supervivencia en distintos tipos tumorales, como por ejemplo los sarcomas de partes

blandas (19).

A continuacién, se muestra un resumen de algunos de los procedimientos quirdrgicos de

reseccion tumoral mas habituales en cirugia oncoldgica pediatrica, en relacidon con cada
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tipo tumoral y de acuerdo con las guias vigentes (la gran mayoria, de los grupos SIOP).
Todas las imagenes que ilustran las técnicas corresponden a casos intervenidos por nuestro

equipo, y para muchos de ellos se ha intentado generar PDOX, objetivo de esta tesis:

1. Neuroblastoma y otros tumores neurogénicos: Los neuroblastomas que se
producen fuera del sistema nervioso central se originan en las glandulas
suprarrenales y/o en cualquier zona del sistema nervioso simpatico, lo que
incluye el torax y el cuello. Muy habitualmente el tumor invade los ganglios
loco-regionales. Con mucha frecuencia, los tumores rodean parcial o

totalmente las estructuras vasculares y nerviosas, constituyendo cirugias de muy

alta complejidad y elevado riesgo quirdrgico.

Figura 1. Paciente con neuroblastoma de alto riesgo adrenal izquierdo con invasién del hilio renal que rodea parcialmente
la aorta abdominal suprarrenal y los vasos renales izquierdos (L2). Imégenes de AngioTAC abdominal, corte sagital y
coronal tras quimioterapia neoadyuvante. Tratamiento quirdrgico. Se muestra la aorta abdominal y el origen del tronco
celiaco y la arteria mesentérica superior, asi como la bifurcacién iliaca, una vez resecados el tumory las adenopatias junto

con el rifién izquierdo. Bl (bifurcacién iliaca), AMS (arteria mesentérica superior), TC (tronco celiaco), * (aorta)

Es habitual, por ejemplo, que el tumor englobe por completo (en inglés,
"encasement”) los hilios vasculares renales, al origen del tronco celiaco o de la
arteria mesentérica superior y sus ramas, o que esté rodeando la vena cava en
su totalidad. En algunos casos los tumores pueden invadir el canal medular o
desplazar la via aérea. Por este motivo, actualmente, los neuroblastomas se
clasifican al diagnostico en funcidn de la presencia o ausencia de los 20 factores
de riesgo por imagen (denominados IDRF o Image Defined Risk Factors), los
cuales se correlacionan con la morbimortalidad quirdrgica, asi como con

resecciones incompletas. Fueron definidos por Monclair et. al en 2009 y son la
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base del estadiaje INRG (International Neuroblastoma Risk Group), empleado
por todos los grupos internacionales. Su ausencia, en pacientes con enfermedad
localizada (L1) es indicativa de cirugia directa (upfront surgery). La presencia al
diagndstico de dichos factores (L2) o de enfermedad metastasica (M), aconseja
la administracion de quimioterapia neoadyuvante, con el objetivo de reducir el
riesgo quirurgico y/o de frenar la progresion de la enfermedad. El protocolo
europeo LINES del SIOPEN contempla la observacién inicial (planteandose el
tratamiento en caso de crecimiento o progresion) en los neuroblastomas
congenitos (diagnodstico en menores de 3 meses) con enfermedad localizada de
menos de 5cm, con biologia favorable y sin sintomas de riesgo vital, en los
neuroblastomas de biologia favorable, L2, sin sintomas de riesgo vital y en
pacientes menores de 18 meses, y en el grupo de pacientes "MS”, formado por
los pacientes menores de 12 meses con enfermedad metastasica (exceptuando
la afectacion dsea, pulmonar, pleural o del sistema nervioso central), con
biologia favorable y sin sintomas de riesgo vital.

Los subtipos malignos (neuroblastoma, ganglioneuroblastoma) son tributarios
de tratamiento quimioterapico, mientras que los benignos (ganglioneuroma) no

responden al mismo, por lo que se plantea la viabilidad de la reseccion completa

sin secuelas, independientemente de la presencia de los citados IDRF.

Figura 2. Paciente con ganglioneuroma pélvico, L2. Reconstruccidon 3D a partir de AngioTAC. El tumor engloba
parcialmente los vasos arteriales y venosos iliacos, asi como la bifurcacion adrtica y los uréteres. Cirugia sin neoadyuvancia
previa. Imagen intraoperatoria con el tumor y las estructuras anatémicas. Imagen tras reseccién completa.

Leyenda: # (vena cava), * (aorta)

La reseccion quirdrgica completa es un factor determinante en los tumores

neurogénicos de riesgo intermedio y bajo (con la excepcion de las masas
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congeénitas, que pueden involucionar), pero su papel en los neuroblastomas de
alto riesgo genera controversia, ya que en estos casos existen otros multiples
factores biologicos que repercuten en la supervivencia. La reseccion fraccionada
de la masa esta permitida, sin afectar al pronostico final. Se recomienda alcanzar
una reseccion superior al 90% de la masa siempre que ello no suponga un
riesgo vital o gravemente mutilante para el paciente. Durante la cirugia es
preciso realizar un balance cuidadoso entre el grado de reseccion y el riesgo
para el paciente, estando ampliamente descritas graves complicaciones
quirdrgicas (isquemia intestinal, hemorragia masiva por lesiéon de los grandes
vasos) e incluso el fallecimiento del paciente durante la intervencion o en el
postoperatorio inmediato.

En el caso de tumores pequefios y en ausencia de riesgo vascular, se puede
plantear el abordaje minimamente invasivo (20).

Nefroblastoma y otros tumores renales: La cirugia del nefroblastoma y el resto
de los tumores renales, independientemente de su acceso (mediante cirugia
abierta o minimamente invasiva), debe garantizar que no se produzca rotura
tumoral, que se resequen todas las lesiones macroscopicas con margenes
adecuados y que se haga un adecuado muestreo ganglionar. Con el objetivo
de facilitar esta tarea, el RTSG (Renal Tumors Study Group) de la SIOP (a
diferencia de otros grupos internacionales) emplea una estrategia de
tratamiento quimioterapico neoadyuvante previo a la cirugia, a partir de un
diagnoéstico basado Unicamente en las pruebas de imagen (permitiendo la
biopsia Trucut en casos seleccionados, y con un calibre maximo de 16G; la
biopsia abierta se considera una rotura tumoral e inmediatamente sitla el
tumor en un estadio Ill). En caso de producirse una rotura tumoral significativa
o de dejar algun resto tumoral (por ejemplo, un trombo tumoral), es necesario
intensificar el tratamiento quimioterapico y realizar radioterapia local (con las
secuelas que esta Ultima conlleva en nifilos pequefios). La presencia de trombos
vasculares, habitualmente de la vena renal y con extension hacia la vena cava

(pudiendo llegar a la auricula), hace que estas cirugias sean ocasionalmente
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muy complejas, llegando a requerir de cavotomias asistidas o no con circulacion
extracorpérea. En el caso de los carcinomas renales y de los sarcomas (sarcoma
de células claras, tumor radbdoide teratoide, otros) la rotura conlleva ademas
un aumento muy significativo de las posibilidades de recaida local y a distancia.
Por lo general, la linfadenectomia retroperitoneal radical solo se indica en el
caso de carcinomas y sarcomas, aunque es foco de debate, mientras que en el
nefroblastoma es necesario un muestreo ganglionar sistematizado de al menos
7 ganglios. El ultimo protocolo europeo vigente, denominado RTSG-Umbrella
2016, permite realizar nefrectomias parciales y nefrectomias minimamente
invasivas en casos muy seleccionados (21), y nunca combinando ambas técnicas,
ya que la rotura tumoral conlleva la necesidad de afiadir radioterapia local,
particularmente toxica en pacientes pediatricos.

Mencion aparte merecen los casos de tumores bilaterales, habitualmente
nefroblastomas, en los cuales es imprescindible un tratamiento quirdrgico por
parte de equipos expertos, para preservar el maximo volumen de nefronas que
eviten un fallo renal (mediante nefrectomias parciales e incluso, enucleaciones),
sin producir una rotura tumoral. Como ultimo recurso, en los casos mas graves
e infrecuentes, se contempla la posibilidad de nefrectomia radical bilateral con
autotrasplante renal o bien trasplante renal diferido tras completar dos afios

libre de enfermedad, aunque la morbimortalidad de estos casos es muy

importante.

Figura 3. Paciente afecto de nefroblastomas bilaterales con escasa respuesta a la quimioterapia. Reconstruccién 3D a
partir de AngioTAC. En gris, las areas tumorales. Imédgenes intraoperatorias del rifidén derecho y del rifién izquierdo, una

vez movilizados. Se logré resecar completamente las masas, preservando ambos rifiones.
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3. Hepatoblastoma y otros tumores hepaticos malignos: El tratamiento de los
tumores hepaticos malignos pediatricos pasa siempre por una reseccion
completa con margenes, lo que se alcanza, bien mediante la realizacion de
resecciones anatomicas, o mediante un trasplante hepatico. Actualmente, el
protocolo internacional PHITT (Paediatric International Tumour Trial) determina
la aproximacion quirdrgica, que en la mayoria de los hepatoblastomas se lleva
a cabo tras administrar quimioterapia neoadyuvante. En algunos casos
seleccionados de hepatoblastoma, y en los hepatocarcinomas localizados, se
recomienda la cirugia de entrada (lo que puede incluir el trasplante hepatico).
Los tumores se clasifican de acuerdo a la clasificacion radioldgica al diagnostico
PRETEXT, actualizada en 2017 (22), en funcién de la extension tumoral
(dividiendo el higado en 4 secciones y determinando cuantas es necesario
resecar, lo que define los grupos |, Il, lll y IV) y segun varias anotaciones
(afectacion vascular de la vena cava, la vena porta o las suprahepaticas,
afectacion extrahepatica en contiglidad, afectacion del lobulo caudado,
multifocalidad, rotura, metastasis linfaticas y metastasis a distancia). En los casos
PRETEXT Il mas complejos y IV (10-20% de los casos) es necesaria una
evaluacion precoz para poder realizar un trasplante hepatico en el caso de no
hacerse resecable el tumor tras la neoadyuvancia. En algunos casos, pueden
hacerse resecciones extremas con o sin reconstruccion vascular; no obstante,
estas deben hacerse en centros con trasplante hepatico pediatrico, por el riesgo
de complicaciones o de insuficiencia hepatica. La indicacion de reseccion
extrema frente a trasplante debe realizarse con enorme cuidado, ya que el
trasplante hepatico de rescate (en recaidas, frecuentemente debidas a
resecciones quirdrgicas incompletas o marginales) tiene unos resultados de
supervivencia muy pobres (82% para el trasplante de entrada frente al 30% en

el rescate) (23).
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Figura 4. Hepatoblastoma PRETEXT Il en paciente de 3 afios con trombo en la vena cava al debut y afectacion del 16bulo
caudado. A. Imagen intraoperatoria. Tumor con captacién de fluorescencia con verde de indocianina (en azul). B.
Hepatectomia derecha anatdmica. C. Remanente hepatico.

4. Tumores ovaricos: Los tumores malignos ovaricos pediatricos primarios son
poco frecuentes, en su gran mayoria son de origen germinal (por tanto, muy
quimiosensibles), y presentan mucho mejor pronoéstico que los tumores de la
mujer adulta, mayoritariamente epiteliales. No obstante, existen también
tumores malignos de los cordones sexuales (como los tumores juveniles de
células de la granulosa), tumores de células de Sertoli/Leydig y tumores
malignos epiteliales, asi como otros subtipos extremadamente infrecuentes. El
tratamiento quirdrgico en nifias y adolescentes requiere menor agresividad
quirdrgica que en los tumores de tipo adulto, y suele limitarse a la
salpingooforectomia del ovario afecto, con reseccion de todas las lesiones
macroscopicamente visibles, de acuerdo con las recomendaciones del COG vy
del MAGIC (Malignant Germ Cell International Consortium). En tumores
localizados o de pequefio tamafio (aun siendo metastasicos), la cirugia se realiza
inmediatamente tras el diagnostico (que incluye pruebas de imagen y
marcadores tumorales); en casos localmente avanzados, se opta por realizar
una biopsia percutanea e iniciar tratamiento neoadyuvante, con posterior
exéresis tumoral, de los posibles implantes y de las adenopatias patologicas. La
intervencion debe, ademas, completar un adecuado estadiaje intraoperatorio
(citologia peritoneal, biopsia de lesiones sospechosas y adenopatias
patoldgicas, exploracion de visceras abdominales y de superficies peritoneales).

Las cirugias mutilantes y agresivas (salpingooforectomia bilateral, histerectomia,
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citorreduccion) se reservan para las neoplasias malignas epiteliales u otras

histologias muy agresivas, y en casos seleccionados de recaidas tumorales.

Figura 5. Tumor ovérico de células de la granulosa juvenil en lactante de 13 meses. Imagen de resonancia magnética e
imagen intraoperatoria.

5. Tumores testiculares: Los tumores pediatricos testiculares son raros, menos de
un 2% de los casos de cancer infantil en varones prepuberales, con una
incidencia algo mayor en adolescentes postpuberales. En nifios prepuberes, el
80% de los casos corresponde a tumores germinales, y dentro de los tumores
no germinales, predominan los tumores estromales de los cordones sexuales.
La mayoria de los tumores prepuberales son benignos, mientras que en
adolescentes sucede a la inversa. Incluiremos también los tumores
paratesticulares, esencialmente el rabdomiosarcoma, por tener un
planteamiento quirdrgico similar. Centrandonos en los tumores malignos,
cuando las pruebas de imagen o los marcadores tumorales sugieren una
neoplasia testicular o paratesticular maligna, si esta masa es de entrada
resecable sin rotura, las guias internacionales recomiendan evitar las biopsias, y
realizar una orquiectomia inguinal radical (evitando el abordaje escrotal) con un
clampaje precoz del corddon espermatico. De lo contrario, se recomienda
obtener una biopsia Trucut e iniciar neoadyuvancia. La linfadenectomia
retroperitoneal, a diferencia de los pacientes adultos, no esta recomendada en
los pacientes prepuberales y se reserva solo en casos seleccionados (AFP
persistentemente elevada en ausencia de lesiones por pruebas de imagen, en

afectacién ganglionar evidente).
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Figura 6. Tumor germinal testicular del seno embrionario, en paciente postpuberal. A. Resonancia magnética, corte
coronal. Gran masa testicular. B. Metastasis pleurales masivas y pulmonares. C. Imagen de la cirugia del tumor primario
(orquiectomia radical del teste derecho, abordaje inguinal) tras quimioterapia neoadyuvante.
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6. Sarcomas de partes blandas: Resumir la cirugia de los sarcomas de partes
blandas en unas lineas es tarea imposible, dado agrupa un gran nimero de
diagnosticos diferentes, en areas anatomicas muy diversas y con respuestas a
los tratamientos adyuvantes muy dispares. Se expone a continuacion, de forma
muy resumida, la cirugia de los sarcomas pediatricos:

a. Rabdomiosarcomas: La mayoria de los rabdomiosarcomas (RMS)
pediatricos se resecan tras administrar quimioterapia neoadyuvante,
dado que suelen alcanzar un gran tamafio y es prioritario evitar su rotura,
asi como tratar de obtener unos margenes quirdrgicos negativos.
Ademas, debe realizarse un estadiaje ganglionar quirdrgico, que en
determinados tumores (RMS paratesticulares en nifios mayores de 10
anos, RMS en extremidades). El tratamiento quirdrgico ha de contemplar
las técnicas reconstructivas necesarias, y planificarlas adecuadamente en
el marco del tratamiento multimodal. En nifios pequefios se localizan
mayoritariamente en zonas genitourinarias o de cabeza y cuello, y en
adolescentes, en extremidades, aunque pueden aparecer en cualquier
area anatomica. La cirugia con margenes RO o R1 es el tratamiento local
de eleccién, sola o combinada con radioterapia, cuando la exéresis es
factible sin ocasionar mutilaciones. De lo contrario, se opta por la

radioterapia exclusiva (en sus diversas modalidades).

DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



INTRODUCCION

Figura 7. Rabdomiosarcoma embrionario de clpula vesical en vardn de 2 afios. A. RMN al diagndstico, gran masa
pélvica (*) con origen mal definido. B. RMN tras completar quimioterapia neoadyuvante. C. Imagen intraoperatoria,

tumor exofitico. Se realizd una cistectomia parcial.

b. NRSTS: Bajo el término NRSTS se engloban mas de 50 entidades, algunas
de ellas tipicas del nifio, otras del adolescente y otras mas propias del
adulto. El tratamiento quirdrgico es variable, y su radicalidad depende
de la quimiosensibilidad o radiosensibilidad de cada tipo tumoral, muy
variables, y por norma general, escasas. El especialista quirdrgico debe
conocer y actualizar las novedades terapéuticas que, en algunos tipos
tumorales concretos, permiten evitar o limitar resecciones agresivas.

7. Sarcomas oseos: El papel de la cirugia pediatrica en los sarcomas 0seos (los mas
comunes en nifios, el osteosarcoma y el sarcoma de Ewing) se limita, en nuestro
medio, al tratamiento de los tumores de la pared toracica (costales, esternales
y claviculares). En la gran mayoria de los casos, el tratamiento quirdrgico corre
a cargo de los equipos de cirugia ortopédica. Al plantear la cirugia, debera
tenerse en cuenta la quimiosensibilidad y la radiosensibilidad del tumor. La
cirugia consiste (igual que en los sarcomas de partes blandas) en la exéresis en
bloque de la tumoracion, rodeada de tejido sano y con un adecuado margen
de seguridad. Igualmente, deben plantearse las técnicas reconstructivas
necesarias (en el caso del térax, para recuperar tanto la estructura 6sea como
de partes blandas), para lo cual pueden emplearse tejidos autélogos (colgajos),

hueso procedente de cadaver o prétesis de diferente indole. A pesar de los
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avances en técnicas de salvamento de extremidad, la amputacion puede llegar

a ser necesaria en algunos pacientes.

Diafragma

9 Costilla

B.

Figura 9. Sarcoma de Ewing originado en 92 costilla, y afectando parcialmente a la 82 costilla y al diafragma. A. RMN al
diagndstico. Masa (*) afectando a los Ultimos arcos costales, pared téraco-abdominal anterior. B. Imagen intraoperatoria
tras realizar reseccién en bloque con méargenes. Las estructuras anatémicas aparecen rotuladas. C. Imagen tras completar
la reconstruccién de la pared dsea y del diafragma. Implante rigido reabsorbible (flecha) de poliéster reabsorbible de
acidos poli L-Lactico (82%) y PoliGlicolico (18%).

8. Metastasis y otras lesiones pulmonares: El tratamiento quirdrgico de las
metastasis pulmonares, los tumores pulmonares y de la via aérea (siendo estos
dos ultimos muy poco frecuentes) en pediatria depende del tipo tumoral y de
su localizacion y extension. El abordaje puede ser mediante cirugia abierta o
toracoscopica, y el tipo de cirugia va desde la reseccion atipica (es decir, no
anatébmica) con margenes hasta la lobectomia pulmonar o incluso la
neumonectomia. En lesiones de pequefio tamafio y situadas en profundidad, es
habitual emplear diversos métodos de marcaje percutaneo. En los tumores
primarios pulmonares pueden ser necesarias técnicas de reconstruccion de la
via aérea (por ejemplo, en las resecciones lobares en manguito), muestreo
ganglionar (dependiendo del tipo tumoral) o pleurectomias totales o parciales.

9. Carcinoma de tiroides: El carcinoma de tiroides, es un tumor raro en pediatria,
pero mucho mas frecuente en adolescentes. Las bases del tratamiento del
carcinoma diferenciado de tiroides son en parte similares a las del paciente
adulto (tiroidectomia total, salvo en casos seleccionados de bajo riesgo, y
vaciamiento ganglionar selectivo en funcién de los compartimentos afectos. El
prondstico de los pacientes pediatricos, incluso en casos avanzados, es en

general muy bueno, asi como la respuesta a los tratamientos con radioyodo,
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por lo que el planteamiento quirdrgico con perspectiva pediatrica debe evitar
en lo posible las cirugias agresivas, dado que las secuelas son permanentes y
potencialmente muy graves (paralisis de cuerdas vocales, necesidad de

traqueostomia permanente, etc.).

Supervivencia

La supervivencia global actual del cancer pediatrico en los paises desarrollados alcanza el
80%, gracias a los enormes avances logrados a traves de la colaboracion internacional
mediante ensayos clinicos multicéntricos, que han permitido alcanzar estandares de
tratamiento para los tumores mas frecuentes. Por desgracia, esta supervivencia parece
haberse estancado en la Ultima década, y todavia 1 de cada 5 nifios fallece por su
enfermedad (12), particularmente algunos tipos tumorales y muchos tumores soélidos
metastasicos al diagndstico. Ademas, las cifras de supervivencia no son similares en todos

los tipos tumorales ni dentro de los diversos subtipos de un tipo tumoral.

Tipo tumoral ~ % Superv. 3 afios % Superv. 5 afios

Neuroblastomas | 82 (78-85) 78 (74-81)

Retinoblastomas | 98 (97-100) 97(95-100)

Nefroblastomas y otros tumores renales no epiteliales | 94 (91-6) 92 (89-95)
Hepatoblastomas | 86 (79-94) 84 (75-92)

Osteosarcomas | 76 (69-83) 69 (62-76)

Sarcoma de Ewing y tumores relacionados | 79 (73-84) 73 (67-80)
Rabdomiosarcomas | 76 (69-82) 69 (63-76)

NRSTS | 76 (70-83) 72 (65-79)

Tumores de células germinales extracraneales y extragonadales | 91 (82-99) 86 (75-96)
Tumores de células germinales gonadales | 96 (91-100) 96 (91-100)

Tumores epiteliales | 92 (87-97) 91 (86-96)

Tabla 1. Tumores sélidos extracraneales en pacientes de 0 a 14 afios.
Supervivencia por tipo tumoral en Espafia, cohorte de incidencia 2010-2015. Fuente: Informe RETI SEHOP

Los canceres pediatricos son raros, muy diversos (mas de 60 enfermedades diferentes), y
en su mayoria son distintos de los canceres de los pacientes adultos. A pesar de los buenos
resultados globales (por ejemplo, la supervivencia a 5 afios en tumores como el

nefroblastoma de bajo riesgo o de riesgo estandar supera ampliamente el 90%), algunos
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tumores o subtipos tumorales mantienen supervivencias estancadas en torno al 20-30% a
los 5 afios, a pesar de los esfuerzos internacionales. La supervivencia es pésima para los
niflos con canceres de mal prondstico como por ejemplo el neuroblastoma metastasico,

algunos tipos de sarcomay el glioma de alto grado (24).

Ademas, la progresion o recaida para la mayoria de los pacientes pediatricos con cancer
todavia se correlaciona con bajas tasas de supervivencia, independientemente de las
diferentes combinaciones de tratamientos quimioterapicos y de terapias dirigidas. Hasta
un 30%-40% de los nifios con cancer recaen y la mayoria de ellos (> 80%) finalmente
morira a consecuencia de su enfermedad (25). Ademas, los tratamientos actuales basados
en quimio/radioterapia conllevan una alta tasa de secuelas graves, por lo que el desarrollo
de tratamientos dirigidos a dianas moleculares especificas y menos toxicos es una

prioridad.

Los pacientes supervivientes arrastran importantes secuelas relacionadas con los
tratamientos multimodales, que afectan tanto la esfera fisica como la emocional. Por
gjemplo, se estima que 2/3 de los supervivientes de neuroblastoma de alto riesgo
presentaran secuelas graves, algunas de ellas de por vida (26). Las secuelas de los
tratamientos citotdxicos son muy variadas, incluyendo desde pérdida de audicion, retrasos
en el crecimiento, hipertension arterial, hasta insuficiencia renal, fibrosis pulmonar o
insuficiencia cardiaca. Las complicaciones asociadas a la radioterapia son también extensas.
Ademas, para este grupo de poblacidon con una esperanza de vida larga, se suma el riesgo
de los segundos tumores, siendo este hecho particularmente relevante en pacientes con
predisposicion genética. La cirugia, en ocasiones mutilante y que a menudo requiere
grandes incisiones con cicatrices antiestéticas, es también una fuente de secuelas e incluso,
en algunos casos, se asocia con una mortalidad no despreciable. La repercusion tanto
individual como social de dichas complicaciones a largo plazo constituye un problema

internacional de primer orden.
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0.3 Cancer pediatrico de alto riesgo y en recaida

Entre el 30% y el 40% de los nifios y adolescentes con cancer recaen y la mayoria de ellos
(> 80%) termina falleciendo (25). En general, se considera que el cancer pediatrico de alto
riesgo es aquel con una supervivencia esperada inferior al 30% (27). En el caso de los
tumores de alto riesgo y de los tumores en recaida, salvo algunas excepciones, el
pronostico no ha mejorado muy significativamente en las Ultimas decadas, a pesar de los
esfuerzos en mejorar el tratamiento local, la intensificacion de la quimioterapia, o los
avances en tratamientos de soporte. En un estudio internacional realizado por nuestro
grupo, la mediana de supervivencia de los nifios con tumores en recaida y refractarios fue
de 6,3 meses (28). Algunos de los ejemplos mas evidentes son el neuroblastoma de alto
riesgo con amplificacion del gen MYCN, que pese a los esfuerzos internacionales mantiene
supervivencias inferiores al 30% a 5 afios, los tumores rabdoides extracraneales, con
supervivencias del 38,4% a 3 afios (29), los sarcomas metastasicos, varios tipos de tumores

del sistema nervioso central y algunos tumores considerados raros (30).

Hasta la fecha, las estrategias de salvamento consisten principalmente en regimenes de
quimioterapia de segunda linea muy agresivos que logran el control de la enfermedad a
corto plazo, pero la mayoria de los nifios termina falleciendo en Ultima instancia, y aquellos
pocos que sobreviven, sufren graves secuelas. Se necesitan nuevos enfoques terapéuticos,

que impliquen nuevos mecanismos de accion sin afiadir toxicidades inaceptables.

0.4 El acceso a nuevos tratamientos en cancer pediatrico

La incorporacion de nuevos y eficaces tratamientos farmacoldgicos y no farmacolégicos
en pediatria presenta grandes retos inherentes; desde los aspectos éticos relacionados con
el tipo de poblacion diana, hasta la baja frecuencia de la mayoria de las patologias, que
impide realizar ensayos clinicos prospectivos con suficiente rapidez. Estos mismos motivos
hacen que el desarrollo de terapias o dispositivos especificamente pensados para la

poblaciéon pediatrica sean de escaso interés para la industria.
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La gran mayoria de los tratamientos estandar para el cancer pediatrico han sido aprobados
de manera empirica, validando su efectividad en grandes cohortes internacionales.
Ademas, por los motivos anteriormente citados, muy pocos de los nuevos farmacos contra
el cancer en adultos contienen autorizacion expresa para su uso en tumores pediatricos.
La limitacion al acceso a nuevos tratamientos en cancer pediatrico es un problema no
resuelto (31). Este hecho, no solo impide mejorar las tasas de supervivencia en
determinados tipos tumorales, sino que conlleva enormes secuelas a largo plazo en los
supervivientes, asociadas con frecuencia a las terapias convencionales validadas. La gran
heterogeneidad oncogénica de los canceres del nifio y el adolescente, no solo entre
diferentes tipos tumorales, sino dentro de un mismo tipo, asi como la presencia de
alteraciones moleculares tumorales a menudo diferentes al diagnéstico y a la recaida,
como consecuencia de la evolucion tumoral secundaria a los tratamientos, hacen el

problema sea alin mucho mas complejo.

Ademas, es muy importante tener en cuenta que mas del 90% de los farmacos que
demuestran actividad preclinica fracasan al trasladarse a ensayos clinicos en humanos (32),
en la mayoria de los casos por ser ineficaces o por mostrar toxicidades inaceptables. En
este sentido, es muy importante resaltar lo importante que es disponer de modelos
preclinicos avanzados, que mimeticen al maximo las caracteristicas histologicas,
genéticas/epigenéticas y de respuesta a los tratamientos que se dan en los tumores de los
niflos. Modelos que, pese a sus limitaciones, no solo han de permitir evaluar de una forma
mas fidedigna la eficacia de los tratamientos que los sistemas que se han venido utilizando
hasta ahora, sino, ademas, evaluar la toxicidad asociada a los tratamientos. En este sentido,
estos modelos preclinicos avanzados han de ayudar a los grupos cooperativos
internacionales y a la industria farmacéutica en su objetivo comiUn de conseguir
tratamientos mas eficaces y menos toxicos con los que tratar a los nifios y adolescentes
con cancer, sobre todo refractario y en recaida. Esta tesis es un intento conjunto de
cirujanos, clinicos, investigadores basicos y pacientes/tutores de avanzar en esta linea,

generando modelos donde poder ensayar y desarrollar estas estrategias.
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0.5 La medicina de precision en cancer pediatrico

La medicina de precision o personalizada, en este caso aplicada al cancer pediatrico, busca
identificar aquellos tratamientos con la mejor probabilidad de éxito para el tumor
especifico de cada paciente, en base a las caracteristicas genotipicas y fenotipicas del
mismo, y a la vez, reducir toxicidades innecesarias. La mayoria de las lineas de
investigacion, hasta el momento actual, se han centrado en:

- La secuenciacién gendmica

- Los estudios funcionales farmacoldgicos, in vitro e in vivo

Estos analisis han puesto de relevancia la enorme complejidad de la mayoria de los
canceres infantiles, donde las aberraciones no se limitan a mutaciones puntuales, sino que
ocurren a nivel epigenético y a otros niveles, por lo que deben identificarse nuevos
objetivos y lineas de investigacion, combinando la elaboracion de perfiles moleculares (de
genoma completo, exoma completo, transcriptoma completo y/o metiloma) con datos

procedentes de estudios funcionales.

Alteraciones | Cargay Firma Fusiones Expresion Metiloma Linea SNV/InDels
en nimero de | mutacionales gendmicas gendmica germinal
copias
WGS, WES, WGS, WES RNAseq, RNAseq, Array WGS, WES, WGS, WES,
aCGH WGS, PCR Microarray panel panel

Tabla 2. Técnicas utilizadas en medicina de precision del cancer pediatrico. WGS: Whole genome sequencing. WES:
Whole exome sequencing. aCGH: Array de hibridacién genémica comprada. RNAseq: Secuenciacion de ARN. PCR:
Reaccién en cadena de la polimerasa. SNV: single nucleotide variant, InDel: mutaciones por inserciéon o delecién.
Adaptacién de The Lansdcape of Pediatric Precision Oncology, Cancers 2021

El conocimiento de las bases moleculares del cancer pediatrico adquirido en las Ultimas
décadas esta permitiendo que la medicina de precisién en oncologia pediatrica se haya
convertido en una realidad, particularmente para los tumores en recaida o de mal
prondstico. Mas raramente (salvo en algunos ejemplos concretos) los tratamientos
personalizados han pasado a la primera linea de tratamiento. Estos estudios pan-
gendmicos y transcriptomicos en cancer pediatrico difieren ampliamente de los hallazgos
en adultos; frente al origen epitelial del cancer adulto, con multiples mutaciones somaticas,
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el cancer pediatrico suele originarse en tejidos mesodérmicos en desarrollo, con pocas
mutaciones somaticas, y es frecuente que exista un Unico gen driver, que a veces es
exclusivo para un tipo tumoral (5) (8). Este abanico Unico de mutaciones ocasiona que solo
un 30-45% de los genes driver pediatricos coincida con los del adulto (8) (33). Lo mas
habitual (hasta en 1 de cada 4 tumores) es la mutacion de genes que modifican el
epigenoma, ademas, hasta en un 60% de los tumores existen alteraciones estructurales y
alteraciones en el nimero de copias (33) y en un 8-10% de los casos se asocian a
mutaciones germinales (la mayoria en genes de reparacion de ADN, lo que abre la puerta
a la inmunoterapia en este subgrupo) (34). Todo ello pone de relevancia la necesidad de
ampliar los estudios hacia los analisis a gran escala. Actualmente, en Espafia hay
disponibles mas de 40 ensayos clinicos pediatricos de fase 1-2 para canceres infantiles,
para los cuales el perfil molecular profundo (“deep molecular profiling”) del tumor es un
requisito critico de cara a poder incluir pacientes. Esto hace que sea crucial implementar la

preseleccion molecular.

Los hallazgos gendmicos de la medicina de precisién han puesto de relevancia la enorme
complejidad de la mayoria de los tumores infantiles, poniendo en evidencia que las
aberraciones no se limitan a la presencia de mutaciones puntuales en genes concretos o a
la presencia de traslocaciones, sino que también ocurren alteraciones a nivel epigenético,
transcriptémico, de los microRNAs y a otros niveles. Hasta ahora, los medicamentos contra
el cancer dirigidos (targeted) solo benefician a una pequefia proporcién de los canceres
pediatricos con drivers oncogénicos Unicos (que pueden llegar al 50% de los tumores) (34)
ya que la gran mayoria de las moléculas disefiadas por las farmacéuticas priorizan los genes
mutados en el cancer del adulto. Algunos ejemplos recientes han mostrado la actividad de
los tratamientos dirigidos basados en alteraciones moleculares diana en canceres
pediatricos, como por ejemplo, la inhibicion de NTRK en canceres con fusion del gen NTRK
(35), la inhibicion de BRAF en el glioma de bajo grado BRAFV600E mutado (36), en el
glioma de alto grado y en la histiocitosis de células de Langerhans, y la inhibicion de ALK
en el linfoma anaplasico de células grandes pediatrico con ALK-translocado o en los

tumores miofibroblasticos inflamatorios (37). Estas afecciones tienen en comuin una Unica
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alteracion genética driver o un oncogén adicionado. De todos ellos, hasta la fecha, solo los
inhibidores de TRK larotrectinib y entrectinib han sido aprobados para nifios, y este ultimo,
solo para adolescentes. El resto de las moléculas Unicamente se pueden emplear en el

marco de los tratamientos compasivos.

Un claro ejemplo del enorme interés suscitado por las aplicaciones clinicas de la
secuenciacion tumoral son los programas internacionales, surgidos sobre todo en la Ultima
década, y enfocados a estudiar el perfil molecular gendmico mediante NGS (next-
generation sequencing) de los pacientes de alto riesgo, en recaida o refractarios, para emitir
después un informe clinico y molecular que permite a los equipos tratantes priorizar las
opciones terapéuticas disponibles (34). Entre ellos, destacan los programas INFORM en
Alemania (el mayor hasta la fecha, con mas de 1000 muestras analizadas), MAPPYACTS en
Francia (500 muestras) o Pediatric MATCH en EE. UU. (422 muestras), por citar algunos
gjemplos. En este sentido, en nuestro centro hospitalario, el programa COMIK (Cancer
OMilcs for Kids), nacié con un planteamiento similar y ha acercado las terapias dirigidas a
los pacientes con tumores en recaida, progresion y alto riesgo al diagnéstico, incluyendo,
como centro de referencia nacional, pacientes de todo el estado espafiol y analizando un
total de 105 muestras.

El éxito del programa COMIK ha culminado en el desarrollo del primer programa
nacional de medicina de precision en cancer pediatrico, denominado PENCIL-SEHOP,
multicéntrico y liderado por nuestro equipo, y en el programa COMIK 2, que introduce

como novedad el cribado apoptético BH3.

Programa de Medicina Pais Centro Patrocinador
de Precision
INFORM Alemania German Cancer Research Center
MAPPYACTS Francia Gustave Roussy Cancer Center
SMPaeds Reino Unido Royal Marsden Hospital
{THER Paises Bajos Prinses Maxima Centrum
Pediatric MATCH EE.UU. National Cancer Institute—Children’s Oncology Group
(CAT EE.UU. Dana Farber Cancer Institute
PROFYLE Canada Terry Fox Research Institute
COMIK Espafia Vall d'Hebron Research Institute
ZERO Australia Children’s Cancer Institute and Kids Cancer Center,
SEHOP-PENCIL Espafia Vall d'Hebron Research Institute
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Tabla 3. Ejemplos de los principales programas de medicina de precision pediatrica internacionales. INFORM
(INdividualized therapy FOr Relapsed Malignancies in childhood), MAPPYACTS (MoleculAr Profiling for Pediatric and
Young Adult Cancer Treatment Stratification), SMPaeds (Stratified Medicine Pediatrics), iTHER (individualized THERapy),
Pediatric MATCH (Molecular Analysis for Therapy Choice), iCAT/iCAT2 (Individualized Cancer Therapy), PROFYLE
(PRecision Oncology For Young peopLE), COMIK (Cancer OMics for Kids), ZERO (Zero Childhood Cancer), SEHOP-PENCIL
(Sociedad Espafiola de Hematooncologia Pediatrica-Personalised mEdicine for Cancer in children in Spain).

Este tipo de programas se han desarrollado gracias al abaratamiento de costes que supuso
la aparicion de técnicas de NGS, entre otros factores, y han demostrado la necesidad y
utilidad de secuenciar de forma extensiva los tumores pediatricos, mas alla de los paneles
de secuenciacion habitualmente utilizados.

Es complejo comparar los resultados de los diferentes programas, dado que no existe una
definicién estandar de alteraciones accionables y que, ademas, cada programa emplea
diferentes estrategias de perfilado molecular (34).

Desafortunadamente, el nimero de mutaciones identificadas potencialmente tratables
("druggable”) continla siendo bajo. La dificultad de acceso de los pacientes pediatricos a
los nuevos tratamientos farmacologicos impide ademas el acceso a tratamientos
potencialmente efectivos; de ahi el creciente interés en el desarrollo de modelos preclinicos
relevantes y que reflejen correctamente las particularidades del cancer pediatrico, que
permitan acelerar el proceso traslacional e incluso, optimizar el disefio de los futuros
ensayos clinicos. La utilizacion de modelos preclinicos que reproduzcan con la méaxima
fidelidad el tumor original, incluyendo la heterogeneidad (histologica, genética vy
epigenética), el microambiente tumoral, la farmacodinamica y farmacocinética, etc.,
permitiria evaluar de forma segura los nuevos tratamientos en fases preclinicas, priorizando
de ese modo los mas exitosos y menos toxicos, y acelerar la incorporacién de tratamientos
ya existentes en ensayos clinicos pediatricos en Fase 1-2. Estos modelos incluso pueden
permitir la realizacion de ensayos paciente/modelo en los que evaluar paralelamente la

respuesta y anticipar futuras recaidas.

Ademas, estudios recientes evidencian el valor afladido de los estudios funcionales en
modelos preclinicos in vitro e in vivo dentro de los programas de medicina personalizada
a la hora de identificar tratamientos viables mas alla de las dianas moleculares actualmente

conocidas (27), por ejemplo, realizando “quimio perfiles” de los tumores.
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0.6 Los modelos preclinicos en cancer pediatrico

Esta necesidad de salvar los escollos que afectan a las fases preclinicas del estudio
farmacoldgico, asi como la posibilidad de estudiar mecanismos bioldgicos tumorales, llevo
a la comunidad cientifica a desarrollar diversos modelos preclinicos. Los primeros modelos
surgen en la década de 1970 (38). La validacion de los modelos preclinicos pasa por probar
primero la eficacia del tratamiento estandar en los mismos, para posteriormente evaluar la

de las segundas o terceras lineas de tratamiento posibles (39).

Actualmente, los diferentes modelos de tumores solidos son la base de los estudios
preclinicos farmacolégicos, y han permitido desarrollar numerosos tratamientos,
principalmente en la oncologia del adulto. A partir del afio 2000, algunos grupos
comienzan a testar de manera sistematica varios modelos preclinicos pediatricos (40) (41).
Ademas, como ya hemos comentado, los modelos preclinicos conforman uno de los pilares
de los programas de medicina personalizada, al permitir evaluar la eficacia terapéutica de

posibles dianas y de explorar opciones de tratamiento adicionales.

Dado que el cancer pediatrico es de por si una enfermedad poco frecuente, y que sus tasas
de curacién actual son muy elevadas, el nimero de pacientes candidatos a nuevas terapias
es muy escaso. Ademas, los pacientes que suelen ser candidatos a la medicina
personalizada generalmente han sido tratados de manera intensiva, por lo que presentan
una enfermedad sumamente resistente a las terapias disponibles. Los modelos preclinicos
avanzados surgen como una manera de reflejar adecuadamente la enfermedad de este
subgrupo de pacientes y de testar tratamientos, incluso permitiendo llevar a cabo ensayos
clinicos aleatorizados en los animales (42), algo dificilmente posible de otro modo en esta

poblacién.

Nos centraremos en los modelos preclinicos de tumores solidos pediatricos extracraneales,

por ser el objeto de la presente tesis.
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0.6.1 Modelos preclinicos de tumores solidos pediatricos

Existen diversos modelos preclinicos, tanto in vitro como in vivo. Resumiremos brevemente
sus caracteristicas, ventajas y desventajas, asi como su capacidad para recapitular los

tumores originales en toda su complejidad.

0.6.1.7 Lineas celulares

Son modelos tumorales que crecen in vitro, desarrollados a partir de los afios 50 del siglo
pasado, de la mano de los estudios en virologia. Las lineas celulares destacan por su
facilidad de acceso, facil manejo, bajo coste y pocos requerimientos para su
mantenimiento. Son modelos muy Utiles y estandarizados a la hora de realizar estudios
moleculares, genéticos y bioquimicos (38). Por contra, presentan importantes limitaciones
a la hora de imitar la respuesta biologica y terapéutica de los tumores en su microambiente
(43). Su crecimiento in vitro mediante pases sucesivos produce una presion de selecciéon
hacia las células mejor adaptadas a crecer en esas condiciones. Ademas, las lineas celulares
comerciales disponibles o las generadas en los distintos laboratorios son pobres al tratar
de representar la enorme variabilidad y riqueza de subtipos tumorales, asi como la
heterogeneidad intrinseca existente en el propio tumor. Ademas, en su gran mayoria, las
lineas pediatricas proceden de muestras de pacientes obtenidas al diagndstico (pacientes
no tratados), lo que las convierte en modelos no validos a la hora de replicar la situacion
de pacientes en recaida, que son los candidatos mas frecuentes para participar en ensayos
clinicos fase 1y 2. El empleo de lineas celulares esta detras de muchos de los fracasos en

la traslacion de compuestos efectivos en estudios preclinicos a ensayos clinicos (44).

Para sortear esta situacion, en muchas ocasiones se intenta imitar in vitro la situacion de
los pacientes en tratamiento, seleccionando clones de células que se hacen “resistentes” a
los tratamientos tras mantenerlas en constante contacto con los farmacos. Aunque estas
lineas resistentes pueden ayudarnos a entender los mecanismos de resistencia, distan

bastante de la situacion real de adquisicion de resistencia que se da en un tumor in vivo.
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La mayoria de las lineas celulares, son lineas continuas, desarrolladas a partir del cultivo de
un tumor primario y perpetuadas in vitro indefinidamente. Se trata de lineas que, a pesar
de sus ventajas, pueden sufrir con el tiempo contaminacién por otras lineas celulares e
inestabilidad en su genoma. Por contra, los cultivos celulares mas cercanos al tumor de un
paciente concreto son los denominados “cultivos primarios”, que se originan de celulas
obtenidas de tumores en fresco, tejidos u 6rganos. A pesar de su similitud con la fuente
original, crecen lentamente, sufren importantes limitaciones de forma analoga a las lineas
comerciales, como son su supervivencia limitada, la seleccion celular a traves de los

diferentes pases y no ausencia de exposicion al microambiente tumoral.

0.6.1.2 Organoides / Tumoroides

El desarrollo de cultivos celulares tridimensionales, con sistemas microfisiologicos, resuelve
parcialmente el problema de las lineas celulares. Estos tumoroides, esferoides u organoides
deben ser representativos de las alteraciones genéticas que confieren un peor prondstico

a cada tumor concreto, asi como de aquellas que confieren resistencia al tratamiento.,

La generacion de tumoroides es una técnica muy reciente; no fue hasta 2011 que se logra
establecer los primeros (45). Se trata de cultivos celulares in vitro tridimensionales,
generados a partir de muestras humanas, que reflejan algo mejor que las lineas celulares
la situacién in vivo. Su desarrollo, junto con el de los PDX, ha supuesto un importante
avance en los estudios farmacolégicos y, junto con estos ultimos, reproducen con mayor
fidelidad la heterogeneidad gendmica y fenotipica tumoral (46). Pueden ser generados
directamente y con relativa facilidad a partir de material tumoral, y se emplean con
frecuencia para estudiar la sensibilidad tumoral a compuestos farmacoldgicos. Su gran
ventaja frente a los modelos in vivo es que permiten evitar o limitar el uso de animales, en

consonancia con las “3R" de la investigacion (Replacement, Reduction, Refinement).

Existen diferentes tipos de cultivos 3D (14) como, por ejemplo, los esferoides, Utiles para el
estudio de la morfogénesis, arquitectura y composicion tumoral, y para el desarrollo

preclinico de compuestos, por ejemplo, en neuroblastoma (47), o los organoides,
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generados a partir de biopsias de pacientes o de modelos PDX (mas representativos de la
diversidad tumoral), y Utiles para identificar vias de sefializacion, respuestas farmacoldgicas

y fenotipos de invasion.

0.6.1.3 Xenoinjertos y xenoinjertos derivados de paciente

Se trata de modelos in vivo (generalmente, en ratones inmunodeprimidos) fundamentales
en la investigacion biomédica actual. Los xenoinjertos (en inglés, xenografts) resuelven

muchas de las limitaciones de las opciones anteriormente citadas. La mayoria de los
modelos de xenoinjertos se generan a partir de lineas celulares cultivadas, por lo que en
parte presentan los mismos problemas que las propias lineas (seleccion de las células

mejor adaptadas para crecer en cultivo) y son mas caros y complejos de desarrollar y
mantener. Sin embargo, por otro lado, mantienen elementos clave implicados en la

tumorogénesis, como las interacciones entre el tumor y el estroma (46).

En los ultimos afios se ha generado un enorme interés por los xenoinjertos derivados de
paciente, los llamados PDX (Patient Derived Xenografs). Estos modelos presentan a priori
la ventaja de utilizar tejido tumoral del propio paciente, que representa mucho mejor la
heterogeneidad intra e intertumoral al compararse con los modelos generados a partir de

lineas celulares establecidas (48).

Los primeros xenoinjertos tumorales se generaron en los afios 50 del siglo pasado (49),
aunque su verdadero auge se produjo tras descubrirse los ratones atimicos desnudos (en
inglés, nude) en la década de 1960 y la sucesiva generacidon de nuevas cepas optimizadas
para realizar xenoimplantes, como los ratones “scid” (severe combined immunodeficient
mice) (48). Las variantes genéticas de las distintas cepas de ratones de laboratorio se
actualizan periédicamente y pueden encontrarse en la pagina web Mouse Genome

Informatics (http://www.informatics.jax.org/searches/marker form.shtml).

Si nos centramos en los modelos en ratén, mas alla de las diferentes mutaciones que
confieren a cada cepa una menor o mayor inmunodeficiencia (desde los animales “nude”,

con deficiencia Unicamente en las células T, hasta los animales NSG, que presentan una
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inmunodeficiencia combinada severa), podemos realizar distintas clasificaciones de los

modelos de xenoinjerto en funcion de sus distintas caracteristicas:

Lugar de implantacién del tumor Heterotdpicos (generalmente subcutaneos)
Ortotdpicos (mismo érgano de origen)
Técnica de implantacion Inyeccién (requiere disgregar la muestra)

Quirdrgica (fragmento solido que conserva arquitectura y

estroma)
Origen de la muestra Lineas celulares

Tumor del paciente (PDX)
Inmunidad Animales inmunodeprimidos

Animales inmunocompetentes humanizados (mediante la
inyeccion de células del sistema inmune humano)
Tabla 4. Tipos de PDX en funcion de las caracteristicas técnicas empleadas en su generacién

No obstante, los modelos PDX en ratén presentan también algunas desventajas. Por un
lado, la cantidad de muestra necesaria para establecer el modelo (aunque es variable segun
las series y los tipos tumorales), y la mas significativa, el tiempo necesario para lograr que
el tumor crezca con éxito en el primer animal injertado (lo que en inglés se denomina
"engraftment”) y para después expandir el modelo a otros animales. Este decalaje a
menudo limita su aplicacion para la medicina de precision en tiempo real aplicada a la

practica clinica.

Como alternativa surgen otros modelos animales interesantes para la generacion de
xenoinjertos, como por ejemplo el pez cebra. Este modelo, econémico y sencillo de generar
(que, ademas, desde el punto de vista bioético, ofrece la ventaja de realizarse en un animal
mas primitivo, de acuerdo con los principios de las 3 R), es muy atractivo por ejemplo para
el estudio de farmacos y mecanismos celulares. Inicialmente los peces cebra se usaron
como modelos de carcinogénesis (50), permitiendo el descubrimiento de muchos de los
genes supresores de tumores, pero mas recientemente se han comenzado a realizar
también xenotrasplantes a partir de tumores humanos (51). Una de sus principales
cualidades es que se trata de animales transparentes, lo que permite su examen directo al
microscopio. Su otra ventaja, quizas la mas interesante, es la rapidez con la que se genera
el modelo, permitiendo hacer ensayos en el plazo de una semana (39). Dicha cualidad situa

esta opcion a la cabeza de lo que denominamos medicina personalizada en tiempo real,
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ya que el modelo en ratdn puede llegar a tardar en generarse de semanas a meses. Sin
embargo, las evidentes diferencias con el ser humano en anatomia (por ejemplo, los peces
cebra carecen de ciertos 6rganos como el pulmdn), fisiologia (se trata de animales
poiquilotermos), vias de administracion (los farmacos penetran a través de su sistema
digestivo, piel y branquias), microambiente tumoral etc., son aspectos limitantes a la hora
de trasladar directamente al paciente los resultados obtenidos de los ensayos de eficacia
a nuevas drogas. Asi pues, los resultados obtenidos deberan valorarse con precaucion y
posiblemente, validarse con otros sistemas experimentales, aunque pueden ser muy
importantes como método de evaluacion, e incluso recientemente se ha publicado un
articulo que sugiere su uso como sistema para evaluar la capacidad de diseminacion del

cancer de pulmon de células no pequefias (52).

0.6.2 Patient derived xenografts en raton: Antecedentes, tipos

Los primeros modelos de xenoinjerto en ratén se realizaron en ratones atimicos o nude,
después en ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) y posteriormente, en

las nuevas cepas aun mas inmunodeficientes (53).

Los modelos preclinicos in vivo mas frecuentemente utilizados en la actualidad se basan
en la generacion de xenografts en ratones inmunodeprimidos, a partir de lineas celulares
crecidas in vitro, cultivadas monocapa e inyectadas en el tejido subcutaneo del flanco del
animal. Se trata de un procedimiento relativamente sencillo, aunque mantiene algunas de
las limitaciones inherentes al uso de las lineas celulares que hemos descrito: no representan
correctamente la heterogeneidad tumoral ni reproduce la enfermedad metastasica (54), ni
reproducen adecuadamente el efecto del microambiente donde se desarrolla el tumor
original (55), al estar implantados en el subcutaneo. En su conjunto, estos factores podrian
explicar parcialmente por qué muchas moléculas que a nivel preclinico parecen ser
altamente efectivas, tanto in vitro como in vivo en modelos animales, no son eficaces al ser
trasladadas al uso en pacientes. Sin embargo, son modelos muy Utiles para realizar estudios

sobre proliferacién tumoral y para validar agentes terapéuticos citotoxicos.
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En contraposicion a los modelos procedentes de lineas celulares, surgen los denominados
modelos PDX, es decir, patient-derived xenografts, para los cuales se utiliza material tumoral
del propio paciente, el cual incluye una parte del estroma, los fibroblastos y algunas células
inmunitarias. Estos modelos preservan la heterogeneidad tumoral y representan con mas

fidelidad la variabilidad entre distintos los tumores.

Los modelos PDX pueden ser heterotopicos (generalmente, subcutaneos) u ortotopicos
(en principio, los mas fieles al tumor original al implantarse en el érgano de origen). Varios
trabajos han demostrado que los modelos subcutaneos no son capaces de reproducir
correctamente la heterogeneidad de los tumores, su capacidad de metastatizar ni estan
influenciados por el microambiente (54). Por el contrario, los modelos ortotdpicos (también
llamados PDOX) son superiores en a la hora de reproducir el microambiente (56), y
reproducen mas fielmente la arquitectura y morfologia tumoral, asi como las caracteristicas
moleculares (48). No obstante, los modelos ortotépicos tampoco alcanzan (por lo general)
a representar correctamente la enfermedad metastasica, que suele ser la responsable del
fallecimiento de los pacientes, lo que puede estar detras del fracaso al trasladar algunos

farmacos de la investigacion a la practica clinica (54).

Para la implantacion del tumor en el 6rgano de origen pueden emplearse diferentes
técnicas. Lo mas habitual es disgregar la muestra tumoral mediante su procesamiento. De
este modo, se obtienen las células necesarias, que generalmente se suspenden en una
matriz en gel (Matrigel®, Geltrix®), para posteriormente inyectarlas en el animal
(habitualmente, de manera ecoguiada). La alternativa a la técnica de inyeccién es la
implantacién quirdrgica de un fragmento tumoral no procesado, el cual - a diferencia de
las muestras procesadas - incluye células estromales y mantiene la arquitectura original.
Esta opcién es técnicamente mas compleja, pero tedricamente es la que preserva mas

fielmente las caracteristicas del tumor del paciente (57).

Ademas, se pueden generar los denominados modelos aloinjerto o “allografts”, mediante
la implantacion, subcutanea u ortotdpica (orthoallografts), de tumores previamente

desarrollados en ratones modificados genéticamente (GEMM, genetically engineered
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mouse models) en ratones inmunosuprimidos. Esta técnica permite la expansion y
evolucion espaciotemporal de estos tumores en los ratones atimicos, asi como su
estandarizacion para estudios de evaluacion de farmacos. Un ejemplo es el trabajo
realizado con cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC) inducido en ratones

mediante la mutacion del gen KRAS (58).

Actualmente y debido a la relevancia del sistema inmune, se estan generando modelos
singénicos, basados en la implantacion de lineas celulares o modelos tumorales murinos
en ratones inmunocompetentes. Dichos modelos se desarrollan en un entorno
inmunocompetente, pero muchas veces no reproducen las caracteristicas de los tumores
humanos al tratarse de tumores murinos inducidos mediante mutagénesis quimica o
generados mediante ingenieria geneética (los denominados GEMM) mediante la
introduccion de diferentes mutaciones. Una de las principales aplicaciones de estos

modelos es ensayar tratamientos de inmunoterapia (38).

Pese a esta capacidad de mimetizar los tumores el paciente, algunos autores ponen de
relieve las limitaciones de los modelos PDX en raton. Entre ellas, esta la necesidad de
establecerse en un receptor inmunodeprimido, el hecho de implantar tejido humano en
un microambiente murino, su elevado coste, la complejidad de su realizacion, la lentitud
de su establecimiento y la dificultad para reflejar correctamente la enfermedad metastasica
(54). A largo plazo, con los sucesivos pases, se ha visto que también pueden experimentar
cambios genéticos y fenotipicos (59), y de ahi la importancia de su validacion mediante la

comparacion histolégica y gendmica (WES, WGS, transcriptoma) con el tumor original.

La relevancia de estos modelos ha llevado a que los grandes consorcios internacionales en
medicina de precision del cancer pediatrico, como el European Innovative Therapies for
Children with Cancer—Paediatric Preclinical Proof-of-Concept Platform (ITCC-P4) y el estudio
MoleculAr Profiling for Pediatric and Young Adult Cancer Treatment Stratification
(MAPPYACTS) en Europa, o el Pediatric Preclinical Testing Consortium (PPTC) - actualmente
denominado PIVOT - en Estados Unidos, estén estableciendo sus propias plataformas
preclinicas que permitan acelerar la oncologia pediatrica traslacional.
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Esto demuestra que, tanto la optimizacion en la generacion de dichos modelos como su

validacion son de particular interés para la comunidad investigadora del cancer del nifio y

el adolescente.
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1.1, Hipotesis

El cancer infantil sigue siendo un desafio para nuestra sociedad, dado el ndmero
inaceptable de nifios que mueren o que sufren graves secuelas a largo plazo o durante
toda su vida a consecuencia de la enfermedad y de sus tratamientos. Aunque la
supervivencia global se sitda en torno al 80% en los paises desarrollados, esta no se ha
conseguido mejorar en los Ultimos 20 afios, a pesar de las mejoras terapéuticas
introducidas. Permanece en torno al 30% en algunos tipos tumorales, y es incluso mas baja
en los pacientes de alto riego y en pacientes en recaida. La llegada de la medicina de
precision, con el acceso a los datos gendmicos de los tumores, esta permitiendo mejorar
el tratamiento en determinados subgrupos de pacientes afectos de alteraciones genémicas
concretas. Sin embargo, para la mayoria de los pacientes pediatricos, por el momento esto
no se ha traducido en una mejora en los tratamientos, haciéndose necesario investigar por

qué ocurre esto y cbmo mejorar estos tratamientos.

En los proximos afios se va a disponer cada vez de mas informacion especifica sobre el
tumor de un paciente, asi como de potentes herramientas de prediccion de respuesta a
los tratamientos, como la inteligencia artificial y el machine learning. En su conjunto, todas
estas nuevas aproximaciones hacen que cada vez sea mas necesario el disponer de buenos
modelos preclinicos in vivo como herramientas donde poder evaluar la efectividad de las
aproximaciones terapéuticas potencialmente efectivas. Modelos que nos permitan
trasladar estos resultados con ciertas garantias de éxito a los pacientes y que, ademas, nos
permitan evaluar la relacion efectividad/toxicidad, muy importante en los tratamientos

oncoldgicos, pero especialmente importante en el cancer del nifio y adolescente.

1.2. Objetivos de la tesis doctoral

El principal objetivo de esta tesis doctoral es la generacion de un banco de modelos
preclinicos de tumores solidos pediatricos de mal prondstico y/o refractarios a los

tratamientos capaces de reproducir la complejidad y la heterogeneidad de los tumores
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pediatricos. El objetivo final para la generaciéon de estos modelos PDX es facilitar la
transicion hacia una medicina personalizada de precision, basada en las caracteristicas
moleculares del tumor del paciente, y ser herramientas avanzadas con las que poder

evaluar la efectividad de nuevas estrategias terapéuticas.
Objetivos especificos:

Generar un banco de modelos preclinicos Patient Derived Orthotopic Xenografts
(PDOX)/orthoxenografts) a partir de fragmentos sélidos/biopsias en fresco de tumores
de pacientes con cancer pediatrico de mal pronostico, refractarios a los tratamientos o
con limitadas opciones terapéuticas en la recaida, generados tras la implantacion
ortotdpica (en el mismo organo de origen) en ratones inmunosuprimidos.

Evaluar e identificar potenciales factores asociados al éxito de la generacién de los
modelos PDX ortotopicos pediatricos

Realizar la caracterizacion histopatologica de los modelos generados y evaluar su
concordancia con los tumores primarios de los que se derivan.

Utilizar los modelos en investigaciones en medicina personalizada en tiempo real, asi

como en el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas.
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2.1 El programa COMIK del Hospital Vall d'Hebron (Cancer
OMilcs for Kids)

El programa COMIK (acrénimo de Cancer OMics for Kids) es la plataforma de medicina
personalizada (PerMed) o de precision en cancer pediatrico del Hospital Universitario Vall
dHebron. El proyecto nace en el afio 2016, liderado por el servicio de Oncohematologia
Pediatrica del Hospital Vall d"Hebron junto con el Grupo de Investigacion Traslacional del
Cancer en la Infancia y Adolescencia del VHIR (Vall d'Hebron Institut de Recerca), con la
colaboracién de la Unidad de Cirugia Oncologica Pediatrica del Vall d'Hebron, el Grupo de
investigacion del programa ProCURE, liderado por el Dr. Alberto Villanueva, del
ICO/IDIBELL (Institut Catala d’Oncologia/Institut d'Investigacio Biomedica de Bellvitge) y su
spin-off "Xenopat” S.L. Inicialmente, las muestras se recogieron y procesaron bajo el
proyecto “Coleccion Banco de Tumores” de la Dra. Soledad Gallego Melcdn y Dr. Josep
Roma Castanyer (Referencia Registro Nacional de Biobancos, seccién colecciones,
C.0002311, del Instituto de Salud Carlos lll), el cual incluye una autorizacion expresa para el
uso de los tejidos tumorales en proyectos de investigacion y experimentacion biomédica.
Posteriormente, se disefiaron consentimientos especificos en el marco del Proyecto
COMIK, que fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion (CEIm) del Hospital Vall
d'Hebron con fecha 7.12.2020 y nimero de registro PR(AMI)633/2020.

El programa nace con dos objetivos:

1) Mejorar la supervivencia y reducir las morbilidades en nifilos sin otras opciones
terapéuticas al aumentar su acceso a la innovacién

2) Adquirir conocimientos sobre la biologia tumoral para desarrollar nuevas combinaciones
dirigidas a multiples rasgos diferenciales del cancer pediatrico.

El proyecto se alinea con los objetivos de la European Paediatric Cancer Mission (60) que
pretende lograr reducir a la mitad el nimero de muertes por cancer en la infancia para el

ano 2030.
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Dichos objetivos se desarrollan a través de dos lineas de trabajo principales. La primera
consiste en la implementacion y evaluacion de una plataforma de perfiles moleculares
profundos para tumores solidos infantiles recidivantes y refractarios, incluyendo
secuenciacion del exoma completo (WES) y de ARN (RNASeq), como herramienta de
preseleccion de pacientes para su posterior inclusiéon en ensayos clinicos de fase inicial o
de canasta (basket trials). En la segunda linea de trabajo, para aumentar y mejorar las
opciones terapéuticas disponibles, se integran los resultados de perfil molecular profundo
con una evaluacién funcional in vivo. Para ello, el proyecto propone generar, siempre que
sea factible, xenoinjertos derivados del paciente (PDX) en ratones atimicos o
inmunosuprimidos. Dichos modelos, una vez establecidos, se utilizaran para el desarrollo
de futuras lineas de investigacion en oncologia pediatrica. Por tanto, la generacion de estos
modelos PDX - objeto de la presente tesis doctoral - se concibe como una linea estratégica
del programa COMIK. Esta linea de trabajo constituye un hecho diferencial respecto a otros
programas similares, que Unicamente se centran en el cribado molecular como eje de su

aproximacion hacia la medicina de precision.
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Figura 9. Esquema del funcionamiento del Programa COMIK (Cancer OMics for Kids)
del Hospital Universitari Vall d'Hebron

Los pacientes pediatricos y adolescentes con cancer constituyen una poblacion muy

vulnerable, a menudo subrepresentada en los ensayos clinicos gestionados por las
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compafias farmacéuticas y con mucha dificultad para acceder a los tratamientos
innovadores. Este problema se ve acentuado por el hecho de que la mayoria de los
canceres pediatricos, son considerados enfermedades raras, por lo que la investigacion
tiende a centrarse Unicamente en los canceres mas comunes, como las leucemias
pediatricas. Los pacientes con canceres menos frecuentes, como el hepatoblastoma o los
tumores rabdoides, no tienen acceso a ensayos en fases tempranas, lo que también sucede
en otros tumores mas comunes (como el tumor de Wilms o los linfomas) cuando recaen.
Al incluirse en el programa PDX del proyecto COMIK todos los tipos tumorales solidos
pediatricos extracraneales diagnosticados (incluyendo los mas comunes, los raros y los

ultra raros), garantizamos una equidad en la busca de mejoras terapéuticas.

El programa COMIK de Vall d'Hebron es el Unico en Espafia que realiza WES a todos los
pacientes. Nuestro grupo ha sido acreditado, ademas, como centro de perfiles moleculares
por el proyecto europeo MAPPYACTS. Ello se ha traducido en un aumento del 70% en el
numero de ensayos de fase 1-2 para oncologia y hematologia en nuestra unidad de

ensayos clinicos, habiéndose duplicado los pacientes reclutados de 2019 a 2020.
Desde el punto de vista de la recogida y gestion de datos:

1. Tipo de datos:
El estudio COMIK incluye dos tipos de datos: datos clinicos de los participantes del
estudio, datos gendmicos sin procesar (tanto de linea germinal como somaticos) y
datos de los estudios en animales realizados en el laboratorio del ICO-
IDIBELL/Xenopat. Los datos clinicos recopilados incluyen: 1) Informacion
demografica, edad, género, antecedentes relevantes, detalles de terapias anteriores,
numero de recaidas, situacion actual al ingresar al estudio; 2) Viabilidad del perfil
molecular (porcentaje relativo de células tumorales, tiempo desde la entrada en el
estudio hasta la publicacion del informe, perfil molecular contribuyente si/no); 3)
Resultados del perfil molecular (ndmero de opciones terapéuticas sugeridas y

priorizacion); 4) El tratamiento recibido después de la participaciéon en el estudio,
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las terapias posteriores y el ensayo clinico elegido y; 5) Respuesta al tratamiento,
valorando SLP (supervivencia libre de enfermedad) y SG (supervivencia global).

Los datos gendmicos sin procesar proceden de la secuenciacion de alto
rendimiento de WES y RNASeq realizada en el ADN de la linea germinal del
paciente, obtenida en muestras de sangre, y en el ADN somatico, obtenido de la
muestra tumoral.

Para el estudio de los PDX (objeto de la presente tesis) se han disefiado tres hojas
de recogida de datos enfocadas a intentar identificar los factores mas relevantes
que podrian influenciar a la hora de establecer los modelos (Anexo ). Se han
establecido varios niveles de seguridad para cumplir con las normativas de
proteccion de datos y garantizar que la correlacion entre los datos clinicos del
paciente y sus codigos de muestra Unicamente esté disponible para las
investigadoras clinicas del proyecto con acceso a la base de datos (Gabriela Guillen
y Alexandra Navarro).

En primer lugar, cada una de las muestras empleadas en el proyecto COMIK se
pseudonimiza e identifica con la letra “T" sequida de un nimero, de manera que un
mismo paciente puede ser el origen de diferentes muestras tumorales. En el libro
del laboratorio del grupo de investigaciéon se han registrado de forma sistematica
todos los procedimientos llevados a cabo con las muestras, incluyendo aquellas que
se implantaron en animales, garantizando la trazabilidad de las muestras tumorales
frescas obtenidas en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Vall d'Hebron,
previa comprobacion del personal responsable de la existencia del consentimiento
informado firmado por los tutores de los menores. Los modelos PDX desarrollados
en |CO-IDIBELL/Xenopat, se identificaron ~ como “PDOX-T..”, donde “T"
corresponde a la muestra que daba origen al modelo.

Posteriormente, estos datos se procesaron en una segunda pseudonimizacion. Las
muestras incluidas en el proyecto de generacion de PDX se recodificaron en orden
correlativo (VH-1, VH-2, etc) y los modelos PDX se recodificaron de acuerdo con el
subtipo histolégico que representaban y al orden de generacioén (ej. VH-PDOX-WTT

corresponde con el modelo -PDOX- de nefroblastoma -WT- generado en primer

| G. Guillén Burrieza



MATERIALY METODOS

80

lugar -1 -). La correlaciéon entre la nueva codificacion de las muestras y los PDOX
con los codigos asignados en el libro del laboratorio quedo custodiada en una hoja
Excel maestra, alojada en el espacio informatico en la intranet del Vall d'Hebron

Institut de Recerca perteneciente al grupo de Medicina Personalizada.

Resumidamente, los datos incluidos en la base son:

- Datos clinicos del paciente: Incluyendo la informacion basal de los pacientes
previamente descrita, registrando ademas la fecha de intervencion quirdrgica o
de realizacion de biopsia, la técnica de obtencion, el tipo de muestra obtenida,
datos relevantes del informe de Anatomia Patologica, la evolucion posterior del
paciente (estabilidad, recaida, progresion), ultima fecha de seguimiento y fecha
de fallecimiento, de producirse. Se incluyd el nimero de historia clinica (SAP)
para poder identificar las muestras obtenidas de un mismo paciente. A este nivel
de seguridad, como hemos definido anteriormente, solo podia acceder el
personal clinico del estudio.

Para la presente tesis, se decidio cerrar la fecha de seguimiento de los pacientes
a 31 de diciembre de 2021, sin incluirse para el analisis ni los pacientes ni los

modelos PDX establecidos con posterioridad a la misma.
Definiciones utilizadas:

o Recidiva: Tumor que reaparece, por lo general después de un periodo de
duracion variable durante el cual no se pudo detectar, tanto a nivel local
como a distancia.

o Progresion: Tumor que continda creciendo o diseminandose.

o Refractario: Tumor que no responde a los tratamientos, de acuerdo con

las exploraciones de imagen.

Para definir los grupos de riesgo al diagnostico, se emplearon las clasificaciones
correspondientes a protocolos de los grupos europeos dedicados al tratamiento

de cada tumor. El grupo de riesgo en el momento de obtencién de la muestra
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se consensuo con el equipo clinico (por ejemplo, un tumor que al diagnostico
podia considerarse de riesgo intermedio, si recaia y la biopsia se obtenia de
dicha recaida, pasaba a alto o muy alto riesgo, en funcion de las posibilidades
de supervivencia).

- Datos histolégicos: Se han recopilado datos relevantes comparativos tanto del
analisis histolégico del tumor primario como del analisis del xenograft generado
en el animal (patréon de crecimiento, morfologia celular, pleomorfismo, mitosis,
inmunohistoquimica). Se disefié con el equipo de anatomopatologas un sistema
de varios items para comparar el grado de similitud del tumor del paciente con
el tumor del animal (que denominamos “concordancia”), basado
fundamentalmente en el mantenimiento de la linea celular original, la
morfologia celular y la arquitectura tumoral.

- Datos relativos a la generacion de los modelos PDX: Se registro el tipo de
implante (ortotdpico/subcutaneo/ambos), la muestra empleada, la fecha de
implante respecto a la obtencion de la muestra, el medio de conservacion, la
cepa de animales empleada (ratones nude atimicos o NSG), su edad, el éxito o
no del implante y los datos relevantes de los sucesivos pases
(fundamentalmente, el nUmero de animales implantados y el tiempo
transcurrido desde el implante hasta el sacrificio del raton — considerandose este

como el tiempo de crecimiento del tumor -).

2. Recopilacion y acceso a los datos
Los datos del estudio relativos a la generacién de los PDX se recopilaron vy
administraron utilizando las herramientas de captura de datos electrénicos REDCap
(Vanderbilt University, USA/ National Institutes for Health - NIH/NCATS UL1
TRO00445) alojadas en el Vall d'Hebron Institut de Recerca (VHIR) (61) (62). REDCap
(Research Electronic Data Capture) es una plataforma de software segura basada
en la web, disefiada para respaldar la captura de datos para estudios de
investigacion, que proporciona 1) una interfaz intuitiva para la captura validada de

datos; 2) pistas de auditoria para rastrear la manipulacion de datos y los
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procedimientos de exportacion; 3) procedimientos de exportacion automatizados
para descargar los datos a los paquetes estadisticos habitualmente utilizados; y 4)
procedimientos de integracion e interoperabilidad de datos con fuentes externas.
Los datos clinicos se obtuvieron retrospectivamente de los registros medicos de los
pacientes. Cada tumor analizado se ha identificado con un numero de estudio,
encabezado por la letra “T". Los datos histologicos se han obtenidos mediante el
procesamiento y analisis de las muestras del tumor primario y del tumor del
xenoinjerto (de haber crecido de forma exitosa) por parte de la patéloga referente
pediatrica y de los técnicos de Anatomia Patoldgica del Hospital Vall d'Hebron. Los
datos del proceso de generacion de los modelos PDX se obtuvieron del registro de
laboratorio de ICO-IDIBELL/Xenopat. Los datos gendmicos se obtuvieron en
instalaciones de secuenciacion (QGenomics, CNAG-CRG) y después se
proporcionaron al equipo del proyecto.

Gestion, documentaciéon y gestion/preservacion de datos: Todos los datos
obtenidos estan depositados en REDCap, un servidor seguro y especialmente
disefiado para estudios clinicos. Los resultados del estudio se pueden comunicar en
reuniones cientificas y de esta forma, contribuiran a la literatura cientifica con el
objetivo de mejorar el tratamiento de los pacientes. En ningdn momento estas
comunicaciones se haran de tal manera que se pueda identificar a un paciente
individual. Los datos del paciente y las muestras de tejido estan codificados y
pseudononimizados, y solo se podran identificar de forma indirecta.

Seguridad y confidencialidad de los datos: El acceso a esta informaciéon y a la
identidad de los participantes del proyecto ha estado estrictamente restringido a
los médicos a cargo del paciente. Ademas, se han observado los siguientes
principios de proteccién de datos: los datos se han procesado de manera justa y
legal, los datos se han utilizado solo para el propdsito clinico especificado, la
cantidad de datos recopilados es relevante y no excesiva, se han tomado todos los
esfuerzos razonables para garantizar la precision de los datos, los datos se han
utilizado de acuerdo con los derechos del paciente y los datos se han almacenado

de forma segura.
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5. Intercambio de datos y acceso: El uso y la transferencia de datos de pacientes
asociados con muestras de tejido estan cubiertos por el reglamento de la UE
2016/679 sobre la proteccion de las personas fisicas con respecto al procesamiento
de datos personales y sobre la libre circulacion de dichos datos (Datos generales
Reglamento de proteccidn), que garantiza la proteccion de las personas con
respecto al procesamiento de datos personales (incluidos los datos sensibles) y el
intercambio de dichos datos. Segun este reglamento, los Estados miembros estan
obligados a proteger los derechos vy libertades fundamentales de las personas
fisicas, y especialmente su derecho a la privacidad con respecto al tratamiento de

"datos personales" y "datos sensibles".

La documentacion del Consentimiento Informado fue aprobada por el Comité de
Ftica en Investigacion de Vall d'Hebron (CEIm). Los Datos Personales de cualquiera
de las partes se utilizaran Unicamente segun lo permitan los Formularios de
Consentimiento Informado y de acuerdo con todas las leyes aplicables en Espafia.
Los datos pseudonimizados estaran disponibles para los investigadores del equipo
investigador, asi como para otros investigadores externos, para la realizacién de
analisis secundarios. Las solicitudes de datos seran revisadas por el equipo de

investigadores del proyecto.

2. 2 Desarrollo de los circuitos y de los modelos PDX
2.2.1 Desarrollo del circuito

La creacion de un circuito agil, 6ptimo y adecuado a los recursos humanos y materiales
disponibles se establecio tras una primera prueba de concepto. Este punto se considerd
muy importante desde el principio para aumentar las posibilidades de éxito de nuestra
aproximacion. Aunque puede parecer un aspecto banal, es muy importante resaltarlo ya
que implica la coordinacion de un nimero importante tanto de profesionales del ambito
clinico como investigadores traslacionales. Asi, tras varios casos iniciales de puesta a punto,
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se reanalizaron los procedimientos detectandose aspectos mejorables y se establecio el

circuito definitivo, consistente en:

- Identificaciéon del paciente candidato por parte del Comité de Tumores Sélidos
Extracraneales Pediatrico, en base a las pruebas diagndsticas iniciales (debuts) o a
la historia clinica (recaida o progresion). El circuito se activa siempre que dentro de
los procedimientos médicos necesarios para el manejo clinico del paciente es
factible la posibilidad de obtener tejido fresco del tumor primario. Nunca se
tomaron muestras de forma excepcional para realizar estos procedimientos fuera
del circuito clinico del paciente.

- Firma del consentimiento informado por parte del paciente y/o sus tutores legales,
de manejo de tejidos biologicos para el Biobanco de Tumores y/o del Proyecto
COMIK, asi como del consentimiento informado del procedimiento quirdrgico.

- Programacion del procedimiento de obtencion de tejido (biopsia o reseccion
quirdrgica) y preaviso al equipo del VHIR y al equipo de ICO-IDIBELL/Xenopat.

- Obtencion de la muestra. Desde quiréfano, aviso inmediato al equipo del VHIR,
quienes llevan el tejido en fresco en mano hasta Anatomia Patoldgica, con la
finalidad de reducir el tiempo que transcurre desde la obtencién de la muestray de
valorar la muestra de mayor calidad (tumor viable) mediante examen macroscépico
de las piezas de reseccion. En el caso de muestras obtenidas mediante biopsia
percutanea (de pequefio tamafo), el equipo de Patdlogas distribuye el material
disponible, estableciendo el siguiente orden de priorizacién: 1. Diagnostico clinico,
2. Secuenciacion de la muestra tumoral (de considerarse necesaria), 3. Generacién
de modelos, 4. Congelacion de tejido sobrante para biobanco del Hospital Vall
d'Hebron.

- De confirmarse la disponibilidad de material para PDX, el equipo de ICO-
IDIBELL/Xenopat se desplaza hasta el VHIR para recoger la muestra en fresco y
proceder a su implante en sus instalaciones en el minimo tiempo posible.

- Los animales implantados se mantienen vivos hasta que se confirma el crecimiento

del tumor en el ratdbn, momento en que se sacrifican y se procede a implantar el
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tumor crecido (Pase 1) en otros ratones con el objetivo de perpetuar el
tumor/modelo (Pase 2 y sucesivos). Ademas, en paralelo, se procesa parte de la
muestra para estudio histopatologico, se congela tejido para estudios moleculares,
y una parte se criopreserva como tejido vivo viable. Los ratones implantados con
los tumores en los que no se ha identificado crecimiento tumoral se han mantenido
vivos un minimo de 9 y un maximo de 12 meses, en un intento de conseguir el
crecimiento del tumor.

- Las muestras de xenografts incluidas en parafina y las laminillas tefiidas con
hematoxilina-eosina procesadas en ICO-IDIBELL/Xenopat, son enviadas al Hospital
Vall d"Hebron para completar los estudios anatomo-patoldgicos y la caracterizacion
comparativa respecto al tumor original del que derivan, y que esta custodiado en

el Servicio de Anatomia Patologica del Vall d'Hebron.

2.2.1.1 Seleccion de los pacientes

Se incluyeron pacientes menores de 21 afios, con tumores de alto riesgo (supervivencia
esperada inferior al 30%), asi como pacientes en recaida o progresion. A la hora de
establecer modelos PDX, también se incluyeron algunos tumores que, aunque presentan
un mejor prondstico, son poco frecuentes y para los cuales existen pocas o nulas lineas de
tratamiento en caso de recaida tras recibir el tratamiento estandar. Para la generacion de
los modelos, aunque inicialmente sélo se incluyeron tumores extracraneales, dadas las
dificultades de generar modelos ortotdpicos quirdrgicos en el sistema nervioso central,
posteriormente, tras la adquisiciéon de nuevas habilidades técnicas de implantacién por
parte del referente en el desarrollo de los modelos (Dr. Alberto Villanueva), se decidié

incluir algunos casos de tumores cerebrales y oftalmicos.

2.2.1.2 Obtencion de la muestra y detalle de las técnicas
quirargicas
Las muestras se obtuvieron al diagndstico (para la mayoria de las histologias) o tras

completar tratamiento neoadyuvante (por ejemplo, en los nefroblastomas), asi como en
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las recaidas y progresiones, siempre tras discutir la indicacion en el Comité Multidisciplinar
de Tumores Solidos Extracraneales. El protocolo para el uso de la muestra se revisé y
aprobé de acuerdo con el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) y se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de los tutores legales del paciente para implantar el

tumor en ratones.
Las muestras se obtuvieron por dos vias:

e Quirturgica: Corresponde a fragmentos tumorales obtenidos tras la resecciéon o
biopsia quirdrgica. Las técnicas quirdrgicas oncoldgicas que se practicaron se han
detallado previamente (apartado 0.2. de la Introduccion), e incluyen abordajes
convencionales (abiertos) y minimamente invasivos. Las técnicas empleadas por
otras especialidades quirdrgicas (Oftalmologia, Neurocirugia, Traumatologia, etc.)
no presentan particularidades significativas a los efectos del estudio, y van mas alla
del objetivo de esta tesis.

e Percutanea: Las biopsias percutaneas fueron obtenidas por el equipo de Radiologia
Pediatrica, en coordinacion con el equipo de Cirugia Pediatrica en la mayoria de las
ocasiones. El procedimiento consiste en la realizacion de una o varias pruebas de
imagen, la identificacion del area tumoral mas accesible, mas representativa y viable
(evitando en lo posible zonas necréticas o quisticas) y que comporte tanto el menor
riesgo de complicaciones para el paciente como de producir diseminacion tumoral.
Mediante ecografia (0 mas raramente, TAC), se dirige una aguja gruesa coaxial, a
través de la cual se introduce una segunda aguja con sistema Tru-Cut® (el cual
consta de una aguja gruesa, un obturador y una aguja externa hueca), que realiza
disparos con los que se obtienen varios cilindros. Se emplearon agujas Tru-Cut®
de calibres 18G, 16G y 14G, conforme a las recomendaciones pediatricas (segun el
tipo tumoral y el tamafio de la masa, entre otros factores), con una longitud entre
1-2cm. Se obtuvieron tantos cilindros como se pudieron conseguir con seguridad
para el paciente, estando el limite en el criterio de la persona que realizaba la técnica
(minimo de 2 cilindros, maximo de 10). Las muestras se remitieron en fresco al

servicio de Anatomia Patoldgica en suero fisioldgico, para su inmediata seleccion.
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A la hora de distribuir las muestras obtenidas, se mantuvo el orden de priorizacién
previamente definido: 1. Diagnostico, 2. Secuenciacion, 3. Generacion de PDX (se

remitieron 1 o 2 cilindros).
2.2.1.2 Restricciones durante el periodo de estudio

Durante el periodo de estudio, sucedieron dos hechos importantes que hay que mencionar
y afectaron de forma importante, aunque temporal, nuestra capacidad de generar nuevos

modelos:

e Pandemia por SARS-Cov2: Desde el inicio de las restricciones por la pandemia
(Estado de Alarma), en marzo de 2020 hasta junio de 2020, el Servicio de Anatomia
Patologica prohibié el envio de muestras tumorales en fresco por motivos de
bioseguridad. Estas restricciones afectaron también a los animalarios, y fueron
ampliadas hasta mediados/finales de septiembre del 2020, prohibiendo la
implantacion de tejidos frescos humanos (pediatricos y no pediatricos). Estas
prohibiciones sanitarias impidieron la implantacion de nuevos tumores
transitoriamente. Sin embargo, durante este periodo de tiempo, se pudo mantener
vivos a los animales con tumores implantados con anterioridad a la emergencia
sanitaria, y realizar pases sucesivos a otros animales, aunque en un nimero bastante
limitado.

e En los ultimos afios se ha ido extendiendo por los animalarios de muchos centros
de investigacion una infeccion por Corynebacterium bovis que también ha obligado
a frenar la implantacion de nuevos modelos durante algunos periodos de la
realizacion de esta tesis. De forma bastante residual, fue preciso sacrificar algunos
ratones implantados con tumores pediatricos a causa de la infecciéon. Este hecho

nos hizo perder tres modelos diferentes que estaban creciendo en animales.
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2.2.1.3 Procesado de la muestra para su implantacion en ratones

Las muestras tumorales obtenidas en el quirdfano se remitieron en fresco al laboratorio de
ICO-IDIBELL/Xenopat, en un recipiente estéril en medio de DMEM (medio Eagle
modificado de Dulbecco) rico en glucosa, L-glutamina y suplementado con antibioticos (5
mM penicilina/estreptomicina) y suero bovino fetal (FBS) al 10% (Hyclone, Logan, UT, USA),
o bien en medio IMDM (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) suplementado con FBS
al 20% (South America Premium, Biowest), 1% de suplemento de insulina-transferrina-
selenio mas 100 U/ml de penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina (Life Technologies,

Thermo Fisher Scientific) y 5 ug/ml de plasmocina (InvivoGen).

Todas las muestras recogidas en condiciones estériles para ser implantadas se mantuvieron
a temperatura ambiente, y las implantaciones quirdrgicas se realizaron mayoritariamente
en los ratones atimicos en el mismo dia de la obtencion de la muestra. Cuando se
produjeron problemas logisticos, tanto por parte de los equipos clinicos (intervencién
urgente, horario no reglado para recogida de muestra, etc..) como del personal implicado

en la implantacion del tumor en el ratén, la implantacién se realizé al dia siguiente.

2.2.2 Técnica de implantacion de los PDX

2.2.2.1 Descripcion del modelo animal

La generacion de los modelos PDOX se llevd a cabo en el Animalario del Instituto de
Investigacion Biomédica de Bellvitge (IDIBELL), una instalacién de ultima generacion. El
material que entra a la zona libre de patogenos especificos (SPF) se somete a autoclavado.
El personal cuenta con todas las capacidades técnicas y legales para trabajar con modelos
animales. El animalario esta acreditado por la AAALAC (International Association for

Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care) (Unidad 1155).
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Los roedores se alojaron en jaulas ventiladas individualmente en un ciclo de luz-oscuridad
de 12 horas, a 21-23°C y 40%-60% de humedad, de acuerdo con los parametros
ambientales adecuados recomendados por FELASA (Federation of European Laboratory
Animal Science Associations). En cada jaula habia un maximo de 5 ratones y solo se
individualizaron si se producian episodios de agresion (aislando al raton agresor), lo que
sucede sobre todo con ratones macho y en determinadas estaciones del afio. Se les
permitié acceso libre a una dieta irradiada y a agua esterilizada.

Todos los procedimientos quirdrgicos en animales se realizaron bajo el amparo del
"Procedimiento 9111", aprobado por la Generalitat de Catalunya y del que es investigador
principal/responsable uno de los codirectores de esta tesis, el Dr. Alberto Villanueva. Los
experimentos se realizaron de acuerdo con las gufas de Conducta Etica en el Cuidado vy
Uso de Animales, como se establece en las Guias Internacionales de Principios para la
Investigacion Biomédica con Animales, desarrollados por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Medicas.

Para la realizacion de esta tesis, en todos los experimentos se aplicaron los criterios de las
3 R, y se utilizaron ratones macho y hembra, para mantener el equilibrio por sexos.
Mayoritariamente (80%) se usaron ratones atimicos cepa: Crl:NU-Foxn1™ (ENVIGO), y en
una menor proporcion (20%) — basada en la disponibilidad en el animalario - se usaron
ratones de la cepa NSG: NOD.Cg-Prkdcscid 112rg™"'/Sz)) (HARLAM/JACKSON LAB), con
autorizacion de las compafiias para la cria en el estabulario.

Los ratones utilizados para la implantacion de los tumores tenian un minimo 6 semanas de
vida, y para el implante primario del tumor nunca se utilizaron ratones mayores de 10
semanas, independientemente de la cepa utilizada. Para todas las muestras implantadas
se priorizd la implantacion ortotépica, y solo en los casos en los que dispusimos de material
suficiente se hizo también implantacion subcutanea y excepcionalmente, cuando la
logistica necesaria para la implantacion ortotdpica no estaba disponible. De igual forma,
se priorizd la cepa de ratones atimicos comprados sobre la de NSG, y esta Ultima se usé
cuando habia suficiente material sobrante y habia ratones disponibles de cria del

estabulario de estas caracteristicas.
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El hecho de utilizar dos cepas de ratones y dos aproximaciones de implantacion (ortotopica
y subcutanea, en algunos casos) responde a la intencion de maximizar las posibilidades de
implantacion/crecimiento del tumor primario del nifio. Los ratones atimicos o nude no
tienen pelo y son deficientes para células T, pero tienen células B funcionales, mientras que
los ratones NSG tienen pelo, son albinos y estan mucho mas inmunosuprimidos. En la
siguiente tabla se pueden apreciar las caracteristicas de las cepas desde un punto de vista

inmunoldgico:

P e Ve

= e ]
Nombre Comun NSG Atimicos (“Nude")
Nomenclatura completa NOD.Cg-Prkdcscid Il2rg™"/Sz) Crl:NU-Foxn1™
Céls. B maduras Ausente Presentes
Cél. T maduras Ausente Ausentes
Células dendriticas Defectuosas Presentes
Macréfagos Defectuosos Presentes
Células natural killer Ausentes Presentes
Sistema hemolitico del complemento  Ausente Presente
Fugas Muy escasa N/A
Tolerancia a la radiacion Baja Elevada
Incidencia de tumores espontdneos  Baja Baja

Tabla 5. comparativa de las cepas utilizadas. N/A: no se aplica
Fugas (en inglés, leak): Tendencia a producir algunos linfocitos Ty B conforme envejecen.

Para la realizacion de los procedimientos quirdrgicos, los animales fueron anestesiados con
un flujo continuo de mezcla de isoflurano/oxigeno al 2%. Las muestras tumorales, tanto
derivadas de pieza quirirgica como de biopsia, se implantaron sin digestion enzimatica,
manteniendo la arquitectura y estructura tridimensional de las mismas. La muestra se
disgregd mecanicamente solo en el caso de los tumores o metastasis cerebrales, algunos
tumores Oseos y de los retinoblastomas, inyectando en la tibia, intracraneal o
intraocularmente un volumen de 10-30 pl, aunque en el caso de los retinoblastomas
también implanto un fragmento sélido en el ojo. La implantacion quirdrgica se realizo en
la zona anatémica correspondiente, fijandose el fragmento tumoral (de unos 3x3 mm?3) al

organo con una sutura monofilamento no reabsorbible de polipropileno (Prolene®,
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Ethicon) de 7.0. Los actos quirdrgicos fueron especificos para cada localizacion, pero los

podemos resumir de una forma genérica:

|

O

a

91

Tumores localizados en la cavidad abdominal o el retroperitoneo: Se practicé una
laparotomia paramediana (lateral) para las masas situadas en ovario, rifién y
suprarrenales (63) (64) (65), o transversa (medial) a diferentes alturas para el resto de
localizaciones (66), como el higado, la vejiga, o la prostata. En todos los casos se expuso
el érgano correspondiente donde implantar el tumor. Por ejemplo, en el caso de
hepatoblastomas, hepatocarcinomas y metastasis hepaticas, los ratones se colocaron
en posicion supina, se desinfectd la piel del area quirdrgica, se realizd una pequefia
incision  transversal en la piel (~5-8 mm) en la linea media abdominal
(aproximadamente 1 cm por debajo del xifoides), y se accedio a la cavidad peritoneal
cortando la capa muscular (~1 cm) a partir de la linea alba en ambas direcciones
(~medio centimetro a la derecha y medio a la izquierda). Se exteriorizé el I6bulo
izquierdo del higado (utilizando un hisopo de algodén estéril hUmedo empapado en
solucion salina estéril), y se realizd6 un pequefio bolsillo con las pinzas curvas de
microdiseccion, para abrir la capsula hepatica en la cara anterior del higado, anclandose
en el bolsillo un fragmento tumoral de 3x3 mm?® con sutura Prolene® 7.0.
Posteriormente se reubicd el l6bulo hepatico en la cavidad peritoneal retirando el
hisopo estéril, cerrandose posteriormente la incision abdominal con grapas quirdrgicas.
Tumores de partes blandas localizados en las extremidades: La implantacion se hizo en
el musculo de la parte superior del muslo de la pierna (67). Para los tumores malignos
de la vaina del nervio periférico (MPNST) se hizo una pequefia incision en el musculo
para mostrar el nervio ciatico y el tumor se fijo a su superficie y se hizo crecer alrededor
del epineuro (68).

Tumores 0seos (osteosarcomas, tumores de Ewing y metastasis dseas): Se siguieron
dos aproximaciones distintas de implantacion: i) inyeccion en la tibia mediante
inyeccion infrarrotuliana, para lo cual se disgregd el tumor mecanicamente; vy ii)
implantacién soélida en el hueso mediante la apertura de una ventana en el hueso y

posterior fijacion del tumor con Prolene® 7.0.
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o Tumores localizados en la cavidad toracica: Se realizd una toracotomia derecha, para
la cual los ratones se situaron en posicion de decubito lateral izquierdo, y se realizo una
pequefa incision transversal de la piel (5-8 mm) en la pared toracica derecha. Los
musculos de la pared toracica se separaron mediante diseccion fria, exponiendo los
musculos intercostales, practicandose una incision intercostal de 2 a 4 mm entre la
tercera y cuarta costilla, introduciendo una pequefa pieza de tumor de 2 a 4 mm?3 en
la cavidad toracica. A lo largo de este trabajo hemos utilizado de forma simultanea,
siempre y cuando hemos dispuesto de suficiente material, dos aproximaciones
quirdrgicas diferentes: (i) depdsito de la muestra tumoral entre el I6bulo pulmonar
inferior y el I6bulo medio y (i) anclaje de la muestra tumoral a la superficie del pulmon
con sutura Prolene 7.0. En caso de disponer de poco material siempre se priorizo la
segunda aproximacion, fijando la muestra/biopsia a la superficie del pulmon. La incision
de la pared toracica (musculo y piel) se cierra con grapas (58).

o Tumores craneales y metastasis cerebrales: La muestra tumoral/biopsia se disgregd
mecanicamente en suero salino y se inyectd intracranealmente (10-25 ul de volumen)
en la parte posterior derecha de la corteza cerebral con una aguja 25G (69).

o Tumores oculares: Para la implantaciéon de los retinoblastomas se siguieron dos
aproximaciones distintas de implantacién: i) inyeccion intraocular de un disgregado
mecanico del tumor/biopsia; y ii) se realizé una pequefia incision en el globo ocular
introduciendo un fragmento tumoral muy pequefio, suturandose posteriormente el
globo ocular con Prolene® 9.0. (70)

o Tumores subcutaneos y metastasis en la mama: Para los tumores subcutaneos se hizo
una pequefia incision en el tejido subcutaneo del raton y se introdujo un pequefio
fragmento de tumor, cerrandose la incisién con grapas quirdrgicas. La metastasis en la
mama de un rabdomiosarcoma se implanto fijando el tumor con Prolene® 7.0 en la

almohadilla de grasa mamaria (71).

Después de la cirugia, y siguiendo los protocolos aprobados por el Comité Etico de

Experimentacion Animal (CEEA), los animales fueron tratados con analgesia para reducir el
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posible dolor y sufrimiento postquirdrgico. Los ratones se monitorizaron dos veces a la

semana para medir su peso corporal y comprobar la evolucion.

Dependiendo del lugar de implantacion y de las caracteristicas intrinsecas del tumor
primario, los tumores implantados de forma ortotépica se hicieron evidentes a palpacion
en un periodo de 2 a 6 meses después del injerto. En el caso de tumores implantados en
la cavidad toracica y en el craneo, la falta de movilidad, la pérdida de peso, las alteraciones
de los ritmos respiratorios y los problemas de movimiento de los ratones se utilizaron como

indicadores del crecimiento del tumor.

De todos los tumores implantados y que crecieron, se tomd muestra al sacrifico del ratén
para fijar en formol y hacer estudios histopatoldgicos, se congelé muestra a -70°C para
estudios moleculares, y se criopreservé parte del tumor, como tejido viable, en suero

bovino fetal (FBS) al 90 y sulfoxido de dimetilo (DMSQO) al 10 %.
2.2.2.2 Criterios de punto final, procesamiento de las muestras

Para los tumores implantados y crecidos en el tejido subcutaneo, la mama, y los sarcomas
de partes blandas musculares, por tanto, facilmente visibles y medibles con pie de rey, se
establecid como criterio de punto final un volumen maximo de 1.500 mm?3. También se
consideraron criterios de punto final la presencia de ulceraciones o costras y el deterioro
clinico significativo (que detallaremos a continuacién), aunque los tumores tuvieran un
tamafio inferior.

Los tumores implantados de forma ortotdpica en la cavidad peritoneal son mas dificiles de
medir sin el uso de técnicas de imagen avanzadas, se usé el método de palpacion. Para
ello, establecimos un sistema de clasificacion analogo al que el Dr. Alberto Villanueva y su
grupo lleva utilizando en los Ultimos 10 afios en la generacién de modelos ortotdpicos para
canceres de adultos, y que incluye cuatro categorias: T1, T2, T3 y T4, donde T3 equivale a
un tamafio de un tumor de aproximadamente 1.000-1.500 mm?, y T4 de aproximadamente
1.500-2.000 mm?>. Inicialmente, los ratones se sacrificaron en la categoria T3, y si su

bienestar por el crecimiento tumoral no se veia alterado, se sacrificaron en categoria T4.
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De igual forma, si el tumor a palpacidn presentaba una categoria T1 o T2, pero provocaba
malestar animal, aunque el tamafio tumoral fuese pequefio, se procediod al sacrificio del
animal.

Para las muestras implantadas en la cavidad toracica, se consideraron criterios de punto
final la cianosis, los problemas respiratorios, la inmovilidad y las pérdidas de peso acusadas.
Para las muestras implantadas intracranealmente, se consideraron criterios de punto final
la inmovilidad, las péerdidas de peso acusadas y la paralisis de las extremidades posteriores.
De forma global para todos los tipos tumorales implantados y las diferentes localizaciones,
se consideraron criterios de punto final el deterioro agudo en la salud del animal, la
caquexia manifiesta, los problemas respiratorios, la falta de movilidad y las pérdidas de
peso superiores al 10% en 24 horas.

Tras el sacrificio, se extrajeron los érganos para examen, asi como el tumor, si este estaba
presente. Los tumores injertados se criopreservaron en una solucion de FBS no inactivado
al 90 % y dimetilsulféxido (DMSQO) al 10% (10270, Thermo Fisher, Gibco), y se almacenaron
en nitrogeno liquido para futuras implantaciones y para analisis moleculares avanzados. Se
fijaron fragmentos tumorales representativos y luego se procesaron para su inclusion en
parafina. Todos los protocolos con animales fueron revisados y aprobados de acuerdo con

el Comité Etico de Experimentacién Animal y Cuidado Animal Institucional regional.

2.2.2.3 Perpetuacion y conservacion de los modelos

En algunos casos se realizaron varios pases para inmortalizar el modelo y/o realizar
experimentos farmacologicos, tanto de medicina personalizada como para desarrollo de
nuevos farmacos. Para ello, el tumor crecido en el primer animal (Pase 1) se cortdé en
pequefios fragmentos y se implanto en serie en 1 a 5 animales nuevos (Pase 2), para
perpetuar el modelo y lograr tejido suficiente para llevar a cabo experimentos
farmacoldgicos. Después de cada pase los tumores se congelaron, se incluyeron en
parafina y se criopreservaron en una solucién de DMSO al 10% y FBS no activado al 90%

(10270, Thermo Fisher, Gibco).
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2.2.2.4 Utilizacion de modelos establecidos para la evaluacion

de farmacos y estrategias terapéuticas

Durante el periodo de realizacion de esta tesis se han utilizado varios de los modelos
generados para la evaluacion preclinica de diversos farmacos y estrategias terapéuticas.
Estos experimentos se han realizado en colaboracion con otros investigadores basicos del
Programa COMIK del Vall d'Hebron, asi como con otros investigadores del campo de la
pediatria oncologica. En este sentido, destacamos cuatro trabajos, tres de ellos publicados
y un cuarto en vias de publicacién. Estos articulos aparecen al final de esta tesis (Anexo II)
como articulos de colaboracion y en ellos, los modelos generados han sido muy
importantes para validar las hipotesis y los resultados. Resaltamos los modelos utilizados

en las siguientes publicaciones, en las cuales colabora como coautora la doctoranda:

Metastasis mamaria de un Rabdomiosarcoma (modelo VH-PDOX-RMS?2). MEK and
MCL-1 sequential inhibition synergize to enhance rhabdomyosarcoma treatment. Alcon
C, Martin F, Prada E, Mora J, Soriano A, Guillén G, Gallego S, Roma J, Samitier J,
Villanueva A, Montero J. Cell Death Discov. 2022 Apr 7;8(1):172. doi: 10.1038/s41420-
022-00959-w

Neuroblastoma suprarrenal (modelo VH-PDOX-NB5). The oral KIF11 inhibitor 4SC-205
exhibits antitumor activity and potentiates standard and targeted therapies in primary
and metastatic neuroblastoma models. Masanas M, Masia N, Suarez-Cabrera L, Olivan
M, Soriano A, Majem B, Devis-Jauregui L, Burgos-Panadero R, Jiménez C, Rodriguez-
Sodupe P, Boloix A, Toledano |, Guillén G, Navarro A, Llobet-Navas D, Villanueva A,
Sanchez de Toledo J, Roma J, Noguera R, Moreno L, Krauss R, Gallego S, Santamaria A,
Segura MF. Clin Transl Med. 2021 Oct;11(10):e533. doi: 10.1002/ctm2.533
Rabdomiosarcoma embrionario (modelo VH-PDOX-RMS3). Sequential combinations of
chemotherapeutic agents with BH3 mimetics to treat rhabdomyosarcoma and avoid
resistance. Alcon C, Manzano-Mufioz A, Prada E, Mora J, Soriano A, Guillén G, Gallego
S, Roma J, Samitier J, Villanueva A, Montero J.Cell Death Dis. 2020 Aug 15;11(8):634. doi:
10.1038/541419-020-02887-y
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Tumores Rabdoides procedentes de tres pacientes diferentes (modelos VH-PDOX-
MRT2, VH-PDOX-MRT3, primario del VH-PDOX-MRT4 y su metastasis pulmonar VH-
PDOX-MRTS5). Actualmente, en colaboracion con el Dr. Octavio Romero y la Dra.
Montserrat Sanchez-Céspedes del Institut Josep Carreras (IJC) de Badalona, estamos
desarrollando una colaboracion para evaluar el potencial de una nueva estrategia
terapéutica a nivel preclinico en estos 4 modelos. Este trabajo que esta en proceso de

escritura.

A continuacion, planteamos el esquema basico que hemos seguido para la realizacion de
uno de estos experimentos de evaluacion preclinica de farmacos en uno de los PDOX
generados, concretamente el publicado en el articulo Ill. Los demas esquemas
experimentales se pueden consultar en la seccion de Material y Métodos de los otros

articulos publicados:

o Se sacrifico un raton correspondiente al modelo VH-PDOX-RMS3 que crecia
ortotépicamente en la parte superior del muslo de la pierna derecha (fruto del
segundo pase). Se recolectaron los tumores y se cortaron en pequefos
fragmentos de 4 x 4 mm3? y a su vez, estos fragmentos tumorales se
reimplantaron en 20 ratones jovenes. Cuando los tumores alcanzaron un
tamafilo homogéneo (1200 a 1500 mm3), los ratones se asignaron
aleatoriamente a los diferentes grupos de tratamiento (n=4/grupo): i) Placebo;
i) ABT-199 (100mg/kg); iii) vincristina (1 mg/kg), iv) S63845 (20 mg/kg); y V)
vincristina (1 mg/kg) combinada con $S63845 (20 mg/kq).

Se administraron por via intravenosa mediante inyeccion en la vena de la cola la
vincristina (1 vez a la semana, 3 semanas consecutivas) y el S63845 (tres dias
consecutivos a la semana, 2 semanas consecutivas). El ABT-199 se administro
diariamente por sonda oral durante 21 dias. Después del inicio del tratamiento,
los tumores se midieron con un calibrador cada 2 o 3 dias y el volumen del
tumor se calculé mediante la formula v = (W? x [) /2, donde “I" es el didmetro

"o n

mas largo (length) y "w" el ancho (width). Los tratamientos se llevaron a cabo
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durante un periodo de tres semanas, momento en que los animales fueron
sacrificados. En el momento del sacrificio, se disecciond el tumor y se pesoé. Se
congelaron o fijaron fragmentos representativos y luego se procesaron para su

inclusion en parafina.

2.3. Caracterizacion de los modelos: Metodologia

2.3.1 Caracterizacion histolégica

Las muestras tumorales procedentes de los pacientes se fijaron en formaldehido al 10% y
se incluyeron en parafina. Se tifieron secciones de 4 um con hematoxilina-eosina-safranina
(HES) para determinar la morfologia. En todos los casos en que fue posible, se
determinaron el porcentaje de necrosis y el indice proliferativo. Para ello, se procesaron
después de un procedimiento de recuperacion de antigeno inducido por calor utilizando
un anticuerpo de raton anti-Ki67h humano (1:20; Dako Ref:-MO075501 clon MIB-1) vy
anticuerpos especificos para cada tipo de tumor relevante, visualizados con el kit Klear
Mouse DAB (GBI Labs) y un microscopio Olympus CX31.

El porcentaje de necrosis se calculé comparando el porcentaje de células tumorales viables
frente al de células necréticas en el volumen tumoral total, de acuerdo con el
procedimiento estandar.

La inmunohistoquimica (IHQ) para los anticuerpos de sinaptofisina y CD99 se realizé con
el kit de deteccion Optiview DAB (Ref: 06396500001: Ventana Medical Systems, Roche), el
cual contiene un amplificador de sefial, y para el resto de los anticuerpos con el kit DAB
universal UltraView (Ref:760-500: Ventana Medical Systems, Roche). Las IHQ se llevaron a
cabo en secciones de tumores procedentes de pacientes y PDX fijadas en formalina e
incluidas en parafina, y se tifieron en el instrumento BenchMark ULTRA. Resumidamente,
las muestras se desparafinaron con soluciéon EZ prep (10x), la recuperacién de antigenos se
realizd usando Cell Conditioning CC1, Prediluted pH 8 y finalmente las muestras se

bloquearon con perdxido de hidrogeno al 3%. Los anticuerpos primarios especificos
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utilizados para cada tipo tumoral, asi como sus tiempos de incubacion, se especifican a
continuacion en la Tabla 6.

Después de la incubacion de los anticuerpos primarios, se dispenso el anticuerpo
secundario Universal HRP Multimer, que contiene un céctel de anticuerpos marcados con
peroxidasa (Horseradish Peroxidase-labeled Antibodies, HRP), seguido de deteccion
colorimétrica mediante DAB. A continuacion, las secciones se contrastaron con
hematoxilina y se montaron bajo cubreobjetos.

Se digitalizd una seccidn representativa Unica de la tincion de HES y la IHQ de la muestra
tumoral del paciente y del modelo animal mediante el escaner Pannoramic 1000 con el
software 3DHISTECH® (Budapest, Hungria) utilizando una resolucion de 0,24
micrometros/pixel. Posteriormente se tomaron fotos representativas de las imagenes
digitalizadas a 20X (escala indicada en la foto de 100 um).

La concordancia entre los cortes histologicos procedentes de tumores de pacientes y de
PDX se determind mediante tres criterios: la evaluaciéon del patron de crecimiento
(infiltrativo o expansivo), la morfologia celular (célula redonda, fusiforme u otra morfologia)
y la expresion inmunohistoquimica segun tipo tumoral. Consideramos este ultimo criterio
como el de mayor peso a la hora de determinar la similitud entre ambas muestras, dado

que es indicativo del linaje celular.

Ademas, y sin considerarlos esenciales para determinar la concordancia, se evaluaron las

siguientes caracteristicas descriptivas:

e Sjlatincion inmunohistoquimica especifica resulté positiva (entendida como
expresion de tincion, a excepcion de la tincién de INI-1 que se considera
positiva si pierde la expresion normal) se evalud su patrén de distribucion
(focal/difuso) y su intensidad (alta, media, baja).

e También se evaluaron la densidad celular intratumoral (alta, media, baja), la
presencia o ausencia de pleomorfismo, el porcentaje de necrosis, el indice

mitotico y, en los neuroblastomas, el MKI (indice mitosis-cariorrexis).
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Tipo de Tumor

Anticuerpo
primario

Tipo de
anticuerpo

Referencia y
casa
comercial

Tiempo de
incubacion

Neuroblastoma CROMOGRANINA Mouse LK2H10 16 min
monoclonal (Roche)
SINAPTOFISINA Rabbit MRQ40 40 min
Monoclonal (Roche)
Nefroblastoma Wt Mouse 6F-H?2 1h
monoclonal (Roche)
Rabdomiosarcoma Miogenina Mouse F5D 40 min
monoclonal (Roche)
Tumor rabdoide INI-1 Mouse MRQ-27 52 min
maligno monoclonal (Roche)
Osteosarcoma SATB2 Rabbit EP281 32 min
Monoclonal (Roche)
Sarcoma de Ewing CD99 Mouse 013 36 min
monoclonal (Roche)
NKX2.2 Mouse EP336 1h
monoclonal (Roche)
Hepatoblastoma HEPATOCITE Mouse OCH1E5 28 min
monoclonal (Roche)
B-CATENINA Mouse (14) 28 min
monoclonal (Roche)
DSRCT AE1/AE3 Mouse AET1/AE3 20 min
monoclonal (Roche)
DESMINA Mouse D33 44 min
monoclonal (Roche)
Retinoblastoma SINAPTOFISINA Rabbit MRQ40 40 min
Monoclonal (Roche)
Disgerminoma PLAP Mouse NB10 32 min
monoclonal (Roche)
Sarcoma cél claras VIMENTINA Polyclonal (V9) 20 min
(Roche)
CD56 Rabbit MRQ42 32 min
Monoclonal (Roche)
SARCOMA VIMENTINA Polyclonal (V9) 20 min
INDIFERENCIADO (Roche)
TMVN S100 Polyclonal (Roche) 16 min
HISTONA-3 Rabbit RM175 Dil. 1/1000
Monoclonal  (Cell incuba 32
Signalling) min

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para la caracterizacion histolégica por tipo tumoral. DSRCT: Tumor desmoplasico de
célula redonda pequefia (Desmoplastic Small Cell Round Tumor), TMVN: Tumor maligno de la vaina nerviosa (también
MPNST: malignant peripheral nerve sheath tumor)

DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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2.3.2 Caracterizacion gendmica

Aunque el planteamiento inicial de este trabajo contemplaba realizar la secuenciacion del
exoma (WES) comparativa de forma pareada entre el tumor primario y el PDOX, debido a
una cuestion econdmica no ha sido posible realizarla para la mayoria de los modelos. Dada
la limitacion de los recursos disponibles, se priorizd la realizacion del WES en los tumores
primarios, ya que esta es esencial para determinar las alteraciones moleculares y realizar
recomendaciones terapéuticas basadas en estos hallazgos que permitan el acceso de los
pacientes a nuevas oportunidades terapéuticas en ensayos clinicos. Durante el periodo de
estudio, los pacientes se secuenciaron a través de los dos programas activos de medicina

personalizada:

- COMIK: El programa propio del Servicio de Oncohematologia Pediatrica del
Hospital Vall d"Hebron.
- MAPPYACTS: El programa internacional liderado por el Instituto Gustave Roussy

(Paris, Francia), en el que el Hospital Vall d"Hebron particip6 en los afios 2019 y 2020.

El WES se realizo en la empresa Qgenomics para todos los pacientes incluidos en COMIK
(22 muestras secuenciadas de las 46 que generaron modelos PDOX) y en el CNAG (Centro
Nacional de Analisis Genémico) para todos los pacientes incluidos en MAPPYACTS (4
muestras secuenciadas de las 46 que generaron modelos PDOX). En el caso de

MAPPYACTS también se realizd RNAseq cuando fue posible.

Whole Exome Sequencing

El ADN gendmico (ADNg) del tumor congelado y de las muestras de sangre del paciente
se extrajo con el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
proveedor. La cuantificacion del ADN se realizd mediante Qubit (Thermo Fisher Scientific)
y la calidad de la muestra se comprobo valorando la integridad del ADN por electroforesis.
Para llevar a cabo la secuenciacion del exoma, el ADNg se fragmento y se preparo la libreria

utilizando el kit KAPA library (Roche), se hibridd con el kit de captura SeqCap EZ MedExome
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(Roche) y se secuencio en el secuenciador NextSeq500 (lllumina) para producir lecturas de
2x150 pares de bases para alcanzar una profundidad de cobertura media de 55-65X para

el ADNg germinal y 200X para el ADNg del tumor.

En el analisis bioinformatico se incluyo la deteccion de variantes del nimero de copias
(CNV), variantes de un solo nucledtido (SNV), pequefas inserciones/deleciones (indel) y la
carga mutacional del tumor (TMB) de muestras somaticas, asi como SNV e indel de
muestras de linea germinal. El primer paso del analisis bioinformatico fue alinear las
lecturas de secuenciacion con el genoma de referencia humano GRCh37 (hg19) mediante
la herramienta BWA (72) (73). El control de calidad de las lecturas generadas se realizé con
MultiQC v1.7. La llamada de variantes para la identificacion de SNV e indel se llevo a cabo
mediante la herramienta GATK Haplotype Caller (74) junto con FreeBayes y Strelka2 (75)
para el ADNg de la linea germinal y mediante la herramienta VarDict (76) junto con
MuTect2 (77), Strelka2 y VarScan?2 (78) para el ADNg de la linea somatica. Se consideraron
como fiables las variantes de la linea germinal y somatica que se identificaron por al menos
dos programas informaticos. Para determinar el efecto de las variantes, utilizamos la
anotacion SnpkEff (79). Otra informacién incluida en el analisis fue el nUmero de lecturas de
la variante, la frecuencia alélica de la variante, la importancia clinica y patologica de la
variante en la base de datos ClinVar (80) y la presencia de la variante en la base de datos
COSMIC (81). Se usé Control-FREEC (82) para investigar el perfil de alteraciones
cromosdmicas numeéricas y segmentarias y las CNV y la frecuencia del alelo B (BAF). La
carga mutacional se calculé segin Chalmers et al. 2017 (83) contando todas las SNV e

indels de la regién codificante, incluidas las variantes sinénimas.

Las variantes se filtraron segun los siguientes criterios: frecuencia poblacional maxima de
la variante <1 %, listado de genes en cancer, frecuencia alélica de la variante tumoral >10
%, frecuencia alélica de la variante en linea germinal >30 % y la consecuencia de la variante
(missense, stop-gained, frameshift, inframe and splicing). Las CNV se filtraron segun los
siguientes criterios: se consideraron amplificaciones cuando el niUmero de copias > 5y
deleciones cuando el nimero de copias < 1,5. La interpretacién de las alteraciones

moleculares encontradas se basé en la revision bibliografica y plataformas online como
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Cancer Genome Interpreter (84) y Varsome (85) y bases de datos como StJudePortal,
cBioPortal, OncoKB y Clinicaltrials.gov. Finalmente, las alteraciones se clasificaron como
patogeénicas, probablemente patogeénicas, variantes de significado incierto, probablemente

benigna o benigna (86).

Actualmente, hemos realizado el WES solamente en uno de los modelos PDOX, VH-PDOX-
NB5, y estamos en proceso de realizar esta aproximacion para todos los PDOX generados
en los que el tumor original ha sido también secuenciado, no pudiendo incluir dichos
resultados en esta tesis. A modo de ejemplo, presentaremos en la seccion de resultados el
analisis pareado tumor primario vs. PDOX de un neuroblastoma suprarrenal, publicado en
el articulo Il (64) anteriormente comentado, The oral KIF11 inhibitor 4SC-205 exhibits
antitumor activity and potentiates standard and targeted therapies in primary and metastatic
neuroblastoma models. Clin Transl Med. 2021 Oct;11(10):e533. El WES del PDOX se realizd
del mismo modo que para las muestras del paciente y siguiendo el mismo analisis
bioinformatico. El Unico paso adicional que se llevo a cabo para el PDOX fue porque el
WES del PDOX tiene lecturas tanto de origen humano como murino, por lo que las lecturas
de origen murino podrian dar como resultado falsos positivos en el analisis de mutaciones.
Por este motivo, utilizamos el programa XenofilteR del paquete R para eliminar las lecturas
de secuencias de origen de ratéon y conservar las secuencias humanas (umbral de

discrepancia = 8) (87).

RNA Sequencing

Brevemente, para llevar a cabo el RNAseq utilizamos el kit de captura TruSeq Stranded
MRNA LT (lllumina) capture kit y lecturas pareadas de 2x75pb, mas de 90 millones de
lecturas pareadas. Las fusiones se idntificaron con el programa bioinformatico

FusionCatcher.
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2.4 Analisis de los resultados y métodos estadisticos
empleados

Los datos de interés generados durante el proyecto se depositaron en la base de datos
creada especificamente mediante la plataforma REDCap, asegurando su almacenamiento
y seguridad. Posteriormente, se exportaron para su analisis mediante R (version 4.2.2), un
software libre ampliamente utilizado en la comunidad cientifica y referencia en el mundo
de la Estadistica (88).

En primer lugar, se aplicaron técnicas de estadistica descriptiva, con el fin de caracterizar
los datos y examinar sus tendencias o distribuciones. En concreto, se calcularon medias,
medianas, cuartiles, desviaciones estandar, rangos (minimos y maximos) y frecuencias o
proporciones, en aquellas variables en el estudio, ya sean informativas sobre pacientes,
muestras implantadas, PDOX generados o subgrupos de intereés.

Por otro lado, la inferencia estadistica se basa en métodos que emplean los datos
muestrales para hacer generalizaciones o predicciones acerca de una poblacion. La técnica
inferencial mas aplicada a lo largo de este trabajo es el test Chi-cuadrado de Pearson, una
prueba no paramétrica utilizada con la finalidad de estudiar la interdependencia entre dos
0 mas variables a partir de tablas de contingencia. La hipotesis nula (Ho) establece que las
variables categdricas no estan correlacionadas y, por tanto, las proporciones entre ellas
son similares. Su ecuacion matematica es la siguiente, donde Oi son valores observados y

Ei son valores esperados:
5 Z (0i — Ei)?
X = =
Ei

Asimismo, se han introducido correcciones actuales en el desarrollo del test Chi-cuadrado,
tales como la correccion de continuidad de Yates para tablas de contingencia 2x2 y
tamafios muestrales pequefios, con el objetivo de reducir una sobreestimacion de la
significancia estadistica (89), ademas de la implementacion de simulaciones de Monte
Carlo (2000 réplicas) mediante un muestreo aleatorio de las tablas de contingencia para el
calculo de p-valores en situaciones con proporciones desequilibradas o valores iguales a

cero (90). En cuanto a la representacion gréfica de resultados, se ha utilizado el paquete
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corrplot (91), el cual permite la exploracion visual de matrices de correlacion, donde se
muestran los distintos grupos de variables analizadas mediante el test Chi-cuadrado, asi
como las tendencias de correlacion a traves de los valores de residuos de Pearson,
calculados como (observado — esperado) / raiz cuadrada (esperado).

En cuanto a inferencia estadistica aplicada en variables cuantitativas, los datos sobre
necrosis y Ki67 en el tumor del paciente se estudiaron mediante el test U de Mann-Whitney,
también denominado suma de rangos de Wilcoxon, el cual consiste en una prueba no
paramétrica donde la hipotesis nula (H,) se interpreta como la igualdad de medianas entre
grupos. La ecuacion general para el calculo del estadistico U es la siguiente, donde R es la

suma total del grupo y n cada valor por separado:

ny(ny + 1)
Uy =n;-n, - 5,
ny(n, + 1)
U2=n1'n2 T_Rz

Por Ultimo, a lo largo del trabajo se ha establecido un nivel de significancia estadistica

igual a 0,05 (p-valores inferiores necesarios para rechazar la hipotesis nula, Ho).
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3.1 Analisis de los modelos y resultados de su

caracterizacion

A lo largo de los 7 afios del estudio, se han generado un total de 46 modelos PDX
ortotépicos (PDOX), tambien llamados orthoxenografts, procedentes de muestras no

disgregadas de tumores sélidos pediatricos. Los resultados se detallan a continuacion.
3.1.1 Analisis descriptivo

Durante el periodo de estudio, 135 muestras procedentes de 112 pacientes se destinaron a
la implantacion en ratones para generar modelos PDOX. Las muestras implantadas
corresponden a 16 grandes grupos tumorales diferentes. En 90 pacientes se obtuvo 1 sola
muestra destinada a la implantacion, en 21 pacientes se obtuvieron 2 muestras y en el caso
de un paciente se obtuvieron 3 muestras.

Hemos generado un total de 46 modelos PDOX procedentes de 40 pacientes que
representan a 14 de los 16 grupos tumorales implantados; no se logré establecer ningun
modelo de carcinoma del adulto ni de tumor neuroendocrino. En 34 pacientes se
establecié un Unico modelo PDOX por paciente, mientras que en 6 pacientes pudimos
establecer 2 modelos por paciente, procedentes de distintas muestras tumorales. En 5 de

estos 6 pacientes los PDOX representan diferentes etapas de la enfermedad.

Modelos del mismo | Mismo momento enfermedad | Detalle del momento de la enfermedad

paciente o distinto
VH- PDOX-MRT1 MISMO Biopsia al diagndstico (aguja gruesa)
VH- PDOX-MRT?2 Biopsia al diagndstico (incisional)
VH- PDOX-0S1 DISTINTO Recaida, metastasis pulmonar, pre-tratamiento
VH- PDOX-0S2 Progresion, metastasis pulmonar, post-tratamiento
VH- PDOX-MRT4 DISTINTO Biopsia al diagndstico (aguja gruesa)
VH- PDOX-MRT5 Progresion, metastasis pulmonar, post- tratamiento
VH- PDOX-NBT DISTINTO Cirugia del tumor primario, post-tratamiento
VH- PDOX-NB3 Recaida, cirugia metéastasis cerebral, post-tratamiento
VH- PDOX-HB1 DISTINTO Cirugia del tumor primario, post-tratamiento
VH- PDOX-HB3 Recaida, cirugia recidiva local, post-tratamiento
VH- PDOX-HB5 DISTINTO Biopsia al diagndstico (aguja gruesa)
VH- PDOX-B6 Cirugia del tumor primario, post-tratamiento

Tabla 7. Parejas de modelos PDOX procedentes de un mismo paciente.
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Los modelos mantienen la estructura tridimensional original, al proceder de muestras no
procesadas, y a partir de los mismos se ha generado un banco de tejido criopreservado de
tumor vivo, apto para su uso preclinico en un futuro, y de tejido congelado
instantaneamente (snap-frozen), que se utilizara para estudios moleculares. Algunos de los
modelos PDOX generados corresponden a tipos tumorales infrecuentes, con escasa
representatividad tanto en modelos preclinicos in vivo e in vitro, lo que todavia los hace
mas valiosos.

La edad media de los pacientes en el momento de obtener la muestra fue de 7,5 afios (DS
6.1) con un rango de edad de 1 mes a 20 afios, y esta distribucion se mantiene similar tanto
en el grupo de pacientes cuyo PDX se establecié como en el que no. El 40% de las muestras
procedian de lactantes o preescolares (menores de 3 afios), el 48,9% de nifios de 4 a 15
anos y un 11,1% de pacientes AYA (mayores de 16 afios, adolescentes y adultos jovenes). La
distribucion por sexos fue simétrica, con un 50,4% de muestras procedentes de pacientes
de sexo femenino y el resto (49,6%) de sexo masculino.

La mayoria de las muestras fueron obtenidas por la Unidad de Cirugia Oncoldgica
Pediatrica de Vall d’'Hebron (79,3%), seguida del Servicio de Radiologia del mismo hospital
(9,6%). El resto, procedieron de otros servicios del centro o de centros externos.

Las muestras procedieron de la reseccion quirdrgica de los tumores en un 68% de las
ocasiones, de biopsias percutaneas con aguja gruesa (Tru-Cut®) en un 28,9% y solo en un

3% de biopsias incisionales.

Proporcionalmente, la mayoria de las muestras implantadas correspondieron a sarcomas
(36,3%) y neuroblastomas (24,4%), sequidos de un 14,1% de nefroblastomas y un 11,1% de
tumores hepaticos. El restante 14,1% corresponde a una variedad de otros tipos tumorales
(tumores germinales, carcinomas del adulto, retinoblastomas, tumores del sistema
nervioso central y tumores neuroendocrinos).

La Tabla 7 muestra los tipos de tumores sélidos implantados, junto con el nimero de PDX

establecidos:
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Imp. | Est. Imp. | Est.
Neuroblastoma 336 Hepéticos | Hepatoblastoma i 6
Nefroblastoma 1919 N =15 Hepatocarcinoma 4 1
Sarcomas | Sarcoma de Ewing 1413 Otros Tumores germinales 6 1
Rabdomiosarcoma 10 | 5 Tumores | Carcinomas del adulto 5 0
N =49 | Osteosarcoma 9|4 N =19 | Retinoblastoma 3 1
Otros STS 712 Tumores del sistema nervioso central 3 1
MRT 515 Tumores neuroendocrinos 2 0

Otro sarcoma 111

Oseo

DSRCT 311 TOTAL 135 | 46

Tabla 8. Muestras implantadas y modelos establecidos por tipo tumoral y totales. Imp.: Implantados, Est: Establecidos.
STS: Soft tissue sarcomas. MRT: Malignant rhabdoid tumor. DSRCT: Desmoplastic Small Round Cell Tumor

A continuacion, detallamos algunos tipos tumorales de la tabla anterior, que engloban

varias entidades muy diferentes entre si:

Grupo Subtipo Tumoral Muestra Muestras PDX
Tumoral VH Implantadas | Establecidos
NRSTS Sarcoma indiferenciado VH-74 1 1
MPNST VH-86 1 1
Sarcoma sinovial monofasico SYT-SSX2 positivo VH-19 1 0
Sarcoma alveolar VH-25 1 0
Condrosarcoma VH-66 1 0
Sarcoma epitelioide VH-82 1 0
GIST wild type VH-132 1 0
Tumores Disgerminoma ovarico VH-85 1 1
germinales T. células de la granulosa juvenil VH-6 1 0
Tumor del seno endodérmico ovarico VH-26 1 0
Tumor  germinal  mixto  maligno  (seno VH-43 1 0
endodérmico) testicular
Disgerminoma ovarico VH-98 1 0
Disgerminoma ovarico VH-108 1 0
NET Carcinoide atipico bronquial VH-48 1 0
Paraganglioma maligno VH-103 1 0
Carcinomas Carcinoma renal papilar VH-5 1 0
del adulto Carcinoma papilar de tiroides VH-47 1 0
Carcinoma timico VH-90 1 0
Carcinoma adrenocortical VH-105 1 0
Carcinoma papilar de tiroides VH-110 1 0

Tabla 9. Detalle de algunos grupos tumorales. NRSTS: Sarcomas de partes blandas no rabdomiosarcoma.
MPNST: Tumor maligno de la vaina neural periférica. GIST: Tumores estromales gastrointestinales. NET: Tumores
neuroendocrinos

La Tabla 10 incluye el porcentaje de éxito en la implantacién en funcién del tipo tumoral.
Los datos se exponen en orden decreciente, destacando la elevada tasa de éxito del primo-
implante en algunos tipos tumorales (como los MRT) frente a los pobres resultados

obtenidos en tumores agresivos y relativamente frecuentes, como es el caso del
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neuroblastoma o el Sarcoma de Ewing. El grafico de barras muestra los modelos PDOX

establecidos en orden decreciente (de mayor nimero de modelos a menor) segun su

histologa:
Tipo tumoral Imp/Est % Exito ‘ 354
1° MRT 5/5 100
2° OtroS. éseo 1N 100 S0
3°  Hepatoblastoma 11/6 55 1
40 RMS 10/5 50 25 =3 |Implantados
5°  Nefroblastoma 19/9 47 ] SRS
6°  Osteosarcoma 9/4 44
7°  Retinoblastoma 3/1 33
T.SNC 3/1 33
DSRCT 31 33
8° OtroSTS 7/2 29
9°  Hepatocarcinoma a1 25
10°  Sarcoma Ewing 14/3 21
11°  Neuroblastoma 33/6 18
12° T.germinales 6/1 17
13°  C. del adulto 5/0 0
NET 2/0 0

Tabla 10 y Figura 10. Exito en la implantacién de PDOX en funcién del tipo tumoral.

Cuando los agrupamos en categorias mas extensas, la proporcion y el porcentaje de éxito

son los siguientes:

Categoria Imp/Est % Exito
1° Nefroblastomas 19/9 47
2° Tumores hepéaticos 15/7 47
3° Sarcomas 49/21 43
40 Neuroblastomas 33/6 18
50 Otros tipos tumorales 19/3 16

Tabla 11. Exito en la implantacién de PDOX en funcién del tipo tumoral (agrupado). Imp/Est: Implantados/Establecidos.
% Exito de implantacion. Algunas categorias engloban distintos tipos tumorales. Tumores hepéticos: Hepatoblastomas y
Hepatocarcinomas. Sarcomas: Oseos (Osteosarcoma, sarcoma de Ewing, Otros), RMS y NRSTS. Otros tipos tumorales:
Resto de los tumores incluidos en el estudio que no se enmarcan en las categorias previas.

DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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El siguiente grafico muestra la distribucién por histologias.

M Hepaticos M Sarcomas M Neuroblastoma M Nefroblastoma ™ Otros

Figura 11. Distribucion histologica de los 46 Modelos PDX establecidos. SNC: Sistema nervioso central. GCT: Tumores de
células germinales. RB: Retinoblastoma. NB: Neuroblastoma. WT: Nefroblastoma. HB: Hepatoblastoma. HCC:
Hepatocarcinoma. MRT: Tumor rabdoide-teratoide. RMS: Rabdomiosarcoma. OS: Osteosarcoma. NRSTS: Sarcomas de
partes blandas no-rabdomiosarcoma. DSRCT: Tumor desmoplésico de célula redonda pequefia. OSO: Otros sarcomas
6seos. En los subtipos sin numeracién, el nimero de modelos establecidos es uno.

En cuanto a la situacion clinica de los pacientes, destacaremos que:

- En el momento de obtener la muestra, un 22,96% de los tumores se considerd de
muy alto riesgo, un 46,6% de alto riesgo, un 25,9% de riesgo intermedio y un 4,4%
de bajo riesgo.

- El62,2% de las muestras se obtuvo de pacientes con tumores localizados y un 37,8%
de pacientes con tumores metastasicos.

- Un 68,9% de las muestras (93) procedian de pacientes al diagnostico (50 muestras)
o en la primera linea de tratamiento (43 muestras), y un 31,1% (42 muestras) de

pacientes en situacion de recaida, progresion o refractariedad.
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Respecto al origen de la muestra, el 80% (108) procedia del tumor primario, frente al 20%
(27 muestras) que se obtuvo de metastasis a distancia. Un 40,7% de las muestras se
obtuvieron pretratamiento (55 muestras), frente a un 59,3% (80 muestras) que procedieron
de tumores tratados (con quimioterapia o radioterapia). En el grupo pretratamiento se
incluyen las recaidas tumorales sucedidas meses o afios después de haberse considerado
al paciente libre de enfermedad. El origen anatomico de las muestras fue el siguiente:
Origen

Anatomico de
las Muestras

Fis
? 3 Sistema nervioso central 3% (4)
o |

., — Tiroides 1,5% (2)
Mama 1 (0,7% )N Pulmon 10,4% (14)
Timo 0,7% (1) ——%i Mediastino 3% (4)
Paravertebral 0,7% (1)

Higado 11,1% (15)1 Adrenal 16% (22)
- sonlil .7Rmon133 (18)

2,2% (3). =
Gonadas 4,4% (6) — Pelvis 3% (4)
_ Vejiga 0,7% (1)
Préstata 0,7% (1)
Masculo 6,7% (9) —— — - Piel 2,2% (3)
Hueso 9,6% (13) ——+—

Created in BioRender.com bio

Figura 12. Origen anatomico de las muestras implantadas.

Las localizaciones anatoémicas mas frecuentes del origen de la muestra fueron, por este
orden, la glandula adrenal, el rifidn, el higado y el pulmon. Esto se trasladd, en general, a
la zona de implantacion en el animal.

La siguiente grafica muestra la evolucion del proceso de implantacion en la linea temporal,
incluyendo el nimero de muestras implantadas anualmente, asi como el numero de
modelos generados:

40

30

22
20 "
0 13 13 1
S EEEEEED

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

B Crecidos ® No crecidos

Figura 13. Evolucién del proceso de implantacion en la linea temporal.
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La tasa global de éxito en el proceso de implantacion fue del 34,1% (46 muestras generaron
modelos PDOX), frente al 65,9% (89 muestras) de las que no se logrd generar un modelo
PDX.
La implantacion de las muestras tumorales en los ratones se realizd de manera ortotopica
exclusiva en el 45% de los casos (61 muestras), simultaneamente ortotépica y subcutanea
en el 50,4% (68 muestras), y Unicamente subcutanea en el 4,4% (6 muestras).
De las 129 muestras implantadas ortotopicamente se obtuvieron 45 (34,9%) implantes
exitosos, frente a las 74 muestras implantadas en subcutaneo, que resultaron en 13 (17,6%)
modelos establecidos. Cuando el tumor crecié en ambas localizaciones (12 PDX), se optd
por caracterizar y perpetuar el modelo ortotépico.

80

60

40

20
N [ - s

Ortotopica Subcutanea Ortotopica y
Subcutanea

B Implantados M Crecidos Ortotépicos M Crecidos Subcutéaneos

Figura 14. Técnicas de implantacion. El eje X representa el tipo de
implantacion (Ortotdpica, Subcutédnea, Ambas). El eje Y el nimero de
animales. Leyenda: NUmero de ratones implantados (verde), Nimero de
tumores ortotdpicos crecidos, NUmero de tumores subcutaneos crecidos.

El 83,7% de las muestras se implantaron en el mismo dia de su obtencién, el 14,8% el dia
después y el 1,5% (2 muestras) pasados dos o mas dias.
Respecto al material tumoral disponible para implantar, el 71,1% de las muestras (96

muestras) corresponde a fragmentos tumorales (procedentes de reseccion quirdrgica o de

biopsias incisionales) frente al 29% de cilindros Tru-Cut® (39 muestras).

Las muestras se implantaron inicialmente en un total de 159 animales y fueron exitosas en

53 de ellos (para algunas muestras se establecié mas de un modelo PDX de entrada, pero
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solo se contabilizdé un modelo establecido por muestra). Esto nos da una tasa de éxito en
el implante primario del 33,3 % de los ratones.
El 60,7% (82) de las muestras se implantaron solo en ratones atimicos (nude), el 21,5% (29)
solo en ratones NSG y el 17,8% (24) en ambas cepas de ratones. En total, los modelos
resultaron exitosos en 35 animales nude (33,01 % de éxito), y en 18 animales NSG (33,96 %
de éxito); estas cifras incluyen 7 muestras que crecieron en ambos modelos. En estos 7
casos, en general se optd por perpetuar el modelo nude.
Se analizé el tiempo de crecimiento de los modelos en funcién de algunas variables:
e Primer pase:
o El tiempo de crecimiento medio (mediana) de los implantes
ortotopicos fue de 104 dias (rango 40-320 +69,2) frente a los 90 dias
(rango 50-70 + 57,4) de los subcutaneos.
o El tiempo de crecimiento medio (mediana) en los animales nude fue
de 94 dias (rango 43-320 + 75,14) y en los animales NSG fue de 90
dias (rango 54-270 + 61,58).
e Segundo pase
o El tiempo de crecimiento medio (mediana) de los implantes

ortotopicos fue de 84 dias (rango 50-310, + 59,9).

3.1.2 Factores asociados al éxito de implantacion

Se han analizado separadamente un conjunto de diferentes factores para determinar
cuales pueden influir en el éxito a la hora de establecer los modelos PDX (PDOX vy

subcutaneos). Estos factores se pueden ver resumidos en la Tabla 12.
No resultaron estadisticamente significativos los siguientes parametros:

- Clasificacion de riesgo del paciente al diagndstico: Se compararon separadamente
los grupos muy alto riesgo, alto riesgo, riesgo intermedio/estandar, y bajo riesgo sin
hallarse diferencias (p = 0,057) (Chi-cuadrado de Pearson con un valor de p simulado,
basado en 2000 réplicas). Se agruparon los datos en dos categorias: alto y muy alto riesgo
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frente a riesgo bajo e intermedio, sin hallarse tampoco diferencias (p=0,659) (Chi-cuadrado

de Pearson con correccién de continuidad de Yates).

- Tumor al diagnostico localizado vs. metastasico: No existieron diferencias (p=1)

(Chi-cuadrado de Pearson con correccion de continuidad de Yates).

- Edad y sexo del paciente: No se apreciaron diferencias entre los grupos de edad
lactantes/preescolares, nifios hasta 15 afios y mayores de 16 afios - AYA (p=0,813) (Chi-
cuadrado de Pearson) ni por sexo biolégico (p=1) (Chi-cuadrado de Pearson con correccion

de continuidad de Yates).

- Muestras procedentes de tumores tratados (quimioterapia, radioterapia) vs.
pretratamiento: p=0,646 (Chi-cuadrado de Pearson con correccion de continuidad de

Yates).

- El tamafio de la muestra tumoral disponible para implantar (fragmento vs. cilindros
Trucut) no influyé en el éxito del establecimiento de los modelos: (p=0,627) (Chi-cuadrado

de Pearson con correccidon de continuidad de Yates).

- El momento de implantacién de la muestra (en el mismo dia frente al dia siguiente)

(p=0,326) (Chi-cuadrado de Pearson con correccion de continuidad de Yates).

- Tipo de cepa empleado (Athymic nude mice vs. NSG) (p= 1) (Chi-cuadrado de

Pearson con correccién de continuidad de Yates).

- Porcentaje de necrosis en el tumor del paciente: Los porcentajes de necrosis en la
muestra tumoral del grupo PDOX crecidos (media 17,2%, mediana 5% +24,35) y del grupo
no crecidos (media 31,47%, mediana 10% +37,77) se compararon mediante el test de
Wilcoxon (Wilcoxon rank sum test) sin hallar una diferencia significativa (p = 0,098).

También se compararon dos grupos con porcentajes de necrosis elegidos al azar
frente al éxito de implantacion:

e Necrosis mayor o menor del 50%: p=0,23 (Chi-cuadrado de Pearson

con correccion de continuidad de Yates)
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e Necrosis mayor o menor del 90%: p=0,14 (Chi-cuadrado de Pearson

con un valor de p simulado, basado en 2000 réplicas)
Por ultimo, se compararon 3 grupos (necrosis menor del 50%, entre el 50 y el 90%, y mayor
del 90%) (p=0,23) (Chi-cuadrado de Pearson con un valor de p simulado, basado en 2000

replicas).

Si resultaron significativos para el éxito de la implantacion los siguientes parametros:

Los analisis estadisticos de las posibles correlaciones se han acompafiado de graficos de
matriz de correlacion basada en los residuos de Pearson. En ellos, podemos observar el
numero de eventos observados en relacion con lo esperable. El eje "Y” representa el éxito
de implantacion (Sl) y el fracaso (NO) en todos los gréficos. El eje X recoge los grupos
analizados. En la grafica, a mayor area del circulo, mayor es la desproporcion entre la cifra
esperada y la hallada (y viceversa). De igual forma cuanto mas cercano al rojo es el color
la cifra es inferior a la esperable, y cuanto mas cercano al azul la cifra es superior a lo

esperado.

- Clasificaciéon de riesgo del tumor en el momento de obtencion de la muestra: La
clasificacion  de  riesgo si  resultd

significativa a la hora de determinar el éxito

2) Intermedio/estandar

4) Muy alto

1) Bajo
3) Alto

de la implantacion (p=0,00049) (Chi-

29

24

«s cuadrado de Pearson con un valor de p

141

> simulado, basado en 2000 réplicas).
0.09

. == Particularmente, destaco para la categoria
—1.09
—-1.59

. 'muy alto riesgo”, en la que el niumero de

Figura 15. Riesgo al obtener la muestra. Matriz de . . .
eventos (implantaciones exitosas) fue muy

correlacion.
superior al esperado. El eje “Y" representa
el éxito de implantacion (S) y el fracaso (NO). El eje X, recoge los grupos de riesgo. Sin
embargo, al analizar agrupadamente (alto/muy alto vs. bajo/intermedio), no se observaron

diferencias (p = 0.17) (Chi-cuadrado de Pearson con correccion de continuidad de Yates).
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- Muestra procedente de metastasis (p=0,0009) frente a muestra procedente del

tumor primario (Chi-cuadrado de Pearson con

L
1]
B
]
L
@
=

Primario

correccion de continuidad de Yates).

57

" De manera analoga a la grafica anterior, el eje "Y”

25

pe representa el éxito de implantacion (Si) y el fracaso

36

pos (NO). ElI eje X, recoge el origen de la muestra

% (metastasis o tumor primario)

Figura 16. Metastasis vs Tumor

primario. Matriz de correlacion.

- Situacién clinica del paciente (tumores al diagnostico o en primera linea de

tratamiento vs tumores en recaida, progresion o refractariedad) (p=0,015) (Chi-cuadrado

-
g
=2
e
a
I
2

de Pearson con correccion de continuidad de Yates).

diag

De manera analoga a la grafica anterior, el eje "Y”

representa el éxito de implantacién (Si) y el fracaso

No

(NO). El gje X, recoge la situacion clinica del paciente

2 en el momento de obtencién de la muestra (diag = al
.06

N . #*  diagnéstico/1®  linea, rec/prog/ref = recaida,
|66

@« progresion, refractariedad). Se aprecia la tendencia

Figura 17. Situacion dlinica. en el grupo diagndstico a no establecer los modelos,

Matriz de correlacion. frente a la de si establecerlos en el grupo de

recaida/progresion/refractariedad
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-Tipo de implantaciéon ortotopica (p=0,013) frente a subcutanea (Chi-cuadrado de

Pearson con correccion de continuidad de Yates). En

ortotop
subcut

,3.. el grafico podemos apreciar como los implantes
subcutaneos crecieron con mucha menor frecuencia
No

de lo esperable.

De manera analoga a la grafica anterior, el eje "Y”

representa el éxito de implantacion (Si) y el fracaso

(NO). El eje X, recoge el tipo de implante (ortotopico,

Figura 18. Tipo de implantacion.

subcutaneo).
Matriz de correlacion.

- Ki67 de la muestra tumoral del paciente: La mediana del Ki67 de los tumores
establecidos fue mayor que la de los no establecidos. La comparacion mediante el test de
Wilcoxon (Wilcoxon rank sum test) de los valores del indice de proliferacion celular en las

muestras tumorales de paciente de los PDOX establecidos (mediana 30%, + 29,25) frente

+

al de las muestras tumorales de los PDOX no establecidos (mediana 15%, + 27,1), resultd

significativa (p=0,023).
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Total PDX . PDX NOA
(n= 135) establecidos establecidos p-valor
(n= 46) (n =89
Sexo
Femenino 68 (50.4) 23 (50.0) 45 (50.5) 1
Masculino 67 (49.6) 23 (50.0) 44 (49.5)
Extension al diagnostico
Localizado 84 (62.2) 29 (63.0) 55 (61.8) 1
Metastéasico 51(37.8) 17 (37.0) 34 (38.2)
Riesgo al diagndstico
Bajo 5(3.7) 0(0.0) 5(5.6)
Intermedio / Estandar 47 (34.8) 16 (34.8) 31(34.8) 0.05747
Alto 68 (50.4) 21 (45.6) 47 (52.8) ’
Muy alto 15 (11.1) 9 (19.6) 6 (6.8)
Riesgo al diagnéstico (Grupos)
Bajo / Intermedio / Estandar 52 (38.5) 16 (34.8) 36 (40.5) 06493
Muy Alto / Alto 83 (61.5) 30 (65.2) 53 (59.5)
Edad (afios) a la biopsia
Preescolares (0-3 afios) 54 (40.0) 19 (41.3) 35 (39.3)
Nifos (4-15 afos) 66 (48.9) 21(45.7) 45 (50.6) 0.8131
Adolescentes y adultos jévenes (16-21) 15 (11.1) 6 (13.0) 9 (10.1)
Momento de la obtencion de muestra
Biopsia diagndstica / cirugia 12 linea 93 (68.9) 25 (54.3) 68 (76.4) 0.0152
Recaida / Progresién / Refractariedad 42 (31.1) 21(45.7) 21(23.6) )
Riesgo momento de obtencion de muestra
Bajo 6 (4.4) 0(0.0) 6 (6.7)
Intermedio / Estdndar 35 (25.9) 10 (21.7) 25 (28.1) <0.001
Alto 63 (46.7) 16 (34.8) 47 (52.8) '
Muy alto 31(23.0) 20 (43.5) 11(12.4)
Riesgo momento de obtencion de muestra (Grupos)
Bajo / Intermedio / Estandar 41(30.4) 10 (21.7) 31(34.8) 01706
Muy Alto / Alto 94 (69.6) 36 (78.3) 58 (65.2)
Tratamiento recibido
Pre-tratamiento 55 (40.7) 17 (37.0) 38 (42.7) 0.6466
Post-tratamiento 80 (59.3) 29 (63.0) 51(57.3)
Origen de la muestra
Tumor primario 108 (80.0) 29 (63.0) 79 (88.8) <0.001
Metéastasis 27 (20.0) 17 (37.0) 10 (11.2)
% Necrosis en la muestra
Media (Desviacion Estandar) 27.8 (28.2) 35.22 31.5 (37.8)
Mediana (rango) 20.0 (0.0-95) 5(0.0-93.0) 10.0 (0.0-100) 0.0981
Ki67 en la muestra
Media (Desviacién Estandar) 26.7 (34.4) 35.2 (29.3) 24.3 (27.7)
Mediana (rango) 10.0 (0.0-100) | 30.0 (1.0-95.0) | 15.0 (0.0-95.0) 0.0234
Tipo de implantaciéon (n=203) *
Ortotopica 129 (63.5) 45 (77.6) 84 (57.9) 0.01362
Subcutanea 74 (36.5) 13 (22.4) 61 (42.1)
Tipo de ratén (n=159) *
Atimico 106 (66.7) 35 (66.0) 71 (67.0)) 1
NGS 53 (33.3) 18 (34.0) 35(33.0)
Tipo de muestra implantada
Fragmento 96 (71.1) 31(67.4) 65 (73.0) 0.6275
Trucut 39 (28.9) 15 (32.6) 24 (27.0)
Tiempo hasta la implantacion
Mismo dia 113 (83.7) 41(89.1) 72 (80.9) 03263
Dia después u otro dia 22 (16.3) 5(10.9) 17 (19.1) )
Seguimiento
Eventos** después de la obtencion de la muestra | 55 (40.7) 26 (56.5) 29 (32.6) 0.01249
No eventos** después de la muestra 80 (59.3) 20 (43.5) 60 (67.4) )
Supervivencia
Exitus después de la obtencion de la muestra 45 (33.3) 24 (52.2) 21(23.6) 0.001656
No exitus después de la muestra 90 (66.7) 22 (47.8) 68 (76.40) '
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Tabla 12. Anélisis de los posibles factores que influyen en el éxito de establecimiento de los modelos.
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* Cada una de las 135 muestras puede haberse implantado en méas de un formato y méas de un ratén. Por tanto, la n de
Tipo de implantacion y Tipo de ratdén es mayor a la n total de muestras del estudio.

** Eventos: Recaida/Progresién/Refractariedad

3.1.3 Caracterizacion histoldgica

Una de las patélogas expertas en tumores pediatricos del Hospital Vall d'Hebron (Dra.
Alexandra Navarro) realizé comparativas entre el tumor original y el tumor desarrollado en
los PDOX. Los resultados del estudio comparativo de cada uno de los modelos se detallan
en las siguientes fichas (Anexo llI).

Dichas fichas recogen las principales caracteristicas analizadas en el estudio realizado
mediante la tincion de hematoxilina-eosina (H&E) y las tinciones inmunohistoquimicas
(IHQ) tanto del tumor original como del PDOX, acompafiadas de fotografias
representativas de las mismas. Los elementos concordantes se sefialan en color verde, y
los discordantes en naranja. Al pie de la ficha, se identifica el anticuerpo
inmunohistoquimico seleccionado en cada caso (en funcion del mas representativo en el

tumor original del paciente).
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Figura 19. Muestra de las fichas estandarizadas para reflejar el estudio
histolégico comparativo de cada modelo PDOX establecido.

Este analisis histolégico comparativo fue factible en 41 modelos de 46, y los resultados

conjuntos de dicha caracterizacion comparativa se resumen en la Tabla 13. El analisis
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detallado de los resultados reflejados en esta tabla se desarrolla en el apartado 3.2 Analisis

de los modelos por tipo tumoral” de la presente tesis doctoral.

Tras el analisis de diferentes aspectos tumorales, se concluyd que 40 de los 41 modelos
comparados (97,6%) fueron mayoritariamente concordantes con el tumor de procedencia.
La arquitectura fue concordante en el 75% de los modelos evaluados, la citomorfologia en
el 87,8% y la inmunohistoquimica, en el 92,5%. Solo se considero discordante un modelo,
correspondiente a un MPNST (VH-PDOX-NRSTS2), en el que las diferencias en arquitectura
y citomorfologia eran tan significativas que no se pudo constatar (en ausencia de estudios

moleculares) que se tratase del mismo tumor que la muestra original.

En el resto de los modelos existieron pequefias discordancias, pero que globalmente no
ponian en duda la identificacion del tumor xenoinjertado como analogo del tumor del que

procedia originalmente.

PACIENTE » . - Y¥ i
PACIENTE PDOX
Histologia Hepatoblastoma epitelial Hepatoblastoma i Tumor maligno de la vaina del
Histologia . = > ND
_ nervio periférico (MPNST)
Patron de Expansivo Expansivo Patrén di
crecimiento onee Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Sitemarfelogia Redonda Redonda ) . 5
Citomerfologia Célula fusiforme Redonda
w Densidad celular Moderada Alta .
1 w Densidad celular Moderada Moderada
T %
Pleomorfismo No Si T
Pleomorfismo No No
Mitosis 2 8 Mitosis s 0
Necrosis 0% 15% Necrosis 0% 0%
/ i it it
Positiva / Negativa Positiva Positiva Positiva / Negativa Positiva Positiva
g patron) Local Local g Patrén Local Difuso
Intensidad Debil peoil Intensidad Moderada Fuerte

H&E H&E

HQ () 1HQ (9 ST

*) Marcador IHQ utilizado: HEPATOCYTE (%) Marcador IHQ utilizado: S100

Figura 20. Izquierda, ejemplo de modelo completamente concordante (VH-PDOX-HBS5). Derecha, Unico modelo
discordante de los 41 estudiados comparativamente (VH-PDOX-NRSTS?2). Esta discordancia debera confirmarse mediante
futuros estudios moleculares.
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Diagnéstico Modelos Evaluacion Arquitectura | Citomorfologia IHQ Concordancia
establecidos histologica Global
y estudiados

Nefroblastoma 8 Concordante | 8 7 7 8/8
Discordante | - 1 1
No evaluable | - - -

Hepatoblastoma 6 Concordante | 3 5 5 6/6
Discordante | 2 1 1
No evaluable | 1 - -

Hepatocarcinoma 1 Concordante | 1 1 = N
Discordante | - - 1
No evaluable | - - -

Neuroblastoma 6 Concordante | 5 5 6 6/6
Discordante | 1 1 -
No evaluable | - - -

MRT 5 Concordante | 3 5 5 5/5
Discordante | 2 - -
No evaluable | - - -

Rabdomiosarcoma 4 Concordante | 2 3 4 4/4
Discordante | 2 1 1
No evaluable | - - -

DSRCT 1 Concordante | - 1 1 n
Discordante | 1 - -
No evaluable | - - -

Sarcoma 1 Concordante | 1 1 1 11

indiferenciado Discordante | - = -
No evaluable | - - -

MPNST 1 Concordante | - - 1 0/1
Discordante | 1 1 -
No evaluable | - - -

Osteosarcoma 4 Concordante | 4 4 4 4/4
Discordante | - - -
No evaluable | - - -

Sarcoma de Ewing 1 Concordante | - 1 1 /1
Discordante | 1 - -
No evaluable | - - -

Retinoblastoma 1 Concordante | 1 1 1 11
Discordante | - - -
No evaluable | - - -

Meduloblastoma 1 Concordante | 1 1 - 11
Discordante | - - -
No evaluable | - - 1

Disgerminoma 1 Concordante | 1 1 1 /1
Discordante | - - -
No evaluable | - - -

TOTAL 41 Concordante | 30 36 37 40/41
Discordante | 10 5 3
No evaluable | 1 0 1

Tabla 13. Resumen del andlisis histoldgico comparativo entre los tumores originales y los PDOX por grupos tumorales.
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Las discordancias mas habituales en algunas de las categorias se debieron principalmente

a dos motivos:

- Crecimiento del componente mas inmaduro del tumor, sin representatividad de las

areas mas maduras.

Muestra Paciente VH-22 VH-PDOX-WT4

H&E

IHQ (WT1)

=4 N

Nefroblastoma reg: Nefroblastoma blastematoso

Figura 21. Ejemplo de crecimiento del componente mas inmaduro (blastematoso, expresién nuclear
difusa) en el PDOX originado de un nefroblastoma regresivo en el paciente.

- Pérdida de algunas caracteristicas distintivas del tumor original, resultando en el
crecimiento tumores indiferenciados, pero manteniendo las caracteristicas

inmunohistoquimicas esenciales del tumor de origen.

MuestraPaciente VH-54 VH-PDOX-HB2

IHQ (B-catenina)

Hepatoblastoma Hepatoblastoma muy
(metastasis pulmonar) indiferenciado

Figura 22. Ejemplo de crecimiento desdiferenciado (hepatoblastoma indiferenciado) en el
PDOX originado de una metastasis pulmonar de hepatoblastoma.

Ademas, observamos que, en general, la densidad celular fue mas alta en los modelos
PDOX que en los tumores originales, y en algunos casos, cambio el patron de
inmunohistoquimica (de local a difuso, y viceversa). La comparacion de la necrosis entre el
tumor original y el PDOX fue en general poco valorable, ya que la mayoria de los tumores

de los pacientes estaban tratados. Igualmente, la comparacién del patron de crecimiento
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(infiltrativo frente a expansivo) a veces resultd poco fiable por haberse procesado para su

examen en el PDX el tejido sano circundante.

A continuacion, se exponen algunas imagenes a modo de ejemplo:

MuestraPaciente VH-106 VH-PDOX-0S4

H&E

Figura 23. Metéstasis pulmonar de osteosarcoma en el paciente, con densidad celular baja,
que en el PDOX pasa a tener una densidad alta.

Muestra Paciente VH-1 VH-PDOX-RMS1

IHQ
(Miogenina)

que en el PDOX pasa a tener un patrdn focal.

En los 5 modelos restantes, no fue posible realizar el estudio comparativo: i) en 3 modelos
por no disponer de material almacenado del tumor original (el material estaba agotado
por remitirse a un ensayo clinico o el material remitido a nuestro centro se habia limitado
al imprescindible para los estudios de medicina personalizada), ii) en 2 modelos por no
disponer de material procedente del PDOX (en un caso se fijo la muestra errobneamente en

formol, y en otro, se extrajo el tumor pero sucedié un incidente durante su procesamiento).

En el caso de no disponer material del tumor del paciente, pero si del PDOX, se realizé una
aproximacion basica al diagnostico del PDX mediante examen al microscopio de las
tinciones con hematoxilina-eosina (H&E). En todos ellos los resultados fueron compatibles

con el diagndstico original del paciente. Se trata de los siguientes modelos:

- VH-PDOX-RMS2: Rabdomiosarcoma alveolar perianal metastasico (ganglios
retroperitoneales, mama). PDOX morfoldgicamente compatible con un

rabdomiosarcoma (célula redonda, pequefia y azul), a falta de estudio IHQ.
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- VH-PDOX-SO-NOST: Sarcoma 6seo NOS pélvico, multiples recaidas locales vy
metastasicas. PDOX morfologicamente compatible con un sarcoma indiferenciado
(células fusiformes), a falta de estudio IHQ.

- VH-PDOX-WT9: Nefroblastoma mixto en recaida metastasica multiple. PDOX
morfologicamente compatible con nefroblastoma blastematoso y epitelial, similar
al informe externo de anatomia patologica del paciente, con positividad para WT-1

en el tumor del PDOX.

Los dos casos en los que el material del PDOX no estaba disponible para su examen,
corresponden a dos sarcomas de Ewing: los modelos VH-PDOX-EWST (fijacion inadvertida
en formol) y VH-PDOX-EWS2 (incidente durante el procesado de la muestra). En ambos
casos, pese a no haber podido hacer la caracterizacion histoldgica, decidimos dar por
valido el exito del crecimiento del PDOX, al tratarse de masas situadas en la extremidad
del animal, facilmente palpables y en las que era evidente que el tumor se habia

desarrollado. En ambos casos se conserva material criopreservado.

3.1.4 Caracterizacion gendmica

Desafortunadamente, debido a las limitaciones presupuestarias, Unicamente se
secuenciaron en COMIK los pacientes que se encontraban en una situacion de alto riesgo,
recaida, progresion o refractariedad, previa discusion clinica en el Comité Multidisciplinar
de Tumores Sélidos. En 33 de las 46 muestras a partir de las que se generaron los modelos,
se realizd algun tipo de analisis gendmico (71,7%). Los resultados detallados de estos
analisis se proporcionan en el apartado “3.2 Andlisis por tipo tumoral”y en el Anexo IV de
la presente tesis.

Por las mismas cuestiones econdmicas, solo nos fue posible realizar un analisis genémico
comparativo entre el tumor original y el PDOX en un modelo, estando el resto de los
modelos aun pendientes de caracterizacion. El modelo caracterizado es el VH-PDOX-NB5,
correspondiente a un neuroblastoma suprarrenal de alto riesgo, y cuyos resultados y

metodologia de caracterizacion discutiremos seguidamente y se detallan en el articulo “The
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oral KIFTT inhibitor 45C-205 exhibits antitumor activity and potentiates standard and targeted
therapies (n primary and metastatic neuroblastoma models. Clin Transl Med. 2021

Oct;11(10):€533.", incluido en el material suplementario de esta tesis.

3.1.5 Correlacion con la evolucion clinica

Analizamos las consecuencias a nivel clinico del exito o fracaso de la implantacién de los
modelos. El éxito en la generacion de PDX se asocio con el desarrollo de eventos
(recaida/progresion/exitus) (p=0,0048) (Chi-cuadrado de Pearson con correccion de
continuidad de Yates). Este resultado se mantuvo al analizar separadamente la

recaida/progresion (p=0,012) y el fallecimiento (p=0,0016).

Analizamos separadamente estos mismos elementos (recaida/progresion/exitus) para los
casos incluidos en los grupos de “riesgo bajo e intermedio/estandar” en el momento de
obtencion de la muestra, para identificar si el crecimiento del modelo PDOX podia predecir
la necesidad de situar al paciente en un grupo de riesgo superior, pero el analisis no resultd

significativo (riesgo intermedio p=0,17, riesgo bajo e intermedio p=0,18).

En el periodo de estudio, 31 de los 112 pacientes cuyas muestras se implantaron en PDOX
(27,7%) fallecieron. Se realizaron curvas de supervivencia en base a las muestras obtenidas
(135 muestras). Se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier, realizando una curva
para las muestras que resultaron en PDOX establecidos y otra para las muestras que
resultaron en PDOX no establecidos (Figura 25). La supervivencia mediana global,
calculada desde la obtencién de la muestra hasta completar el seguimiento o el
fallecimiento del paciente, fue de 53,8 meses (IC 95%, 47,68-59,9). La supervivencia de los
pacientes cuyo PDX no se establecio fue de 61,55 meses (IC 95%, 54,8-68,3) frente a los 36
meses (IC 95%, 25,86-46,2) de los pacientes cuyo modelo si se generd. La diferencia resultd

significativa tras analizarla mediante prueba de Log Rank (Mantel Cox).
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Figura 25. Curvas de supervivencia, Kaplan-Meier.
Comparativa entre pacientes cuyos modelos se han establecido frente a los que no.

Con los datos disponibles, hemos tratado de inferir en cuantos de los pacientes cuyo
modelo PDOX se llego a establecer (en el caso de disponer de los suficientes recursos)
podriamos haber logrado realizar una aproximacion de medicina personalizada. Es decir,
llegar a un tercer pase (P3) en la expansion del modelo establecido (el cual se ha calculado
de manera aproximada, multiplicado por 3 el tiempo de crecimiento del primer pase —
aunque habitualmente los pases sucesivos requieren menos tiempo de crecimiento) y
realizar los experimentos farmacoldgicos (que generalmente requieren unos 21 dias hasta
el sacrificio de los animales), a los que hemos sumado 60 dias para que el paciente pudiese
llegar a recibir el tratamiento. Este tiempo total se ha comparado con la supervivencia total
del paciente, desde el momento de obtencién de la muestra hasta completar seguimiento
o fallecer.

En el 37% de las muestras (n = 17) con PDOX establecido, el paciente no presenté eventos
(recaida, progresion o exitus), por lo que en esos casos todo el proceso de medicina
personalizada en tiempo real hubiera sido factible. En un 56,2% de las ocasiones (n = 26),
los pacientes recayeron o progresaron tras la obtencion de la muestra (Anexo V) y en un
52,1% (n = 24), los pacientes fallecieron (Anexo VI). En el 45,6% de las ocasiones (n = 21),
sucedieron ambos eventos (recaida/progresion y exitus). Un 38,5% (n = 10) de estos
pacientes que recayeron y un 29% (n = 7) de los que fallecieron, lo hicieron antes de que
su primer PDOX estuviera establecido (P1).

Haciendo el calculo temporal antes descrito, identificamos que en 8 de los 20 pacientes

que fallecieron hubiera sido factible completar el proceso de medicina personalizada en
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tiempo real. Cabe destacar que en cuatro de los pacientes fallecidos se establecieron 2
modelos PDOX.

Asi, de forma global, podemos estimar que en 30 (17 sin eventos, 5 recaidos y no fallecidos,
y 8 de los fallecidos) de los 46 modelos de PDOX (65,2%) hubiera sido factible intentar un

acercamiento mediante la medicina personalizada en tiempo real.

3.2 Analisis de los modelos por tipo tumoral

A continuacion, se presenta un analisis integrativo por cada uno de los tipos tumorales
mas relevantes, incorporando las diferentes facetas estudiadas y destacando aquellos
modelos que, por sus caracteristicas, pueden ser particularmente relevantes. En el material
suplementario (Anexo V) se resumen todos los modelos PDOX generados, junto con

informacion relevante del paciente y del tumor original del que procede cada uno de ellos.
3.2.1 Nefroblastomas

Hemos establecido 9 modelos PDOX de nefroblastomas (tasa de engraftment del 47%). El
84,2% de las muestras implantadas correspondian a tumores post-tratamiento, como es
norma habitual en los protocolos SIOP-RTSG y este porcentaje se mantiene entre los

modelos crecidos (el 88,8% procedian de tumores tratados).

Figura 26. VH-PDOX-WT2: Izda. imagen del PDOX crecido en el rifion,
Dcha. Tincion de H&E compatible con nefroblastoma.

ESTUDIO HISTOLOGICO:
Ocho de estos modelos se sometieron al estudio comparativo histolégico, hallando que

7/8 eran practicamente idénticos al tumor original.
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MuestraPaciente VH12 VH-PDOX-WT3

H&E

IHQ (WT1)

ot

Figura 27. VH-PDOX-WT3: Comparativa entre el tumor del paciente y del PDOX, evidenciando la concordancia
entre ambos, tanto en la tincion de Hematoxilina-Eosina como en la Inmunohistoquimica con WT1.

En el VH-PDOX-WT1, sélo se identificé una diferencia, al no evidenciarse en el modelo
PDOX tincion positiva para WT1. Se trataba originalmente de un tumor mixto estromal y
epitelial, con un pequefio componente de blastema (el componente que marca WT1). En
modelo PDOX Unicamente crecieron los componentes mayoritarios, justificando asi la
ausencia de IHQ positiva.

Es llamativo también el modelo VH-PDOX-WT4. En este caso, la muestra procede de un
tumor tratado con una respuesta a la quimioterapia superior al 90%, motivo por el que se
clasificd como “regresivo”, al no poder identificarse otros elementos representativos. Sin
embargo, el modelo PDOX corresponde a un nefroblastoma de tipo blastematoso, lo que
sugiere que solo estas células, mas inmaduras y agresivas, han permanecido viables tras el
tratamiento. Este modelo seria muy interesante para estudiar opciones terapéuticas en el
caso de una posible recaida del paciente.

Solo un modelo no se pudo someter a la comparativa. Se trata del modelo VH-PDOX-WT?9,
un modelo muy valioso por tratarse de la recaida metastasica de un tumor de Wilms de
riesgo intermedio, del cual solo se disponia de material suficiente para los estudios de
medicina personalizada y generacion de PDX. El analisis genomico del tumor original se

discute a continuacion.
ESTUDIO GENOMICO:
De los 9 modelos, 3 de ellos provienen de pacientes clasificados como de muy alto riesgo

en el momento de obtencion e implantacion de la muestra ya que estaban en situacion de
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recaida/refractariedad/progresion. Los tres pacientes de los que se originaron los modelos
VH-PDOX-WT2, VH-PDOX-WT7 y VH-PDOX-WT9 fueron incluidos en los estudios de
secuenciacion de COMIK (VH-PDOX-WT2 y VH-PDOX-WT7) o MAPPYACTS (VH-PDOX-
WT9), los dos programas de medicina de precision llevados a cabo en nuestro grupo de
investigacion en el periodo de estudio. Los tumores primarios del resto de pacientes no
fueron caracterizados molecularmente ya que no cumplian criterios de inclusion por ser

tumores de riesgo intermedio/estandar.

Se detectd una mutacion en el gen TP53 en dos de los pacientes, uno en la linea germinal
(VH-PDOX-WT2, p.C242G) confirmando un sindrome de Li-Fraumeni familiar y otro a nivel
somatico (WT2, VH-PDOX-WT7, p.R337H). En ambos casos hay una pérdida de funciéon de
TP53 en el tumor de los pacientes. En el caso del paciente origen del VH-PDOX-WT7 se
realizé un estudio de medicina personalizada, explicado en el apartado “3.3 Aplicacion de
los modelos” de esta tesis, ya que los hallazgos moleculares del tumor guiaron a la
recomendacion de terapias dirigidas. Ademas de la mutacion patogénica en TP53
(p.R337H), en este tumor se detectaron dos mutaciones probablemente patogénicas, una
en el gen supresor de tumores MLHT (p.L559Cfs*32 y pérdida de una copia del gen) y la
otra en el gen supresor de tumores ASXLT (p.G645Vfs*58). En la muestra de tumor del
paciente VH-PDOX-WT9 se encontraron mutaciones patogénicas en los genes DROSHA

(p.E1147K), SIXT (p.Q177R), ZFHX3 (p.K497*) y CBFB (p.F32Tfs*55).
3.2.2 Tumores hepaticos

En el caso de los tumores hepaticos se han establecido 7 modelos procedentes de 5
pacientes. Cuatro de los cinco pacientes se secuenciaron dentro del programa COMIK (3

hepatoblastomas y el hepatocarcinoma).
3.2.2.1 Hepatoblastomas

Se han establecido 6 modelos PDOX de hepatoblastoma (tasa de engraftment del 55%),
que derivan de 4 pacientes. El 90,9 % (10 de 11) de las muestras implantadas procedian de

tumores post-tratamiento.
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Figura 28. Imagenes de la necropsia del modelo VH-PDOX-HB1

ESTUDIO HISTOLOGICO:

Todos los PDOX se consideraron concordantes con los tumores originales, con algunas
particularidades.

El modelo VH-PDOX-HB1 era originalmente un hepatoblastoma mixto, pero en el PDOX
Unicamente crece el componente mas inmaduro (embrionario), como se aprecia en la

siguiente imagen, siendo el resto de los parametros concordantes.

MuestraPaciente VH-51 VH-PDOX-HB1

H&E

Figura 29. VH-PDOX-HB1. Comparativa de la H&E que muestra una predominancia
del componente embrionario en el PDOX frente al tumor original, mixto.

Algo similar sucede en el VH-PDOX-HB2, en el que crece el componente mas

indiferenciado, pero manteniendo el patron inmunohistoquimico intensamente positivo

para [B-catenina, como se puede ver en las imagenes comparativas.

MuestraPaciente VH-54 VH-PDOX-HB2

H&E

IHQ (B CATENINA)

Figura 30. VH-PDOX-HB2. Comparativa histolégica que muestra una predominancia del componente
indiferenciado en el PDOX, que mantiene el patrén inmunohistoquimico del tumor original.
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El resto de los modelos fueron concordantes en todos los aspectos relevantes. El modelo
VH-PDOX-HB6, presentaba en el tumor original un patron de Hepatocyte positivo, pero
solo de manera local y moderada, y esta caracteristica se ha perdido en el modelo PDOX;

ello sugiere, de nuevo, el crecimiento del tumor menos diferenciado.

ESTUDIO GENOMICO:
Disponemos de los resultados de la secuenciacion de 4 de estos pacientes:

- El primer caso corresponde a un hepatoblastoma muy agresivo, con algunas
caracteristicas histologicas y clinicas que recordaban al comportamiento de los
hepatocarcinomas (invasion vascular, mala respuesta a la quimioterapia). El
comportamiento del tumor fue muy agresivo, con una recaida precoz en forma de
diseminacion peritoneal pocos meses después de la cirugia del tumor primario. En
la muestra del paciente de la que deriva el modelo VH-PDOX-HB4 (recaida
peritoneal) se detectdé una mutacion patogénica (p.W25_D32del) en el gen CTNNBT
(B-catenina) y una mutacion de origen germinal en el gen MITF (p.E318K). La
deleciéon in-frame detectada en CTNNBT se encuentra en el exdn 3 y es una
mutacion de ganancia de funcion que promueve el crecimiento tumoral. La proteina
B-catenina es un activador transcripcional que forma parte de la via de sefializacion
WNT y es el gen mas frecuentemente mutado en los hepatoblastomas. Se ha
descrito que el 75% de los hepatoblastomas tienen mutaciones puntuales o

deleciones in-frame del tercer exén de la CTNNBT (92).

La proteina codificada por el gen MITF es un factor de transcripcion que regula la
expresion de genes con papeles esenciales en la diferenciacion celular, la
proliferacién y la supervivencia. La mutacion MITF-p.E318K es una mutacion
recurrente de la linea germinal que predispone a padecer melanoma y carcinoma
renal pero no se ha descrito hasta la fecha una mayor susceptibilidad para
desarrollar hepatoblastomas ni hepatocarcinomas. Curiosamente, se ha descrito
una relacion entre MITF y CTNNBT en melanoma y se sabe que -catenina regula la
transcripcion de MITF y que, a su vez, MITF juega un papel en la via se sefializacion

de Wnt implicada en la regulacién negativa de la apoptosis. Ademas, se ha
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identificado un complejo formado por HINTI, CTNNBT y MITF en celulas de

melanoma (93).

-Los modelos VH-PDOX-HB5 (biopsia al diagnostico) y VH-PDOX-HB6 (reseccion
del tumor post-tratamiento) derivan de muestras de la misma paciente en
diferentes momentos de la enfermedad. En este caso la paciente ha seguido una
evolucion clinica satisfactoria y libre de enfermedad. Estudios en la unidad de
Genetica Clinica revelaron que la paciente tiene el sindrome de Beckwith-
Wiedemann. En consecuencia, en la muestra de tumor se detectaron alteraciones
en el estado de metilacion de la region cromosomica 11p15 sometida a impronta
(imprinting): hipermetilacién de IC1 e hipometilacién de IC2, como consecuencia de

disomia uniparental (OMIM:130650, ORPHA 116).

- En el caso de los modelos VH-PDOX-HB1 y VH-PDOX-HB3 que provienen del
mismo paciente (que sufrié una recaida tumoral local, pero actualmente se
encuentra libre de enfermedad) y del modelo VH-PDOX-HB2 (que sufrio una
recaida metastasica por la que terminé falleciendo), no se han detectado

mutaciones patogénicas mediante la secuenciacion del exoma de los tumores.
3.2.2.2 Hepatocarcinomas

Se generd un solo modelo de HCC (tasa de engraftment 25%). El 100% de las muestras
implantadas fueron post-tratamiento y procedian de dos pacientes diferentes, intervenidos

en multiples ocasiones por recaidas metastasicas (pulmonares y ganglionares).

ESTUDIO HISTOLOGICO:

El Unico modelo generado (VH-PDOX-HCC1), procedente de una metastasis pulmonar,
correspondiente a un hepatocarcinoma pobremente diferenciado. La comparativa entre la
histologia del tumor original y la del PDOX fue concordante. Unicamente, debemos
destacar que en el tumor original se identificd una tinciéon IHQ positiva pero solo local

(parcheada) para Hepatocyte, que no se trasladé al modelo animal. Es probable que la

132 | G. Guillén Burrieza



RESULTADOS

causa, de nuevo, fuese el crecimiento componente tumoral mas indiferenciado, que con

frecuencia se describe como Hepatocyte negativo (94).

MuestraPaciente VH-55 VH-PDOX-HCC1

"'L*:.‘L.

IHQ
(Hepatocyte)

Figura 31. Diferencia entre la IHQ del paciente y del VH-PDOX-HCC1. La pérdida de tincion
con Hepatocyte se debe probablemente al crecimiento del tumor mas indiferenciado.

ESTUDIO GENOMICO:

Se identifico una mutacion en TP53 (VH-PDOX-HCC1, p.R248Q) en la linea germinal del
paciente con hepatocarcinoma (Sindrome de Li-Fraumeni) y una consecuente pérdida de
funcion de TP53 en el tumor del que se derivd el modelo. Pese a recibir diversas lineas de

tratamiento y multiples resecciones quirdrgicas, el paciente terminé falleciendo.

3.2.3 Neuroblastomas

Hemos establecido 6 modelos PDOX de neuroblastoma, con muestras procedentes de 5
pacientes. La tasa de engraftment global fue del 18,2%, a pesar de que 24 de las 33

muestras eran de tumores de alto o muy alto riesgo.

Figura 32. PDOX ESTUDIO HISTOLOGICO:

con .
Todas las muestras crecidas proceden de
neuroblastoma

suprarrenal izdo. pacientes en situacion de alto (4) o muy alto

Imagen necropsia.

riesgo (2). Los modelos reflejan diferentes
momentos evolutivos de la enfermedad; se han generado modelos procedentes de
pacientes no tratados y tratados, de pacientes en progresion y en recaida tras tratamiento
multimodal intensivo. Tres de los cinco pacientes fallecieron durante el periodo de estudio,

y dos seguian vivos, pero en recaida metastasica.
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Los 6 modelos resultaron concordantes con las muestras del tumor original del que se
desarrollaron, aunque en algunos modelos hubo pequefias diferencias (como, por

ejemplo, la intensidad de la tincidn con sinaptofisina).

Muestra Paciente VH-40 VH-PDOX-NB2

H&E

IHQ (Sinaptofisina)

Figura 33. VH-PDOX-NB2. Ejemplo de neuroblastoma totalmente concordante.

Los modelos VH-PDOX-NB1y VH-PDOX-NB3 proceden de un mismo paciente, -NB1 de la
cirugia del tumor primario tras la quimioterapia de induccién (alto riesgo), y -NB3 de su
recaida metastasica cerebral (muy alto riesgo). El modelo VH-PDOX-NB4 es enormemente
valioso, al originarse de un tumor primario adrenal de alto riesgo no tratado en un nifio de
8 aflos. El neuroblastoma en los pacientes mayores de 5 afos tiene caracteristicas
bioldgicas diferenciales aun poco conocidas y asocia un mal prondéstico casi universal pese
a un curso clinico indolente (95).

El modelo VH-PDOX-NB2 también es interesante, al tratarse de una progresion en forma
de metastasis hepatica Unica en un paciente tratado y refractario (muy alto riesgo).

El modelo VH-PDOX-NB5 corresponde al debut de un tumor no tratado (alto riesgo) y el
VH-PDOX-NBS, a la reseccion del tumor primario (alto riesgo) tras quimioterapia de

induccion.

ESTUDIO GENOMICO:

Todos los modelos establecidos (VH-PDOX-NB1 - VH-PDOX-NB3, VH-PDOX-NB2, VH-
PDOX-NB5 y VH-PDOX-NB6), excepto uno (VH-PDOX-NB4), derivan de neuroblastomas
con amplificacién del oncogén MYCN. La amplificacion del gen MYCN se observa en el
20% de los neuroblastomas y en un 40% de los neuroblastomas de alto riesgo y es un
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factor ampliamente reconocido de mal prondstico (96); todo tumor con amplificacion de
MYCN se considera inmediatamente de alto riesgo (97).

En las muestras con el factor de transcripcion MYCN amplificado se encontraron, ademas,
mutaciones en ALK (VH-PDOX-NB5 y VH-PDOX-NB6) y en NRAS (VH-PDOX-NB2 y VH-
PDOX-NB3), dos de los genes mas frecuentemente mutados en los neuroblastomas de
alto riesgo (en torno al 10% en el caso de ALKy en torno al 1% para NRAS) (98). Los tres
genes estan involucrados en mecanismos de proliferacion, supervivencia o diferenciacion
celular.

- Las dos mutaciones identificadas en ALK, p.G1128A (VH-PDOX-NB5) y p.F1174L (VH-
PDOX-NB6), hacen aumentar la actividad quinasa del receptor y son de las mas
recurrentes en los neuroblastomas (99) (100). Es importante remarcar que las
mutaciones en ALK se observan frecuentemente en neuroblastomas con MYCN
amplificado, asociandose con una baja supervivencia de los pacientes (menor al 15%
en 3 afios) (101). Se ha descrito que los pacientes desarrollan resistencia a muchos
de los inhibidores de ALK y aln no se han desarrollado terapias efectivas contra la
amplificacion de MYCN.

- En la muestra secuenciada del paciente de la que deriva el modelo VH-PDOX-NB5
se detectd también una amplificacion de ABCBT (multidrug resistance protein T). Esta
proteina transportadora de farmacos es una de las responsables del desarrollo de
resistencia a los farmacos contra el cancer. Aunque las amplificaciones en ABCBT no
son recurrentes en los neuroblastomas, las amplificaciones de 7921 (donde esta
localizado ABCBT) son frecuentes, sobre todo en los neuroblastomas de alto riesgo,
y se han asociado a resistencia a farmacos (102) (103).

- El modelo VH-PDOX-NB5 ademas se utilizd para ensayar la eficacia del inhibidor
de KIF11, 4SC-205, una linea de investigacion del laboratorio de tumores neurales
(IP Dr. Miguel Segura) de nuestro grupo de investigacion. Se demostré que 4SC-
205 es efectivo incluso en un modelo de PDOX tan agresivo y de muy alto riesgo
(64), lo que se va a traducir en un ensayo clinico que permita validar esta estrategia

terapéutica.
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Hemos de destacar que, gracias a su inclusion en ese proyecto, VH-PDOX-NB5 es el
unico modelo PDOX en el cual hemos podido realizar un analisis gendmico
comparativo entre el tumor original y el PDOX. Se constatd que el modelo animal
retuvo la mayoria de las caracteristicas histoldgicas y moleculares del tumor original,

como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 34. Caracterizacion comparativa VH-PDOX-NB5 con su muestra de origen VH-64 (Reproducido con permiso). (A)
Representacién esquematica de la generacion y caracterizacién de PDOX. (B) Inmunohistoquimica de marcadores de
neuroblastoma en secciones de tumor FFPE del tumor original (paneles superiores) y después de la implantacién en
ratones (paneles inferiores). H&E: tincidon con hematoxilina y eosina. La barra de escala representa 110 um. (C y D)
Variaciones del nimero de copias cromosémicas (CNV) del tumor original y después de la implantacién en ratones. Se
destacan las alteraciones patogénicas moleculares més relevantes encontradas en el tumor original y PDOX.

- En la muestra del paciente del que deriva el modelo VH-PDOX-NB6 se detecto,
ademas de la mutacion en ALK (p.F1174L) y la amplificacion de MYCN, una mutacion
de ganancia de funcion en el gen PPMID (p.E476*). PPMID actia como un
regulador negativo de varias vias supresoras de tumores clave como ATM, CHK2,
p38 MAPK'y p53 (104), involucradas en la respuesta al dafio al ADN, progresion del
ciclo celular, reparacion del ADN y apoptosis. PPMID se ha descrito como un
oncogén importante en neuroblastoma y se ha sugerido como una nueva diana
terapéutica en este tipo de tumores (105).

- Como ya hemos comentado, dos de los modelos de neuroblastoma establecidos,
VH-PDOX-NB2 y VH-PDOX-NB3, provenian de muestras de la recaida metastasica
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en el higadoy en el cerebelo, respectivamente. En ambas muestras se identifico una
amplificacion de MYCN y la mutacion de ganancia de funciéon p.Q61K en el gen
NRAS. Se ha descrito que la mutacion p.Q61K provoca una activacion constitutiva
de la proteina GTPasa NRAS y de las vias de sefializacion MAPK y PI13K (106). Se sabe
que, cuando recaen, los neuroblastomas presentan un enriquecimiento en
mutaciones somaticas en la via RAS-MAPK (107).

- Debemos mencionar que los modelos VH-PDOX-NB1y VH-PDOX-NB3 provienen
del mismo paciente en diferentes momentos de su enfermedad (VH-PDOX-NB1 de
la muestra de la reseccion del tumor adrenal tras recibir quimioterapia de primera
linea y VH-PDOX-NB3 de la recaida posterior en el sistema nervioso central). La
muestra secuenciada en COMIK fue la de la recaida, por lo que desconocemos si la
presencia de la mutacion NRAS estaba ya presente en el tumor al debut;
realizaremos este analisis a posteriori. El modelo VH-PDOX-NB3 es muy interesante
también para el estudio de las recaidas de neuroblastoma en el sistema nervioso
central.

- A pesar de que no se realizaron estudios de secuenciacién de nueva generacion en
la muestra del paciente del que deriva el modelo VH-PDOX-NB4, si se realizaron
estudios moleculares para conocer el estado de MYCN, ALK y el cariotipo molecular.
La muestra, que corresponde a una exéresis del tumor primario sin tratar en un
paciente mayor de 5 aflos de edad, presenta delecion de 11q sin amplificacion ni
mutaciones en MYCN ni en ALK. Las deleciones en 11g son un factor de mal
prondstico en los neuroblastomas y, a pesar de que la supervivencia es igual de
baja en los neuroblastomas con MYCN amplificado que en los neuroblastomas con

delecion en 11q, el tiempo de supervivencia tras el diagnostico es mayor (108).

3.2.4 Sarcomas

A continuacion, pasamos a analizar los modelos de sarcomas generados. En primer lugar,

los sarcomas de partes blandas y posteriormente, los sarcomas 6seos.
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3.2.4.1 Rabdomiosarcomas

Hemos establecido 5 modelos PDOX de rabdomiosarcoma, con muestras procedentes de
5 pacientes. La tasa de engraftment global fue del 50%. Todos los modelos se generaron
a partir de biopsias Trucut, excepto uno. Las muestras que generaron los PDOX procedian
de tres pacientes considerados de muy alto riesgo (pacientes originalmente de alto riesgo
que, habiendo completado tratamiento, progresaron o recayeron en multiples
localizaciones) y dos de alto riesgo.

Los tumores se implantaron ortotopicamente en el animal en las siguientes localizaciones:
vejiga-prostata (VH-PDOX-RMS1 y VH-PDOX-RMS4), tejido mamario (VH-PDOX-RMS2),
pata (VH-PDOX-RMS3 y VH-PDOX-RMS5), para tratar de imitar de la forma mas precisa

posible el microambiente del tumor original de los pacientes.

Figura 35. Iméagenes de las necropsias. Izda. VH-PDOX-RMST ERMS genitourinario (prostatico)
metastasico y refractario. Dcha. VH-PDOX-RMS2. Metéastasis mamaria de un ARMS.

ESTUDIO HISTOLOGICO:

Se realizaron estudios comparativos en 4 de los 5 modelos. El modelo VH-PDOX-RMS2
(un rabdomiosarcoma alveolar — ARMS - metastésico) no se pudo estudiar
comparativamente al no disponer de tejido de la paciente, pero el estudio del PDOX
aislado fue concordante con el diagnodstico de rabdomiosarcoma. El resto, resultaron
globalmente concordantes, con algunas pequefias variaciones que se consideraron poco
relevantes (2 cambios en el patron de IHQ, pasando de difusa a local, 2 cambios en el
patron de crecimiento, pasando de infiltrativo a expansivo). En el modelo VH-PDOX-RMST

(un rabdomiosarcoma embrionario - ERMS - refractario y metastasico) la morfologia celular
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paso de redonda a fusiforme y ademas desarrollé un pleomorfismo que no estaba presente
en el tumor original.

Muestra Paciente VH-1 VH-PDOX-RMS1

H&E

IHQ (Miogenina)

%

Figura 36. VH-PDOX-RMST1. ERMS. Se aprecian algunas diferencias entre el tumor del paciente y el PDOX.
En el PDOX, las células son mas fusiformes, existe pleomorfismo y el patréon IHQ es mas local.
Globalmente, el modelo se considerd concordante.

ESTUDIO GENOMICO:

De los 5 modelos de PDOX establecidos, 2 correspondieron a rabdomiosarcomas
alveolares (VH-PDOX-RMS2 y VH-PDOX-RMS5) y 3 a rabdomiosarcomas embrionarios
(VH-PDOX-RMS1, VH-PDOX-RMS3 y VH-PDOX-RMS4). Todos derivaron de muestras de
pacientes en el momento de la recaida, excepto la muestra del VH-PDOX-RMS3 que se
obtuvo de la biopsia al diagndstico en un paciente de alto riesgo. Al ser todos pacientes
de alto o muy alto riesgo en el momento de obtencién de la muestra, todos los tumores
se secuenciaron en los programas COMIK o MAPPYACTS, con la excepcion de VH-PDOX-
RMST, que se secuencid mediante un panel NGS disefiado en el VHIO (Amplicon-Seq
VHIO-Card V3), ya que el programa COMIK de secuenciacion todavia no se habia iniciado.
Los tumores de las pacientes a partir de los que se generaron los dos modelos PDOX de
rabdomiosarcomas alveolares (VH-PDOX-RMS2 y VH-PDOX-RMS5), presentaban las
translocaciones tipicas para el subtipo alveolar, PAX3-FOXO1 vy PAX7-FOXO],
respectivamente. Estas fusiones oncogénicas y driver en este subtipo de
rabdomiosarcomas son un factor de mal prondstico ampliamente establecido (109). En la
muestra del modelo VH-PDOX-RMS2 se identific6 una amplificacion focal en el
cromosoma 129 que incluia los genes GLIT y CDK4. CDK4 es un gen frecuentemente

amplificado, mayoritariamente en los rabdomiosarcomas alveolares; en cambio, GL/T no se
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ha descrito como un gen mutado de manera habitual en los rabdomiosarcomas (110). Las
amplificaciones de GL/T, aunque poco recurrentes, han sido descritas en varios tipos de
sarcomas (111) pero es dificil saber su papel oncogénico directo, ya que los fragmentos
amplificados suelen incluir otros oncogenes potenciales.

La muestra del modelo VH-PDOX-RMS5 presentd, ademas de la translocacion PAX3-
FOXOI1, una mutacion de pérdida de funcion en el gen TP53 (p.Q52*) y una mutacion
probablemente patogénica en el gen VEGFRZ2 (p.S290R). Las mutaciones en TP53, aunque
son mas frecuentes en los rabdomiosarcomas embrionarios, también se presentan en los
alveolares (110). VEGFRZ es un receptor tirosina quinasa con un papel clave en la
angiogeénesis.

Los tres modelos embrionarios establecidos (VH-PDOX-RMS1, VH-PDOX-RMS3 y VH-
PDOX-RMS4) provienen de muestras con mutaciones en los genes mas frecuentemente
mutados en este subtipo de rabdomiosarcomas (110). La muestra de la que proviene VH-
PDOX-RMST presenta una mutacién de ganancia de funcion en el gen FGFR4 (G636C), la
de VH-PDOX-RMS3 presenta amplificaciones en KRAS y en PAKT y una pérdida de funcion
del gen TP53 (originada en una mutacion germinal (p.R248Q) en la paciente) y la muestra
de la que proviene el modelo VH-PDOX-RMS4 presenta una mutacion de ganancia de

funcion en el gen NRAS (p.Q67K) y una de pérdida de funcion en el gen PTEN (p.L25F).

3.2.4.2 Tumor maligno rabdoide teratoide (MRT)

Se establecieron 5 modelos PDOX, con muestras procedentes de 3 pacientes y una tasa
de engraftment del 100%. Los modelos VH-PDOX-MRT1y VH-PDOX-MRT2 proceden de
una misma paciente, al igual que los modelos VH-PDOX-MRT4 y VH-PDOX-MRT5.
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MRT Caso 1 MRT Caso 2 MRT Caso 3
Tumor primario  Metastasis pulm. Tumor primario Tumor primario  Metastasis pulm.

Figura 37. Imagenes radiolégicas representativas de los tumores de los 3 pacientes (Caso 1: RMN craneal y TAC
toréacico, Caso 2: RMN abdominal, Caso 3: RMN hepatica y TAC toracico). Se muestran junto a imagenes de las
necropsias de los modelos PDOX implantados en el mismo lugar anatémico
(Casol: Implante frontal y pulmonar, Caso 2: Implante hepatico, Caso 3: Implantes hepéticos).

ESTUDIO HISTOLOGICO:

Los 5 modelos generados se consideraron concordantes con el tumor original. Tres
modelos proceden de muestras no tratadas (VH-PDOX-MRT1, VH-PDOX-MRT2 y VH-
PDOX-MRT4), uno procede de muestra tratada en primera linea (VH-PDOX-MRT3) y otro,
de una recaida metastasica pulmonar (VH-PDOX-MRT4).

Todos los modelos resultaron concordantes con los tumores originales, salvo alguna

minima diferencia, como 2 cambios en el patréon de crecimiento (de infiltrativo a expansivo).

MuestraPaciente VH-79 VH-PDOX-MRT3

H&E

IHQ (INI-1)

Figura 38. VH-PDOX-MRT3. Comparativa histoldgica entre la muestra original y el PDOX, completamente

concordantes. Se observa en la IHQ la negatividad para INI-1, caracteristica de este tipo tumoral.

ESTUDIO GENOMICO:
Dado que los tumores rabdoides se consideran de muy alto riesgo desde el momento del

diagnostico, se realizd secuenciacion del exoma completo (WES) de las muestras de tumor
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y sangre de los 3 pacientes dentro de los programas de medicina personalizada COMIK o
MAPPYACTS.

En los tres casos se identificd una delecion en homocigosis del gen SMARCBI1/INIT en el
tumor de los pacientes, lo que ocasiona una pérdida de funcion de SMARCBT debida a la
delecion bialelica del gen. SMARCBT forma parte del complejo remodelador de la
cromatina SWI/SNF que controla la transcripcion de genes. En el 97% de los casos de
tumores rabdoides malignos, el gen supresor de tumores SMARCBI, localizado en el
cromosoma 22q11.23, esta inactivado. Por lo tanto, la pérdida de funcion de SMARCBT es
la mutacion driver y oncogénica de este tipo de tumores (112). En consonancia con lo
descrito en la bibliografia sobre este tipo de sarcomas, en ninguno de los pacientes se
detect6 alguna otra mutacion relevante mediante la secuenciacion WES.

En todos los casos, la inmunohistoquimica de los tumores (falta de expresion nuclear de la
proteina INI-1) habia identificado la pérdida de expresion somatica de SMARCBI. Sin
embargo, en ninguno de los pacientes se confirmo que las alteraciones en SMARCBT fueran
germinales, ni tampoco en SMARCA4, al ser estudiados por la Unidad de Predisposicion al
Cancer. La mutacion germinal en SMARCBT se ha descrito en aproximadamente un 20-25%
de los pacientes con MRT extracraneales (29) y en SMARCA4 en un porcentaje muy inferior

(113).
3.2.4.3 DSRCT

Se establecio un modelo de DSRCT (VH-PDOX-DSRCTT1), generado a partir de una
biopsia con aguja gruesa obtenida al diagndstico, lo que supuso una tasa de engraftment
del 33%. Otras dos muestras procedentes de un segundo paciente (DSRCT de origen

hepatico) no llegaron a generar modelos.

Figura 39. ESTUDIO HISTOLOGICO:
VH-PDOX- .
El modelo resultd concordante, aunque con un
DSRCTI.
Necropsia. patrén mas proliferativo que el original, pasando

Tumor pélvico

de 2 mitosis por campo a 25, y una mayor
de crecimiento P P y y

agresivo. densidad celular.
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ESTUDIO GENOMICO:

En consonancia con lo descrito en la bibliografia sobre este tipo de sarcomas, no se detecto
ninguna mutacion relevante mediante la secuenciacion WES en el tumor del paciente.
Mediante RT-PCR se identificc la translocacion patognomonica EWS-WTT
(t(11;22)(p13;912)), lo que se traduce en la pérdida de funcion de la proteina WT1 (Wilms
tumor protein) como represor transcripcional. Se ha sugerido que WT1 pasaria de ser un
represor transcripcional a un oncogén activador de la transcripcion de diversos genes diana
(PDGFa, IGF-1, EGFR, IL-2/15RB, c-MYC, n-MYC, PAX2-2, ENT4, and WT-1, e-Syndecan, E-
cadherin, y TALLA-T). Sin embargo, la contribucion precisa de estos cambios moleculares y

su potencial como dianas terapéuticas sigue sin entenderse (114).

3.2.4.4 Otros NRSTS

Se implantaron un total de 7 muestras procedentes de 7 pacientes afectos de diferentes
sarcomas de partes blandas no rabdomiosarcoma (NRSTS). Las muestras procedentes de
un sarcoma sinovial, un sarcoma alveolar, un condrosarcoma, un sarcoma epitelioide y un
GIST wild type no generaron modelos PDOX (tasa de engraftment del 29%). Los dos

modelos establecidos son:

3.2.4.4.1 Sarcoma indiferenciado de partes blandas

El modelo PDOX de sarcoma indiferenciado establecido en nuestra cohorte (VH-PDOX-
NRSTST) proviene de una muestra obtenida en situacion clinica de tercera recaida y
progresion metastasica. En la comparacion histologica resulto totalmente concordante con
el tumor original.

La secuenciacion del tumor en el programa COMIK revelé mutaciones patogénicas en TP53
(p.G244C) y en PIK3CA (p.R38H) y una delecién bialélica de CDKN2A y CDKNZB. Diversos
estudios centrados en sarcomas, que incluyen sarcomas indiferenciados, han revelado que
las alteraciones mas comunes se dan en genes que controlan el ciclo celular (CDKN2A y
CDKNZB), TP53 'y en receptores tirosina quinasa/PI3K/RAS (PIK3CA) (115) (116).

Seguramente, esta combinacién de alteraciones moleculares en genes que tienen un papel
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crucial en el control del ciclo celular, la proliferacion celular, la supervivencia, la reparacion

del ADN y la apoptosis, explique el comportamiento agresivo de este tumor.
3.2.4.4.2 MPNST

Se establecio un modelo (VH-PDOX-NRSTS2) de tumor maligno de la vaina del nervio
periférico (MPNST), a partir de una biopsia con aguja gruesa obtenida al diagndstico en
enfermedad localizada. Hemos de destacar, como ya comentamos previamente, que es el
Unico modelo que hemos considerado discordante desde el punto de vista histologico. Las
imagenes comparativas se han mostrado en el apartado 3.1.3 de la presente tesis, asi como
en el material suplementario (Anexo llI).

En la paciente, se realizaron Unicamente estudios por sospecha de sindrome de
predisposicion hereditaria al cancer. En estos estudios se identificd una mutacion germinal
de novo en el gen supresor de tumores NF1 (R1362*) confirmando un sindrome de
neurofibromatosis tipo | (OMIM 162200 ORPHA 636) y una pérdida de funcién de NF7 en

el tumor de la paciente.
3.2.4.5 Osteosarcoma

Se establecieron 4 modelos PDOX de osteosarcomas, todos ellos derivados de
muestras de la recaida metastasica pulmonar de 3 pacientes. La tasa de engraftment fue

del 44%.

Figura 40. VH-PDOX-OS1. Necropsia. Izda. Gran metastasis pulmonar, imagen in situ.
Dcha. Imagen del tumor del PDOX una vez resecado.

ESTUDIO HISTOLOGICO:
Los cuatro modelos fueron concordantes con sus muestras originales, como se

ejemplifica en la siguiente imagen.
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MuestraPaciente VH-94 VH-PDOX-0S3

H&E

Figura 41. VH-PDOX-0OS3. Im&genes de comparativa histolégica entre la
muestra del paciente y el modelo en ratdn, practicamente superponibles.

La muestra de la que se origind el modelo VH-PDOX-0S4, fue inicialmente informada
como de “tumor no viable” en el informe del paciente. Se trataba de un paciente con
enfermedad metastasica bipulmonar y pleural de evolucion muy larvada y estable. Fue
sometido a tratamiento quirdrgico agresivo, resecando mas de 80 micronédulos de ambos
pulmones. En el modelo PDOX, el tumor mantuvo las caracteristicas propias de un
osteosarcoma, pero paso de una baja celularidad a una celularidad alta. Se trata del Unico

de los 3 pacientes con osteosarcoma de los que se generd un PDOX que sigue vivo.

ESTUDIO GENOMICO:

Los modelos VH-PDOX-OS1 y VH-PDOX-OS2 provienen de recaidas metastasicas
pulmonares sucesivas en la misma paciente. La muestra de la recaida de la que proviene
el modelo VH-PDOX-0S1 se secuencio dentro del programa COMIK, identificandose dos
mutaciones patogénicas y de pérdida de funcion, una en el gen TP53 (NM_000546.6:
c.782+1G>T (variante dadora de splicing) y otra en el gen ATRX (T1582Nfs*19).

El modelo VH-PDOX-0OS3 deriva de una muestra en la que se detecté una amplificacion
de gen CCNET (Ciclina E1) que forma parte del ciclo celular. Ciclina E1regula a Cdk2, cuya
actividad es necesaria para la transicion G1/S del ciclo. CCNET es uno de los genes
amplificados de manera recurrente en los osteosarcomas (33% de los pacientes) (117). La
amplificacion de ciclina E1 es comun en muchos tipos de cancer y se asocia con peor

prondstico y resistencia a quimioterapia.
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La muestra del modelo VH-PDOX-0S4 no pudo ser secuenciada en COMIK ya que no

cumplia el criterio de inclusion de tener un minimo de contenido tumoral viable del 30%.

3.2.4.6 Sarcoma de Ewing

En el transcurso de la tesis se establecieron 3 modelos PDOX de Sarcoma de Ewing,
procedentes de 3 pacientes; dos de ellos al diagndstico, y el tercero, en recaida metastasica
pulmonar. En los tres casos se confirmo la presencia de translocaciones EWRT en el tumor,
que es el evento driver que define a este tipo de sarcomas. La tasa de engraftment fue del

21%.

ESTUDIO HISTOLOGICO:

Desafortunadamente, no pudimos disponer de material procedente de los VH-PDOX-
EWS1 y VH-PDOX-EWS2 para su caracterizacion histoldgica, por haber sucedido dos
incidentes durante el procesamiento de las muestras. Estos modelos proceden de una
muestra al diagnéstico en un tumor de riesgo intermedio, y de una muestra post-
tratamiento de una recaida metastasica pulmonar, respectivamente.

El Unico modelo disponible para el estudio histologico comparativo fue el VH-PDOX-EWS3,
procedente de una biopsia al diagnoéstico del tumor primario, en un paciente de alto riesgo
(metastasico). El modelo resulté concordante, con la Unica diferencia de mostrar un patron
expansivo frente al infiltrativo del tumor original, asi como un indice mitético mas elevado

(3 mitosis en el paciente frente a 23 en el PDOX).

Muestra Paciente VH-127 VH-PDOX-EWS3

H&E

IHQ (NKX2.2)

Figura 42. VH-PDOX-EWS3. Iméagenes de comparativa histoldgica entre la muestra del paciente
(biopsia con aguja gruesa) y el modelo en ratén. Podemos apreciar un patrén similar morfolégico e IHQ.
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ESTUDIO GENOMICO:

El modelo de VH-PDOX-EWS2 deriva de una muestra de la recaida metastasica pulmonar
de la paciente que se secuencid dentro del programa internacional de Medicina
Personalizada MAPPYACTS. Los resultados del WES y el RNAseq revelaron mutaciones
patogénicas en STAGZ (NM_001042749.2: c.819+1G>A, variante dadora de splicing) y en
FGFR1 (p.K656E), ademas de la translocacion EWSR/FLIT (t(22;11)(q12.2;,924.3).

La muestra de la biopsia al debut del paciente de la que deriva el modelo VH-PDOX-EWS3
se secuencio dentro del programa COMIK al ser un paciente con un tumor metastasico y
de alto riesgo al diagnostico. Mediante el WES se identificé una delecion en homocigosis
de los genes supresores de tumores CDKNZA y CDKNZB. Ambas proteinas inhiben a las
quinasas dependientes de ciclinas CDK4 y CDK®6, provocando la detencién del ciclo celular.
Por lo tanto, la pérdida de funcién de CDKN2A y CDKNZB causa una desregulacion de la
progresion del ciclo celular.

La muestra de la que deriva el modelo VH-PDOX-EWST (biopsia con aguja gruesa al debut)
no se secuencio en el programa COMIK al tratarse de un sarcoma de Ewing localizado de
riesgo intermedio/estandar. Si se estudiaron las translocaciones de EWSRT por PCR con
retrotranscripcion (RT-PCR) y se identifico una translocacion de EWSRT, aunque los primers
especificos para EWS/FLI (85% de los casos) y EWS/ERG (9-14% de los casos) resultaron
negativos. Esto indicaria que el tumor podria pertenecer al pequefio porcentaje de tumores
(entre el 1y el 5%) que presentan otras traslocaciones entre EWSRT y otros genes
relacionados estructuralmente con FLI (EWSRT/ETVI, EWSR1/ETV4 'y EWSRI1/FEV).

Como dato relevante del mismo paciente, al observarse una mala respuesta tras 9 ciclos
de quimioterapia, si se decidid secuenciar en COMIK la muestra VH-62, procedente de la
cirugia del tumor primario, situado en la cresta iliaca derecha. En ese momento el tumor
pasd a considerarse como tumor refractario y de alto riesgo. El WES de la muestra del
paciente VH-62 identificé una delecién del gen ERRFIT en el tumor del paciente. ERRFI1
esta considerado un gen supresor de tumores que codifica una proteina involucrada en la
regulacion de los receptores ERBB y cuya pérdida promueve la progresion del cancer en
modelos animales (118) (119). Las deleciones y mutaciones de pérdida de funcién de ERFFIT

son frecuentes en algunos tipos de tumores y se ha descrito como un indicador de mal
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pronostico (120) (121). En los sarcomas de Ewing, las deleciones de ERRFIT no se han descrito
como frecuentes, aunque se ha descrito que ERRFIT es un sitio de union de ETS reprimido
por la proteina de fusion EWS-FLI1, por lo tanto, la proteina de fusion EWS-FLI1 silenciaria

la expresion de este gen (122).

3.2.4.7 Otro sarcoma 6seo

Como comentamos con anterioridad, no se pudo estudiar comparativamente la histologia
del modelo VH-PDOX-SO-NOST con la muestra original, pero el examen histoldgico
aislado del tejido del PDOX fue morfolégicamente compatible con un sarcoma

indiferenciado (células fusiformes).

El modelo establecido VH-PDOX-SO-NOS1 derivo de una muestra procedente de la tercera
recaida de una paciente con 19 afios con un sarcoma 0seo indiferenciado NOS (not
otherwise specified). La muestra se habia secuenciado dentro del programa aleman de
medicina personalizada INFORM, donde se realizaron estudios de WES, WGS, RNAseq y
metilacion del ADN. Estos estudios identificaron varias alteraciones patogénicas en el
tumor; delecion de CDKN2A/CDKNZB, amplificacion de TERT, delecion de NFT y la
traslocacion TPM3-NTRK1. Basandose en estos hallazgos, se recomendaron los inhibidores
de NTRK como opcion terapéutica con prioridad alta y fue derivada a nuestro centro para
formar parte del ensayo clinico pediatrico con Larotrectinib en la Unidad de Ensayos
Clinicos del Servicio de Oncologia y Hematologia Pediatricas. La paciente respondio
correctamente al tratamiento (respuesta metabdlica en la tomografia por emision de
positrones y respuesta parcial del 53% por criterios RECIST- Response Evaluation Criteria In
Solid Tumors), sin mostrar signos de recaida o progresion durante los 10 meses en los que
se siguio en nuestro centro. Posteriormente regresé a su pais de origen y se perdié para

el seguimiento.
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3.2.5 Otros tumores

3.2.5.1 Retinoblastoma

Se establecio un modelo de retinoblastoma, VH-PDOX-RB1, procedente de un paciente
afecto de un retinoblastoma moderadamente diferenciado que al diagndstico requirio la
enucleacion de ese ojo por presentar un estadio local avanzado (pT2a). La tasa de
engraftment fue del 33%. Los dos modelos que no se establecieron procedian de muestras

de pacientes que habian recibido tratamiento quimioterapico previo.

ESTUDIO HISTOLOGICO:
El modelo resultd concordante, aunque sufrid una cierta desdiferenciacion, resultando en

un retinoblastoma indiferenciado o moderadamente indiferenciado.

Muestra Paciente VH-77 VH-PDOX-RB1

H&E

IHQ (Sinaptofisina)

PDOX a 40X (escala 50um)

Figura 43. VH-PDOX-RB1. Imagen del ratén en el que se implantd el tumor, apreciando la afectacion
evidente del ojo izquierdo. Comparativa histoldgica concordante, pero con cierta desdiferenciacion en el PDOX

ESTUDIO GENOMICO:

La muestra del paciente de la que deriva el modelo de PDOX de retinoblastoma VH-
PDOX-RB1 no se secuencié dentro del programa COMIK ya que estaba clasificado en el
grupo de riesgo intermedio/estandar.

Se realiz6 el estudio de la secuenciacién completa de RBT por sospecha de retinoblastoma
hereditario familiar, confirmando una delecion de RBT en la linea germinal. El 40% de los
casos de retinoblastoma son familiares y estan asociados a mutaciones germinales en RB1
que predisponen a la enfermedad con un caracter autosémico dominante (123) (124).
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3.2.5.2 Tumores SNC

Se establecié un modelo de meduloblastoma, VH-PDOX-CNST, a partir de una muestra no
tratada de meduloblastoma clasico cerebeloso diseminado, categorizado de muy alto
riesgo. La tasa de engraftment fue del 33%, habiendo fracasado en la generacion de PDOX
otras dos muestras al diagnéstico (un meduloblastoma y un tumor rabdoide atipico o

ATRT).

ESTUDIO HISTOLOGICO:

El tumor del PDOX se disemind por las leptomeninges, de manera similar al tumor original.
La inmunohistoquimica para sinaptofisina resultd negativa tanto en el modelo animal como
en la muestra procedente del paciente disponible para la comparativa. Sin embargo, en el
informe anatomo-patolégico original parece que esta era positiva de forma difusa. Ante
esta discrepancia, atribuida por el equipo de anatomo-patologas y técnicas de laboratorio
a algun tipo de problema con la muestra almacenada o con el anticuerpo, se decidié basar

la comparativa Unicamente en la hematoxilina-eosina, y esta resulté concordante.

Muestra Paciente VH-109 VH-PDOX-SNC1

Figura 44. VH-PDOX-SNC1. Necropsia del ratén en el que se implanté el tumor,
con craneotomia. Comparativa histolégica concordante en la tincién de H&E.

ESTUDIO GENOMICO:

El tumor del paciente del modelo VH-PDOX-CNS1 se estudié con el panel Oncomine™
Childhood Cancer Research Assay, Termo Fisher Scientific y, ademas, se realizaron estudios
moleculares en el Hospital de Cruces, que caracteriza los meduloblastomas a nivel nacional.
En ambos estudios se detectd la amplificacion de MYCN. Los estudios moleculares
revelaron una monosomia del cromosoma 6 y MYCN amplificado, clasificandose como
Meduloblastoma clasico grado IV (OMS 2016), Grupo 4. No se identificaron otras

alteraciones potencialmente relevantes.
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3.2.5.3 Tumores germinales y/o gonadales

Se establecid un modelo de disgerminoma ovarico, VH-PDOX-GCT1, a partir de una
muestra procedente de un tumor no tratado, intervenido al debut, y localmente avanzado
(pT2b N1b MO0).

La tasa de engraftment para los tumores germinales y gonadales fue del 17%, no
habiéndose generado modelos de otras 5 muestras (otros dos disgerminomas, un tumor
de células de la granulosa juvenil, y dos tumores del saco embrionario — uno testicular y
otro ovarico). Todas las muestras procedian de cirugias al debut, excepto en el tumor
testicular, que preciso tratamiento quimioterapico previo por una enfermedad metastasica
muy avanzada y en uno de los disgerminomas, que se diagnosticé con ascitis e implantes
peritoneales.

El estudio comparativo histolégico del modelo VH-PDOX-GCT1 fue totalmente

concordante con el tumor original de la paciente.

Muestra Paciente VH-85 VH-PDOX-GCT1

H&E

IHQ (PLAP)

Figura 45. Necropsia de la ratona en la que se implanté el tumor,
afectando al ovario derecho. Comparativa histoldgica totalmente concordante.

La muestra de la paciente de la que deriva el modelo de PDOX de disgerminoma VH-
PDOX-GCT1 no se secuencio dentro del programa COMIK ya que estaba clasificado de

riesgo intermedio/estandar.
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3.3 Aplicacion de los modelos: Medicina personalizada en

tiempo real e investigacion sobre modelos preclinicos

A continuacion, se pasa a describir las estrategias de medicina de precision/personalizada

en tiempo real realizadas en esta tesis.

Queremos resaltar la complejidad y dificultad que implican llegar a realizar esta
aproximacion en tiempo real, tanto por las cuestiones técnicas inherentes del proceso,
como por las limitaciones temporales impuestas por la evoluciéon de la enfermedad en los
niflos con tumores de mal pronostico o refractarios. Es necesario destacar que las
limitaciones econdmicas impuestas tanto por el elevadisimo coste de muchos de los
farmacos usados en los experimentos in vivo en animales, como de la realizacion de los
estudios de WES y otros en los PDOX/orthoxenografts, nos han obligado a ajustar nuestra

aproximacion.

A pesar de todas estas limitaciones, hemos logrado realizar una aproximacion experimental
en tres casos de muy mal prondstico que pasaremos a describir a continuacién. Los analisis

estadisticos de los experimentos corresponden al test T de Student.

i) Rabdomiosarcoma genitourinario; ii) Tumor rabdoide-teratoide hepatico (MRT); v (iii)

Tumor de Wilms de alto riesgo resistente a la quimioterapia.

) Paciente 1. Rabdomiosarcoma genitourinario (VH-PDOX-RMST).

Descripcion del caso clinico: Paciente varén de 6 afios, con diagnostico de
rabdomiosarcoma embrionario de uretra prostatica. Debut como masa gigante (127 x 80 x
98 mm) con multiples metastasis pulmonares, en suelta de globos, pleurales y con
metastasis 6seas en el pubis (IRS IV, T2b NO). El paciente recibe tratamiento segun
protocolo BERNIE-EpSSG para sarcomas de partes blandas metastasicos, consistente en
nueve cursos de quimioterapia de induccion, que comprenden cuatro ciclos de ifosfamida,
vincristina, actinomicina-D y doxorrubicina (régimen IVADo) y cinco ciclos de ifosfamida,
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vincristina y actinomicina-D (IVA). Ademas, se le administra bevacizumab por via
intravenosa a dosis de 7,5 mg/kg cada 3 semanas el dia 1 de cada ciclo. Después del 72
ciclo de quimioterapia, y tras una ventana de 4 semanas desde la ultima dosis de
bevacizumab, se realiza la primera intervencién quirdrgica (reseccion parcial R2, dado que
la reseccion completa en ese momento suponia una cirugia mutilante), seguida de
radioterapia local (41.4 Gy en lecho con boost 50.4 Gy en resto tumoral) y bipulmonar (15

Gy) en combinacién con los dos Ultimos ciclos de ifosfamida-vincristina y bevacizumab.

Figura 46. A) RMN pélvica al diagndstico. By C) RMN pre-operatorias de la primera

recaida tras el tratamiento multimodal. El tumor se ha delineado con lapicero amarillo.

Posteriormente, el paciente recibe quimioterapia de mantenimiento, consistente en 12
ciclos de vinorelbina y ciclofosfamida a dosis bajas (para una duracién total planificada del
tratamiento de 18 meses), y bevacizumab a dosis de 5,0 mg/kg cada 2 semanas los dias 1
y 15 de cada ciclo. Un afio después de completado el tratamiento local se constata recaida
local de la enfermedad, realizandose una nueva intervencion quirdrgica, esta vez con
intencion radical (prostatectomia radical retropubica, cistectomia parcial, ampliacion
vesical y neoconducto cateterizable tipo Mitrofanoff). Es en esta sequnda intervencion cde
donde procede la muestra para la generacion de PDOX y para la secuenciacion del tumor.
Después de la intervencion se inicia tratamiento de quimioterapia de 22 linea (Gemcitabina

+ Docetaxel).
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Figura 47. A) TAC en la segunda recaida, donde se observa recaida local y
progresién metastasica dsea, pulmonar y hepatica.

Pasados 7 meses de la cirugia, el paciente presenta falta de
respuesta y una segunda recaida locoregional y progresion

metastasica pulmonar, hepatica y 6sea, por lo que se pasa a 32

linea de tratamiento con vincristina-irinotecan. Posteriormente
inicia temozolomida 150 mg/m?/dia x 5 cada 28 dias. Finalmente, recibié dos dosis de
trabectedina (1,5 mg/m?) aprobada para su uso compasivo, pero el paciente fallece,

habiendo transcurrido 2 afios desde su diagndstico.

Figura 48. A) Orthoxenograft/PDOX generado implantando un fragmento tumoral sélido en la préstata de un raton
macho, procedente de la cirugia radical realizada tras recaida local. B) H&E: Rabdomiosarcoma embrionario
creciendo en la préstata del ratdn, observandose las glandulas prostéticas (flechas).

Generacion _del PDOX/orthoxenograft. El tumor se implantd ortotopicamente en la

prostata de dos ratones atimicos y en el tejido subcutaneo en un tercer ratén, creciendo

Unicamente en los ratones ortotépicos.

Estudio gendmico del tumor: Se estudid la presencia de mutaciones relevantes en el

paciente en alguno de los 57 genes incluidos en el Panel Amplicon-Seq VHIO-Card V3 del
Vall d'Hebron Instituto de Oncologia (VHIO). Estos genes/mutaciones se han incluido por
su potencial relevancia a la hora de seleccionar terapias dirigidas concretas. Se identifico
una mutacion de ganancia de funcion en el gen FGFR4 (G636C).

La mutacion FGFR4 (G636C) no ha sido descrita previamente en rabdomiosarcomas
embrionarios, en los cuales FGFR4 es uno de los genes mas frecuentemente mutados. En

la base Cancer Genome Interpreter aparece como mutacion driver, por lo que el cambio de
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una glicina a una cisteina en el aminoacido 636 podria tener importantes implicaciones al
activar de forma constitutiva la via de sefializacion. Actualmente, estamos realizando
estudios in vitro para estudiar este aspecto. En base a estos resultados decidimos incluir
en los esquemas de tratamiento el LY2874455, que es un pan-inhibidor de FGFR1, 2, 3y 4.
Este inhibidor, a diferencia de los inhibidores de FRGFR, también inhibe FGFR4 de forma

especifica y de una forma similar a como lo hace con FGFR1-3.

Evaluacion de respuesta farmacoldgica (Experimento 1) a diferentes tratamientos en el

PDOX original. Para realizar los estudios de efectividad de farmacos, uno de los dos

tumores que creci6 se troced en pequefios fragmentos de 4 x 4 mm3 que se implantaron
en la prostata de 35 ratones atimicos macho de 7 semanas. Al crecimiento, los 33 ratones
que presentaban un tamafio homogéneo se asignaron (n=3 ratones/grupo) de forma
aleatoria a 11 grupos diferentes de tratamiento: i) Vehiculo; ii) Everolimus (1.5 mg/kg, oral);
iii) Sorafenib (60 mg/kg, oral); iv) Pazopanib (50 mg/kg, oral); v) Crizotinib (40 mg/kg, oral);
vi) LY2874455 (3 mg/kg, oral); vii) Nintenadib (100 mg/kg, oral); viii) Trabectedin (0.15
mg/kg. inyecciéon intravenosa); ix) Gemcitabina (5 mg/kg, inyeccion intraperitoneal) +
Docetaxel (25 mg/kg, inyeccion intravenosa); x) Irinotecan (20 mg/kg, inyeccion
intraperitoneal); y xi) Farmaco X (0.16 mg/kg, inyeccion intravenosa). Todos los ratones se
trataron durante tres semanas (21 dias), segun las dosis y via de administracion indicadas.
Los farmacos se administraron siguiendo la pauta de cinco dias seguidos y dos de descanso
(fin de semana) por tres ciclos, excepto Trabectedin y Farmaco X (1 vez cada 7 dias por tres
ciclos), Docetaxel (1 vez cada 4 dias por tres ciclos), Irinotecan y Gemcitabina (1 vez cada 4

dias por cinco ciclos).

Los resultados se resumen en el siguiente grafico:
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Control
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Figura 49. A) Resultados de evaluacion de farmacos en el PDOX. Cada tratamiento fue evaluado en 3 ratones. Al finalizar
el tratamiento (21 dfas), los ratones fueron sacrificados, y los tumores extirpados y pesados. S6lo en el caso de detectar
respuestas totales (no presencia de masa tumoral a palpacién), los ratones se mantuvieron vivos para estudiar el
recrecimiento tumoral. B) Imagen macroscopica de las masas residuales. X, Indica que en estos ratones no se observé
a palpacion la presencia de masas residuales tras tratamiento, por lo que no se sacrificaron. Recrecimiento con masas
palpables homogéneas: Trabectidin (Yondelis®) (recrecid 40 dias post-tratamiento); Farmaco X (ambos recrecieron entre
30-55 dias post-tratamiento); Irinotecan (uno recrecié 54 dias post-tratamiento y el otro no recrecio). * p-value < 0.05

Evaluacion de respuesta farmacoldgica (Experimento 2) a diferentes tratamientos en el

PDOX tratado de forma analoga al paciente. Tras la intervencion en la que se obtiene la

muestra para la generacion del PDOX, el paciente fue tratado en segunda linea con
Gemcitabina+Docetaxel. Asi, para mimetizar esta situacion, el segundo raton con el PDOX
creciendo fue tratado con Gemcitabina+Docetaxel durante 21 dias siguiendo el esquema
descrito en el apartado anterior. Al finalizar el tratamiento, podia apreciarse a la palpacion
una pequefia disminucion y estabilizacion del tumor, retrasando su crecimiento. De forma
conjunta, los resultados en el ratdon sugerian que esta combinacion tendria un efecto

bastante moderado en el tratamiento del tumor en el niflo, como se constato clinicamente.

Figura 50. A) Segundo ratén implantado con el
rabdomiosarcoma original tras 21 dias de
tratamiento con 5 ciclos de Gemcitabina +
Docetaxel. Al sacrificio, este tumor post-
tratamiento fue implantado en ratones para
evaluacion de respuesta.
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En este experimento evaluamos si las terapias identificadas como efectivas a nivel
preclinico en el experimento anterior con el tumor original (Irinotecan, Trabectedin y el
Pan-FGFR inhibidor LY2874455), lo eran también en el tumor ya tratado con Gemcitabina
y Docetaxel. Ademas de evaluarlas en monoterapia, evaluamos varias potenciales
combinaciones con LY2874455. Asi, el tumor ya tratado se troced en fragmentos de 4 x 4
mm3 y se implantd en la préostata de 22 ratones atimicos machos de 7 semanas. Al
crecimiento, los 18 ratones que presentaban un tamafio tumoral homogéneo se
aleatorizaron y se asignaron (n=3 ratones/grupo) a 6 grupos diferentes de tratamiento: i)
Control; ii) Irinotecan (20 mg/kg, inyeccién intraperitoneal); iii) Trabectedin (0.15 mg/kg.
inyeccion intravenosa); iv) LY2874455 (3 mg/kg, oral); v) LY2874455 (3 mg/kg, oral) +
Irinotecan (20 mg/kg, inyeccion intraperitoneal); y vi) LY2874455 (3 mg/kg, oral) +
Gemcitabina (5 mg/kg, inyeccion intraperitoneal). Igual que en el experimento previo, los
ratones se trataron durante tres semanas (21 dias), segun dosis, via y pauta de

administracion indicados previamente.

.Control
5 . Irinotecan
Trabectidina Figura 51. Resultados de evaluacion de
4 I w2s7aass farmacos en el PDOX previamente tratado

LY2874455+lrinotecan con Gemcitabina y Docetaxel. Cada
I wv2874455+Gemeitabina | tratamiento fue evaluado en 3 ratones. Al
final del tratamiento (21 dias) todos los
ratones fueron sacrificados, y los tumores
I extirpados y pesados. * p-value < 0.05

Peso tumoral (gr)

-

Tratamientos

Tras completar estos estudios y al disponer de los resultados de la secuenciacion del tumor,
que identificaba una mutacion que podria ser activante en el receptor FGFR4 (no descrita
hasta la fecha), se sugirio que tanto la Trabectedina como el Pan-FGFR inhibidor
(LY2874455), en monoterapia o combinados con Irinotecan o Gemcitabina, podian ayudar
en el tratamiento del nifio. La decision del equipo clinico fue la de tratar al paciente de
forma compasiva con Trabectedina, que habia mostrado ser eficaz en el estudio preclinico.

Desafortunadamente, el nifio solo pudo ser tratado con dos dosis del farmaco, falleciendo
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dias despueés. El tiempo transcurrido entre la obtencion de la muestra para generar el PDX

y el fallecimiento del paciente fue de 8 meses.

i) Paciente 2: Tumor rabdoide-teratoide hepatico (MRT) (VH-PDOX-
MRT1y VH-PDOX-MRT2)

Descripcion del caso: Lactante de 11 meses de edad y sexo femenino, diagnosticada de

masa hepatica multifocal con afectacion de todos los sectores hepaticos (estadio local
PRETEXT IV), con metastasis pulmonares bilaterales (estadio IV) y derrame neoplasico, y

niveles de AFP inferiores a 100ng/mL.

Figura 52. A) RMN abdominal al diagndstico
donde se observa una gran masa en el
segmento IV hepatico (*) con multifocalidad
en el resto de los sectores (flechas). B) TAC
toracico en el que se identifican metastasis
pulmonares bilaterales (flechas).

Se obtienen muestras al debut mediante Tru-Cut (pre-tratamiento, 7 cilindros), realizando
una segunda biopsia incisional + Tru-Cut para ampliacién de pruebas histologicas. El
diagndstico anatomo-patolégico fue de tumor rabdoide-teratoide extracraneal-extrarrenal
hepatico (eMRT), con un Ki67 del 60%. Uno de los cilindros, asi como un pequefio fragmento

de la biopsia incisional, se utilizaron para la generacion del PDOX.

La paciente recibie tratamiento segun recomendaciones del registro EU-RHAB: 1° ciclo con
Adriamicina, 2° ciclo con Carboplatino, Etopdsido (VP-16) e Ifosfamida, 3er ciclo con
Vincristina, Actinomicina, Ciclofosfamida y 4° ciclo con Adriamicina. A partir del 4° ciclo
presenta progresion y refractariedad al tratamiento, con progresion del derrame pleural y
aparicion de implantes pleurales masivos, falleciendo a los 80 dias del diagndstico. El

estudio genético en linea germinal resulté negativo para la mutacion de SMARCBI.
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Generacion del PDOX/orthoxenograft: Las dos muestras tumorales (cilindro y fragmento

de biopsia incisional) se implantaron ortotopicamente en un pequefio bolsillo hecho en el
higado del raton, creciendo en los dos casos y dando lugar a los VH-PDOX-MRT1y VH-
PDOX-MRT2.

h ..KQ - S

Figura 53. A) Orthoxenograft/PDOX generado tras implantacién de una biopsia/cilindro en el higado del ratdn a partir
de las muestras diagndsticas tomadas antes de iniciar el tratamiento con quimioterapia. B) La H&E muestra un tumor

rabdoide creciendo en el raton.

Estudio mutacional del tumor: Tanto el tumor primario como la sangre de la paciente (linea

germinal) se estudiaron por WES. Se identific6 una delecion en homocigosis del gen
SMARCBT/INIT en el tumor, pero no en la linea germinal. La inmunohistoquimica de
SMARCBT/INIT fue negativa en el tumor primario y en el PDOX. Estudios posteriores
realizados por Western Blot del PDOX no identificaron la presencia de proteina INI1. Todas
estas evidencias nos permiten concluir que SMARCABT esté probablemente delecionado
en homocigosis en el modelo PDOX. Se ha descrito que las células con mutaciones en
SMARCB1 dependen del componente del complejo represor de Polycom 2 (PRC2), EZH2,
lo que llevé a abrir ensayos clinicos con inhibidores de EZH2 en pacientes con tumores con

mutaciones en SMARCB1 (125).

Evaluacion de respuesta a diferentes tratamientos en el PDOX: Para realizar los estudios

de efectividad, el tumor crecido en el higado del raton se troceé en fragmentos de 4 x 4
mm3 y se implantd en el higado de 20 ratones atimicos hembras de 7 semanas. Al
crecimiento, los 19 ratones que presentaban un tamafio homogéneo (se descarté uno) se
aleatorizaron y se asignaron (n=3 ratones/grupo, excepto en el grupo control y cisplatino
que fueron n=2) a 8 grupos diferentes de tratamiento: i) Vehiculo (n=2); ii) Irinotecan (20

mg/kg, inyeccion intraperitoneal); iii) GSK503 (inhibidor de EZH2 que es la subunidad
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catalitica del complejo represor de Polycom 2 (PRC2)(50 mg/kg, oral), iv) Temozolamida
(40 mg/kg, inyeccion intraperitoneal); v) Topotecan (1 mg/kg, inyeccion intraperitoneal); vi)
Doxorrubicina (3 mg/kg, inyeccion intraperitoneal); y vii) Cisplatino (n=2) (4 mg/kg,
inyeccion intraperitoneal). Todos los ratones se trataron durante tres semanas (21 dias),

segun las dosis y vias de administracion indicadas. El GSK503 se administro siguiendo una

B )
Figura 54. A) Resultados de la
oniol evaluacion de farmacos en el PDOX.
A Cada tratamiento fue ensayado en 3
Irinotecan
14 B conol ratones, excepto para el grupo control
12 - Irinotecan GSK503

GSK503

y el cisplatino, que se hizo en 2

°

B temozolamida

)

goz = T ratones. Al finalizar el tratamiento (21
3 06 Doxorrubicina .

g, I cisplatino dias), todos los ratones fueron
S

e

; Topotecan

o

sacrificados, y los tumores extirpados

°
°

Tratamientos Doxorrubicina

del higado, pesados y medidos. B)

—— Imagen macroscépica de las masas

residuales al sacrificio de los ratones. *

p-value < 0.05.

pauta de cinco dias seguidos y dos de descanso (fin de semana) por tres ciclos, mientras
que el Irinotecan (1 vez cada 4 dias), el Cisplatino y el Topotecan (1 vez cada 7 dias) y la

Doxorrubicina (1 dosis cada 10 dias).

Desafortunadamente, la paciente fallecié 80 dias después del diagndstico, mientras
finalizabamos los estudios preclinicos de respuesta a los farmacos seleccionados por el
equipo clinico. De nuestro estudio se infiere que los farmacos Topotecan, Doxorrubicina y
GSK503 podrian haber sido tratamiento potenciales para estabilizar la enfermedad,
reduciendo o frenando el crecimiento del tumor, pero no eliminandolo por completo, dada
la aparente viabilidad de las masas residuales. Es importante resaltar que los ratones
tratados con GSK503 (inhibidor de la metiltransferasa EZH2) presentaron una toxicidad

media-alta, casi en el limite de la tolerabilidad.
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i) Paciente 3: Tumor de Wilms de alto riesgo refractario a la

quimioterapia (VH-PDOX-WTY)

Descripcion del caso: Paciente de 6 afios y sexo femenino que se diagnostica en otro centro

de una masa de gran tamafio, confinada inicialmente al rifdn derecho por pruebas de
imagen, y que ocasiona dolor, con requerimiento de morficos, distension abdominal,
circulacion colateral y oliguria progresiva. Se realiza una biopsia percutanea por presentar

caracteristicas atipicas, informada de la presencia de un tumor de Wilms.

Inicia tratamiento conforme a Protocolo UMBRELLA 2016 SIOP-RTSG (Vincristina 1,5
mg/m2 x 4 dosis semanales, Actinomicina 45mcg/kg x 2 dosis quincenales). Tras las 4
semanas iniciales de tratamiento, presenta anemizacion y diseminacion metastasica
apareciendo dos nodulos pulmonares, derrame pleural y crecimiento tumoral con rotura
capsular e invasion diafragmatica. En ese momento se decide el traslado de la paciente a
nuestro centro desde su comunidad autdbnoma de origen, en una situacion de estado
critico (sindrome compartimental abdominal, insuficiencia respiratoria restrictiva), para
valoracion de cirugia. Debido a la situacion de la paciente y a la refractariedad a la
quimioterapia del tumor, se decide realizar la intervencion quirdrgica antes de completar

la quimioterapia de induccion.

Figura 55. A-C) Imagenes del AngioTAC téraco-
abdominal previo a la cirugia donde se observa una
enorme masa originada en el riAidn derecho,
desplazando las estructuras toréacicas y abdominales. El
tumor se ha delineado con lapicero amarillo. D) Imagen
intraoperatoria del control vascular; el tumor esta

rechazado con una gasa.

Se realiza con éxito la reseccion tumoral, que incluye en bloque el rifdn derecho, la

glandula suprarrenal, una reseccion atipica hepatica y parte del diafragma, y se remiten
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adenopatias para estudio. El modelo PDOX se genera a partir de las muestras obtenidas de

esta cirugia, asi como los andalisis gendmicos.

El estadiaje final es un estadio local Ill N1, y un estadio IV de la enfermedad por la presencia
de liquido pleural positivo para celulas malignas con nddulos pulmonares sospechosos. La
histologia es informada como nefroblastoma tipo blastematoso con un 10% de anaplasia

(alto riesgo), existiendo un 90% de tejido viable y 10% de necrosis.

Tras la cirugia, la paciente recibe el siguiente esquema de tratamiento, consistente en
diferentes ciclos de quimioterapia combinados con radioterapia y un trasplante autélogo
de progenitores hematopoyeticos (TASPE), incluyendo: 1er ciclo: Vincristina 1.5 mg/m2
dias +1, Irinotecan 50 mg/m2 en dias +1y +5. Radioterapia abdominal total 19,5Gy/13
fracciones. 2° ciclo: Ciclofosfamida 1000 mg/m?2 dias +1, +2, +3, Carboplatino 200 mg/m?2
dias +1,+2,+3 Etopdsido 100 mg/m2 dias +1,+2,+3. 3er ciclo: Vincristina 1,5 mg/m2.
Radioterapia pulmonar 15Gy/10 fracciones. 4° ciclo: Vincristina 1,5 mg/m2 +1y +8,
Irinotecan 50 mg/m2 dia +1 a +5. 5° ciclo: Ciclofosfamida 1200 mg/m2 dia +1,
Doxorrubicina 50 mg/m2 dia +1, Vincristina 1,5 mg/m2 dia +1. 6° ciclo: Carboplatino 200
mg/m2 dia +1, +2, Etopdsido 100 mg/m2 dia +1, +2, Ciclofosfamida 1000 mg/m2 dia +1,
+2. 7° ciclo: Vincristina 1,5 mg/m2- 8° ciclo: ciclofosfamida 1200 mg/m2 dia +1,
Doxorrubicina 50 mg/m2 dia +1, Vincristina 1,5 mg/m2 dia +1. 9° ciclo: Carboplatino 200
mg/m2 dia +1, +2, Etopdsido 100 mg/m?2 dia +1, +2, Ciclofosfamida 1000 mg/m2 dia +1,
+2. TASPE.

Generacién del PDOX/orthoxenograft: La muestra tumoral se implantd en tres ratones
hembra, en uno de forma bilateral y en los otros dos en un rifidn, creciendo el tumor en

dos ratones y dando lugar al modelo VH-PDOX-WT7.
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Figura 56. Orthoxenograft/PDOX generado tras implantacion de un fragmento tumoral de forma bilateral en los rifiones
de un ratdn atimico hembra. A y B) PDOX implantados y creciendo de forma bilateral en los dos rifiones del raton. Cy
D) Al sacrificio se identifica la presencia en este raton de algunas metastasis peritoneales. Imagen C muestra un implante
en el pancreas, mientras que la imagen D muestra un pequefio implante en el diafragma (flecha). E y F) La H&E muestra

un tumor de Wilms creciendo en el ratén.

Resultados del estudio por WES del tumor primario:

Mutaciones puntuales .
somiticas [SNV) TP53 (p.R337H-VAF: 89%)
MLH1 (p.L559Cfs*32-VAF: 50% +

Inserciones/deleciones Rialcopizklipenizardida]

o (led], ASXL1 (p.G645VIs*58 VAF: 44%)

Alteraciones en el nimero
de copias (CNV)

Carga mutacional del . .
tumor (TMB) Baja: 1.25 mutations/Mb

Inestabilidad de ol
microsatélites (MSI) a

Variantes germinales (SNV
and Indels

No detectadas

No detectadas

Gen/Alteracién/Frecuencia
Tipo de alteracién / Alélicla Funcién alterada/Terapias potenciales

Reparacién del ADNy apoptosis/inhibidores de
WEE1 (diana indirecta)

-Reparacion del ADN (Mismatch repair (MMR)
gene)/Immune checkpointinhibitors (inhibidores
de PD1/PDL1)

-Regulador epigenético/Sin potencial terapia

Inestabilidad de microsatélites alta por via de
reparacion del ADN (MMR) no funcional/Immune
checkpoint inhibitors (inhibidores de PD1/PDL1)

Tabla 14. Resultados WES Caso 3.

En el estudio genomico, se identificd como variante somatica mas relevante las mutacion

en el gen TP53. Sin embargo, los farmacos directamente dirigidos a P53 se encuentran en

fases preclinicas o muy precoces, y ninguno de ellos esta disponible para pacientes

pediatricos. Unicamente existe la opcién de farmacos que actdan indirectamente sobre

P53, como los inhibidores de WEET, para los que si hay ensayos disponibles en poblacién

pediatrica. Las anomalias en el gen MLHT la y pérdida de una copia del gen, abrieron la

puerta a la posibilidad de tratamiento con inmunoterapia con checkpoint inhibitors,

existiendo varios ensayos clinicos abiertos para pacientes pediatricos en Espafia.
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Evaluacion de respuesta farmacoldgica (Experimento 1) a diferentes tratamientos en el

PDOX. Para realizar los estudios de efectividad de farmacos, uno de los dos tumores que
crecio se troced en fragmentos de 4 x 4 mm3 y se implanté de forma unilateral en el rifion
derecho de 17 ratones atimicos hembras de 7 semanas. Al crecimiento, los 17 ratones
presentaban un tamafio homogéneo, aleatorizandose y asignandose (n=3 ratones/grupo,
excepto grupo control que habia n=2) a 5 grupos diferentes de tratamiento: i) Vehiculo; ii)
Olaparib (50 mg/kg, inyeccion intraperitoneal); iii) Bevacizumab (2 mg/kg; inyeccion
intraperitoneal); iv) Sorafenib (60 mg/kg, oral); y v) Adavosertiv (40 mg/kg, oral). Todos los
ratones se trataron durante tres semanas (18 dias), segun las dosis y vias de administracion
indicadas. Olaparib, Sorafenib y Adavosertib se administraron siguiendo la pauta de cinco
dias seguidos y dos de descanso (fin de semana), mientras que Bevacizumab se administro

una vez cada 5 dias.

18 -Control

1,6

13 Figura 57. A) Resultados de evaluacién de
—0:0 : farmacos en el PDOX. Cada tratamiento fue
= 1.2 evaluado en 3 ratones, excepto el grupo control
g 1,0 que se evalud en 2 ratones. Al finalizar el
£ tratamiento (18 dias), todos los ratones fueron
s 08 sacrificados, y se pesé el tumor con el rifidn.
g 0,6 Olaparib es un inhibidor de PARP;
& o4 Bevacizumab, es un anticuerpo anti-VEGF;

Sorafenib, es un inhibidor multicinasa, y
0.2 Adavosertib, es un inhibidor de Weel. * p-value
0,0 -+ <0.05
Tratamientos

Evaluacion de respuesta a Atezolizumab (anti-PD-L1) en ratonas NSG humanizadas. Para

evaluar la posible efectividad de los tratamientos de inmunoterapia, y concretamente de
los ICls (Immune Check-Point Inhibitors) como el Atezolizumab (anticuerpo anti-PD-L1),
humanizamos los ratones a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
aislados de la propia paciente. Para ello implantamos el PDOX en el rindn derecho de
ratones hembra NSG jévenes de seis semanas y, en paralelo, procedimos a aislar PBMCs a
partir de una pequefia muestra de sangre (2-3 ml) de la paciente, para expandir

posteriormente los linfocitos T (CD8) in vitro. El primer intento fracaso, ya que la paciente
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presentaba linfopenia. Sin embargo, una vez que la paciente se hubo recuperado, si se
consiguiod aislar y expandir los PBMCs in vitro. Para ello, se le adicioné al medio de cultivo
IL-2 e IL-15. Este proceso de expansion se alargd lo maximo posible (20-25 dias), con el
objetivo de obtener el maximo numero posible de linfocitos viables. Un mes después, a los
ratones implantados (con los tumores en crecimiento y detectables a la palpacion), se les
inyectaron 7-10 millones de linfocitos por la vena de la cola, previa administracion de
Busulfan en las 24h anteriores. El proceso de expansion proporciond suficientes linfocitos
para intentar humanizar siete ratonas. Tras la humanizacion, se obtuvo una pequefia
muestra de sangre de los animales a los 5 dias, a los 18 y en el momento del sacrifico (25

dias) para constatar por citometria de flujo la presencia de linfocitos CD8 humanos.

Aislamiento de PBMCs y expansion CD8+ T cells

Magneticcell
T-Lymphocytes separation CDA4+ T cells
Blood == PBMC =—> expansion o
(Ex vivo) D8+ Tcells =—> %

i g ‘W Purity of ~85%

~

107 CD8+ T cells
iv.

Atezolizumab
Atezolizumab
Atezolizumab

.(‘ ’.

Tumor crecido a
palpacion

Aprox. 1 mes
postimplantacion

sacrifice

Busulfan ip. & 28 days
= 24h i

~ 17 days 23 days / 2\

S

(cardiac

-

Blood collection

(

Figura 58. Esquema experimental seguido para realizar la humanizacién y el tratamiento de los ratones con Atezolizumab
(anticuerpo anti-PD-L1). A) Proceso de obtencién y expansion de los linfocitos T in vitro, usando medio de cultivo
suplementado con IL-2 e IL-15. B) Tratamiento con Atezolizumab (5 mg/kg inyeccién intraperitoneal) los dias 7, 14 y 21

post-humanizacién
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50 ,
- No humanizado

B Humanizado no tratado Figura 59. A) Resultados de evaluacién de
- Humanizado tratado con Atezolizumab | Atezolizumab (anticuerpo anti-PD-L1) en ratonas
NSG humanizadas con linfocitos T de la propia
paciente expandidos in vitro. Siete ratones fueron
humanizados: i) 3 ratonas humanizados no se
trataron con anti-PD-L1, para observar el efecto
antitumoral de la propia humanizacién; ii) 4 ratones
humanizados fueron tratados con Atezolizumab (5
mg/kg inyeccién intraperitoneal), aunque solo se
muestra el resultado de tres ratones ya que uno

murié durante el proceso experimental. * p-value <
Tratamientos 0.05

Peso tumoral (gr)

En el estudio realizado en los modelos PDOX hemos identificado como tratamientos
potencialmente efectivos de segunda linea, en caso de recaida de la paciente, el
Adavorsertib (inhibidor de Weel), el Olaparib (inhibidor de PARP) y el Sorafenib (inhibidor
multicinasa). Ademas, la presencia de mutaciones de pérdida de funcién en MLHT y la
inestabilidad de microsatélites del tumor (MSI), junto con el resultado del tratamiento con
Atezolizumab en los ratones humanizados con linfocitos T de la paciente, hacen que la
inmunoterapia se presente como una gran alternativa en caso de recaida. Actualmente,
existen en Espafia varios ensayos clinicos disponibles tanto para inhibidores de Weel como

de inmunoterapia con immune checkpoint inhibitors (ICls) para pacientes pediatricos.

Este caso concreto muestra el potencial de esta aproximacion, no sélo para identificar
opciones terapéuticas en tiempo real, sino como opcién potencial a la hora de identificar

tratamientos para futuras recaidas.

Actualmente, la paciente esta viva y sin signos de recaida local ni a distancia después de 3

anos y medio de seguimiento desde la intervencion quirdrgica.
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La medicina de precision en oncologia, tal y como la entendemos actualmente, trata
de dotar a los especialistas de informacion basica del tumor (esencialmente, alteraciones
geneéticas) que les permita hacer unas mejores predicciones para prescribir un tratamiento,
basandose ya no en resultados globales obtenidos con datos promedios de grupos de
pacientes, sino en las caracteristicas especificas del tumor de un paciente concreto.
Ademas, en el caso de los pacientes con cancer pediatrico, la medicina de precision es
ademas una pieza clave para intentar acelerar la aprobacion de nuevos tratamientos.

Sin embargo, para que estas estrategias sean efectivas, es cada vez mas importante el
poder establecer una correlacion entre el genotipo de un tumor concreto y la respuesta
(medida con parametros de supervivencia) a los tratamientos especificos dirigidos a estas
alteraciones. Este aspecto adquiriere en el caso de los pacientes pediatricos una
complejidad mayor, ya que los tratamientos han de proporcionar un claro beneficio en el
balance de la efectividad del tratamiento y la toxicidad que generan.

En los préximos afios, con la llegada de la Inteligencia Artificial y del Machine Learning, sera
aun mas importante el valorar cuales de las potenciales predicciones de tratamiento seran
realmente efectivas en el paciente. La generacion de herramientas que nos permitan
evaluar de forma eficiente estas predicciones sera cada vez mas necesario. Los modelos
preclinicos generados en esta tesis podrian contribuir significativamente a conseguir estos

objetivos.

La incorporaciéon de nuevos tratamientos al cancer pediatrico es una urgencia
internacional, tanto para ofrecer soluciones a los tumores de mal prondstico como para
reducir las graves secuelas asociadas a los actuales agentes quimioterapicos. Este déficit
de nuevos tratamientos se evidencia en el hecho de que en los Ultimos 40 afios (1980-2017)
la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos solamente aprobd 11 nuevos

tratamientos contra el cancer del nifio y el adolescente (126).

Parte de este déficit se ha debido al desconocimiento de la etiopatogenia de los tumores
pediatricos. En este aspecto, la evolucion de las tecnologias de secuenciacion gendmica y
su reduccion de costes, han permitido conocer las mutaciones de un tumor concreto,

identificando las mutaciones “driver" que estan detras de su génesis. Este amplio
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conocimiento de los tumores nos ha introducida en la era de la "genomizacion” de la
medicina de precision. Sin embargo, un tiempo después de aplicarla de forma global en la
oncologia, y de forma particular en la oncologia pediatrica en nuestro centro, surgen
algunas cuestiones: ;Es la informacion gendmica suficiente para prescribir un farmaco para
tratar un paciente? ;Podemos predecir si la presencia de determinadas alteraciones

gendmicas se traducira en la respuesta a un farmaco especifico?

Las técnicas de WES y RNAseq han permitido identificar dianas terapeuticas y expandir las
opciones disponibles para los pacientes, pero estas no son siempre efectivas, del mismo
modo que no todas las alteraciones genéticas se traducen en cambios relevantes en la
funcion proteica (127). Ademas, muchas de estas alteraciones identificadas no son
druggable, o si lo son, los farmacos no son suficientemente efectivos o son muy toxicos.

En este contexto, es sumamente importante disponer de sistemas tanto in vitro (lineas
celulares y tumoroides) como in vivo (modelos animales) donde poder evaluar el potencial
de estas nuevas aproximaciones terapéuticas que aborden de manera integral la
heterogeneidad tumoral. Estos modelos nos han de permitir establecer meétodos
funcionales con los que investigar los mecanismos de accion de estos farmacos. El
conocimiento de estos mecanismos sera fundamental para desarrollar estrategias de
tratamientos combinados (por ejemplo, terapias dirigidas en combinacion con

quimioterapia) y para descifrar los mecanismos de resistencia que se generen con su uso.

En los ultimos 15-20 afios de uso de las terapias dirigidas (targeted therapies) en el cancer
del adulto, se ha visto que los tumores se adaptan a los nuevos tratamientos y generan
mecanismos de resistencia diferentes a los previamente descritos con los tratamientos de
quimioterapia. El conocer estos mecanismos ha sido fundamental para desarrollar en
paralelo nuevos farmacos que pudieran minimizarlos. Este es el caso del cancer de pulmén
de adulto de células no pequefias (NSCLC), en el cual se han desarrollado tres generaciones
de farmacos para tratar a los pacientes con adenocarcinomas de pulmdn con mutaciones
el gen EGFR (Gefitinib, Afatenib y Osimertinib) (128). La oncologia pediatrica va un paso
por detras en este aspecto, ya que ha tardado maés tiempo en incorporar estas nuevas

terapias.
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Existen una serie de parametros caracteristicos de los tumores y de sus tratamientos que
creemos que solo se pueden abordar en la actualidad desde una perspectiva in vivo como,
por ejemplo, la compleja heterogeneidad de un tumor, el entorno o microambiente donde
crece y los datos de farmacocinética y farmacodinamica de los tratamientos, asi como la
toxicidad que producen. Por este motivo, es necesario disponer de recursos suficientes
para intentar generar buenos modelos preclinicos. Los modelos in vivo han de permitir
evaluar tanto la eficacia (de un farmaco concreto en administracion aislada, de
combinaciones de farmacos, de esquemas o pautas de administracion, de las diferentes
vias de administracion) como las posibles toxicidades. En este sentido hemos de tener en
cuenta que en los ultimos afios muchos farmacos no han sido aprobados por las agencias
regulatorias por los perfiles de toxicidad, un aspecto que adquiere especial importancia

cuando hablamos de pacientes pediatricos.

En esta tesis hemos intentado hacer este recorrido, y a lo largo de los Ultimos 7 afilos hemos
trabajado para generar buenos modelos preclinicos ortotopicos PDOX/Orthoxenografts,
pediatricos en ratones inmunosuprimidos. Unos modelos que han sido complejos de
generar, pero que nos parecen imprescindibles para completar la solidez de un programa
de Medicina de Precision como es COMIK. Algunas experiencias recientemente publicadas
en pacientes adultos (44), pero también pediatricos, como la del grupo australiano de Lau

et al,, vienen a reafirmar esta idea (27).

Los modelos que hemos generado mediante la implantacion ortotépica de fragmentos
solidos, no disgregados, han sido sometidos a una amplia caracterizacion morfologica e
inmunohistoquimica, demostrando que mantienen las caracteristicas histopatoldgicas de
los tumores originales. En el Unico caso en que hemos podido realizar la caracterizacion
genomica comparada del tumor primario vs. PDOX, también hemos demostrado esta
correspondencia. Este es un hecho ampliamente demostrado por trabajos publicados por
otros grupos durante el periodo de realizacion de la tesis doctoral. Actualmente, estamos

procediendo a caracterizar a nivel gendmico los PDOX generados.
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Queremos resaltar dos hechos diferenciales importantes de esta tesis respecto a otros
trabajos previos, que ponen en valor el compromiso de nuestro programa COMIK con los
pacientes oncologicos pediatricos: 1) Hacer una aproximacion ortotdpica quirdrgica para
14 tipos tumorales diferentes, la mas compleja dentro del campo de la implantaciéon de
tumores; y 2) El intento de hacer estrategias de oncologia personalizada en tiempo real en
tres casos, integrando los datos genomicos de los pacientes con la evaluacion de farmacos
para identificar alguna opcion terapéutica que pudiera ayudar al paciente, aunque fuera
ya en la fase final de su tratamiento. Esta estrategia supone una complejidad maxima, ya
que al factor limitante tiempo, hay que afiadirle la dificultad que conlleva generar el modelo
preclinico, expandirlo para ensayar terapias y disponer a tiempo del estudio gendmico del
tumor, ademas de que tener en cuenta el entrenamiento del personal para poder aplicarla.

En la actualidad es una estrategia al alcance de pocos centros oncoldgicos pediatricos.

4.1. Analisis de los modelos

Esta tesis doctoral presenta los resultados de nuestro programa de desarrollo de modelos
PDX ortotopicos (PDOX/orthoxenografts) procedentes de muestras de tumores pediatricos
de pacientes tratados en el Hospital Vall d'Hebron. Hemos logrado establecer 46 modelos
PDOX que representan un total de 14 tipos tumorales, a partir de 135 muestras de 112
pacientes. Estos modelos se han generado en su mayoria a partir de muestras procedentes
tanto de pacientes no tratados (“treatment naive”), pacientes en primera linea de
tratamiento, pero también de pacientes en refractariedad, recaida o progresion. Ademas,
incluyen muestras de tumores de alto/muy alto riesgo, asi como de riesgo intermedio/bajo.
El hecho de generar modelos con tumores de riesgo intermedio/bajo nos da la posibilidad
de poder identificar tratamientos menos tdxicos, y quizas mas efectivos, también para los
pacientes que pueden curarse con los tratamientos actuales de quimioterapia, pero a costa
a veces de importantes secuelas a largo plazo o de por vida.

Dichos modelos se han caracterizado mediante un estudio comparativo histologico e
inmunohistoquimico pareado, entre las muestras tumorales originales de los pacientes y
sus correspondientes modelos preclinicos. De igual manera nos hubiera gustado el poder
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hacer tambien un estudio gendmico comparativo, pero esto solo ha sido posible en un
caso, por los limitados recursos. En el caso que hemos podido caracterizar hemos
demostrado la alta correspondencia que existe a nivel genomico entre el tumor primario y
el PDOX generado. De hecho, esta alta correspondencia gendmica ya ha sido ampliamente
demostrada por otros estudios publicados con PDX de tumores pediatricos en los Ultimos

afos (129) (130).

En un 71,7% de los PDOX se dispone de, al menos, alguna caracterizacién genética de las
muestras de las que se originaron los modelos. Los resultados obtenidos de esta
caracterizacion molecular de los tumores primarios ponen de manifiesto lo relevantes que,
desde un punto de vista genomico, pueden ser los modelos generados. Estos PDOX se
estdan empezando a caracterizar gendmicamente, lo que en los proximos meses nos

permitira disponer de los datos comparativos necesarios.

En los ultimos afios han surgido diferentes iniciativas (mayoritariamente consorcios
internacionales tanto en Europa como en EE. UU.) para unir esfuerzos y conseguir generar
modelos preclinicos pediatricos, en un intento de disponer de estas herramientas para
poder avanzar en el desarrollo de nuevas terapias desde una perspectiva propia, y no ya
como una prolongacion de estrategias de los tumores de adultos. Estas iniciativas se han
centrado mayoritariamente en la generacion de modelos PDX subcutaneos en ratén,
aunque cada vez mas grupos optan por el desarrollo de modelos ortotdpicos, la mayoria,
inyectados. En nuestro caso, debemos resaltar que se ha realizado una implantacion
ortotépica, implantando en el mismo érgano en el raton los tumores primarios y las
metastasis de las distintas localizaciones. Esta aproximacion hace mas realistas los modelos
generados, al crecer en el mismo entorno en que lo hacen en el nifio, y por tanto en un

microambiente mas parecido (57).

El hecho de hacer el proceso mediante implantacion de fragmento solido de tumor, no
disgregado, permite tedricamente preservar la arquitectura tumoral, replicando aiin mas
fielmente la enfermedad (57). La implantacién de tejido tumoral no disgregado ademas

permite, mantener parte del estroma acompafiante (matriz extracelular, células
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inmunitarias). Sin embargo, la relevancia de este Ultimo aspecto es dificil de determinar, ya
que de acuerdo a la mayoria de los autores, este estroma es sustituido paulatinamente por
tejido murino conforme se realizan los pases (131), aunque parece que este estroma murino
puede adoptar un fenotipo similar al humano (132), por lo que tendria implicaciones para

ensayar algunos tratamientos.

Una cuestion importante de la mayoria de los estudios en modelos ortotopicos, incluyendo
el nuestro, es el hecho de que estos tumores han crecido en un microambiente tisular
similar al del paciente, todo y siendo conscientes de las limitaciones que impone el crecer
el tumor en un entorno de inmunosupresion parcial (ratones atimicos) o total (ratones
NSG). La sustitucion progresiva del estroma tumoral humano por estroma murino
(fibroblastos, células endoteliales), en los tumores ortotopicos se produce en un
microambiente analogo al que se da en el ser humano, lo que es muy importante al valorar
diferentes tratamientos ya sea de quimioterapia, terapias dirigidas o inmunoterapia. En
este sentido, los modelos ortotopicos, una vez humanizados, pueden ser importantes
herramientas para evaluar, por ejemplo, posibles combinaciones de farmacos con
inmunoterapia. Por ejemplo, estudios recientes demuestran la importancia del
microambiente tumoral y el entorno inmunitario a la hora de determinar el éxito de una
nueva molécula terapéutica; esta puede ser una de las causas de que, con frecuencia,
nuevos tratamientos que parecen efectivos in vitro o incluso en modelos PDX subcutaneos,
fallen al ser administrados en los ensayos clinicos. Se ha demostrado que este
microambiente induce cambios genotipicos y fenotipicos en las lesiones metastasicas,
siendo estas diferentes del tumor original y entre si (54). El equipo de Kalra et al. generé
modelos de xenoinjertos metastasicos a partir de una linea celular de cancer de mama bien
caracterizada (JIMT-mKate), y demostré diferencias en la expresion de marcadores
tumorales (Her2/Neu) y marcadores de microambiente tumoral (en este caso, la estructura
y densidad vascular (CD31)), el cual influye directamente en el aporte vascular tumoral, la
hipoxia y en la distribucion de los farmacos (54). De ahi la relevancia e interés por generar
no solo modelos de tumor primario, sino de sus metastasis, ya que es posible que los

tratamientos que sean efectivos para el primero no lo sean para las segundas y, ademas,
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dichos modelos permitirian explorar nuevas moléeculas y nanoparticulas que faciliten la
distribucion de los farmacos. De hecho, la mayoria de los pacientes incluidos en ensayos
clinicos en fases precoces son pacientes metastasicos, que han recibido tratamientos
intensivos, por lo que es esperable que dichas metastasis presenten cambios en relacién
con la generacion de resistencias y en relacion con el microambiente de su 6rgano de
asentamiento. En nuestra serie, hemos logrado generar 17 modelos procedentes de
metastasis (1 de MRT, 2 de rabdomiosarcoma, 4 de osteosarcoma, 1 de sarcoma de Ewing,
1de sarcoma 6seo NOS, 2 de tumor de Wilms, 2 de hepatoblastoma, 1de hepatocarcinoma
y 2 de neuroblastoma) (Anexo V). Estos modelos poseen un gran valor, ya que la mayoria
de la experiencia internacional en PDX pediatricos se limita a tumores primarios
(ortotopicos o heterotdpicos) y/o metastasicos subcutaneos. Los nuevos modelos PDX
ayudaran a comprender mejor la heterogeneidad intratumoral, inter-tumoral e inter-

metastasica.

Nuestro trabajo, a diferencia de las publicaciones correspondientes a los consorcios,
representa la experiencia de un solo centro de referencia para el tratamiento de los
tumores pediatricos, por lo que es un proceso mas homogéneo al realizarse la
implantacion de una forma mas sistematica, lo cual reduce la variabilidad experimental,
tanto durante la implantacién como durante la realizacion de futuros experimentos. Esto
es importante, ya que permite la especializacion en los diferentes procesos y un mayor
control de las variables. De forma analoga a lo que ocurre con la cirugia o la oncologia del
paciente pediatrico, seria importante establecer centros especializados en la implantacién
de modelos PDOX para conseguir mejores resultados en la generacion y en la utilizacion

de los modelos (133).

Dentro de la literatura existente, solo algunos grupos de investigacion han logrado generar
modelos PDX ortotdpicos procedentes de tumores sélidos de pacientes pediatricos. Pocos
de estos grupos han aportado detalles respecto a los métodos de implantacion o las tasas
de éxito de implantacién tumoral. A continuacion, compararemos nuestra experiencia con
algunas de las series mas relevantes publicadas en la literatura, las cuales se resumen en la

Tabla 15 (134) (135) (136) (59) (137) (130), asi como con algunos articulos referidos también
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a tumores del adulto. Un hecho importante diferencial de nuestro trabajo respecto a otros
previos es que, en nuestro caso, no hemos implantado tumores hematoldgicos,
limitandonos a los tumores sélidos, mientras que muchas de las series pediatricas

contienen un elevado nimero de leucemias y linfomas.

Probablemente, la serie publicada a la que mejor se equipare nuestro trabajo, al establecer
modelos ortotopicos procedentes de diferentes tumores sélidos pediatricos en un solo
centro hospitalario, es la del Hospital St. Jude en Memphis, EE. UU. (Stewart et al.). En su
caso, generaron 67 PDOX inyectados ortotopicamente a partir de 148 muestras,
representando 12 tipos tumorales (59). Existen otras series mas extensas, por ejemplo, la
del consorcio multicéntrico del Pediatric Preclinical Testing Consortium o PPTP en EEUU
(denominado desde el afio 2021 “PIVOT", Pediatric Preclinical In Vivo Testing Consortium
https://preclinicalpivot.org/), que publico su primera aproximacion en 2007 (134) en el afio
2019 publico su serie de 261 modelos PDX de 37 tipos tumorales pediatricos, con una
caracterizacion genética exhaustiva (129). El grupo ademas demostré que los modelos
representaban fielmente la histologia tumoral original. EI analisis de los modelos ha
permitido avanzar en el conocimiento de la enfermedad en recaida y clasificar los tumores
segun su inactivacion de las vias TP53 o NF1. El programa, en la actualidad, ha desarrollado
ya mas de 370 modelos PDX de tumores de alto riesgo. Sin embargo, este extenso trabajo
ofrece pocos datos relativos al tipo de modelos (ortotdpico o subcutaneo), la tasa de éxito

de implantacion o los factores que pueden influir sobre esta, entre otros

Otras grandes iniciativas son las del ITCC-P4, que ha generado mas de 700 modelos PDX
de canceres pediatricos, la Childhood Solid Network, que ha desarrollado y caracterizado
muchos modelos o la del Greehey Children’s Cancer Research Institute (GCCRI), que ha
establecido mas de 140 modelos, la mitad de ellos tumores solidos y la otra mitad

leucemias (138).
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SERIE AUTOR ANO TIPO PDX N° MODELOS TASA DE TIEMPO METODOS DE
PUBLICACION ESTABLECIDOS ENGRAFTMENT® CRECIMIENTO  CARACTERIZACION
PPTP | Houghton 2007 Subcutaneos 51 - - IHQ, cADN Microarray,
Cribado de drogas
Lund Hospital | Braekeveldt 2014 Ortotopicos inyectados e | 3 (sélo 50% 60 - 300 dias Histologfa, IHQ, expresion
implantados neuroblastomas) gendmica, Nimero de copias
ITCC | Nicolle 2016 Subcutaneos implantados | 24 (sélo tumores 47% 32-150 dias Histologfa, IHQ, deteccion de
hepdticos) AFP, arrays citogenéticos, PCR
CTNNB1y NFE2L2, perfil
mutacional, Cribado de drogas
St Jude Hospital | Stewart 2017 Ortotopicos inyectados 67 45% 30-353 dias Histologfa, IHQ, MET, WGS, WES,
SNV, Anélisis clonal, RNA-seq,
Epigenoma, Cribado de drogas
COG | Brabetz 2018 Ortotoépicos inyectados 30 (sélo cerebrales) 30% Histologia, IHQ, expresion
gendmica, Metilacién ADN,
Numero de copias, perfil
mutacional, Cribado de drogas
Indiana | Pandya 2023 Subcutédneos implantados | 8 (sélo sarcomas y 51,4% - WGS, RNA-seq, SNV, Nimero de
University tumores de Wilms) osteosarcoma copias, Western blot, RPPA
53,8% RMS analysis
80% Wilms
MAPPYACTS | Geoerger En vias de Mayoria subcutaneos 113 (sélo tumores en | 49% 12-285 dias Histologia, IHQ, WES, RNAseq,
publicacion implantados e inyectados | recaida o (mediana 41) Tipaje HLA-1, Estudio del
(SNC) refractarios) microambiente tumoral
Hospital | Villanueva / Tesis doctoral | Ortotdpicos implantados | 46 34% 40-320 dias Histologia, IHQ,
Vall d"Hebron | Soriano / Guillén (mediana 40) WES*, Cribado de drogas*

Tabla 15. Principales publicaciones con series de tumores PDX pediatricos e informacién relativa a su proceso de establecimiento. Datos referidos a tumores sélidos. Tasa de engraftment:
En algunas series (®) se incluyen neoplasias hematolégicas, sin detallar tiempo de crecimiento separadamente. SNC: Sistema nervioso central. IHQ: Inmunohistoguimica, MET: Microscopio
electronico de transmision, WGS: Whole genome sequencing, WES: Whole exome sequencing, SNV: Single nucleotid variants, RNA-seq: secuenciacion de RNA, AFP: alfa-fetoproteina, PCR:
Reaccién en cadena de la polimerasa. RPPA: Protein Pathway Activation Mapping via Reverse Phase Proein Array Analysis, * Sélo en algunos modelos
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En la literatura, esta ampliamente reconocido que es muy dificultoso lograr generar
modelos PDX a partir de determinadas muestras de paciente o de determinados tumores
(139). Este parece ser el caso de los tumores pediatricos; mientras en adultos, las tasas
generales de éxito en el primer implante se describen en torno al 75% para muchos tipos
tumorales (56), las series pediatricas describen porcentajes de éxito mucho mas bajos (St.
Jude 45% (59), MAPPYACTS 49% - resultados no publicados -), en linea con los resultados
de nuestra serie (34%). El hecho de que nuestras cifras sean discretamente mas bajas que
las de los grandes consorcios, lo atribuimos a causas multifactoriales. Por un lado, nuestra
serie incluye un 68,9% de muestras obtenidas al diagnostico o en primera linea de
tratamiento (MAPPYACTS, por ejemplo, solo incluye pacientes en recaida o progresion),
ademas un 30,3% de muestras proceden de pacientes en situacion de riesgo bajo o
intermedio, e incluye un elevado porcentaje de muestras de neuroblastoma (24,4%), que
es un tumor con malas tasas de engraftment en PDOX (por ejemplo, en la serie de St. Jude,
tuvo la tasa mas baja de la serie, solo del 24%) (59); todos estos factores han demostrado
estar negativamente asociados al éxito en el establecimiento de los modelos en diversos
analisis, que discutiremos a continuacion. Por otro lado, la limitacion de recursos humanos
y materiales quizas también pueda haber afectado a los resultados (por ejemplo, por

muertes no planificadas de algunos de los posibles modelos).

Como se observa en la Tabla 15, el tiempo de crecimiento del primer implante de nuestros
modelos ha sido equiparable al de las otras series. En todas ellas existe un amplio rango

de duracién, que en algunos modelos puede llegar a casi un afio.

4.2. Factores asociados el exito de implantacion

Pese a que los PDX pediatricos presentan mas dificultades para su establecimiento que los
tumores del adulto y pese a que existen varias series en la literatura que describen el
establecimiento de bancos de PDX pediatricos (principalmente enfocadas en su
caracterizacién gendmica y en los experimentos farmacologicos realizados en ellos), pocas

de esas publicaciones analizan los posibles factores que pueden influir en el éxito de la
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generacion de un modelo PDX pediatrico. Nuestro trabajo ofrece una primera

aproximacion a las posibles razones.

Aungue no hemos realizado un analisis estadistico por tipo de tumor, por el limitado
numero de muestras en cada uno de los grupos de tumores, si que debemos mencionar
que el tipo tumoral parece predeterminar un mayor o menor éxito en la generacion de los
modelos. Por ejemplo, ninguno de los carcinomas del adulto implantados (carcinoma
adrenal, carcinoma timico, carcinoma papilar renal y carcinomas papilares de tiroides)
resulté en un modelo PDOX; curiosamente, estos resultados se observan también en la
serie de St. Jude (59). Tampoco generamos ninguin modelo de tumor neuroendocrino, pese
a implantar un tumor carcinoide bronquial atipico y un paraganglioma maligno. Algunos
trabajos en adultos han logrado identificar genes presentes en los tumores primarios que
se relacionan con una mayor tasa de éexito en el implante (140), que podrian estar detras

de estos resultados.

Entre los factores que no se correlacionaron con el éxito de la implantacion, identificamos:
la categoria de riesgo del paciente en el diagnéstico, la edad del paciente (agrupada en 3
categorias; menores de 3 afios, nifos y adolescentes, y pacientes mayores de 16 afios/AYA),
la implantacion de tumores tratados o no tratados, la cepa de raton utilizada (atimico nude
frente a NSG), el tamafio de la muestra implantada (biopsia Tru-Cut® frente a biopsia
quirdrgica), y el tiempo hasta la implantacién de la biopsia (en el mismo dia o al dia
siguiente). El porcentaje de necrosis tumoral en la muestra de origen sorprendentemente
no parecio influir en el éxito de implantacién. Sin embargo, hemos de decir que, en el
analisis, no se hizo una distincién entre la necrosis post-tratamiento, y la necrosis propia
del tumor. El grupo de St. Jude sugiere que los cambios post-tratamiento pueden ser el
motivo de las bajas tasas de engraftment de algunos tumores (por ejemplo, los
neuroblastomas). Probablemente sean necesarias series mas extensas para poder

confirmar este supuesto.

Aunque al analizar globalmente el éxito del engraftment, el hecho de que los tumores

estuvieran previamente tratados (59,3%) o no tratados (40,7%) parecié no influir en el
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resultado, en algunas series en pacientes adultos esta cuestion si que ha resultado
significativa (141). Esto podria haber alterado las tasas de engraftment de algunos tipos
tumorales incluidos en nuestra serie, que incluyen porcentajes de tumores tratados muy
superiores al resto de los grupos (muestras postratamiento: Wilms 84,2%, Hepatoblastoma
90% y hepatocarcinoma 100%) y justificar las diferentes tasas de éxito al compararlas con

otras series publicadas, que discutiremos en el analisis por tipo tumoral.

Si que se asociaron de manera positiva con el éxito en la generacion de los PDOX (p<0,05)
la categorizaciéon del paciente como de alto riesgo en el momento de obtener la biopsia,
la implantacion procedente de muestras en la recaida/progresion o refractariedad frente a
las muestras al diagndstico o en primera linea de tratamiento y la implantacion muestras
procedentes de metastasis frente a las del tumor primario. Debemos destacar que la
implantacion ortotdpica se asocid a un mayor éxito que la subcutanea. Las muestras que
lograron generar un modelo PDOX presentaban una mediana del indice proliferativo Ki67
mas elevado que las que no lo lograron (diferencia estadisticamente significativa), lo que

también se ha visto en series de pacientes adultos (142) (141).

La serie de St. Jude coincidio en identificar la implantacién de muestras procedentes de la
recurrencia frente al diagnéstico como un factor asociado al éxito del implante, y tampoco
hallé diferencias estadisticas en el éxito entre las muestras previamente tratadas frente a
las no tratadas, de manera concordante con nuestros hallazgos. Sin embargo, a diferencia
de nuestro analisis, no hallaron diferencias entre las muestras originadas en el tumor
primario o en las metéastasis. Nuestra conclusion, sin embargo, es méas concordante con la
literatura procedente del cancer del adulto (139), en la que las metastasis parecen tener

mas facilidad para generar modelos PDX.

La ausencia de diferencias en el éxito de implantacion en funcion de las cepas de raton
utilizadas merece una discusion aparte, por sus implicaciones practicas. Como breve
resumen, las siguientes cepas de ratones son de particular relevancia para el desarrollo de

los modelos de xenoinjerto tumoral en ratones:
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e Elgen FoxnT codifica un factor de transcripcion imprescindible para el desarrollo del
timo (donde se diferencian y maduras las células T CD4+ y CD8+) y de los foliculos
capilares. Los ratones desnudos son homocigotos para el gen Foxn1™, tambien
llamado gen "nude”, lo que ocasiona que los animales sean inmunodeficientes y
carentes de pelo. Son buenos modelos para implantar lineas celulares tumorales de
rapido crecimiento, y su ausencia de pelo facilita la palpacion y la visualizacion
mediante fluorescencia de los tumores. Por el contrario, al mantener su inmunidad
B y NK intacta seria, en principio, modelos poco aptos para generar y expandir

neoplasias hematoldgicas y para tumores de crecimiento lento.

e El gen Prkdc (protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide) codifica la

subunidad catalitica de la proteina cinasa ADN-dependiente necesaria para la
reparacion del ADN y para reparar las roturas que se producen en la doble cadena
del ADN durante la recombinacion somatica del receptor de células T (TCR) y los
genes de las inmunoglobulinas (Ig). Los ratones “scid” son homocigotos para la
mutacion Prkdc“@, lo cual resulta en animales con una apariencia externa normal
pero deficientes tanto en células T como B (inmunodeficiencia combinada severa).
El papel de Prkdc en la reparacién del DNA hace que estos no sean modelos
adecuados para recibir radioterapia.
A la hora de generar xenoinjertos, se suelen emplean animales NOD (non-obese
diabetic), que presentan una deficiente funcion de las células NK (natural killer), a
los cuales se les ha transferido la mutacion scid (NOD scid), que confiere a estos
modelos una mayor tasa de éxito de injerto. Por contra, los NOD scid sufren de una
elevada incidencia de linfomas timicos, lo que limita su esperanza de vida a unas 30
semanas. Esto se ha de tener en consideraciéon cuando se trabaja con tumores de
baja tasa de crecimiento. Los ratones scid tiene la posibilidad ser humanizados (scid-
hu) al reconstituir su sistema inmunitario con células humanas CD4, CD8 e
inmunoglobulinas IgG.

e Las proteinas funcionales Rag1y Rag2 son también necesarias para recombinacion

somatica del TCR y los genes de las Ig, y la ausencia de cualquiera de los dos resulta
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en una inmunodeficiencia T y B, lo cual sucede en los ratones portadores de las
mutaciones Rag1™Mom y Rag2!™Can,

Tanto los modelos scid (cuyo uso esta ampliamente extendido) como los deficientes
en Rag se describen como mejores alternativas para generar PDX que los nude.

« Alincorporar nuevas mutaciones a los animales Prkdc*™ o a los deficientes en Rag,
se obtienen modelos aun mas avanzados de animal inmunodeprimido, tales como
la cepa NSG (NOD scid gamma), o la cepa NRG (NOD-Rag2-IL2rg"™"®). Son
modelos con inmunodeficiencia T, B y NK, que ademas presentan una deficiencia
en el sistema del complemento, en la funcion macrofagica y en la dendritica.
Actualmente son considerados los modelos idoneos para generar xenoinjertos
tumorales.

e Existen ademas modelos humanizados, con un sistema inmune reconstituido a
partir de células humanas (células mononucleares periféricas), aunque presentan
como contrapartida frecuentes reacciones de injerto contra huésped. Algunos
laboratorios han desarrollado modelos avanzados que evitan esta complicacion,

pero estan mas alla del objetivo de esta tesis.

Nuestro equipo optd por emplear mayoritariamente ratones nude, fundamentandose en
dos motivos principales. Por un lado, su coste, muy inferior en comparacion con los NSG.
Por otro lado, la experiencia personal del principal experto del grupo en el desarrollo de
modelos PDX (Dr. Alberto Villanueva), adquirida a lo largo de los 10 Ultimos afios con
tumores del adulto, sin haber identificado una mejor tasa de implantacién en modelos NSG
(incluso, observando peores resultados en algunos tipos tumorales). Esta hipotesis se
confirmo en el analisis estadistico, no hallando diferencias entre el uso de un modelo u
otro. Ademas, en la experiencia del Dr. Villanueva, los modelos NSG parecen representar
mas fielmente la diseminacion tumoral, pero por su inmunodeficiencia, desarrollaron con
mayor frecuencia linfomas mediastinicos y esplénicos y resultaron mas proclives al
desarrollo de infecciones (como, por ejemplo, por C. bovis) al criarse de manera interna en

los estabularios.
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Habitualmente, en la literatura internacional, un modelo se considera establecido una vez
que se han desarrollado de 3 a 4 pases. Sin embargo, esto no ha sido posible en nuestra
experiencia, por las ya citadas restricciones presupuestarias y estructurales. No obstante,
de nuevo la experiencia del Dr. Villanueva en mas de 700 modelos de cancer del adulto es

que, una vez establecido el primer implante, este se perpetlia en mas del 95% de los casos.

4.3 Caracterizacion histologica

El diagnostico histolégico de muchos de los tumores pediatricos es dificil. En particular,
muchos de ellos se engloban en la categoria de “tumores de célula redonda pequefia y
azul”, correspondiendo a tumores muy agresivos, indiferenciados y de morfologia similar
(células con escaso citoplasma y nucleo redondo e hipercromatico). En estos tumores, los
estudios inmunohistoquimicos son esenciales para identificar los tipos tumorales mas
frecuentes (143). Aunque la genomica es esencial para diferenciar algunos subtipos
tumorales (como, por ejemplo, los NRSTS), el examen de la morfologia y la
inmunohistoquimica por parte de expertos en anatomia patoldgica pediatrica suele ser
suficiente en la mayoria de las ocasiones para obtener una primera aproximacion

diagndstica fiable.

En nuestro trabajo hemos considerado clave el realizar una caracterizaciéon histopatolégica
comparativa del tumor primario frente al generado en el PDOX para validar los modelos
para futuros estudios. Esta caracterizacion debe ser realizada por los mismos especialistas
que realizan el diagnostico de los tumores en pacientes pediatricos. Asi, el papel de las
Patdlogas Pediatricas del Hospital Vall d'Hebron ha sido fundamental en el desarrollo de

este proyecto.

La caracterizacion histopatolégica, ademas, nos aporta informacién muy valiosa de la
heterogeneidad tumoral observada, del estroma de soporte del tumor y de su grado de
diferenciacion. En los estudios comparativos ha sido dificil y poco valorable el estudio del
patrén de crecimiento del tumor en el ratdn (expansivo/infiltrativo), ya que en muchas
ocasiones la recogida de la muestra no se ha realizado teniendo en cuenta la necesidad
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de incorporar parte del tejido sano que rodea al tumor. El motivo es que, cuando se
sacrifica el animal y se extrae el tumor, la muestra obtenida del PDOX se prioriza en este
orden: tejido para perpetuar el tumor (implantar en otro animal), tejido para criopreservar
(generar banco de tumores vivos para poder volver a implantarlos en un futuro), fragmento
fijado en formol para estudios confirmativos histopatoldgicos, y fragmento congelado para

estudios moleculares.

Ademas, nuestro trabajo también presenta la limitacion de que el nimero de estudios de
IHQ realizados por cada muestra ha sido bastante limitado, y centrado basicamente en los
marcadores que las patdlogas han considerado mas representativos en cada caso. Esta
aproximacion se ha demostrado limitada, especialmente para abordar los posibles cambios
de patron de crecimiento. Para ello, serian deseables estudios de IHQ mas amplios, para
valorar correctamente la desdiferenciacion tumoral o la seleccion de los componentes mas

inmaduros del tumor que a veces suceden en el PDOX.

A pesar de reconocer estas limitaciones, la caracterizacion basica que hemos realizado
pone de manifiesto el enorme potencial para estudios futuros de los modelos generados.
La concordancia ha sido muy elevada (solo uno de los 44 modelos con estudio histolégico
resulté discordante). No obstante, del mismo modo que lo observado en la serie del
Hospital St. Jude (59), hemos apreciado algunos cambios histoldgicos en los modelos
(menos necrosis, mas proliferacion celular y pérdida de los componentes mas
diferenciados en algunas ocasiones). Pensamos que el origen puede ser multifactorial,
desde la propia muestra implantada, que puede ser representativa de sdlo una parte del
tumor, hasta la seleccion celular de los subclones mas agresivos o proliferativos, y

obviamente, el hecho de que los tumores de los ratones no estan recibiendo tratamiento.

La relevancia de estos cambios en la capacidad de trasladar los hallazgos del PDOX al
paciente es dificil de predecir. Por un lado, el estudio genémico exhaustivo de los modelos
nos permitiria confirmar que estos retienen las caracteristicas del tumor original, a pesar
de los cambios morfoldgicos, que es lo que describen la mayoria de los autores. Por otro

lado, pensamos que, si existe una seleccion celular en favor de los clones mas agresivos o
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indiferenciados, probablemente estos van a ser los causantes de que la enfermedad sea

resistente al tratamiento o recaiga, por lo que seguirian siendo muy representativos.

Los resultados que hemos obtenido desde un punto de vista histopatoldgico estan en
concordancia con otros estudios publicados donde se demuestran hechos muy similares a
los observados en este trabajo, y que claramente confirman y validan la homogeneidad
tumor primario/PDOX. En este sentido, los estudios realizados en amplias series de PDX
de tumores de adulto (144) confirman la correspondencia, del mismo modo que lo hacen
estudios mas recientes con tumores pediatricos (145). El grupo de Rokita demostro,
mediante el analisis genomico multiplataforma de 261 modelos de PDX pediatricos, que
dichos modelos reflejan correctamente los tumores de alto riesgo y quimio resistentes, lo
que confirma su papel fundamental a la hora de priorizar el desarrollo de nuevos
tratamientos (129). Mas recientemente, otros autores han demostrado que, aunque existan
algunas divergencias entre el tumor original y el PDX, en la gran mayoria de las ocasiones
estas no tuvieron relevancia funcional y ademas, la via oncogénica de activacién original

se mantuvo a lo largo de los sucesivos pases (130).

En este punto nos gustaria resaltar que en muchas de estas publicaciones (en su mayoria
de consorcios multicéntricos) se prioriza la correspondencia gendmica entre
primario/PDOX sobre la histologica. Los estudios histoldgicos de concordancia hubieran
sido relevantes por dos motivos esenciales. Primero, porque los modelos se han generado
en centros diferentes, con toda la variabilidad del proceso que esto implica. Segundo,
porque muchos de los modelos se han hecho mediante implantacion en tejido subcutaneo,
con las implicaciones que hemos descrito (microambiente, etc.). Y tercero, porque los
modelos a menudo se han establecido en cepas NSG de cria interna en los animalarios, lo

que hace que la homogeneidad de las cepas, como minimo, sea cuestionable.
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4 4 Correlacion con la evolucion clinica

El establecimiento de los modelos PDX se relaciond de forma estadisticamente significativa
con la posibilidad de sufrir un evento (recaida/progresion/exitus), tanto en el analisis
conjunto como separado, y las curvas de supervivencia de los pacientes mostraron grandes
diferencias, con una mediana de supervivencia 61,55 meses en el grupo de los no crecidos
(IC 95%, 54,8-68,3) frente a los 36 meses (IC 95%, 25,86-46,2) del grupo que si desarrollo
un PDOX. La capacidad de los modelos PDX para predecir una posible recaida tumoral,
con la ventaja de disponer de un “xenopaciente” en el cual anticipar los posibles
tratamientos, ha sido planteada ya en tumores del adulto, como por ejemplo en el cancer
de pulmédn NSCLC (146), y en algunos articulos referidos a pacientes pediatricos con
tumores hepaticos (136) y sarcomas (este ultimo, con nimeros muy limitados) (147) se ha

llegado a una conclusion similar.

En el analisis, tratamos de dilucidar si el crecimiento de los modelos en pacientes
considerados inicialmente como de riesgo intermedio podria ayudarnos a identificar
aquellos casos que en realidad podrian corresponder a un alto o muy alto riesgo, pero no

hallamos significancia. Esto quizas pueda atribuirse al limitado nimero de pacientes.

Uno de los hallazgos mas significativos, contra la opinion habitual de que las opciones de
medicina personalizada en tiempo real son poco realistas en los pacientes pediatricos, es
que estimamos que en 30 de los modelos (65,2%) hubiese sido factible, de haber dispuesto
de los recursos, realizar alguna estrategia de medicina personalizada con opcién de
trasladarse al paciente. Pese a que los calculos se han realizado de una manera
aproximativa, pensamos que es un hecho que este abordaje en tiempo real podria
beneficiar a muchos mas pacientes de los que lo esta haciendo actualmente, y que sera
capaz de identificar mas opciones de tratamiento, que se sumarian a los identificados

mediante las técnicas de secuenciacion.
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4.5. Analisis de los modelos por tipo tumoral

Los modelos generados en esta tesis son herramientas preclinicas de primer nivel, muy
valiosas para realizar estudios de investigacion basica y traslacional. A lo largo de esta tesis
hemos tenido la oportunidad de demostrar su utilidad, como queda reflejado en las
publicaciones adjuntas (Anexo ). Los modelos dentro de cada subgrupo tumoral tienen el
potencial de poder profundizar en la relevancia de las diferentes alteraciones genéticas
identificadas e identificar potenciales nuevas estrategias terapéuticas. Por Ultimo, en unos
pocos casos, hemos tenido la oportunidad de establecer una prueba de concepto para
identificar en tiempo real posibles tratamientos para un paciente.

Aunque cada vez hay mas modelos pediatricos bien caracterizados, el nimero de tumores
raros esta pobremente representado, y hemos de destacar que nuestra serie incluye varios
tumores extremadamente infrecuentes.

A continuacion, discutiremos las posibles vias de investigacion que nos ofrecen los distintos
modelos, en funcion de los hallazgos gendmicos de los tumores originales (Anexo V). El
orden de discusion de los grupos tumorales corresponde al nimero de modelos

generados.

SARCOMAS:

e Los rabdomiosarcomas son los sarcomas de partes blandas mas frecuentes en la
infancia (aproximadamente un 50% de los casos). En nifios, hay dos subtipos principales:
el RMS embrionario o ERMS (aproximadamente un 70% de los RMS) y el alveolar o ARMS
(un 30%, y caracterizado por la presencia de las fusiones en el gen FOXQOT). La presencia
de la fusion sitla actualmente a los pacientes en los grupos de alto y muy alto riesgo, igual
que la enfermedad metastasica, entre otros factores (148). El prondstico de los pacientes
de alto y muy alto riesgo (14% a los 5 afios) (149), asi como de los pacientes en recaida,
continla siendo muy pobre pese al tratamiento multimodal.

Nuestra tasa de engraftment ha sido del 50%, equiparable a la de la mayoria de las series

(59) (130) (150). Comentaremos primero las opciones que nos ofrecen los dos modelos de
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rabdomiosarcoma alveolar con fusion PAX3-PAX7/FOXOIT, en base a sus hallazgos
moleculares. El modelo VH-PDOX-RMS2 podria ser interesante para explorar el papel de
las amplificaciones de GLI/T en los rabdomiosarcomas, en los que la via Hedgehog esta
siendo estudiada, y para el desarrollo farmacolégico de inhibidores de GLIT que se
encuentran todavia en estadios muy precoces de desarrollo (151). Paraddjicamente, a pesar
de que CDK4 suele hallarse amplificado en los rabdomiosarcomas alveolares, estudios in
vitro e in vivo parecen indicar que los inhibidores de CDK4 son mas efectivos en los
rabdomiosarcomas fusion negativa (152). El modelo VH-PDOX-RMSS5 seria ideal para
estudiar la eficacia de inhibidores directos de VEGFRZ, inhibidores del ligando VEGF-A o
inhibidores indirectos de MEK. Ambos modelos podrian ser muy valiosos para explorar las
nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a la translocacion PAX3-FOXOT o PAX7-FOXO1
que incorporan mutaciones concomitantes y recurrentes en el subtipo alveolar (153).

En cuanto a los tres modelos de rabdomiosarcoma embrionario, VH-PDOX-RMS1, VH-
PDOX-RMS3 y VH-PDOX-RMS4, podrian suponer una gran oportunidad para comparar la
eficacia de inhibidores especificos de FGFR4 frente a inhibidores que van dirigidos a varios
receptores tirosina quinasa a la vez, o inhibidores indirectos de PTEN (PI3K/AKT/mTOR), o

para el desarrollo de nuevos farmacos (153).

e Los tumores malignos rabdoides-teratoides extracraneales, como ya hemos
descrito con anterioridad, constituyen uno de los subtipos tumorales mas letales. La tasa
de engraftment ha sido la mas alta de la serie (100%). En la literatura, hemos encontrado
muy pocos ejemplos de PDOX pediatricos, la mayoria dentro de los grandes consorcios ya
citados (59) (136). Los cinco modelos generados son modelos muy relevantes, tanto para
el estudio de los mecanismos epigenéticos provocados por la pérdida de funcion de
SMARCBIT, como para el estudio de nuevas estrategias terapéuticas (154). Destacaremos
que los modelos son representativos tanto de la enfermedad no tratada (VH-PDOX-MRTT,
VH-PDOX-MRT2, VH-PDOX-MRT4), como de la enfermedad tratada en primera linea (VH-
PDOX-MRT3), como de la recaida metastasica (VH-PDOX-MRT5). Las escasas opciones

terapéuticas curativas de los tumores rabdoides malignos, hoy en dia, son extremadamente
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limitadas y asociadas a una gran carga de toxicidad a corto y largo plazo; en el caso de los
tumores metastasicos, estas opciones curativas son practicamente nulas.

Cabe seflalar que los genes reguladores epigenéticos son el grupo de genes mas
frecuentemente alterados en los tumores pediatricos (8), por lo que actualmente existe un
gran interés en el campo de la oncologia pediatrica por descubrir nuevas estrategias
terapéuticas de letalidad sintética, como son, por ejemplo, las basadas en atacar la
vulnerabilidad de los canceres deficientes en el complejo remodelador de la cromatina
SWI/SNF (155). Asi, los modelos PDOX de tumores rabdoides malignos generados en la

tesis podrian ser muy Utiles en el ensayo de estos nuevos tratamientos.

e Eltumor desmoplasico de célula redonda pequefia (DSRCT) es un sarcoma de
partes blandas de enorme agresividad, considerado un tumor ultra raro. Se caracteriza por
la translocacion cromosémica recurrente t(11;22) (p13; g12), que conduce al gen de fusion
EWSR1:WT1 y a la proteina quimérica patognomoénica EWSR1-WT1, un activador
transcripcional aberrante que se cree que es el impulsor clave del proceso oncogénico
(156). Su localizacion mayoritaria es intraabdominal, y la mayoria de los pacientes presenta
implantes peritoneales al diagndstico, asi como metastasis a distancia (hepaticas, 6seas). A
pesar de los tratamientos combinados multimodales, incluyendo la quimioterapia
hipertérmica intraperitoneal, la mediana de supervivencia libre de progresiéon (SLP) se
mantiene entre 4-21 meses y la de supervivencia global (SG), en 17-60 meses (157).

Su condiciébn de tumores ultra raros limita tanto los recursos disponibles para su
investigacion como la posibilidad de desarrollar ensayos clinicos, lo que hace que los
modelos preclinicos en animal sean de maximo interés. Como pasa con otros sarcomas,
como los rabdomiosarcomas alveolares (PAX3/7-FOXQOT), los sarcomas de Ewing (EWS-
FLIT/ERG) o los tumores rabdoides malignos (deleciones y mutaciones en SMARCBT), la
translocacion driver que los define es la alteracion molecular clave en su desarrollo.
Nuestra tasa de engraftment ha sido del 33%, similar a las pocas experiencias detalladas
en la literatura (158) (59).

El modelo VH-PDOX-DSRCT1 puede ayudarnos a entender las caracteristicas moleculares

de los DSRCT vy a explorar nuevas oportunidades de tratamiento para este tipo de cancer
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tan extremadamente raro y agresivo (159). En la actualidad existen pocos modelos
preclinicos en raton de DSRCT, y en su mayoria se originan de lineas celulares establecidas
(160) y/o son subcutaneos y (161), lo que podria influir negativamente en su capacidad de
recapitular la biologia y farmacocinética de los tumores humanos, impidiendo asi poder

identificar nuevas estrategias terapéuticas efectivas.

e Los sarcomas indiferenciados de partes blandas son tumores poco frecuentes en
pediatria, y se definen como un tumor mesenquimal que no puede incluirse en ninguna
de las categorias existentes (diagnodstico de exclusion histolégico y molecular) (162).
Asocian, en general, un mal prondstico. A falta de protocolos especificos, los protocolos
del grupo europeo EpSSG sugieren que se traten conforme a los regimenes terapéuticos
del rabdomiosarcoma.

El modelo PDOX de sarcoma indiferenciado VH-PDOX-NRSTST podria ser relevante en los
ensayos preclinicos para el desarrollo de nuevos farmacos. Por ejemplo, se podria estudiar
si la delecion en homocigosis de CDKNZ2A/B es un buen biomarcador de respuesta para el
tratamiento con inhibidores CDK4/6 o para estudiar la eficacia de nuevos inhibidores de
PIK3/AKT/mTOR (116). La importancia principal de estos modelos es que abren la puerta al
estudio de nuevas combinaciones de farmacos que puedan dirigirse a mas de una diana a
la vez (combinacion de farmacos dirigidos o farmacos dirigidos junto a quimioterapia) en

lugar del planteamiento habitual de administrar farmacos dirigidos en monoterapia.

e Los tumores malignos de la vaina neural (MPNST), aun siendo tumores raros, son
relativamente frecuentes entre los NRSTS pediatricos. Son tumores mas propios del
paciente adulto, y solo un 10-20% se diagnostican en menores de 20 afos. En un
porcentaje variable de los casos (20-70%, segun las series) se diagnostican en el contexto
de una neurofibromatosis tipo 1, y estos casos presentan una respuesta muy pobre al
tratamiento (163). Se trata de tumores en los que no suelen identificarse dianas terapéuticas
accionables, por lo que el desarrollo de modelos preclinicos es alin mas necesario (163). Al
ser el Unico modelo discordante de la serie, no planteamos su uso en estudios preclinicos

sin una validacion genémica del mismo.
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e El osteosarcoma es el sarcoma 6seo mas frecuente en nifilos y adolescentes. La
supervivencia con tratamiento multimodal esta estancada en el 65-70% a 5 afios desde los
afos 80, alcanzando el 90% en los pacientes con buena respuesta a la quimioterapia
(necrosis superior al 90%) pero cae al 50-60% si la necrosis es inferior al 90% (164). Mas
alla de las pruebas de extension al diagndstico, no se han validado otros marcadores
bioldgicos que ayuden a asignar a los pacientes a diferentes grupos de riesgo. La cirugia
juega un papel clave, tanto la reseccion del tumor primario como la reseccion de las
metastasis pulmonares. Actualmente, el tratamiento quirdrgico se considera el Unico
potencialmente curativo en la recaida metastasica, sin existir una pauta de tratamiento
efectiva para estos pacientes, cuya supervivencia es del 30% a los 5 afios (165). Disponer
de modelos preclinicos que puedan guiar el desarrollo de farmacos y reflejar la
heterogeneidad intertumoral de este tipo de sarcomas 6seos es muy importante.

Los osteosarcomas se caracterizan por tener muchas variantes estructurales y alteraciones
en el nUmero de copias, sin embargo, suelen tener pocas variantes de un solo nucleétido
y pequefias inserciones y deleciones (indels), a excepcion de los genes TP53, RB1, ATRX,
PTEN o NF1. Ademas, carecen de una translocacién canonica, a diferencia de otros
sarcomas (166).

Nuestra tasa de engraftment ha sido del 44%, casi idéntica a la descrita por St. Jude (59).
Los modelos VH-PDOX-OS1y VH-PDOX-OS2 son modelos que nos permitirian estudiar
posibles terapias dirigidas frente a TP53 (reparacion del ADN y apoptosis) y ATRX
(regulador epigenético), dos de los genes mas frecuentemente alterados en los
osteosarcomas, con un numero muy limitado de recomendaciones terapéuticas que
puedan guiar al acceso a ensayos clinicos en fase precoz. El desarrollo de nuevas terapias
dirigidas de manera directa o indirecta a estos dos genes es crucial.

El modelo VH-PDOX-OS3 permitiria explorar el tratamiento con los inhibidores de CDK2,
gue se han propuesto como terapia dirigida para los tumores con amplificacion de Ciclina
E1(167); en un estudio reciente se ha ensayado el efecto del inhibidor de CDKs (dinaciclib)
en PDX de osteosarcomas con amplificacién de ciclina E1, y se ha observado una inhibicion

significativa del crecimiento de los tumores (167). Este trabajo de Sayles et al., publicado
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en Cancer Discovery, pone de manifiesto la gran utilidad de los modelos animales de PDX

en el desarrollo de nuevos farmacos para los osteosarcomas.

e Elsarcoma de Ewing es el segundo sarcoma 6seo en frecuencia en nifios y
adolescentes. Se caracteriza por la presencia de una traslocacion balanceada entre el gen
EWSR1 del cromosoma 22 y un gen de la familia del factor de transcripcion ETS (FL/T en un
90% de los casos). Al igual que sucede con la mayoria de los tumores pediatricos, se trata
de un tumor con una carga mutacional baja (0,15/megabase) (149). Del mismo modo que
en el osteosarcoma, su clasificacion de riesgo actual se basa Unicamente en caracteristicas
clinicas (tamafio del tumor y presencia de metastasis), aunque estan en curso varias
iniciativas que tratan de validar marcadores moleculares.

Nuestra tasa de engraftment para los sarcomas de Ewing ha sido baja, de un 21%,
equiparable al 29% del equipo de St. Jude (59).

STAGZ2 codifica para un componente del complejo cohesina, clave en el correcto
funcionamiento del proceso de meiosis y mitosis. STAG2 es el gen mas frecuentemente
mutado en los sarcomas de Ewing (20% de los casos) y su pérdida de funcion se asocia
con enfermedad metastasica y mal pronostico (168) (169). Mondal G. et al. mostraron que
la inactivacion de STAGZ causa inestabilidad en la horquilla de replicacion del ADN creando
una letalidad sintética que parece hacerlos sensibles a inhibidores de PARP (170). FGFRT es
un receptor tirosina quinasa frecuentemente alterado en varios tipos de tumores. Las
mutaciones activadoras en FGFRT no se consideraban recurrentes en los sarcomas de
Ewing hasta hace muy poco. En un trabajo muy reciente se ha descrito que el 3% de los
pacientes con sarcoma de Ewing presentan mutaciones en FGFRI, pasando a ser la primera
alteracién accionable y recurrente de una quinasa en este tipo de sarcomas (171). De esta
manera el modelo VH-PDOX-EWS2 podria ser un modelo de sarcoma de Ewing ideal para
estudiar si los inhibidores de FGFR pueden ser eficaces en este tipo de sarcomas, y para
explorar combinaciones con inhibidores de PARP u otras combinaciones o estrategias
terapéuticas que se desarrollen para este tipo de tumores con supervivencias todavia muy

bajas.
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Las deleciones del gen CDKNZ2A son frecuentes en los sarcomas de Ewing (12%-28% de los
casos) (168) (169). Asi, el modelo VH-PDOX-EWS3 podria ser un modelo representativo de
este tipo de tumores con translocacion de EWR1y delecion de CDKN2A y CDKNZB'y podria
ser de ayuda en el estudio de los inhibidores CDK4/6 u otras nuevas estrategias.

Por desgracia, la muestra VH-62 no logro generar un modelo PDOX, pero de mantenerse
las caracteristicas gendmicas desde el diagnostico, el modelo VH-PDOX-EWST seria muy
interesante para explorar el posible papel de la delecion de ERRFIT en el sarcoma de Ewing.
Los tres modelos de PDOX de sarcoma de Ewing generados serian idoneos para estudiar
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para las proteinas de fusion, que se sabe
que tienen un papel crucial en la regulacion epigenética de la expresion génica y que son
el evento driver y oncogénico en este tipo de tumores (172). Ademas, los modelos
representan un buen abanico de las alteraciones secundarias recurrentes en los sarcomas

de Ewing.

e Elsarcoma 6seo indiferenciado NOS presentaba una fusion en NTRK7. Las fusiones
de NTRKT (receptor tirosina quinasa) se deben a traslocaciones cromosémicas que
generalmente fusionan la porcion N-terminal de un partner con la porcién N-terminal de
NTRKT. Esta, incluye el dominio quinasa, generando una proteina de fusién oncogénica
activadora de vias de sefializacion como MAPK, PI3K y PLC-y (173). Se han detectado
fusiones de NTRK en muchos tipos de tumores, entre ellos sarcomas, tanto pediatricos
como del adulto (116). En estos ultimos afios, varios inhibidores dirigidos a las proteinas
tropomiosina receptor quinasa (TRK) han sido muy efectivos en el tratamiento de tumores
con fusiones NTRK, independientemente de la histologia y del tipo de fusion (lo que se
conoce como “tratamiento tumor-agnostico”). Por ese motivo, actualmente se recomienda
realizar sistematicamente alguna técnica molecular (NGS, FISH, IHQ) que pueda identificar
la presencia de estas fusiones tanto en tumores conocidos por su frecuente presencia de
fusiones de NTRK como en tumores metastasicos y con mal prondstico, en los que las
fusiones son poco prevalentes (174).

Todas las alteraciones detectadas en el tumor de la paciente son frecuentes en sarcomas

pediatricos y de adultos, el modelo VH-PDOX-SO-NOS1 es una oportunidad Unica para
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entender el papel de alteraciones como la amplificacion de TERT (mantenimiento de la
longitud de los teldmeros) o la delecion de NF1, en este tipo de sarcomas. También es
importante para estudiar la biologia del tumor y las sinergias en vias de sefializacion como
consecuencia de presentar estas alteraciones a la vez en el tumor y, por supuesto, para el

descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos y de nuevas combinaciones (116).
NEFROBLASTOMAS:

e El nefroblastoma o tumor de Wilms es el tumor renal maligno mas frecuente de la
infancia, y el segundo tumor solido extracraneal mas frecuente en nifios menores de 6
anos. En general, se trata de tumores con buen pronostico en primera linea de tratamiento,
lo que hace que existan pocos modelos preclinicos (175). Para los tumores en recaida, asi
como para algunos subtipos particularmente agresivos (tumores blastematosos post-
quimioterapia, tumores anaplasicos), las tasas de curaciéon disminuyen radicalmente, a
pesar de regimenes terapéuticos muy agresivos (176). La necesidad de modelos que
permitan desarrollar nuevas terapias es mas perentoria para este grupo de pacientes.
Nuestra tasa de engraftment ha sido del 47%, claramente inferior al 78% de St. Jude (59) o
la Universidad de Indiana (130). Una hipotesis posible es que, en estos centros, ambos
estadounidenses, se aplican protocolos que indican realizar la nefrectomia de entrada, a
diferencia de nuestros protocolos europeos, que recomiendan administrar tratamiento
neoadyuvante previo.

Si se confirman las mismas alteraciones gendémica en las muestras de los PDOX de
nefroblastomas establecidos, estos modelos pueden ser muy Utiles en los estudios de los
mecanismos moleculares que contribuyen a la oncogénesis de los tumores de Wilms y en
la busqueda de nuevas dianas terapéuticas, ya que para la mayoria de las mutaciones
detectadas no hay recomendaciones terapéuticas disponibles.

Este es el caso de DROSHA, un gen clave en las fases iniciales de la biogénesis de los
microRNAs que se encuentra mutado en una proporcion muy pequefia de tumores
incluyendo los tumores de Wilms (177). Tener modelos PDOX con estas mutaciones nos
puede permitir entender mejor las consecuencias de la desregulacién de la expresion

génica por la inhibicién de la biogénesis de los microRNAs (178). Ademas, con el modelo

DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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PDOX establecido se pueden ensayar nuevas estrategias terapéuticas ya que DROSHA esta
mutado en el 12% de los nefroblastomas y la mutacion DROSHA-p.ET147K se detecta en el
81% de los tumores con DROSHA mutado (177) (179).

SIXT codifica una proteina homebox que es un factor de transcripcion que juega un papel
importante en la regulacion de la proliferacion, apoptosis y en el desarrollo de organos
como el rifdn. Las mutaciones en los genes SIX7/2 son frecuentes en los nefroblastomas
(7%), siendo la mutacion SIX1/2-p.Q177R una de las mas recurrentes (180) (178). Se ha
descrito que la histologia blastema, que es la mas indiferenciada, es la que predomina en
los tumores de Wilms con mutaciones en SIX7/2 y DROSHA. Cabe destacar que la muestra
de la paciente tiene componente blastematoso y epitelial. La combinacién de la mutacion
SIXT (p.Q177R) y mutaciones en DROSHA en el exdn 29 (p.E1147K) en el mismo tumor se
asocian con la activacion de RAS y mayores tasas de recaida y exitus (180). El modelo VH-
PDOX-WT9 seria un modelo ideal para estudiar inhibidores de RAS en tumores con
mutaciones en SIX7/2 y DROSHA, entre otras estrategias de tratamiento.
Estos modelos de PDOX también pueden ser relevantes para estudiar el papel de las
mutaciones de pérdida de funcién detectadas en los genes supresores de tumores ZFHX3
y CBFB en la oncogénesis de los nefroblastomas, asi como del gen regulador epigenético
ASXL1, un gen mutado de manera recurrente en los tumores de Wilms (181) y para el que

no hay farmacos disponibles.

TUMORES HEPATICOS:

e El hepatoblastoma es el tumor hepatico primario maligno mas frecuente en nifios.
Puede aparecer aislado o en el contexto de algunos sindromes genéticos (Beckwith-
Wiedemann, Poliposis Colonica Familiar, etc.) o de enfermedades subyacentes. La cirugia
es una pieza clave en su tratamiento, siendo la reseccion completa la Unica opcidn curativa.
En los casos con enfermedad confinada al higado, las actuales tasas de curacién son
superiores al 80% (182). Este porcentaje disminuye en los tumores metastasicos y, sobre

todo, en las recaidas, para las que actualmente no existe una estrategia curativa efectiva.

DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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El modelo VH-PDOX-HB4 presenta tanto la mutaciéon oncogénica detectada a nivel
somatico en el gen CTNNBT como la detectada en MITF a nivel germinal, las cuales podrian
estar jugando un papel esencial en la tumorogeéenesis del tumor del paciente. Este modelo
nos ofreceria una oportunidad Unica para estudiar esta hipotesis, la relacion entre MITF y

CTNNBT en los hepatoblastomas, asi como para ensayar inhibidores de la 3-catenina.

Hemos tenido una tasa de engraftment del 55%, equivalente al 47% obtenido por Nicolle
et al. (136). Los modelos VH-PDOX-HB5 y VH-PDOX-HB6 podrian utilizarse en estudios
sobre los mecanismos moleculares de los hepatoblastomas asociados al sindrome de
Beckwith-Wiedemann.

En tres de los modelos no se identificaron alteraciones a nivel gendmico. Es importante
remarcar que las mutaciones somaticas en regiones exdnicas son muy poco frecuentes en
los hepatoblastomas (0.52/Mb) (183), siendo uno de los tumores humanos con menos
alteraciones gendmicas que se conocen (184). Por ello, es cada vez mas evidente que su
caracterizacion gendémica debe complementarse con la caracterizaciéon epigenémica y
transcriptdmica, para lograr una adecuada estratificacion de los pacientes por grupos de

riesgo y para poder aplicar nuevas estrategias de medicina de precision (66) (185).

e El hepatocarcinoma (HCC) es un tumor poco frecuente en pediatria y, aun asi, es el
segundo tumor hepético primario maligno en frecuencia. La posibilidad de alcanzar la
reseccion completa al diagnostico (bien sea mediante hepatectomia o trasplante) es el
punto critico en la curacién. Sus tasas de supervivencia son peores que las del
hepatoblastoma (en los estudios SIOPEL-2 y 3, la supervivencia de los pacientes no
resecables al diagndstico se situd en el 22% (186)), y por ello se considera un tumor de alto
riesgo en todos los protocolos internacionales. Actualmente, no existen terapias efectivas
dirigidas a TP53 disponibles y aceptadas para su uso clinico. Como informacion adicional,
en este caso el tumor presentaba una carga mutacional baja, por lo que tampoco

planteamos como posibilidad la utilizacion de inmunoterapia anti-PD1.

Nuestra tasa de engraftment ha sido del 25%. En modelos de HCC del adulto, con series

que alcanzan el 39,4% de éxito de implantacion, esta descrito que el fenotipo molecular

195 | G. Guillén Burrieza



DISCUSION

del tumor influye en las tasas de éxito, con mayor facilidad para generar modelos en las

muestras procedentes de tumores indiferenciados y con elevado indice proliferativo (187).
NEUROBLASTOMAS:

e El neuroblastoma, como ya hemos comentado, es el tumor solido extracraneal mas
frecuente en nifios, y el tratamiento de los tumores de alto riesgo sigue estancado en unas
tasas de supervivencia inferiores al 50% (26). Por ello, se mantiene como una de las
principales causas de fallecimiento por cancer en la infancia.

En linea con lo descrito por el grupo de St. Jude (59), las tasas de engraftment fueron de
las mas bajas de la serie (18%), aunque el origen de este hecho no esta bien filiado.

El abanico de modelos de neuroblastomas desarrollados podria ser una gran oportunidad
para el desarrollo de nuevos farmacos en formas agresivas de neuroblastoma en las que
urge desarrollar nuevas oportunidades terapéuticas

Los dos modelos establecidos de “alto riesgo”, VH-PDOX-NB5 y VH-PDOX-NB6, serian
modelos muy valiosos para descubrir tratamientos que inhiban el efecto oncogénico de la
amplficacion de MYCN, para identificar nuevos inhibidores efectivos de ALK en los
neuroblastomas o para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para estos pacientes
(188).

El modelo VH-PDOX-NB5 nos ofreceria también una oportunidad de estudiar el papel de
ABCBT en la resistencia a la quimioterapia. Recordemos, ademas, que es el Unico modelo
de la tesis genéticamente caracterizado.

El modelo VH-PDOX-NB6 podria ayudar en el desarrollo preclinico de nuevo inhibidores
PPMI1D ya que actualmente no disponemos de base suficiente como para proporcionar
recomendaciones terapéuticas con farmacos dirigidos directamente a PPM1D (189).

Los modelos VH-PDOX-NB2 y VH-PDOX-NB3 podrian ser muy Utiles en el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas en pacientes en recaida metastasica, que es la principal
causa de fallecimiento en los pacientes con neuroblastoma. El modelo VH-PDOX-NB3
anade el interés de tratarse de una recaida en el sistema nervioso central, una localizacion

de recaida asociada a una supervivencia muy pobre (8% de supervivencia global a los tres
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anos) con el afladido de la dificultad de la administracion adecuada de terapias sistémicas
(190).

El interés del modelo VH-PDOX-NB4 reside en su delecion 11g y en la edad del paciente.
Los neuroblastomas con delecion en 11 estan reconocidos como un subgrupo de
neuroblastomas con mal pronostico y con caracteristicas diferentes a los MYCN
amplificados, susceptibles de estrategias terapéuticas diferenciadas que es necesario

estudiar en profundidad en modelos como el que hemos generado.
OTROS TIPOS TUMORALES:

e El retinoblastoma es el tumor oftalmico maligno primario mas frecuente en nifios.
Aproximadamente un 40% de los pacientes presentan mutaciones germinales en el gen
supresor de tumores RB7, al igual que nuestro paciente. Los pacientes portadores de estas
mutaciones sufren ademas de la predisposicion para desarrollar otros tumores a lo largo
de la vida (sarcomas de partes blandas o melanomas, entre otros). La supervivencia actual
del retinoblastoma es excelente, llegando al 97,9% en Europa (24), por lo que la
investigacion se centra en reducir las secuelas a largo plazo, las cuales pueden incluir la
pérdida de uno o los dos ojos, dado que la enucleacion es la estrategia mas efectiva para
minimizar el riesgo de metéastasis cuando la enfermedad es localmente avanzada, o el
desarrollo de segundos tumores en relacién al tratamiento radioterapico.

Existe por tanto el interés de desarrollar modelos preclinicos que permitan desarrollar
terapias menos agresivas y disefiar nuevas vias de administracion farmacoldgica. Estos
modelos, idealmente ortotdpicos, permitirian ensayar nuevas estrategias terapéuticas que,
en el caso del retinoblastoma, estan altamente condicionadas por la propia anatomia
ocular y la farmacocinética, ya que la difusién de los quimioterapicos al humor vitreo o al
fluido subretinal es muy limitada.

Hemos logrado un 33% de éxito de engraftment, que pensamos que es mejorable dado
que la técnica de implantacion estaba en la curva de aprendizaje. Nuestro modelo VH-
PDOX-RB1, vendria a sumarse a los modelos actualmente existentes (desarrollados en
ratones transgénicos con retinoblastoma espontaneo y en diferentes tipos de PDX, la

mayoria procedentes de lineas celulares) (191) (192), con la particularidad de ser, junto a los
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desarrollados por el Instituto Curie, uno de los pocos modelos derivados de paciente y

ortotdpico existentes (192).

e El meduloblastoma el tumor cerebral maligno mas frecuente en nifios, suponiendo
un 8-10% del total de los tumores cerebrales pediatricos. Fue uno de los primeros tumores
pediatricos en beneficiarse de una aproximacion molecular. Esta, permitié establecer
cuatro categorias bien diferenciadas (Wingless o WNT-activado, Sonic Hedgehog o SHH-
activado (que a su vez se divide en tumores con TP53 mutado o TP53 wild type), y los
tumores no-WNT/no-SHH, denominados Grupo 3y Grupo 4) (193). Estos cuatro grupos se
correlacionan con el pronostico, y han permitido empezar a estratificar el manejo
terapéutico en los nuevos ensayos clinicos. Sin embargo, la secuenciacion gendmica
exhaustiva por el momento solo ha permitido establecer una clasificacion molecular, al
haberse identificado muy pocas dianas accionables que ademas, por la inestabilidad de la
propia enfermedad, rapidamente genera resistencia a los tratamientos (194). Los modelos
PDX ortotopicos son, de nuevo, los mas adecuados para su estudio al reproducir la barrera
hematoencefalica intacta, uno de los principales factores en la farmacocinética del
tratamiento de los tumores del sistema nervioso central.

Logramos un éxito de engraftment del 33%, que igual que en el caso de los retinobastomas,
pensamos que esta condicionado por la implementacion de la técnica. El tumor del que se
origina nuestro modelo, VH-PDOX-SNC1, corresponde a un meduloblastoma clasico
diseminado, perteneciente al Grupo 4. Tras analizarlo con el panel Oncomine Childhood,
se identificé que el tumor presentaba una amplificacion de MYCN, sin alteraciones en TP53
ni CTNNBI.

La mayoria de los modelos murinos existentes corresponden a los llamados GEMM
(modelos en ratén disefiados genéticamente), pero estos no recapitulan la heterogeneidad
de los tumores humanos. Por ello, algunos grupos (los mas destacados, St Jude, el German
Cancer Research Center y el Fred Hutchinson Cancer Research Center), han desarrollado
modelos PDX ortotdpicos (195). El Grupo 4, al que pertenece nuestro modelo, es uno de
los menos representados, y estudios recientes sugieren que estos tumores podrian ser

susceptibles a los inhibidores de las tirosina quinasas, al presentar una sefializacion
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aberrante de ERBB4-SRC (196). Sin embargo, aun no se conocen con certeza las
mutaciones driver que se asocian al Grupo 4. El modelo VH-PDOX-SNC1 podria emplearse
en estudios enfocados a estudiar de qué célula se origina este grupo y sus mutaciones
oncogeénicas potenciales.

De nuevo, los modelos preclinicos como VH-PDOX-SNC1 cobran una gran relevancia a la
hora de identificar mecanismos epigenéticos accionables y ensayar nuevas terapias (195)

(197).

e El disgerminoma es un tumor germinal maligno poco frecuente; en pacientes
adultas es el tumor germinal maligno ovarico mas frecuente, pero en pacientes pediatricas
es raro. En un 12% de los casos se produce en pacientes con trastornos de la diferenciacion
sexual y con gonadas disgenésicas. Su prondstico (siempre que se realice un adecuado
estadiaje y tratamiento quirdrgico, y a veces, quimioterapico) es en general excelente, con
una supervivencia global en torno al 90% (198). Existen pocos modelos de tumores
germinales malignos pediatricos (199), probablemente por el buen prondstico que
presentan. El tratamiento se basa en la combinacion de quimioterapia con cirugia y, en
ocasiones, radioterapia. Para algunos tumores metastasicos o en recaida, el prondstico
puede ser muy pobre. En recaida, se describen distintas combinaciones terapéuticas en la
literatura, sin un consenso sobre cual es superior, y que requieren acompafarse de
tratamientos locales agresivos (principalmente quirirgicos y potencialmente mutilantes -
salpingooforectomia bilateral, histerectomia o colpectomia - a edades muy tempranas).
Por tanto, es interesante desarrollar modelos como el VH-PDOX-GCT1 que permitan, por
un lado, ensayar nuevos tratamientos que permitan evitar las secuelas asociadas con la
primera linea de quimioterapia (fibrosis pulmonar, sordera, insuficiencia renal o segundos
tumores, entre otras), y por otro, identificar tratamientos efectivos para las pacientes con
enfermedad metastasica refractaria o en recaida. En la literatura se describen algunos
modelos PDX subcutaneos (200) (201) de disgerminoma de la mujer adulta y al menos un
modelo de tumor del seno endodérmico ovarico pediatrico (199), pero no hemos

identificado ningun modelo de disgerminoma ovarico pediatrico, ni subcutaneo ni
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ortotopico. Esto convierte al modelo VH-PDOX-GCT1, hasta donde sabemos, en el primero
de su categoria.
La tasa de engraftment de los tumores germinales y gonadales implantados ha sido del

17%, la mas pobre de la serie.

4.6 Aplicacion experimental de los modelos

Durante el periodo de realizacion de la tesis se realizaron tres aproximaciones de oncologia
personalizada en tiempo real como pruebas de concepto, en un intento de valorar la
relevancia de los PDOX generados como herramientas preclinicas para identificar

tratamientos potencialmente efectivos en un paciente especifico en tiempo real.

Esta aproximacion conlleva una enorme complejidad. La variable tiempo siempre juega en
contra, ya que este tipo de estudios se hace para pacientes pediatricos con pocas opciones
terapéuticas y poca esperanza de vida, con tumores avanzados y de muy mal prondstico.
Se trata de una aproximacion bastante analoga a lo que ocurre en un ensayo clinico para
evaluar un nuevo tratamiento. Para que el lector de esta tesis pueda hacerse una idea de
la complejidad del proceso, queremos resaltar varios puntos que son fundamentales y que
deben estar optimizados para poder llegar a ofrecer a un paciente una opcién terapéutica:
i) Tener perfectamente definidos tanto los circuitos de recogida de la muestra como de
implantacion; i) Tener un alto grado de especializacion en la implantacién ortotépica de
los tumores, tanto con fragmentos de tumores como con biopsias muy pequefas, y en
diferentes localizaciones anatomicas; iii) Llegar a tener unas tasas aceptables de
implantacién/crecimiento de los tumores en los ratones, algo como ya hemos visto,
muchas veces dificil de conseguir para los tumores pediatricos; iv) Reducir al minimo
posible los tiempos de estudio histopatologico del tumor; v) Reducir al minimo posible los
tiempos para el estudio gendmico (WES/panel de genes) del tumor; vi) Conseguir la
expansion homogénea (reduciendo al maximo la dispersiéon) del tumor en los PDOX; vii)
Consensuar con los equipos clinicos los tratamientos que se deben evaluar en los ratones;

viii) Conseguir los farmacos (algunos con costes prohibitivos para estudios in vivo en
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ratones); ix) Llegar a alcanzar un grado de especializacion en los procesos de tratamientos
de ratones que nos permita obtener resultados representativos con un nimero pequefio
de animales por cada grupo de tratamiento (n=3-4). En todo este proceso hay bastantes
cuellos de botella técnicos, ademas del principal escollo, que es el coste de estos farmacos

para tratar a los ratones durante un minimo de dos semanas.

Teniendo en cuenta todos estos factores, los tres casos de medicina de precision que
presentamos en esta tesis tienen un enorme valor. Actualmente, hay pocos centros en el
ambito de la pediatria oncologica que puedan llegar a hacer unas aproximaciones como
las presentadas aqui. Estas estrategias nos han ensefiado a mejorar el funcionamiento de
todo el proceso y esperamos que en un futuro podamos ofrecérselo a mas pacientes. Aun
siendo imposible ofrecer estas opciones a todos los nifios con tumores de mal pronéstico,
indirectamente muchos nifios podran beneficiarse del resultado si somos capaces de
gjecutarlas para tumores de diferentes tipos. El acceso a suficientes recursos materiales y
humanos sera el determinante para poder realizar mas aproximaciones en tiempo real. En
este sentido nos gustaria resaltar que buena parte de estos estudios se han podido realizar
gracias a la cofinanciacion por parte de la empresa Xenopat S.L. (www.xenopat.com), una
spin-off del ICO/IDIBELL, como una decision admirable de realizar su Acciéon Social

Corporativa en el campo de la oncologia pediatrica.

Los tres casos para los que hemos realizado los estudios de medicina de precision fueron
seleccionados por el equipo clinico basandose en la agresividad del tumor, la complejidad
y la dificultad de encontrar un tratamiento efectivo para tratar a estos pacientes. Debemos
plantear aqui el concepto de equidad terapéutica. Para ello, es esencial que la decision
recaiga en el equipo clinico en su conjunto (Comité Multidisciplinar de Tumores y Comité
de Medicina Personalizada), valorando qué casos pueden beneficiarse de esta
aproximacion. En dos de los casos (Paciente 1Y Paciente 2), nuestra estrategia consistié en
encontrar algun resultado relevante, con farmacos concretos que se pudieran usar en el
ambito de la oncologia pediatrica, que justificara la solicitud de autorizacion como
tratamiento de uso compasivo o la inclusién en algin ensayo clinico, en pacientes que

estaban agotando sus opciones terapéuticas. En el caso del Paciente 3, se aprecia cémo
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estas estrategias pueden ser también muy relevantes en los pacientes que si responden al

tratamiento, al orientarnos en las opciones terapéuticas ante una hipotética recaida.

En los tres casos mostrados, se intentd priorizar la evaluacion en el PDOX de aquellos
farmacos o combinaciones (quimioterapia, terapias dirigidas o inmunoterapia) que, de ser
efectivas, pudiesen trasladarse al paciente, aunque fuese por la via de autorizaciones
basadas en la evidencia experimental. Ademas, estos estudios son herramientas muy
importantes para definir potenciales nuevas estrategias que sean Utiles a otros pacientes
con tumores similares al estudiado. Para ello, sera muy importante combinar los estudios
ya realizados de respuesta tumoral (evaluada como disminucion del tamafio/peso del

tumor) con los de respuesta histolégica, evaluada por las patdlogas.

El planteamiento del programa COMIK, ya desde su inicio, contemplaba la realizacion de
algunas estrategias de medicina de precision en tiempo real, con el objetivo de ir mas alla
de la identificacion de alteraciones moleculares para plantear un potencial tratamiento o
incluir al paciente en un ensayo clinico. Este es un hecho diferencial y un paso adelante
respecto a la mayoria de los programas de medicina de precision pediatricos de nuestro

entorno.

Nuestra estrategia de medicina de precision vertebrada entorno al binomio PDOX-
Mutaciones ha de ser dinamica y nos ha de permitir anticiparnos a la apariciéon de
mecanismos de resistencia a los diferentes tratamientos. Las estrategias en tiempo real nos
pueden ayudar no solo a identificar potenciales tratamientos, sino también nuevas

aproximaciones para anticiparnos a las recaidas de los tumores.

4.7 Los retos pendientes de los modelos PDX

Pese a las indiscutibles ventajas que los modelos PDX (especialmente los PDOX) presentan
frente a otros modelos preclinicos, existen aun retos a resolver. Probablemente el mas
limitante sea la gran cantidad de recursos humanos y materiales que se requieren para su

desarrollo, en comparacién con las cada vez mas accesibles técnicas de secuenciacion. En
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este sentido, la centralizacion en laboratorios especializados en los que aglutinar los

recursos puede suponer un gran avance.

En lo correspondiente a los propios modelos, estos no dejan de ser animales
inmunodeprimidos que no reflejan la influencia del ambiente inmunitario y, aunque el
microambiente sea similar, contiene diferencias respecto al humano (202). Ademas, es muy
dificil obtener modelos metastasicos por evolucion natural (verdadero modelo
metastasico) de la enfermedad dado que los animales fallecen antes de llegar a desarrollar

las metastasis.

Como hemos visto, en algunas ocasiones, el modelo puede ser parcialmente diferente al
tumor original. Una de las principales razones es la propia heterogeneidad tumoral (203),
que puede ocasionar que la muestra implantada no contenga todos los elementos
representativos. Con todo, los modelos PDX siguen siendo los modelos preclinicos que

mas fielmente reflejan esta heterogeneidad.

Los roedores presentan una mayor tolerancia que los humanos a la quimioterapia, por lo
que las dosis efectivas pueden no ser trasladables a los pacientes (41). En la experiencia del
PPTP, los modelos que sélo presentan respuestas a las dosis maximas toleradas por los

ratones no son extrapolables al paciente (138).

Los estudios preclinicos han de lograr abarcar la diversidad genética y epigenética de cada
tumor. Por ejemplo, ante una misma mutacion driver, la respuesta a un tratamiento dirigido
puede ser dependiente del contexto y tipo tumoral. Por tanto, es imprescindible probar el
farmaco en multiples modelos que representen la misma variante genética. Frente a los
estudios tradicionales, que emplean varios animales para los grupos control y tratamiento,
surgen nuevos disefios. Entre ellos, destacan las pruebas en un solo raton (en inglés, single
mouse testing, SMT), basadas en un analisis retrospectivo del PPTP que incluye 2134
estudios farmacologicos (204). Este método permite reducir el nUmero de animales
necesario (en consonancia con las 3R) asi como los recursos dedicados, y ha demostrado
tener una gran concordancia con los estudios tradicionales. El uso del SMT puede

incorporar potencialmente mas de 20 veces los modelos que se evallan para un agente,
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asi como abarcar diferentes enfermedades o la diversidad genética de una enfermedad
concreta. Y dado que habitualmente, cada modelo tumoral se vincula a secuenciacion WES
y RNAseq, sus resultados podrian ayudar a identificar biomarcadores que se asocien a la

sensibilidad o resistencia farmacologica.

En cuanto a los criterios de respuesta a un tratamiento, estos son claramente mas laxos en
los modelos animales (a menudo limitados a la medida y peso del tumor) que, en los
humanos, que incluyen criterios clinicos y radioldgicos. La aplicacion de los criterios de
consenso elaborados en 2021 por el ITCC en colaboracion con el PPTC (205), traera una

armonizacion en la comunicacion de los resultados que los hara mas comparables.

4.8 Debilidades y fortalezas de la tesis.

Las limitaciones presupuestarias y de recursos humanos han supuesto algunas de las
mayores dificultades a lo largo de la realizacion del proyecto de tesis. Por un lado, no se
han podido establecer todos los modelos que hubiéramos deseado, ni los modelos
establecidos se han podido expandir sistematicamente. Por otro lado, esta restriccion ha
supuesto limitarnos a realizar una caracterizacion histolégica e inmunohistoquimica, sin
poder caracterizar gendmicamente los modelos, ni poder hacer en ellos pueblas de drogas
de alto rendimiento. Sin embargo, pese a no haber podido realizar esta caracterizacion, la
confirmacion de correlacion histoldgica en la practica totalidad de los modelos vy la
literatura existente, nos permite anticipar que muy probablemente estos modelos van a

recapitular las caracteristicas genomicas de los tumores originales.

Las conclusiones extraidas mediante los analisis estadisticos, obviamente se encuentran
limitadas por el pequefio niUmero de pacientes incluidos y de modelos desarrollados, asi
como por la gran variedad de patologias analizadas. Es evidente que son necesarios
tamafios muestrales mas grandes, que incluyan mayor nimero de tumores en cada grupo
diagnostico, para alcanzar unas conclusiones mas fiables. No obstante, el analisis realizado,

nos permite extraer algunas conclusiones relevantes.
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Por otro lado, Unicamente disponemos de la secuenciacion WES de una parte de los
tumores originales a partir de los que se ha desarrollado un PDX. También en algunos
tumores, se realizaron estudios con paneles de genes mas limitados. De nuevo, la razén
estd en las restricciones presupuestarias que nos llevaron a restringir la realizacion de
estudios gendmicos a algunos pacientes en situacion de alto riesgo, recaida, progresion o
refractariedad. Actualmente, la realizacién sistematica del panel Oncomine™ Childhood
Cancer Research Assay, Termo Fisher Scientific, incorporado por el CatSalut en el afio 2021
como parte del programa catalan de medicina de precision, nos permitira al menos
disponer de una caracterizacion basica de los tumores de todos los pacientes,
independientemente de su grupo de riesgo o situacion clinica. Este panel incluye las 203

alteraciones genéticas mas representativas en el cancer del nifio y el adolescente.

Sin embargo, pesar de contar con unos recursos muy limitados, hemos logrado establecer
46 modelos PDOX de tumores pediatricos y del adolescente, representando una enorme
variabilidad tumoral y generando algunos modelos de particular interés por su escasa
representatividad en las series internacionales, y previsiblemente (una vez caracterizados)
incluyendo algunas alteraciones gendmicas de enorme interés para desarrollar nuevas
dianas terapéuticas, evaluar la efectividad de algunas ya disponibles y estudiar mecanismos
oncogénicos poco conocidos en el cancer infantil. Ademas, estos modelos se han logrado
utilizar con éxito en varios estudios experimentales publicados (Anexo Il), asi como en tres

casos de medicina personalizada en tiempo real.

La combinacion de una aproximacion desde la biologia con la informacion procedente del
seguimiento clinico de los pacientes, ha sido de enorme ayuda para poner en contexto la
relevancia de los modelos y de los hallazgos gendmicos en las muestras tumorales. Se trata
de una perspectiva que no esta presente, en general, en las grandes series internacionales
que caracterizan gendmicamente los modelos PDX. Esta simbiosis entre investigadores
basicos y clinicos (entre los que incluimos a los especialistas quirirgicos) es, desde nuestro
punto de vista, el modelo idéneo que deberia impulsar la investigacion biomédica

traslacional en el SXXI.
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5.1 Conclusiones especificas

Primera: Hemos logrado desarrollar un banco de 46 modelos PDOX con representacion
de 14 tipos tumorales, algunos de ellos consideraros raros y ultrarraros, a partir de 135
muestras de pacientes pediatricos y adolescentes en diferente situacion clinica. Estos
modelos preclinicos constituyen una fuente de material bioldgico renovable, una vez
criopreservados y, ademas, una vez hayan sido caracterizados gendmicamente, plantean
gran numero de posibilidades de investigacion. Este banco de PDOX se acompafia de una

base de datos clinica de enorme relevancia.

Segunda: La tasa de éxito de implantacion (engraftment) ha sido del 34%, muy satisfactoria
considerando que se han implantado un gran nimero de muestras obtenidas al
diagnostico o en primera linea, asi como procedentes de tumores de riesgo intermedio o

bajo.

Tercera: La caracterizacion histologica de los modelos ha sido concordante con el tumor
original en el 97,8% de los 44 modelos de los que se dispuso de tejido del PDOX para su
analisis (40 comprobados comparativamente con muestras pareadas de paciente y 3

mediante examen morfoldgico por parte de una patdloga experta en cancer pediatrico).

Cuarta: Se han analizado diversos factores que pueden influir positivamente en el éxito de
implantacion, como, por ejemplo, que la muestra procediese de tumores de muy alto
riesgo, de tumores en recaida o en progresion, o de metastasis. Ademas, la implantacion
ortotopica fue mas efectiva que la subcuténea. Sera preciso validar estos hallazgos en

series mas extensas, para poder optimizar las posibilidades de establecer los modelos.

Quinta: El tamafio de la muestra a implantar no supuso un impedimento para generar los
modelos PDOX, por lo que esta opcidn deberia plantearse incluso en los casos en los que
la muestra disponible es muy limitada, como es el caso de los cilindros obtenidos con aguja
gruesa Tru-Cut®. Es un elemento muy relevante, ya que evita la necesidad de someter al

paciente a abordajes mas invasivos.
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Sexta: El exito en el establecimiento de los modelos PDOX se correlacioné con el pronéstico

de los pacientes, en términos de recaida/progresion y de fallecimiento.

Séptima: En un 65,2% de las muestras hubiera sido factible realizar una expansion de los
modelos que permitiese ensayar diversos farmacos, acercando al paciente la posibilidad

de identificar nuevos tratamientos mediante medicina personalizada en tiempo real.

Octava: La participacion del equipo de Cirugia Oncoldgica Pediatrica dentro de un equipo
multidisciplinar experto, de investigadores basicos y clinicos, ha sido fundamental para
establecer un programa de medicina personalizada con una plataforma de modelos PDX
pediatricos, lo que pone de relieve los beneficios de implicar a los especialistas quirtrgicos

en los programas de investigacion basica y traslacional.
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Anexo ll. Articulos publicados que emplean los modelos PDOX de la tesis.
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Josep RomaiT), Josep Samitier 27, Alberto Villanueva " and Joan Montes {520

& The Authasls) 2022

Targeted agents have emenged a5 pramising molecubes for cancer trestment, but mast of them (el to achieve complete tum or
mgression o sttain durable remissions due to tumer adaptations We used dynamic BH3 profiing to identify targeted agents

effectiveness and anti-apoptofc adaptations upon tangeted treatment in rhabdomyosarcoma We feoused on studying the wse of
BH3 mimetics 1o specifically inhibit pro-survival BCL-2 family prowins, overshelm resistance to therapy and prevent relapse. We

obrerved that the MEK1/2 inhibitor tram etinib rapidly depleted the

[rodtesin MODCA, thes incressing MOL-1 avails bility.

pro-apoptotic
Incieed, we fownd that the MOL-1 inhibitor 563845 synergistically enhanced trametinib cytotoadcity in rhabdomyosamoma cells
iin vitro and in vivo. In conclusion, owr findings indicate that the combination of 2 BH3 mimetic mrgeting MOL-1 with trametinib

improves efficiency on rhabdomyosarcoma by blocking tumor adaptaBon 1o treatment
Gl Dearth Discovery (2022)8172; hitpss/dodorg’ 101103854 1420-023 0095 3w

INTRODLMCTION
Fha bdomyosarcoma [MS) constitutes the most frequent form of
soft tissue sarcoma during childhood, sccounting for 5-8% of
malignant tumon in children and adolescents [1-5. AMS i
classified based on histological characteristics into fouwr different
subitypes: eﬂl:r_rnnﬂ (ERMS), alveolar (ARMS) spindle csll/
ﬂfﬂtg. pleomarphic [5]. The two major subtypes ane
for 20% and ERMS accownting for 60% of cases
hdichnh 6] ARMS commonly ooowrs in the extremities and
s & high propensity for metastass, while BRMS i more likely to
prdent aslocalived disessein genitourinary of head/neck mgions
an have a better prognosis 151, All isk-groups of RMS are treated
with & multi-modal approsch that incudes chemotherapy,
ediation, and srgery [7] However, the cure rates for high-risk
memstatic patients have not achieved significant progress in
years [7]. RMS trestment condnwes to be based on oombinations
o conventional cytotoxic agents developed in the late 19608 [8]
which are accompanied by therapy-relaed tosdcities and a
decrease in patients” quality of e [9] Targeted therapies have
gained interest in the past years as an imation to increase
survival and decreate secondary in RMS pafents
[2. 8, 1@ 11] mainly due to a better understanding of genefic
and molecular alierations in patients’ tumors [1, 8, 10, 12
Mevertheles, despite that tangeted therapies have revolutionized
westment for some adult cancers [13] and pediatric hemastolo-
gical malignancies [14, 15], less sgnificant progress has been

achieved in pediastric solid tumors. Regarding RMS, precinical
stdies have reponed increased cytotosicity wiven comibining
differnt targeted therapies with conventional chemaotherapeu-
Hes [121 since single targeted agents alone would not be
sufficient to reach dinical efficacy due to soguired resistances to
thade treatments [12]

Evasion of apoplosis represents & common featsre of cancer
persister cells that become resistant to treatments, and can be
partislly mediated by an inceased expresson of anti-apoptofic
prteins [16 17] Apoptosis i a type of progammed cell death
controlled by the BOL-2 family of proteins [18]. Members of this
family are classfied based on their structure, BOL-2 homology
damains, and function [18, 19]. Aherstions in different BOL-2
family mem bers have been reported in RMS patients [2], including
the overexpreston o the anti-apoptalic proteins BOL-2 and MOL-
1 [20, 21] This could be of special intemst to develop new
therapeulic sirabegies targeting these anti-apoplotic proteins to
west highisk er relapsed RMS patients [17, 23] BHE mimetics,
small molecule inhibitors that mimic the action of sensitizr BHB-

and indhibit BCL-2 1,
evebers. are urerthy being exploited 16 Gueacame apopteat
resistance [19). The functionsl sy dynamic BH3 profiling (DBF)
can determine in less than 24 h how effective & trestment will be
B engage apapbosis and it also allows us to identify cancer cells’
selective
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The oral KIF11 inhibitor 4SC-205 exhibits antitumor activity
and potentiates standard and targeted therapies in primary
and metastatic neuroblastoma models

Dear Editor,

Neuroblastoma remains incurable for most patients
with high-risk disease.! Perturbation of transcription fac-
tors (MYCN and PHOX2B), kinases (ALK, MEK), and cell
cycle regulators (CDE4/6, CHECKT), among other factors,
make neuroblastoma cells highly proliferative, which is
associated with poor patient outcomes. ™ To circumvent
the limitations of the classical microtubule poisons such as
vinca alcaloyds used in the treatment of neuroblastoma,'
we sought o explore alternative mitotic regulators as new
therapeuntic targets for high-risk neuroblastoma patients.
Ome of these mitotic spindle-specific proteins is kinesin
family member 11 (KIF11), also known as kinesin spindle
protein, kinesin-5, or Eg5, which is essential for bipolar
spindle formation and mitotic progression in human cells.*

Transcripiomic analyses showed that the expression of
multiple kinesins, incloding KETFII was higher in the high-
risk neuroblastoma compared with low- and intermediate-
risk groups (Figures 1A and 51; Table 51). Owerall sur-
vival was significantly poorer in patients with high KIFII
expression (Figure 18-I; Table 52). ETFII high expression
was identified as an independent prognostic factor of sur-
vival, together with risk assessment (HE = 3.051; Table 53)
and found to be higher in patients with amplification of
MYCN, 1p36 loss, or 17g23 gain (Figure 1E). At the protein
level, KIF1] expression was detected in the cytoplasm of
neuroblastic cells (Figure 1F) and showed higher expres-
sion compared to low- or intermediate-risk neuroblastoma
samples (p < 0.05) and in wmors with segmental chro-
mosome alterations such as 1p34, 11q deletion, and gain
of 17q23 (Table 54). Kaplan-Meier analysis confirmed that
high EIF1l protein expression was associated with shorter
event-free and overall survival (Figores 16 and H). While
there is a positive correlation between KTFI] and MYCHN
mBRNA expression levels, MYCN is neither sufficient, nor
necessary for KIF11 expression (Figure 52).

According to functional genomics, neuroblastoma cells
seem to be one of the cell types that are more dependent
on the expression of KIFI1 for survival being particularly
sensitive to its pharmacological inhibition.® Concurring
with these observations, the silencing of EIF1] caused a
reduction in cell viability (Figure 524-C) and a 3-4 fold
reduction in the growth of established neuroblastoma sub-
cotaneous xenografts (Figure 2A-C and 531D-R). KIF11
inhibitors hawe moved forward towand phase 1 and 2 clini-
cal trials in adult tomors,” with very limited development
for childhood cancer. Herein, we provide a complete pre-
clinical characterization of the potent and highly selective
KIF11 inhibitor, 45C-205 (Figure 210, the first oral KIF1L
inhibitor that has been evaluated in phase I clinical trials
in adult patients {NCT01065025). Compared to other KTFI1
inhibitors, 45C-205 can be administrated daily, thus being
able to hit the target in a more sustained manner New-
roblastoma cells treated with 45C-205 (Figure 2E; Table
35) displayed all the expected phenotypic features resulting
from KIF1] inhibition such as the inability to form bipo-
lar spindles (Fipures 2F and 54A), cell cycle arrest during
mitosis (Figure 54B-H), and induction of apoptosis (Fig-
ure 55), thereby confirming the high KIF1] specificity of
this compound. While similar effects were observed in 3D
spheroid cultures (Figure S6A4-C), 45C-205 did not affect
the viability of differentiated cells (Figure 560-G).

When used in vivn, 45C-205 treated mice showed a
remarkable shrinkage of the original SK-N-BE(2) subcu-
taneous xenograft (Figures 26 and 2H) or tumor growth
delay in SK-MN-AS xenografts (Figures 21, 2K, and Figure
571 Increased phosphorylation of histone H3 and apop-
totic hallmarks (ie., processing of PARP) confirmed that
the antitumor effect of 45C-205 was comparable to that of
genetic KIF]] silencing in vivo (Figures 2I.L). Transcrip-
tomic analysis of the 45C-305treated tumors confirmed
the expected penetic changes of arrested cells in mitosis
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Sequential combinations of chemotherapeutic
agents with BH3 mimetics to treat
rhabdomyosarcoma and avoid resistance

Clara Alcon”, Albert Manzano-Mufice(, Etela Prada=™ bume Mora™ Arca SoranoT, Gabriela Guilén(=HS
Soledsd Gallego, Jowp Romal, Jasep Samitier™™, Alberto Villanueva=H? and Joan Montero(

Abstract

and derease undesired ssoondary efiects

Rhabdomyosmcoma (RME) i the most commaon soft tissue sarcoma in childhood and adaolescence. Refractony
relapsed RMS patients present a bad prognosis that combined with the lack of spedfic biomarkers impairs the
development of new thempies. Here, we utilze dyramic BH3 profiing {DBF)L a functional predictive biomarker that
measures net changes in mitochondrial apo ptotic signaling, to identify anti-apoptotic adaptations upon treatment. We
emipkoy this information to guide the use of BH3 mimetics to spediically inhibit BO-2 pro-sundval proteins, defeat
resistance and avoid relapse. Indeed, we found that BHI mimetics that slectively target anti-apoptotic BOL-wd and
MOL-1, synangistically enhance the effect of dinially used chemotherapeutic agents vincristine and domorubicin in
RME cells. We validated this strategy in vivo using a RMS patien t-derfved xenograft model and obsened a eductionin
tumior growth with a tendency to stabilzation with the sequential combiration of vincristine and the MOL-1 inhibitor
563845 We identihed the maolecular mechanism by which RS cdls aoquire resistance to vingistine: an enhanced
binding of BID and BAK to MCL-1 after drug exposure, which is suppresed by subssquently adding 563845 Our
findings validate the use of DEP as a functional assay to predict treatment effectivenes in RMS and provide a ratiorale
for combining BH3 mimetics with chemaotherapeutic agents to awid tumaor resistance, improve treatment afidency,

Introduction

Rhabdonmyosaroomsa (RMS) is ahighly maligrant cancer
that, despite being relatively rare, s the most frequent
sofi-tissue samconmsa in children, accounting for 5% of Al
pediatric temors”. RMS temors are highly aggressive and
typically develop from skeletal muscle cells, arising in a
variety of anatomic sites in the body™. There i a slightly
higher prevalence of this disease in males than in females,
and it is often associated with genetic disorders, such 2
Li-Fraumeni famiiar cancer  syndrome  and
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neurofibromatosis type 1% Based on histologic crdtera,
BMS tumors are subdivided into two main groups,
embryonal (ERMS) and alveclar (ARMS). ERMS account
for 6% of all RMS, affecting children under the age of 10,
especially around the head and neck regions™. ARMS
represent ~20% of all RMS, occurdng mostly in adoles-
cents and frequently localized in the limbs™*. The curvent
treatment strategies for RMS indude chemotherapy,
radiation, and surgery®. Despite treatment impmvement
for patients with low-risk and intermediate-dsk disease,
the survival mtes for high-risk patients kave not advanced
in the past decades®. Furthermore, the dertved toodcities
from curent trestments and the lack of biomarkers’,
highlight the need for new therapies to enhance RMS
cliieal outoommes.
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Cdédigo de PDOX

/18,
YYPACIENTE

Q PDOX

Histologia

Patron de
crecimiento

Citomorfologia

Densidad celular

H&E

Pleomorfismo

Mitosis

Necrosis

Positiva / Negativa

HQ

Patrén

Intensidad

H&E

HQ (%)

O}

Concordante

No concordante

ND

No disponible
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R0
Y\n’PACIENTE Q PDOX

. , Nefroblastoma estromal (rifidn
Histologia o . s Nefroblastoma
izquierdo) y mixto (rifion derecho)
Patron de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Blastema, estroma y epitelio Estroma y epitelio (no blastema)
" Densidad celular Baja Baja
3
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 1 0
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Negativa
g Patron Local -
Intensidad Fuerte -
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: WT1
237 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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VH-PDOX-WT2 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
Histologia Nefroblastoma blastematoso Nefroblastoma
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
[}
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 26 34
Necrosis 60% 50%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Difuso Difuso
Intensidad Moderada Moderada
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: WT1
538 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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V¥ )
PACIENTE PDOX
. , Nefrobl i itelial,
Histologia efroblastoma mixto (epitelia Nefroblastoma
blastematoso y estromal)
Patrén de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
5]
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 29 6
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
@) . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Moderada Moderada
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: WT1
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V¥ »
PACIENTE PDOX
Histologia Nefroblastoma regresivo Nefroblastoma tipo blastematoso
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Célula fusiforme
" Densidad celular Baja Alta
3
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 0 9
Necrosis 90% 10%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: WT1
240 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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V¥ »
PACIENTE PDOX
Histologia Nefroblastoma no anaplasico Nefroblastoma
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
T
Pleomorfismo Si ND
Mitosis 24 39
Necrosis 1% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: CD56
241 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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V¥ Y
PACIENTE PDOX
Histologia Nefroblastoma.ml.xto (estromal y Nefroblastorna
epitelial)
Patrén de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Epitelial y fusiforme Epitelial y fusiforme
W Densidad celular Moderada Moderada
5]
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 1 1
Necrosis 30% 1%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
@) . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Moderada
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: WT1
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V¥ Y
PACIENTE PDOX
Histologia Nefroblastoma blastematoso Nefroblastoma
Patrén de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 22 31
Necrosis 10% 40%
Positiva / Negativa Positiva Positiva

% Patron Difuso Local

Intensidad Débil Débil

H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: WT1
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V¥ »
PACIENTE PDOX
Histologia Nefroblastoma mixto Nefroblastoma
Patron de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
3
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 6 4
Necrosis 20% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g Patron Local Difuso
Intensidad Moderada Moderada
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: WT1
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VH-PDOX-HB1

R0
Y\“’PACIENTE

Q PDOX

Histologia Hepatoblastoma mixto: componente Hepatoblastoma epitelial (solo
9 epitelial, mesenquimal y teratoide embrionario)
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
o3
= . .
Pleomorfismo No Si
Mitosis 6 23
Necrosis 5% 25%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
@) . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Moderada Débil
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: HEPATOCYTE
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R0
Y\n’PACIENTE

Q PDOX

. . Hepatoblastoma (muy
Histol Hepatoblast o .
srolegia epatoblastoma indiferenciado)
Patron de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
I o ’ e
Pleomorfismo Si Si
Mitosis 3 10
Necrosis 0% 5%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: B-CATENINA
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VH-PDOX-HB3 o
Y\"’PACIENTE Q PDOX
Histologia Hepatoblastoma fetal y embrionario Hepatoblastoma embrionario
Patroh de Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
o3
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 19 4
Necrosis 10% 5%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Local Local
Intensidad Moderada Moderada
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: HEPATOCYTE
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Y¥ .
PACIENTE PDOX
. , H I fetal, i i
Histologfa epatob,astoma’ eta embrlcinano y Hepatoblastoma
patrén de células pequefias
cl::ctirr(:wri‘e(rjwfo Infiltrativo No valorable
Citomorfologia Epitelial Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
5]
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 2 4
Necrosis 40% 60%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g Patron Difuso Local
Intensidad Moderada Moderada
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: HEPATOCYTE
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LLd .
PACIENTE PDOX
Histologia Hepatoblastoma epitelial Hepatoblastoma
Patrén de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
o3
T
Pleomorfismo No Si
Mitosis 2 8
Necrosis 0% 15%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g Patron Local Local
Intensidad Débil Débil
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: HEPATOCYTE
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VH-PDOX-HB6 oo
Y\“’PACIENTE Q PDOX
Histologia Hepatoblastoma mixto No disponible
Patroh de Expansivo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
[s~]
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 2 12
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Negativa
S:j Patron Local -
Intensidad Moderada -
H&E
HQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: HEPATOCYTE
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VH-PDOX-HCC1 o
Y\"’PACIENTE Q PDOX
Histologia Hepatocarcinoma Hepatocarcinoma
Patrén de . :
- Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
5]
T
Pleomorfismo Si Si
Mitosis 7 22
Necrosis 0% 5%
Positiva / Negativa Positiva Negativa
S:j Patron Local -
Intensidad Moderada -
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: HEPATOCYTE
251 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



Y¥ .
PACIENTE PDOX
Histologia Neuroblastoma en diferenciacion Neuroblastoma indiferenciado
Patrén de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Ganglionar Redonda
Densidad celular Baja Alta
L
°I5 Pleomorfismo No No
Mitosis 0 15
MKI 0 5
Necrosis 0% 10%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
% Patron Difuso Local
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
HQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: SINAPTOFISINA
252 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-NB2 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
Histologia Neuroblastoma indiferenciado Neuroblastoma indiferenciado
Patron de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
Densidad celular Alta Moderada
L
°IZ5 Pleomorfismo No No
Mitosis 10 13
MKI 4 4
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patrén Local Difuso
Intensidad Moderada Débil
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: SINAPTOFISINA
253 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-NB3 o
Y\"’PACIENTE Q PDOX
Histologia Neuroblastoma indiferenciado Neuroblastoma indiferenciado
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
Densidad celular Alta Alta
L
°IZ5 Pleomorfismo No No
Mitosis 4 5
MKI 7 6
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g , . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Moderada Moderada
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: SINAPTOFISINA
254 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-NB4 o
Y\"’PACIENTE Q PDOX
Histologia Neuroblastoma indiferenciado Neuroblastoma indiferenciado
Patrén de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
Densidad celular Alta Alta
L
°IZS Pleomorfismo No No
Mitosis ND 14
MKI 0.2 1
Necrosis 40% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Moderada
H&E ND
HQ (%) ND
(*) Marcador IHQ utilizado: SINAPTOFISINA
255 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



R0
Y\n’PACIENTE

Q PDOX

Histologia Neuroblastoma indiferenciado Neuroblastoma indiferenciado
Patron de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
Densidad celular Alta Alta
L
°I5 Pleomorfismo No No
Mitosis 3 14
MKI 6 2.2
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g Patron Difuso Local
Intensidad Fuerte Débil
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: SINAPTOFISINA
256 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-NB6 o
Y\"’PACIENTE Q PDOX
Histologia Neuroblastoma indiferenciado Neuroblastoma
Patroh de Expansivo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
Densidad celular Baja Alta
L
°IZS Pleomorfismo No No
Mitosis 0 2
MKI ND ND
Necrosis 93% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Difuso Local
Intensidad Moderada Débil
H&E
HQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: SINAPTOFISINA
257 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-RMST o
Y\"’PACIENTE Q PDOX
Histologia Rabdomiosarcoma embrionario Rabdomiosarcoma embrionario
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Célula fusiforme
W Densidad celular Alta Alta
o3
T
Pleomorfismo No Si
Mitosis 19 2
Necrosis 30% 40%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Difuso Local
Intensidad Fuerte Débil
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: MIOGENINA
258 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-RMS3 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
Histologia Rabdomiosarcoma embrionario Rabdomiosarcoma
Patroh de Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 13 35
Necrosis 20% 10%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Difuso Difuso
Intensidad Moderada Débil
H&E
HQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: MIOGENINA
559 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-RMS4 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
Histologia Rabdomiosarcoma embrionario Rabdomiosarcoma
Patroh de Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda y fusiforme
W Densidad celular Moderada Alta
o3
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 5 15
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Difuso Local
Intensidad Moderada Moderada
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: MIOGENINA
260 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-RMS5 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
Histologia Rabdomiosarcoma alveolar Rabdomiosarcoma alveolar
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
o3
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 5 12
Necrosis 5% 10%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: MIOGENINA
261 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-MRT1 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
Histologia Tumor rabdoide maligno Tumor rabdoide maligno
Patroh de Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
o3
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 2 1
Necrosis 50% 0%
Positiva / Negativa Negativa Negativa
S:j Patron - -
Intensidad - -
H&E
HQ (*) ND
(*) Marcador IHQ utilizado: INI-1
262 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



V¥ »
PACIENTE PDOX
Histologia Tumor rabdoide maligno Tumor rabdoide maligno
Patron de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
T
Pleomorfismo Si Si
Mitosis 4 2
Necrosis 0% 10%
Positiva / Negativa Negativa Negativa
% Patrén - -
Intensidad - -
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: INI-1
263 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



V¥ )
PACIENTE PDOX
Histologia Tumor rabdoide maligno Tumor rabdoide maligno
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Rabdoide Rabdoide
W Densidad celular Moderada Moderada
5]
T
Pleomorfismo Si Si
Mitosis 0 0
Necrosis 30% 60%
Positiva / Negativa Negativa Negativa
g Patron - -
Intensidad - -
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: INI-1
264 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



V¥ .
PACIENTE PDOX
Histologia Tumor rabdoide maligno Tumor rabdoide maligno
(extracraneal)
Patrén de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
I
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 15 10
Necrosis 50% 70%
Positiva / Negativa Negativa Negativa
g Patron - -
Intensidad - -
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: INI-1
265 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-MRT5 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
Histologia Tumor rabdoide maligno Tumor rabdoide maligno
Patroh de Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
= .
Pleomorfismo No No
Mitosis 16 16
Necrosis 0% 20%
Positiva / Negativa Negativa Negativa
S:j Patron - -
Intensidad - -
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: INI-1
266 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-DSRCT1 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
. . Tumor desmoplasico de células Tumor desmoplasico de células
Histologia N N
pequefias y redondas pequefias y redondas
Patroh de Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
o3
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 2 25
Necrosis 0% 20%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Difuso Local
Intensidad Fuerte Moderada
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: DESMINA
267 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



V¥ .
PACIENTE PDOX
Histologia Sarcoma indiferenciado Sarcoma indiferenciado
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
T
Pleomorfismo ND No
Mitosis 4 28
Necrosis 40% 50%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Moderada
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: VIMENTINA
268 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-NRSTS2 o
Y\“’PACIENTE Q PDOX
. . Tumor maligno de la vaina del
ND
Histologia nervio periférico (MPNST)
Patroh de Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Célula fusiforme Redonda
W Densidad celular Moderada Moderada
5]
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 6 0
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
S:j Patron Local Difuso
Intensidad Moderada Fuerte
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: S100
269 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



R0
Y\n’PACIENTE

Q PDOX

Histologia Osteosarcoma Osteosarcoma (condroide)
Patron de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
[s~]
L )
Pleomorfismo No No
Mitosis 32 7
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g Patron Difuso Local
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
IHQ (%)
(*) Marcador IHQ utilizado: SATB2
270 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



V¥ »
PACIENTE PDOX
Histologia Osteosarcoma Osteosarcoma
Patron de . .
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Moderada Alta
3
T
Pleomorfismo Si No
Mitosis 15 41
Necrosis 20% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Moderada Fuerte
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: SATB2
271 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-0S3 o
Y\"’PACIENTE Q PDOX
Histologia Osteosarcoma Osteosarcoma
Patron de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
" Densidad celular Moderada Baja
o3
T
Pleomorfismo Si No
Mitosis 4 0
Necrosis 10% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: SATB2
272 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



R0
Y\n’PACIENTE

Q PDOX

Histologia Osteosarcoma Osteosarcoma
Patrén de . :
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
" Densidad celular Baja Alta
o3
T . .
Pleomorfismo No Si
Mitosis 0 2
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa Negativa Negativa
% Patrén - -
Intensidad - -
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: SATB2
273 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



V¥ .
PACIENTE PDOX
Histologia Sarcoma de Ewing Sarcoma de Ewing
Patroh de Infiltrativo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
T
Pleomorfismo No No
Mitosis 3 23
Necrosis 15% 25%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
g . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: NKX2.2
274 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



V¥ Y
PACIENTE PDOX
Histologia Retinoblastoma moderadamente Retinoblastoma indiferenciado y
9 diferenciado moderadamente indiferenciado
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
5]
L )
Pleomorfismo No No
Mitosis 20 2
Necrosis 10% 0%
Positiva / Negativa Positiva Positiva

@) , . .
I Patron Difuso Difuso

Intensidad Moderada Débil

H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: SINAPTOFISINA; PDOX a 40X (escala 50um)

275 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza



VH-PDOX-CNST

R0
Y\“’PACIENTE

Q PDOX

Histologia Meduloblastoma clasico Meduloblastoma
Patrén de . .
o Expansivo Expansivo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
W Densidad celular Alta Alta
o3
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 10 2
Necrosis 0% 0%
Positiva / Negativa No valorable No valorable
S:j Patrén - -
Intensidad - -
H&E
IHQ - -
276 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS

DE TUMORES SOLIDOS EXTRACRANEALES PEDIATRICOS | G. Guillén Burrieza




V¥ .
PACIENTE PDOX
Histologia Disgerminoma Disgerminoma
Patroh de Infiltrativo Infiltrativo
crecimiento
Citomorfologia Redonda Redonda
" Densidad celular Alta Alta
I
T .
Pleomorfismo No No
Mitosis 15 16
Necrosis 5% 10%
Positiva / Negativa Positiva Positiva
(@] . . .
I Patron Difuso Difuso
Intensidad Fuerte Fuerte
H&E
IHQ (*)
(*) Marcador IHQ utilizado: PLAP
277 DESARROLLO DE PDX (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) ORTOTOPICOS
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Anexo IV. Tabla resumen de las caracteristicas de los 46 PDOX por cada grupo tumoral.

células pequefias y redondas

Riesgo del
Momento de paciente en el Origen de | Tratamiento
Modelo PDOX Sexo | Histologia tumor paciente obtencién de la momento de 9 . Gendmica
y la muestra | recibido
muestra la obtencion
de la muestra
VH-PDOX-MRT1 F Tumor rabdoide maligno Biopsia diagndstica Muy alto Primario Pre-tratamiento SMARCBT: Delecién en homocigosis: P: LF
VH-PDOX-MRT2 F Tumor rabdoide maligno Biopsia diagndstica Muy alto Primario Pre-tratamiento SMARCBT: Delecién en homocigosis: P: LF
VH-PDOX-MRT3 M Tumor rabdoide maligno Cirugia 12 linea Muy alto Primario Post-tratamiento SMARCBT: Delecién en homocigosis: P: LF
VH-PDOX-MRT4 F Tumor rabdoide maligno Biopsia diagndstica Muy alto Primario Pre-tratamiento SMARCBT: Delecién en homocigosis: P: LF
VH-PDOX-MRT5 F Tumor rabdoide maligno Recaida / I?rogresmn Muy alto Metastasis | Post-tratamiento SMARCBT: Delecién en homocigosis: P: LF
/ Refractariedad
Rabdomiosarcoma Recaida / Progresién L . ) .
VH-PDOX-RMS1 M ) ) . Alto Primario Post-tratamiento FGFR4: p.G636C: LP: GF
embrionario / Refractariedad
) » CDK4: Amplificacién (22 copias): P: GF
. Recaida / Progresion S . . P D
VH-PDOX-RMS2 F Rabdomiosarcoma alveolar / Refractariedad Muy alto Metéstasis | Post-tratamiento GLIT: Amplificacion (22 copias): LP: GF
PAX3-FOXOT1 translocacion: P
TP53: p.R248Q (germinal) + una copia perdida en el
Rabdomiosarcoma tumor: VAF 75% tumor: P: LF
VH-PDOX-RMS3 F Biopsia diagnosti Alt Primari Pre-tratamient
embrionario Iopsia diagnostica ° rimario re-tratamiento PAK1: Amplificacion (7 copias): LP: GF
KRAS: Amplificaciéon (6 copias): P: GF
Rabdomiosarcoma Recaida / Progresion , . . NRAS: p.Q61K: VAF 40%: P: GF
VH-PDOX-RMS4 M1 embrionario / Refractariedad Muy alto Metastasis | Post-tratamiento | oren. o | o5r: VAF 24%: LP: LF
, » TP53: p.Q52*: VAF 85%: LP: LF
. Recaida / Progresion , . . ) . .
VH-PDOX-RMS5 F Rabdomiosarcoma alveolar / Refractariedad Muy alto Metéstasis | Post-tratamiento KDR: p.S290R: VAF 28%: LP: GF
PAX7-FOXO1 translocacion: P
VH-PDOX-DSRCT1 M Tumor desmoplasico de Biopsia diagndstica Muy alto Primario Pre-tratamiento EWS-WTT1 translocacién: P

278




Recaida / Progresion TP53: p.G244C: VAF 55%: P: LF
VH-PDOX-NRSTS1 Sarcoma indiferenciado / Refractariedzd Muy alto Primario Post-tratamiento PIK3CA: p.R38H: VAF 10%: P: GF
CDKN2A/CDKNZ2B: Delecion en homocigosis: P: LF
Tumor maligno de la vaina S - L . . . T
VH-PDOX-NRSTS2 del nervio periférico (MPNST) Biopsia diagnostica Alto Primario Pre-tratamiento NF1: R1362* (germinal): P: LF
Recaida / Progresion TP53: NM_000546.6: ¢.782+1G>T (splice donor variant):
VH-PDOX-OS1 Osteosarcoma / Refractariedgd Alto Metastasis | Pre-tratamiento VAF 72%: P: LF
ATRX: p. T1582Nfs*19: VAF 71%: LP: LF
Recaida / Progresion TP53: NM_000546.6: ¢.782+1G>T (splice donor variant):
VH-PDOX-0S2 Osteosarcoma / Refractariedgd Muy alto Metéstasis | Post-tratamiento VAF 72%: P: LF
ATRX: p. T1582Nfs*19: VAF 71%: LP: LF
Recal P -
VH-PDOX-0S3 Osteosarcoma ecaida / ‘rogre3|on Alto Metéstasis | Pre-tratamiento CCNE1™: Amplificacion (6 copias): P: GF
/ Refractariedad
Recal P -
VH-PDOX-0OS4 Osteosarcoma ecaida / ‘rogresmn Alto Metéstasis | Post-tratamiento -
/ Refractariedad
. T Intermedio / R . ERRFI1: Delecién en homocigosis: LP: LF
VH-PDOX-EWS1 Sarcoma de Ewing Biopsia diagndstica Estandar Primario Pre-tratamiento EWSRT translocacion: P
STAG2: NM_001042749.2: c.819+1G>A (splice donor
. Recaida / Progresion . . variant): VAF 45%: LP: LF
VH-PDOX-EWS2 Sarcoma de Ewing / Refractariedad Alto Metastasis | Post-tratamiento FGFRI: p.K687E: VAF 51%: P: GF
EWSR1-FLI1 translocacién: P
VH-PDOX-EWS3 Sarcoma de Ewing Biopsia diagndstica Alto Primario Pre-tratamiento CDKNZA/CDKNZB.:, Delecion en homocigosis: P: LF
EWSR1 translocacién: P
CDKN2A/CDKN2B: Delecion en homocigosis: P: LF
, Recaida / Progresion . . TERT: Amplificacion: LP: GF
VH-PDOX-SO-NOS1 S NOS Muy alt Metast Post-trat t
arcoma oseo / Refractariedad Ly arto elastasis ostrratamiento NF1: Delecion en homocigosis: LP: LF
TPM3-NTRKT translocacion: P

Caracteristicas de las muestras de paciente de las que derivan los modelos PDOX de sarcomas establecidos. Estan resaltados en amarillo y salmén los modelos PDOX que provienen del mismo paciente. La
informacién gendmica proviene mayoritariamente de la secuenciacién de las muestras en los programas de medicina personalizada COMIK (WES) y MAPPYACTS (WES/RNAseq) y de estudios realizados en
diferentes departamentos de Vall d'Hebron mediante FISH, PCR y panel NGS, entre otras técnicas. F: Femenino, M: Masculino, VAF: del inglés, Variant Allele Frequency, P: del inglés, Pathogenic, LP: del inglés,
Likely Pathogenic, GF: del inglés, Gain of Function, LF: del inglés, Loss of Function.
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Riesgo del
Momento de paciente en el Origende | Tratamiento
Modelo PDOX Sexo | Histologia tumor paciente obtencién de la momento de la 9 . Gendmica
L la muestra | recibido
muestra obtencién de
la muestra
Nefroblastoma estromal .
N . "y o Intermedio / . .
VH-PDOX-WT1 M (rifidn izquierdo), mixto (rifdn | Cirugia 12 linea , Primario Post-tratamiento | -
Estandar
derecho)
Recai P fo
VH-PDOX-WT2 F Nefroblastoma blastematoso ecaida / vrogremon Muy alto Metastasis | Post-tratamiento | TP53: p.C242G (germinal): VAF 94% tumor: P: LF
/ Refractariedad
Nefroblastoma mixto Intermedio /
VH-PDOX-WT3 F (epitelial, blastematoso y Cirugia 12 linea Estandar Primario Post-tratamiento | -
estromal)
VH-PDOX-WT4 M Nefroblastoma regresivo Cirugia 12 linea IntEesrtrén::(;:I:: / Primario Post-tratamiento | -
VH-PDOX-WT5 M Nefroblastoma no anapléasico | Biopsia diagndstica IntEesrtr;w;é:l;ch/ Primario Pre-tratamiento -
VH-PDOX-WT6 m | Nefroblastoma mixto Cirugia 1° linea Intermedio /| b o | Post-tratamiento | -
(estromal y epitelial) Estandar
. - TP53: p.R337H: VAF 89%: P: LF
Recaida / Progresion A . . .
VH-PDOX-WT7 F Nefroblastoma blastematoso / Refractariedad Muy alto Primario Post-tratamiento | MLHT: p.L559Cfs*32 + una copia perdida: VAF 50% : LP: LF
ASXL1: p.G645Vfs*58: VAF: 44%: LP: LF
VH-PDOX-WT8 M Nefroblastoma mixto Cirugia 12 linea IntEeSrtr;:j;cr)/ Primario Post-tratamiento | -
DROSHA: p.E1147K: VAF 46%: P
Recaida / Progresion , . . SIX1: p.Q177R: VAF: 48%: P
VH-PDOX-WT9 F Nefroblast Muy alt Metést Post-trat t
elroblastoma / Refractariedad Ly atto elastasis OSEHAtamIENto 1 7epix3: p.K497*+ una copia perdida: VAF 96%: LP: LF
CBFB: p.F32Tfs*55+ una copia perdida: VAF 94%: LP: LF

Caracteristicas de las muestras de paciente de las que derivan los modelos PDOX de nefroblastomas establecidos. La informacién gendmica proviene mayoritariamente de la secuenciacién de las muestras en
los programas de medicina personalizada COMIK (WES) y MAPPYACTS (WES/RNAseq) y de estudios realizados en diferentes departamentos de Vall d'Hebron mediante FISH, PCR y panel NGS, entre otras
técnicas. F: Femenino, M: Masculino, VAF: del inglés, Variant Allele Frequency, P: del inglés, Pathogenic, LP: del inglés, Likely Pathogenic, GF: del inglés, Gain of Function, LF: del inglés, Loss of Function.
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Riesgo del

Momento de paciente en el Origende | Tratamiento
Modelo PDOX Sexo | Histologia tumor paciente obtencién de la momento de la 9 . Gendmica
L la muestra | recibido
muestra obtencién de
la muestra
Hepatoblastoma mixto:
componente epitelial (fetal .
p_ . pitelial ( ey L , Intermedio / N . -
VH-PDOX-HB1 M embrionario), mesenquimal Cirugia 12 linea Estandar Primario Post-tratamiento
(hueso) y teratoide (epitelio
escamoso)
. y Sin alteraciones moleculares patogénicas o
Recaida / Progresién o . -
VH-PDOX-HB2 M Hepatoblastoma . Muy alto Metéstasis | Post-tratamiento | probablemente patogénicas detectadas por WES
/ Refractariedad
. y Sin alteraciones moleculares patogénicas o
Hepatoblastoma fetal Recaida / Progresion P . -
VH-PDOX-HB3 M P . . y ida / . gres| Alto Metastasis | Post-tratamiento | probablemente patogénicas detectadas por WES
embrionario / Refractariedad

Hepatoblastoma fetal,

Recaida / Progresion CTNNBT: p.W25_D32del: VAF 31%: P: GF

VH-PDOX-HB4 M embrlonarlo y~patron de / Refractariedad Alto Primario Post-tratamiento MITF: p.E318K (germinal): VAF 44% tumor: P: GF
células pequefias

Alteraciones en el estado de metilacion de la region

VH-PDOX-HB5 F Hepatoblastoma epitelial Biopsia diagndstica Alto Primario Pre-tratamiento cromosomica 11p'15 §9met|da a imprinting: h|permetllaC|on
de IC1 e hipometilacion de IC2 como consecuencia de
disomia uniparental
Alteraciones en el estado de metilacion de la region

VH-PDOX-HB6 F Hepatoblastoma mixto Cirugia 12 linea Alto Primario Post-tratamiento cromosomlca 11p-15 §?met|da a imprinting: hlpernlwetllaaon
de IC1 e hipometilacion de IC2 como consecuencia de
disomia uniparental

VH-PDOX-HCC1 M Hepatocarcinoma Recaida / Progresion Muy alto Metastasis | Post-tratamiento | TP53: p.R248Q (germinal): VAF 91% tumor: P: LF

/ Refractariedad

Caracteristicas de las muestras de paciente de las que derivan los modelos PDOX de tumores hepaticos establecidos. Estan resaltados en amarillo y salmén los modelos PDOX que provienen del mismo paciente.
La informacién genémica proviene mayoritariamente de la secuenciacion de las muestras en los programas de medicina personalizada COMIK (WES) y MAPPYACTS (WES/RNAseq) y de estudios realizados en
diferentes departamentos de Vall d’Hebron mediante FISH, PCR y panel NGS, entre otras técnicas. F: Femenino, M: Masculino, VAF: del inglés, Variant Allele Frequency, P: del inglés, Pathogenic, LP: del inglés,
Likely Pathogenic, GF: del inglés, Gain of Function, LF: del inglés, Loss of Function.
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Riesgo del
Momento de paciente en el Origende | Tratamiento
Modelo PDOX Sexo | Histologia tumor paciente obtencién de la momento de la 9 . Gendmica
L la muestra | recibido
muestra obtencién de
la muestra
VH-PDOX-NB1 F Neuroblgstgma en Cirugia 12 linea Alto Primario Post-tratamiento | MYCN: Amplificacién: P: GF
diferenciacion
Neuroblastoma Recaida / Progresion L . NRAS: p.Q61K: VAF 32% : P: GF
VH-PDOX-NB2 F indiferenciado / Refractariedad Muy alto Metastasis | Post-tratamiento MYCN: Amplificacién (37 copias) P: GF
Neuroblastoma Recaida / Progresion L . NRAS: p.Q61K: VAF 53%: P: GF
VAP SNED F indiferenciado / Refractariedad Muy alto Metastasis | Post-tratamiento MYCN: Amplificacién (213 copias): P: GF
Neuroblastoma 11q delecionado
VH-PDOX-NB4 M . ; Cirugia al diagnéstico Alto Primario Pre-tratamiento MYCN no amplificado
indiferenciado o .
ALK no amplificado ni mutado
Neuroblastorma ALK: p.G1128A: VAF 43%: P: GF
VH-PDOX-NB5 F . A Biopsia diagndstica Alto Primario Pre-tratamiento MYCN: Amplificacién (110 copias): P: GF
indiferenciado e ;
ABCB1: Amplificacion (24 copias)
Neuroblastorma ALK: p.F1174L: VAF 27%: P: GF
VH-PDOX-NB6 M indiferenciado Cirugia 12 linea Alto Primario Post-tratamiento | PPM1D: p.E476*: VAF 23%: LP: GF
MYCN: Amplificacién (171 copias): P: GF

Caracteristicas de las muestras de paciente de las que derivan los modelos PDOX de neuroblastomas establecidos. Estan resaltados en amarillo los modelos PDOX que provienen del mismo paciente. La
informacién gendmica proviene mayoritariamente de la secuenciacién de las muestras en los programas de medicina personalizada COMIK (WES) y MAPPYACTS (WES/RNAseq) y de estudios realizados en
diferentes departamentos de Vall d’'Hebron mediante FISH, PCR y panel NGS, entre otras técnicas. F: Femenino, M: Masculino, VAF: del inglés, Variant Allele Frequency, P: del inglés, Pathogenic, LP: del inglés,
Likely Pathogenic, GF: del inglés, Gain of Function, LF: del inglés, Loss of Function.
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Riesgo del
Momento de paciente en el Origende | Tratamiento
Modelo PDOX Sexo | Histologia tumor paciente obtencién de la momento de la 9 . Gendmica
L la muestra | recibido
muestra obtencién de
la muestra
Retinoblastoma e Intermedio / N . . iy T
VH-PDOX-RB1 M moderadamente diferenciado Biopsia diagndstica Estandar Primario Pre-tratamiento RB1: Delecion (germinal): P: LF
VH-PDOX-CNS1 M Meduloblastoma clésico Biopsia diagndstica Muy alto Primario Pre-tratamiento MY.CN: Amplificacion (37 copias): P GF
Positivo para monosomia 6
VH-PDOX-GCT1 F Disgerminoma Biopsia diagndstica IntEeSrtr;:C(I:I:: / Primario Pre-tratamiento -

Caracteristicas de las muestras de paciente de las que derivan los modelos PDOX de otros tipos tumorales. La informacién gendmica proviene mayoritariamente de la secuenciacion de las muestras en los
programas de medicina personalizada COMIK (WES) y MAPPYACTS (WES/RNAseq) y de estudios realizados en diferentes departamentos de Vall d’'Hebron mediante FISH, PCR y panel NGS, entre otras técnicas.
F: Femenino, M: Masculino, VAF: del inglés, Variant Allele Frequency, P: del inglés, Pathogenic, LP: del inglés, Likely Pathogenic, GF: del inglés, Gain of Function, LF: del inglés, Loss of Function.
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Anexo V. Modelos PDOX cuyos pacientes experimentaron una recaida. EI mismo color indica que las muestras proceden de un mismo paciente.

Dias entre la Dias entre la ’
ID Muestra Momento ** biopsia / \; implantacion ¢5e llegaria a ,P1
(n= 26) de la cirugiay la y el crecimiento antes de la r'e:calda /
muestra , - . progresion?
recaida / progresion ortotdpico
VH-1 R 123 45,5 Si
VH-14 D 60 55 Si
VH-16 D 52 105 No
VH-18 R 173 63 Si
VH-20 D 297 86 Si
VH-29 R 26 270 No
VH-33 R 62 94 No
VH-40 R 25 104 No
VH-41 R 71 50 Si
VH-50 D 214 66 Si
VH-51 D 329 77 Si
VH-53 D 648 18 Si
VH-54 R 191 88 Si
VH-55 R 135 104 Si
VH-64 D 227 177 Si
VH-74 R 69 90 No
VH-79 D 54 66 No
VH-83 R 23 140 No
VH-89 D 285 45 Si
VH-94 R 77 232 No
VH-104 R 120 270 No
VH-109 D 664 120 Si
VH-113 R 123 40 Si
VH-114 R 328 54 Si
VH-115 D 136 75 Si
VH-131 R 10 60 No
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R: Recaida, Progresion,

Refractariedad

D: Biopsia al diagnostico / Cirugia

en 12 linea



Anexo VI. Modelos PDOX cuyos pacientes fallecieron (exitus). Las muestras del mismo color indican que proceden de un mismo paciente.

Dias entre la Dias entre la Estimacion dias entre ;Se podiria haber logrado
ID Momento | biopsia / cirugia y implantacion y el ;Se llegaria a P1 la implantaciony el P3 | ¢Se llegaria a unalaproximacion de
Muestra de la el éxitus crecimiento ortotopico | o del éxitus? ((P1*3) +21 dfas) P3 antes del T e e
N . i o :
(n=24) muestra ‘t* ; ; éxitus? (P3 + 60 dias)

VH-1 R 238 455 Si 158 Si Si
VH-10 R 244 113 Si 360 No No
VH-14 D 81 55 Si 186 No No
VH-16 D 73 105 No 336 No No
VH-18 R 340 63 Si 210 Si Si
VH-20 D 370 86 Si 279 Si Si
VH-29 R 102 270 No 831 No No
VH-33 R 184 94 Si 303 No No
VH-40 R 121 104 Si 333 No No
VH-41 R 73 50 Si 171 No No
VH-50 D 490 66 Si 219 Si Si
VH-54 R 676 88 Si 285 Si Si
VH-55 R 646 104 Si 333 Si Si
VH-64 D 228 177 Si 552 No No
VH-72 D 1104 165 Si 516 Si Si
VH-74 R 119 90 Si 291 No No
VH-79 D 66 66 Si 219 No No
VH-83 R 82 140 No 441 No No
VH-89 D 31 45 Si 156 Si Si
VH-94 R 113 232 No 717 No No
VH-104 R 130 270 No 831 No No
VH-111 R 26 54 No 183 No No
VH-113 R 171 40 Si 141 Si No
VH-131 R 47 60 No 201 No No

R: recaida / progresion / refractariedad

D: biopsia al diagndstico / cirugia en 12 linea
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