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Other cancers
8 879 843 (46%)

INTRODUCCION

1. Generalidades del cancer de mama

1.1. Epidemiologia

Desde el afio 2020 el cancer de mama es el carcinoma mds frecuente en el mundo al superar al cancer
de pulmon. Se estima que ese afio se diagnosticaron cerca de 2.3 millones de nuevos casos de cancer
de mama en todo el mundo, lo que supone el 11.7% del global de nuevos diagndsticos de cancer
considerando ambos sexos y el 24.5% en mujeres (figura 1) (1). Estas estimaciones no tienen en
cuenta el impacto de la enfermedad por coronavirus durante 2019, ya que se basan en

extrapolaciones de datos sobre el cancer recopilados en afios anteriores a la pandemia.

Breast
2261419 (11.7%)

Breast
2261419 (24.5%)

Lung Ither cancers
2206771 (11.4%) 489 618 (37.8%)

Colorectum
1931 590 (10%)
Colorectum
Prostate gtg';gg; %) 865 630 (9.4%)
1414 259 (7.3%)
Corpus uteri Lung
Stomach
417 367 (4.5%, 770 828 (8.4%
1089 103 (5.6%) (4.5%) ( )
. . . Thyroid Cervix uteri
Cervix uteri Liver 448 915 (4.9%) 604 127 (6.5%)

604127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19292 789 Total : 9 227 484

Figura 1. Distribucion de los tumores mas frecuentemente diagnosticados en el mundo. Estimacion
para 2020 en ambos sexos a la izquierda y en mujeres a la derecha. Fuente: GLOBOCAN 2020 (1).

En 2020 el cancer de mama fue la primera causa de muerte por cancer en la mujer a nivel mundial,
con casi 685 000 fallecimientos estimados (15.5% de todas las muertes por cancer) y la quinta causa

de muerte por cancer en ambos sexos (6.9% de todas las muertes por cancer) (figura 2) (1).



Breast

Lung
684 996 (15.5%)

1796 144 (18%)

Other cancers
Other cancers
1637 669 (37
3932 768 (39.5%) (37%)
Colorectum Lung
935173 (9.49 607 465 (13.7%)
Liver Colorectum
830 180 (8.3% 419 536 (9.5%)
Pancreas Stomach Pancreas Cervix uteri
466 003 (4.7%) 768793 (7.7%) 219163 (4.9%) 341831(7.7%)
Oesophagus Breast Liver Stomach
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%) 252 658 (5.7%) 266 005 (6%)
Total : 9958 133 Total : 4429 323

Figura 2. Estimacién del niumero de fallecimientos por tumores en el mundo en 2020, ambos sexos
a laizquierda y en mujeres a la derecha. Fuente: GLOBOCAN 2020 (1).

Las tasas de incidencia de cdncer de mama son un 88% mas altas en los paises desarrollados que en
los paises en vias de desarrollo (55.9 y 29.7 por 100 000 habitantes y afo, respectivamente), con las
mayores tasas (>80 por 100 000) en Australia/Nueva Zelanda, Europa Occidental, Norteamérica y el
norte de Europa y las tasas mas bajas en algunas regiones de Asia y Africa. Sin embargo, las mujeres
que viven en paises en vias de desarrollo tienen tasas de mortalidad un 17% mads altas en
comparacion con las mujeres en paises en desarrollados (15.0 y 12.8 por 100 000, respectivamente)
(figura 3) (1). En Espafia se estima que el cancer de mama serd el cancer mas frecuente diagnosticado
en las mujeres en 2021 y el tercero considerando ambos sexos, solo por detras del cancer colorrectal
y el de prdstata, con 33 764 casos totales incidentes estimados (figura 4) y que producira 6621

muertes (2).
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Australia/New Zealand 121

Western Europe 156
Northern America 12.5
Northern Europe 18.7
Southern Europe 18.3
Micronesia/Polynesia 19.6
Eastern Europe 15.3
South America 14.0

Caribbean 51.0 18.9-+ Barbados
Melanesia 50.5 275
Southern Africa 504
Northern Africa 49.6
Western Asia
Eastern Asia
Western Africa
South-Eastern Asia
Central America
Eastern Africa
Middle Africa
South Central Asia

120 80 40 0 40 80 120
Age-standardized (W) rate per 100,000

Incidence _ Mortality

Figura 3. Tasas de incidencia y mortalidad especifica de cdncer de mama por regién mundial,
estandarizadas por edad, en 2020. Fuente: GLOBOCAN 2020 (1).
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Cav. Oral y Faringe
Esofago

Estémago

Colon

Recto

Higado

Vesicula biliar
Pancreas

Laringe

Pulmén
Melanoma de piel
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Cérvix Uterino
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Otros
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Figura 4. Numero estimado de casos de cancer incidentes por grandes grupos de edad (0-44, 45-64
y mas de 65 afios) y por tipo de cancer en mujeres en Espafia en 2021. Fuente: Red Espafiola de
Registros de Cancer (2).

Las elevadas tasas de incidencia en paises con mayor indice de desarrollo humano reflejan una
prevalencia mas alta y prolongada de factores de riesgo hormonales (edad temprana en la
menarquia, edad avanzada al primer nacimiento, menor nimero de hijos, menor frecuencia de
lactancia materna, empleo de terapia hormonal sustitutiva postmenopdusica o de anticonceptivos
orales) y de factores de riesgo relacionados con el estilo de vida (ingesta de alcohol, exceso de peso
corporal, inactividad fisica), asi como un aumento de deteccidn mediante examenes mamograficos
de cribado y oportunistas (3,4).

En términos de prevalencia, el cancer de mama es el cdncer mds prevalente a nivel mundial en
mujeres, con una prevalencia estimada a 5 afios (personas diagnosticadas en los Ultimos 5 afios y
todavia vivas con o sin la enfermedad) de casi 8 millones de mujeres en 2020 en todo el mundo (5).
En los paises occidentales la prevalencia estd aumentando debido tanto al aumento de la incidencia
como a las mejoras terapéuticas que han conseguido un descenso en la mortalidad en los ultimos

anos (6).
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1.2 Diagndstico y estadificacién inicial

Para realizar un correcto diagnodstico y estadificacion del cancer de mama debe realizarse una
exploracién clinica completa junto con pruebas de imagen y confirmaciéon anatomopatoldgica. Las
pruebas de imagen incluyen una mamografia bilateral y ecografia mamaria y axilar. La resonancia
magnética es la prueba de imagen mas sensible pero su empleo no es obligatorio en todos los casos.
Se recomienda sobre todo en pacientes con ganglios axilares positivos y cdncer de mama con
primario oculto, carcinoma lobulillar, mamas densas, enfermedad de Paget del pezén, grandes
diferencias entre la palpacidn y las pruebas de imagen convencionales, historia familiar de cancer de
mama hereditario, previo al inicio de un tratamiento sistémico neoadyuvante y ante la sospecha de

multifocalidad/multicentricidad (7-9).

Ademads del estudio por imagen es necesaria una evaluacién anatomopatolégica del tumor primario
mediante la realizacidn de una biopsia con aguja gruesa, asi como una valoracién de los ganglios si
hay sospecha de que se encuentren afectados mediante puncién aspirativa con aguja fina o biopsia

con aguja gruesa (7-9).

El diagndstico patoldgico se realiza de acuerdo con la Clasificacion de la Organizacién Mundial de la
Salud (World Health Organization [WHO] Classification) (10). Los dos subtipos histolégicos de
carcinoma infiltrante de mama mds frecuentes son el carcinoma ductal (actualmente denominado
NOS [not otherwise specified]), que supone el 70-75% de todos los casos y el carcinoma lobulillar (12-
15%). Existen otros 18 subtipos que presentan rasgos morfoldgicos especificos y son mucho menos

frecuentes (suponen del 0.5 al 5% del total) (10).

El informe patoldgico debe incluir |la histologia del tumor, el grado de diferenciacion, la presencia o
ausencia de carcinoma in situ y la evaluacién por inmunohistoquimica del receptor de estrégenos
(RE), del receptor de progesterona (RP) y del HER2, imprescindible para realizar una clasificacion
inmunohistoquimica de los carcinomas infiltrantes de mama con implicaciones terapéuticas (7—
9,11). La valoracién del estado del HER2 puede realizarse directamente mediante el estudio de la
amplificacion del gen HER2 con técnicas de hibridacion in situ (in situ hybridization [ISH]),
remplazando a las técnicas inmunohistoquimicas, o bien pueden determinarse por técnicas de ISH
solo en los casos en los que la tincion inmunohistoquimica es equivoca (12). El estudio del receptor
HER2 debe llevarse a cabo de acuerdo con las guias de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica
(American Society of Clinical Oncology [ASCO]) y el Colegio Americano de Patélogos (College of
American Pathologists [CAP]) (12). EI HER2 se define como positivo por inmunohistoquimica (3+)
cuando mas del 10% de las células presenta tincidn completa e intensa de la membrana, y por ISH si

el nimero de copias del gen HER2 es 26, o la ratio HER2/chromosome enumeration probe 17 (CEP17)
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es 22 y las copias de HER2 >4 (12). Cuando la tincidn inmunohistoquimica es completa pero
moderada o débil en mas del 10% de las células se considera que la tincidn es equivoca (2+) y debe
confirmarse la positividad mediante técnicas de ISH. La tincion se considera negativa cuando existe
mas del 10% de las células tefidas pero con intensidad débil o moderada e incompleta (1+) y también

cuando menos del 10% de las células presentan tincién (0) (12).

Ademas del andlisis de los tres receptores (RE, RP y HER2) se recomienda realizar un estudio
inmunohistoquimico de marcadores de proliferacién como el indice proliferativo medido por Ki67
que proporciona informacion clinica util, especialmente si los valores son bajos o altos, y del grado

histolégico (grado | o bajo, Il o medio y Il o alto grado) (10,11,13,14).

El estudio inmunohistoquimico de los linfocitos infiltrantes de tumor (tumor infiltrating lymphocytes
[TILs]) puede ser utilizado como marcador prondstico y predictivo de respuesta en algunos subtipos
tumorales, como en los tumores triple negativo, por lo que las guias de Consenso de St. Gallen

recomiendan la determinacidn rutinaria en este subtipo (15).

La estadificacion del cancer de mama se realiza de acuerdo con la octava edicion del sistema de
estadificacion de tumores, ganglios y metastasis (TNM) de la AJCC (American Joint Committee on

Cancer) (tablas 1y 2) (16).

Tabla 1. Clasificacién clinica de la estadificacién del cancer de mama (82 revisién del TNM) (16).

Tumor primario (T)

TX: Tumor primario no localizable
TO: No evidencia de tumor primario
Tis: Carcinoma in situ (carcinoma ductal in situ (CDIS) o enfermedad de Paget del pezén)
T1: Tumor £2 cm en el didmetro mayor
T1mic (Microinvasidn): Tumor < 0.1 cm en el diametro mayor
T1a: Tumor > 0.1 cmy £0.5 cm en el didmetro mayor
T1b: Tumor > 0.5 cmy <1 cm en el didmetro mayor
T1c: Tumor>1cmy <2 cm en el didmetro mayor
T2: Tumor >2 cm y <5 cm en el didmetro mayor
T3: Tumor >5 cm en el diametro mayor
T4: Tumor de cualquier tamafio que invada directamente la pared toracica y/o la piel (ulceracién
o nédulos cutaneos)
T4a: Extension a la pared toracica (no incluye la invasion exclusiva del musculo pectoral)

T4b: Ulceracidn, nédulos satélites cutaneos o edema de piel (incluyendo piel de naranja)
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T4c: Presencia simultanea de T4a y T4b

T4d: Carcinoma inflamatorio

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX: Ganglios linfaticos regionales no evaluables (p.ej. resecados previamente)
NO: No se detectan metastasis en los ganglios linfaticos regionales
N1: Metdstasis en ganglios linfaticos axilares ipsilaterales en niveles Il y I, méviles
N2: Metdstasis en ganglios axilares linfaticos ipsilaterales en niveles | y I, fijos o indurados;
o en ganglios linfaticos ipsilaterales en la cadena mamaria interna clinicamente
detectables sin afectacion de ganglios linfaticos axilares clinicamente evidentes
N2a: Metastasis en ganglios linfaticos axilares tumefactos o fijos a otras
estructuras
N2b: Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales en la cadena mamaria interna
sin afectacion de ganglios linfaticos axilares clinicamente evidentes
N3: Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales infraclaviculares (nivel Il axilar) con o
sin metdstasis en ganglios linfaticos en nivel | y Il axilar; o ganglios linfaticos en cadena
mamaria interna detectados clinicamente con afectacién de ganglios linfaticos axilares
clinicamente evidentes en niveles | y Il o metdstasis en ganglios linfaticos
supraclaviculares ipsilaterales con o sin afectacién de ganglios linfaticos axilares o en la
cadena mamaria interna
N3a: Metdstasis en ganglios linfaticos infraclaviculares
N3b: Metastasis en ganglios axilares de la cadena mamaria interna

N3c: Metastasis en ganglios linfaticos supraclaviculares

Metastasis a distancia (M)

MO: No metastasis a distancia

M1: Metdastasis a distancia

Tabla 2. Estadios segln la clasificacién TNM (82 revision) (16).

Estadio O: Tis NO MO

Estadio IA: T1 NO MO

Estadio IB: TO-1 N1mic MO

Estadio [IA: TO-1 N1 MO; T2 NO MO
Estadio 11B: T2 N1 MO; T3 NO MO
Estadio IlIA: TO-3 N2 MO; T3 N1-2
Estadio I1IB: T4 NO-2 MO

Estadio IlIC: Cualquier T N3 MO
Estadio IV: Cualquier T Cualquier N M1
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En el momento del diagndstico aproximadamente el 63% de las pacientes presenta un estadio

localizado, el 30% presenta afectacidn loco-regional y el 6%, enfermedad a distancia (figura 5) (17).

6%

B Localized (63%)
Confined to Primary Site

B Regional (30%)
Spread to Regional Lymph Nodes

o,
30% Distant (6%)

Cancer Has Metastasized

Unknown (2%)
Unstaged

Figura 5. Porcentaje de casos por estadio al diagndstico. Fuente: SEER 18 2010-2016 (18).

Dado el bajo riesgo de que la enfermedad sea metastasica al diagndstico el estudio de extension con
TAC de térax y abdomen y gammagrafia dsea y/o PET/TAC solo se recomienda, en general, en los
casos con afectacién ganglionar inicial o ante presencia de sintomas o alteraciones analiticas

sospechosas (8).

1.3 Subtipos inmunohistoquimicos

El cancer de mama es una enfermedad clinica y biolégicamente heterogénea, su caracterizacion
molecular esta basada en la positividad o negatividad de los receptores hormonales, RE y RP, y del
receptor HER2, que es utilizada actualmente para guiar el planteamiento terapéutico. Estos tres
biomarcadores son pronésticos y predictivos de respuesta a las distintas terapias sistémicas, tanto
en enfermedad localizada como metastdsica (19,20). En funcién de su expresion el cancer de mama
puede dividirse en 3 grandes subtipos, tumores con receptor hormonal (RH) positivo y HER2 negativo
(70% de las pacientes), tumores HER2 positivos, independientemente de la presencia o no de RH (15-
20%) y tumores triple negativo, que presentan negatividad para la tincion de los tres receptores

(15%) (21).

La presencia de RH es un marcador de buen prondstico y predice un claro beneficio al tratamiento
endocrino (19). La sobreexpresion o amplificaciéon del receptor de HER2 se asocia a mayor
agresividad y peor prondstico sin tratamiento sistémico especifico, pero gracias a la introduccion de
tratamientos anti-HER2 la supervivencia de las pacientes con de este subtipo tumoral se ha

incrementado notoriamente (22). Los tumores triple negativo constituyen el subtipo de peor
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prondstico y presentan un alto riesgo de recaida en los primeros 3-5 afios del diagndstico en los

estadios localizados (23).

En la enfermedad metastasica la mediana de supervivencia para los tumores RH positivo y HER2
negativo y para los HER2 positivo es de aproximadamente 5 afios, mientras que se sitUa alrededor

de un afio para la enfermedad triple negativa (24-28).

14 Subtipos intrinsecos y caracterizacién molecular

Se ha observado que la heterogeneidad y complejidad bioldgica del cadncer de mama no queda
completamente recogida por la clasificacion en subtipos inmunohistoquimicos ni por el resto de las
caracteristicas clinicas (tamafio tumoral, afectacion ganglionar, grado, etc.), de manera que dos
tumores con caracteristicas clinico-patolégicas similares pueden presentar muy diferente prondstico
y distinta respuesta a un mismo tratamiento. A pesar de ello, los factores clinico-patoldgicos siguen
empleandose actualmente como guia para la seleccidon terapéutica (p.ej., para la seleccién de

tratamiento endocrino o terapia anti-HER2).

Sin embargo, desde el afio 2000, los estudios iniciados por Charles M. Perou basados en el andlisis
de expresion génica tumoral (MRNA) han permitido una mayor comprension bioldgica de este
complejo escenario. La utilizacion de microarrays de DNA complementario en tejido tumoral
congelado permitid la identificacién de 4 subtipos moleculares "intrinsecos" de cancer de mama
(luminal A, luminal B, HER2-enriched y basal-like) y el grupo normal-like mediante el analisis

jerarquico de agrupamiento (o de clusters en inglés) (figura 6) (29,30).

Los subtipos luminales A y B se distinguen en gran medida de los subtipos no luminales (HER2-
enriched y basal-like) por la mayor expresién de vias dependientes de la regulacion hormonal (p.e;j.
mayor expresion de ESR1 [gen que codifica el RE], GATA3 o FOXA1). A su vez, el subtipo luminal B
frente al luminal A presenta una mayor expresién de genes relacionados con la proliferacién o el ciclo
celular (p.ej., MKI67 y AURKA) y no tan alta expresion de genes hormonales. El subtipo HER2-
enriched se caracteriza por una alta expresion de genes regulados por HER2 (p. ej., ERBB2, GRB7 y
FGFR4) y genes relacionados con la progresion del ciclo celular junto con una expresion intermedia
de genes asociados con las caracteristicas luminales y baja expresidon de genes basales (p.ej. KRT5 y
FOXC1). El subtipo basal-like se caracteriza por la alta expresion de genes proliferativos y basales,
expresién intermedia de genes relacionados con HER2 y muy baja expresion de genes luminales. El
subtipo normal-like se caracteriza por la alta expresién de genes tipicos de células epiteliales y

adiposas y baja expresion de genes caracteristicos de células epiteliales luminales (figura 6) (31,32).
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Estos subgrupos tumorales, conocidos como los "subtipos intrinsecos de cancer de mama", han
revelado diferencias criticas en incidencia, supervivencia y respuesta a tratamientos que amplian y
complementan la informacidon proporcionada por los marcadores clinico-patoldgicos clasicos

previamente descritos (figura 7) (29,31-37).
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Figura 6. Dendrograma que muestra el analisis de cluster jerarquizado con la identificacion de los 4
subtipos intrinsecos de cancer de mama y el grupo normal-like, y el heatmap donde se observa la
expresion relativa de los distintos genes (filas) para cada muestra tumoral (columnas). El rojo
representa alta expresion del gen y el verde, baja. Imagen adaptada de Sorlie et al. (30).

Con la evolucién de los estudios gendmicos probablemente se desarrollaran nuevas
subclasificaciones de los tumores de mama en entidades moleculares adicionales, como ha sucedido

con el subtipo claudin-low (bajo en claudina), identificado hace unos afios. Este nuevo subtipo
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identifica tumores triple negativo que presentan tipicamente diferenciacion metapldsica y medular

y propiedades bioldgicas de células iniciadoras de tumores (35,38).
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Figura 7. Probabilidad de recaida a distancia segun el subtipo intrinseco en una cohorte de 710
pacientes con cadncer de mama localizado, sin ganglios afectados y sin tratamiento adyuvante
sistémico. Imagen obtenida de Bernard et al. (31).

El estudio del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA, del inglés, The Cancer Genome Atlas) ha puesto
de manifiesto la importancia de la caracterizacion del cancer de mama en los mencionados subtipos
con cerca de 500 tumores primarios de mama extensamente estudiados a nivel de DNA (metilacidn,
variaciones del nimero de copias (en inglés, copy number variations [CNV]), mutaciones somaticas
y germinales), RNA (miRNA y expresion de RNA) y proteinas (tabla 1) (39). En este estudio el andlisis
de cluster mostré la presencia de 4 entidades principales de cancer de mama que estaban muy bien
recapituladas por los 4 subtipos intrinsecos principales, tal como quedan definidas solo por la
expresion del mRNA (figura 8). En conjunto estos resultados sugieren que los subtipos intrinsecos

capturan gran parte de la diversidad bioldgica que ocurre en el cancer de mama (39).
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Tabla 1. Resumen de las principales caracteristicas genémicas y protedmicas en los 4 subtipos
intrinsecos en el estudio del TCGA. Tabla obtenida de The Cancer Genome Atlas Network (39).

Luminal A Luminal B Basal-like HERIE
% ER+HER2— 87% 82% 10% 20%
% HER2+ % 15% 2% 68%
% TNBC 2% 1% 80% 9%
53 Pathway TP53 mut (12%) TP53 mut (32%) TP53 mut (84%) TP53 mut (75%)
P2 way Gain of MDM2 (14%) Gain of MDM2 (31%) Gain of MDM2 (14%) Gain of MDM2 (30%)
PIE3CA mut (49%) PIE3CA mut (32%) PIE3CA mut (7%) PIK3CA mut (42%)
PIK3CA/PTEN Pathway | PTEN mut/loss (13%) PTEN mut/loss (24%) PTEN mut/loss (35%) PTEN mut/loss (19%)
INPP4B loss (9%) INPP4B loss (16%) INPP4B loss (30%) INPP4B loss (30%)
1 0,
Cycln [’a}n"ﬁg‘%g %) RBI1 mutfloss (20%)
RBI Pathway Low & cssion of Cyclin D1 amp (58%) Cyclin E1 amp (9%) Cyclin D1 amp (38%)
¥ cnxi?zp:: CDK4 gain (25%) High expression of CDKN2A | CDK4 gain (24%)
High expression of RB1 Low expression of RB1
. - HER2 amplicon
3 High ER cluster Lower ER cluster Basal signature N
mRNA Expression h : - - - - - - signature
Low proliferation High proliferation High proliferation High proliferation
L . Most aneuploid
Most diploid Most aneuploid . 3 :
Many with quiet Many with focal amps Mostaneuploid ) High genomic
- High genomic instability instability
Cony genomes 1q. 8q. 8p11 gain 5 )
opy Number 5 1g. 10p gain 1g. 8q gain
1q. 8q. 8pll gain 8p. 16q loss 8p. 5q loss 8p loss
8p. 16q loss 11g13.3 amp (51%) MYC focal gain (40%) 17q12 focal ERRB2
11q13.3 amp (24%) 8p11.23 amp (28%) & o a1 -
amp (71%)
9
%}3‘;;&;‘? %) TPS3 (32%) 1253 (84%) TPS3 (75%)
DNA Mutations GATA3 (.ljl% ) PIE3CA (32%) PIK3CA (?"%) PIK3CA (42%)
o, - 0,
MAP3KI (14%) MAP3KI (5%) PIK3R1 (8%)
. Hyper-methylated . P
DNA Methylation phenotype for subset Hypo-methylated
. - Less Estrogen-signalin, Hi, ression of DNA . 5
) ) High Estrogen-signaling | g3, FOXMI and T repgahue:ﬁ:m PTEN and High protein and phos-
Protein Expression High cMYB MYC INPP4B loss signature (p- protein expression of
RPPA reactive subfypes RPPA reactive subfypes AKT) HER1 and HER2

*Porcentajes basados en 466 tumores.
DNA, deoxyribonucleic acid; ER, estrogen receptor; HER2E, human epidermal growth factor receptor
2-enriched; mRNA, messenger ribonucleic acid; TNBC, triple negative breast cancer.
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Figura 8. Genes significativamente mutados en cancer de mama en funciéon del subtipo intrinseco y
correlacién con caracteristicas gendmicas y clinicas. Imagen obtenida de The Cancer Genome Atlas
Network (39).
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En el estudio del TCGA se observé que a nivel de DNA los tumores con subtipo luminal A son los que
muestran un menor nimero de mutaciones en el genoma y los HER2-enriched y basal-like, los que
mas. Los tumores luminales se caracterizan por presentar alta frecuencia de mutaciones en PIK3CA,
superior en los luminales A que en los B (45% frente a 29%) y alteraciones de genes implicados en el
ciclo celular, como amplificacién de la ciclina D1 (CCND1) o de la quinasa dependiente de ciclina 4
(CDK4), ambos eventos algo mas habituales en los luminales B que en los A (58% frente a 29%, y 25%
frente a 14%, respectivamente). En comparacion con los luminales B, los luminales A presentan en
general menor numero de CNV, menor frecuencia de mutaciones en TP53 (12% frente a 29%), mas
mutaciones en MAP3K1 (13% frente a 5%) y similar frecuencia de mutaciones en GATA3 (14% frente
a 15%). Los tumores luminales caracteristicamente retienen la funcionalidad de retinoblastoma
(RB1), lo que tiene implicaciones terapéuticas. En contraposicion, RB1 se encuentra mutado o se
pierde hasta en el 20% de tumores basal-like (39).

El subtipo basal-like es el segundo en cuanto al nUmero de mutaciones en el genoma, se encuentra
con frecuencia hipometilado y presenta mutaciones en TP53 hasta en el 80% de los casos, con menor
frecuencia de mutaciones en PIK3CA que el resto de los subtipos (9%). La
amplificacién/sobreexpresion de HER2 aparece entre el 2-17% de los tumores basal-like (39).
Finalmente, el subtipo HER2-enriched se caracteriza por presentar la mas alta proporcion de
mutaciones a lo largo del genoma y un patrén hibrido con alta frecuencia de mutaciones en TP53
(72%) y también en PIK3CA (39%). Por otro lado, los tumores HER2-enriched presentan una alta
frecuencia de mutaciones asociadas con APOBEC3B. APOBEC3B es un subtipo de citidina deaminasa
que convierte la citosina en uracilo y que se ha implicado como el origen de mutaciones en
numerosos canceres (40-42).

En 2009 Parker et al. desarrollaron un test predictor del subtipo intrinseco para ser aplicado
clinicamente denominado PAM50 que, utilizando RT-gPCR primero, y luego la plataforma de
nCounter, desde RNA de tejido parafinado, identifica de manera robusta a los principales subtipos

intrinsecos mediante la medicidén cuantitativa de la expresion de 50 genes (figura 9) (31).
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Figura 9. Andlisis de clusters con los 50 genes del test PAM50 que identifica los 4 subtipos intrinsecos.
Imagen obtenida de Bernard et al. (31).

Actualmente el test PAM50 se realiza utilizando la tecnologia nCounter® Analysis System
(NanoString®, Seattle) y se emplea en la practica clinica con el nombre comercial de Prosigna®. El
test Prosigna®, ademds de informar sobre el subtipo intrinseco tumoral, proporciona el riesgo de
recaida a distancia a 10 afios y se emplea en la practica clinica para ayudar en la toma de decisiones
terapéuticas en pacientes con tumores con RH positivo y HER2 negativo en estadios localizados

(43,44).

Sin embargo, no siempre es posible disponer de esta informacion en todas las pacientes debido a los
costes y la accesibilidad, por lo que los subtipos intrinsecos han tratado de ser identificados a través
de definiciones subrogadas basadas en el estudio patoldgico rutinario de los receptores hormonales,

el HER2, el grado y el Ki67 que siempre se encuentran disponibles.

Desde 2011 la Conferencia de Consenso de St. Gallen para la toma de decisiones en el cancer de
mama precoz ha establecido unos criterios seguin los cuales se clasifican los tumores de mama en 4
grupos subrogados de los 4 subtipos intrinsecos (luminal A-like, luminal B-like, HER2-positivo y triple

negativo) (tabla 2) (45,46).
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Tabla 2. Definicién subrogada de los subtipos intrinsecos de cancer de mama. Adaptado del

Consenso de Expertos de St. Gallen 2013 sobre tratamiento del cancer de mama precoz (46).

Subtipo intrinseco Definicion clinico-patolégica subrogada
Luminal A “Luminal-A like”
Debe cumplir todos los siguientes:
e REyRP positivos
e HER2 negativo
e Ki67 “bajo”
e Riesgo de recurrencia “bajo” determinado por plataformas de
expresidn génica (si disponibles)
Luminal B “Luminal-B like (HER2-negativo)”
e RE positivo
e HER2 negativo
e Yalmenosuno:
o Ki67 “alto”
o RP negativo o “bajo”?
o Riesgo de recurrencia “alto” determinado por plataformas de
expresion génica (si disponibles)

“Luminal-B like (HER2-positivo)”

e RE positivo

e HER2 positivo

e Cualquier RP

e Cualquier Ki67
HER2-enriched “HER2 positive”

e HER2 positivo

e REyRP negativos

Basal-like “Triple negative”

e REyRP negativos

e HER2 negativo

3En general se acepta el punto de corte 220% para definir “alto”, aunque existe discrepancia y también se ha sugerido

el punto de corte de 14% en algunos estudios (47).
b<20% (48).

Sin embargo, aunque existe una relativa concordancia entre los subtipos intrinsecos y los subtipos
clinico-patolégicos definidos por inmunohistoquimica, el solapamiento estd lejos de ser perfecto. Por
ejemplo, se ha observado que alrededor de un 10-20% de los tumores RH positivo y HER2 negativo
no son luminal A o B por PAM50, sino basal-like o HER2-enriched (tumores no luminales) (figura 10)
(49,50). Clinicamente, los subtipos RH positivo y HER2 negativo no luminales se asocian con una baja
sensibilidad endocrina y un mal prondstico tanto en el contexto temprano como en el metastdsico.
En contraposicion, se ha observado que los tumores no luminales son altamente quimio-sensibles y
consiguen mayores tasas de respuesta completa patoldgica en los estudios de neoadyuvancia con

guimioterapia que los tumores luminales (51-53).
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n= 9,258 n= 2,336

Figura 10. Distribucién por subtipos intrinsecos de tumores de mama localizados, RH positivo y HER2
negativo (a la izquierda), y RH positivo y HER2 positivo (a la derecha). Imagen obtenida de Cejalvo et
al. (54). HER2-E; HER2-enriched.
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2. Biopsia liquida en cancer de mama

2.1 Generalidades

La biopsia de tejido tumoral es el método estandar para el diagndstico del cancer y para el estudio
molecular que guia las decisiones terapéuticas. Sin embargo, las biopsias no estan exentas de
complicaciones, que pueden suceder hasta en el 15% de los procedimientos, y en un porcentaje no
despreciable no resultan rentables por la imposibilidad de obtener suficiente material (10-30% de
los casos) (55,56). En contraposicion a la biopsia de tejido, la biopsia liquida, y en concreto el estudio
del DNA tumoral circulante (ctDNA, del inglés, circulating tumor DNA), ha cobrado especial interés
como método minimamente invasivo que complementa, o incluso en algunos casos sustituye, a la

biopsia tisular (57).

El término biopsia liquida hace referencia al aislamiento de material derivado del tumor (DNA, RNA,
células tumorales circulantes [CTCs, del inglés, circulating tumor cells] o microvesiculas como los
exosomas) de la sangre y también otros fluidos bioldgicos como la orina, la saliva, el liquido ascitico,

pleural o el liquido cefalorraquideo (figura 11) (58—60).
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Figura 11. Fluidos corporales como fuente de informacidon molecular derivada del tumor. Imagen
obtenida de Siravenga et al. (58). CTCs, circulating tumor cells; ctDNA, circulating cell-free tumor
DNA; miRNA, microRNA.

El DNA libre circulante (cfDNA, del inglés, cell-free DNA) consiste en pequeiios fragmentos de doble
cadena de DNA de unas 150-200 pares de bases que se encuentran en el plasma (o en los distintos
fluidos corporales) de individuos sanos y que son liberados al torrente circulatorio a partir de

apoptosis o necrosis de células, sobre todo hematopoyéticas (61-66). Tras centrifugar la sangre

25



periférica se consigue separar el componente celular y aislar el cfDNA del plasma, que se encuentra
generalmente en pequenas cantidades. El cfDNA presenta una vida media muy corta, de menos de
2 horas, debido a su rapido aclaramiento hepatico y renal, y sus niveles pueden aumentar en
determinadas situaciones, como tras el ejercicio, la inflamacion o el dafio tisular y, también en

pacientes con cancer (67-70).

El ctDNA es la fraccién de cfDNA que deriva de tejido tumoral. La presencia de ctDNA en plasma es
muy frecuente en pacientes con tumores sélidos, sobre todo en situacion metastasica, aunque la
proporcién sobre el total de cfDNA puede ser muy variable entre los distintos tumores e incluso de
un paciente a otro con el mismo tipo tumoral, desde frecuencias inferiores al 0.1% hasta mayores
del 90% (figura 12) (67,71). La cantidad de ctDNA detectada refleja no solo la carga tumoral, sino
también otros parametros como la biologia tumoral o la capacidad de replicacion, por lo que tiene
un importante papel prondstico (63,71-77). En cancer de mama metastasico la frecuencia de
deteccién de ctDNA se situa en alrededor del 90% en estudios realizados con diferentes paneles de

secuenciacion dirigida a genes frecuentemente mutados en cancer (figura 12) (71,78,79).

Frequency of cases with detectable ctDNA (%)

Figura 12. Fraccion de pacientes con cancer metastasico que presenta ctDNA detectable segun el
tipo tumoral en un estudio que incluia 136 pacientes y 14 tipos tumorales analizados mediante un
panel de secuenciacién de 100 genes. Imagen obtenida de Bettegowda et al. (71).
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Gracias a la presencia de alteraciones en el ctDNA como mutaciones, reordenamientos, CNV o
cambios en la metilacion es posible identificar la fraccion que corresponde al ctDNA ya que estas
alteraciones son especificas del tumor y no estan presentes en el resto del cfDNA derivado de células
sanas (figura 13). La frecuencia con la que estas alteraciones son detectadas se conoce como
frecuencia de las variantes alélicas (VAF, del inglés, variant allele frequency) y equivale al porcentaje

de las variantes alélicas sobre el total de la variantes alélicas con y sin alteracién (57).

Actualmente se utilizan dos estrategias principales para estudiar el material gendmico tumoral a
partir del ctDNA (80,81). Por un lado, disponemos de técnicas basadas en la deteccién de una o varias
mutaciones encontradas previamente en el tejido tumoral primario. Estas técnicas incluyen métodos
basados en PCR cuantitativa (QPCR, del inglés quantitative PCR), asi como métodos digitales basados
en PCR, como ddPCR (del inglés, digital droplet PCR) o BEAMing (del inglés, beads, emulsion,
amplification, magnetics) (figura 13), entre otros (57,80,81). Esta estrategia tiene la principal
desventaja de necesitar informacion del tumor primario, ya que se buscan mutaciones conocidas a
priori y ademas solo pueden rastrearse un numero limitado de ellas (aunque es posible realizar un
ensayo de multiplexacion). Sin embargo, la especificidad y sensibilidad son muy altas, con capacidad
de deteccidn de hasta fracciones menores al 0.01% sobre el total de cfDNA, ademds de ser una

estrategia rapida y rentable (80-83).

La segunda estrategia es la denominada secuenciacion de nueva generacion (NGS, del inglés, next
generation sequencing) que permite la deteccion de multiples alteraciones genéticas en una sola
muestra, pero con menor sensibilidad que las técnicas basadas en PCR (figura 13) (57,80-82). Las
técnicas de NGS realizan una exploracion no dirigida que puede analizar desde todo el genoma para
detectar alteraciones mediante la secuenciacion del genoma completo (WGS, del inglés, whole-
genome sequencing), secuenciar solo el exoma (WES, del inglés, whole-exome sequencing) o bien
realizar una secuenciacién dirigida de un panel limitado de genes, lo que aumenta la sensibilidad.
Esta es la estrategia que utiliza, por ejemplo, Guardant Health con su panel de secuenciacion dirigida
Guardant360® donde se secuencian completamente todos los exones o los exones criticos de 74
genes relevantes en tumores sdélidos (tabla 3). La NGS puede utilizar PCR o estar basada en capturas
para la lectura de fragmentos cortos (alrededor de 150 pares de bases). La NGS esta limitada por la
alta cantidad de falsos positivos debido a la alta tasa de error de la DNA polimerasa y la reaccion de
secuenciacién, por lo que se han implementado métodos como el “barcoding” que realiza una
secuenciacién previa con cddigos de barras, y estrategias bioinformadticas posteriores a la
secuenciacién para la supresion de estos errores. Para obtener una alta sensibilidad se utilizan estos
codigos de barras de DNA, que son moléculas de DNA iniciales con 10-12 bases aleatorias, de manera

que el cédigo de barras se amplifica y secuencia junto con el DNA. Asi, si se encuentra una alteracién
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y estd presente en todas las secuencias de un mismo paciente con el mismo cddigo de barras, se
considerard una alteracidn real, mientras que si solo se encuentra en una de las secuencias se

considerara como un fallo de la secuenciacion (figura 13) (57,80,84—-87).
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Figura 13. Aislamiento y analisis de ctDNA. Arriba a la derecha se muestra la sensibilidad de las
diferentes técnicas y abajo a la derecha, la estrategia de barcoding para disminuir errores
introducidos por la polimerasa y aumentar los limites de deteccién de la NGS. Imagen obtenida de
Corcoran et al. (57).

Tabla 3. Panel de secuenciacion dirigida Guardant360® con los genes y alteraciones analizados (88).

Point Mutations (SNVs) and Deletion Variants (Indels) Amplifications Fusions
(74 Genes) (18 Genes) (6 Genes)
AKT1 ALK APC AR ARAF ARID1A ATM AR BRAF ALK
BRAF BRCA1 BRCA2 CCND1 CCND2 CCNE1 CDH1 CCND1 CCND2 FGFR2
CDK4 CDK6 CDK12 CDKN2A CTNNB1 DDR2 EGFR CCNE1 CDK4 FGFR3
ERBB2 ESR1 EZH2 FBXW7 FGFR1 FGFR2 FGFR3 CDK6 EGFR NTRK1
GATA3 GNAT1 GNAQ GNAS HNF1A HRAS IDH1 ERBB2 FGFR1 RET
IDH2 JAK2 JAK3 KIT KRAS MAP2K1 MAP2K2 FGFR2 KIT ROS1
MAPK1 MAPK3 MET MLH1 MPL MTOR MYC KRAS MET

NF1 NFE2L2 NOTCH1 NPM1 NRAS NTRK1 NTRK3 MYC PDGFRA

PDGFRA PIK3CA PTEN PTPN11 RAF1 RB1 RET PIK3CA RAF1

RHEB RHOA RIT1 ROS1 SMAD4 SMO STK11

TERT' P53 TSC1 VHL

fIncluye la region promotora de TERT.
En negrita los genes que recomiendan estudiar las guias de cdncer pulmdn de célula no pequeiia.
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Es importante sefialar que la eleccién entre las diferentes técnicas de deteccidon de ctDNA variard en
funcién del objetivo clinico que se disponga ya que en general las técnicas presentan una relacion
inversa entre la amplitud de cobertura de nucledtidos y la sensibilidad (figura 13) (57,82). Si la
finalidad del estudio es detectar enfermedad minima residual o valorar una recaida tras el
tratamiento de la enfermedad localizada se puede seguir evolutivamente en plasma la presencia de
una mutacién concreta detectada previamente en el tumor primario mediante métodos altamente
sensibles, como aquellos basados en PCR. Para detectar la aparicidén de determinadas mutaciones de
resistencia conocidas, como la T190M de EGFR, que suele aparecer inicialmente como una mutacion
subclonal, a baja frecuencia, serdn también necesarias técnicas con alta sensibilidad. Si el objetivo
es, por ejemplo, la caracterizacién molecular, mds que determinar la presencia de una mutacidn
concreta, interesara una técnica capaz de detectar mayor nimero de alteraciones, como las basadas

en NGS.

2.2 Aplicaciones clinicas

El andlisis del ctDNA en plasma se ha convertido en una herramienta de gran valor ya que presenta
la ventaja de ser un método minimamente invasivo que permite caracterizar molecularmente
tumores poco accesibles a una biopsia, realizar una monitorizacion seriada en el tiempo sin los
riesgos y complicaciones que conlleva la biopsia de tejido y, ademads, capturar mejor la
heterogeneidad molecular derivada de distintas poblaciones clonales, en comparacidn con la biopsia

de una sola lesién (57).

La caracterizacién molecular del tumor es una de las aplicaciones mas relevantes del analisis de
ctDNA que permite la eleccién de un tratamiento dirigido, sobre todo en los casos donde la biopsia
no consigue material suficiente, o cuando se desea repetir el estudio de forma seriada en el tiempo,

para evitar la repeticidn de biopsias invasivas (89).

Una cuestién importante es la capacidad del ctDNA de reproducir el perfil mutacional derivado de
una biopsia tumoral que es la prueba estandar actualmente. Algunos estudios iniciales basados en
un escaso numero de pacientes sugirieron baja concordancia entre las alteraciones de DNA
detectadas en tumor y en el plasma de un mismo paciente, sin embargo, la validez de estos estudios
estaba limitada por la recogida de ambas muestras en distintos momentos temporales o por la
recogida de plasma en momentos subdptimos para la deteccién de ctDNA, como, por ejemplo,
durante el curso del tratamiento (90,91). Estudios recientes y con mayor nimero de pacientes en los
que estas cuestiones se han tenido en cuenta muestran unas tasas de concordancia del 80-90% entre

el plasmay el tejido en muestras obtenidas simultdneamente (78,92,93).
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Por otro lado, el estudio de ctDNA en plasma permite la deteccidn precoz de alteraciones
moleculares que producen resistencias a los tratamientos. La resistencia adquirida se caracteriza por
un sobrecrecimiento de diferentes subclones resistentes en un mismo paciente (94-96). Estos
subclones resistentes pueden coexistir en la misma lesidn o aparecer en distintas metastasis de la
economia del paciente, lo que se conoce como heterogeneidad tumoral. La heterogeneidad tumoral
puede ser tanto temporal (nuevas mutaciones que aparecen a lo largo de la evolucién), como
espacial (el tumor primario y las diferentes lesiones metastasicas no presentan siempre las mismas
alteraciones). Esta heterogeneidad no queda recogida si se analiza una sola lesién de tejido
metastdsico en un Unico momento temporal (97-99). Un estudio que refleja bien esta situacion es el
estudio plasmaMATCH, un ensayo fase |, abierto, no aleatorizado, multicéntrico, que analizé la
precision del ctDNA y su capacidad para seleccionar una terapia dirigida en 1051 pacientes con
cancer de mama metastasico, y que detectd una correlacién entre la PCR de tejido y la PCR en sangre
del 98% cuando las muestras eran contemporaneas pero que descendia al 85% en muestras de
momentos temporales discordantes (figura 14) (100). En este estudio las mutaciones en ESR1
presentaron los acuerdos mas bajos precisamente porque ESRI es un gen en el que aparecen
mutaciones de forma habitual tras el tratamiento endocrino (de hasta un 30% en pacientes tras
tratamiento frente a menos del 5% en pacientes no tratadas), por lo que esta informacién se pierde
si se analizan solo las mutaciones presentes en el tumor primario o en tejido metastdsico recogido

en un momento muy anterior al actual (42,100-103).

All Paired Samples Contemporaneous Paired Samples Time Discordant Paired Samples
Sensitivity % 88.9 889 96.9 832 100 100 100 88.9 750 66.7 917 875
Speci city% 955 985 40.0 95.0 91.2 100 57.9 96.7 100 57.1 2689 933
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Figura 14. Acuerdo entre los resultados del analisis de ctDNA mediante PCR digital y secuenciacion
de tejido en el estudio plasmaMATCH. A la izquierda se muestran todas las muestras pareadas, en el
centro, las muestras de ctDNA y tejido contempordneas, y a la derecha, las muestras discordantes
en el tiempo con obtencidn de tejido 260 dias antes de la extraccidn de plasma. Imagen obtenida de
Turner et al. (100).
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Entre otras posibles aplicaciones clinicas del estudio del ctDNA (figura 15) se encuentra el diagndstico
precoz de cancer en pacientes sin enfermedad clinica evidente. Existen estudios que han detectado
mutaciones en plasma y saliva hasta 2 afios antes del diagndstico tumoral (104,105). La deteccion
precoz podria permitir iniciar un tratamiento con intencién curativa de manera temprana con la
intencion de mejorar el prondstico de los pacientes (89). De forma global en los distintos tumores en
estadio IV se detecta ctDNA en alrededor del 82% de los pacientes, pero esta cifra disminuye a
aproximadamente el 50% en estadios |, aunque esto es muy variable segun el tipo tumoral (71,86).
La progresiva mejoria de la sensibilidad de las técnicas podria llegar a permitir la implementacién de
una estrategia de cribado a nivel poblacional en individuos asintomaticos, sin embargo, existe
todavia un elevado riesgo de sobrediagndstico y falsos positivos, ya que se han observado
alteraciones gendmicas en individuos aparentemente sanos sin que se haya desarrollado
posteriormente un tumor. Ademas, existen mutaciones derivadas de hematopoyesis clonal que
aumentan progresivamente con la edad (86,87,105-110). La hematopoyesis clonal es una entidad
bien reconocida en la que una sola célula madre hematopoyética adquiere una mutacién somatica
que conduce a la expansion clonal de las células. Con el tiempo el clon derivado de células madre
hematopoyéticas se expande de manera que contribuye a una proporcidon considerable de la
produccidn de células sanguineas maduras en individuos aparentemente sanos, dando lugar a la
deteccién en plasma de mutaciones no derivadas del tumor. La hematopoyesis clonal es mds
prevalente con el aumento de la edad y conlleva un mayor riesgo de evolucién posterior a una
neoplasia mieloide (111-113). La prevalencia descrita de la hematopoyesis clonal varia en funcién
de la técnica utilizada. Las técnicas de secuenciacién con limite de deteccidén por encima de VAF del
2% describen frecuencias del 1-2% de los individuos a la edad de 40 afos y en el 5%-15% de los
mayores de 70 afos, pero estas cifras se incrementan notoriamente con tecnologias con alta
profundidad de secuenciaciéon (109,114-116). Las mutaciones derivadas de las células
hematopoyéticas pueden disfrazarse, por tanto, como derivadas del tumor y suponen una fuente de
ruido bioldgico de fondo para el analisis del cfDNA (110). Estos hallazgos deben ser mejor
caracterizados antes de poder implementar el analisis de ctDNA como estrategia de cribado

diagnéstico.

Por otro lado, la determinacion de ctDNA en pacientes con cdncer que ya han sido tratadas con
intencién curativa, por ejemplo, tras la cirugia, puede mostrar la presencia de enfermedad minima
residual, lo que ha mostrado tener importantes implicaciones prondsticas (117-120). Estos hallazgos
podrian convertir la determinacién de ctDNA en una herramienta para plantear estrategias de
adyuvancia en los pacientes en los que se detecta ctDNA, dado el elevado riesgo de recaida. La
determinacion seriada de ctDNA durante el seguimiento tras un tratamiento radical también podria

detectar una recaida antes de que fuera detectable mediante pruebas de imagen (121). Sin embargo,
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estas aplicaciones todavia no son practica estdndar y se encuentran en marcha diferentes estudios
para validar su utilidad de forma prospectiva.

Finalmente, otra aplicacién importante que esta adquiriendo gran interés en la clinica es la
posibilidad de monitorizar la enfermedad metastasica mediante el analisis cuantitativo del ctDNA ya
gue se ha observado que los niveles de ctDNA de cada paciente se correlacionan con la carga de
enfermedad y con la respuesta al tratamiento determinada por pruebas de imagen. El empleo del
andlisis de ctDNA como herramienta de monitorizacién que sustituyera o complementara a las
pruebas radiolégicas tendria las ventajas de evitar la radiacidn sobre el paciente asi como permitir
una logistica mas sencilla para llevar a cabo el seguimiento (86,89,106,107,122—124). Sin embargo,
una limitacién para implementar esta estrategia es que actualmente no se dispone de estudios
clinicos que avalen la toma de decisiones terapéuticas en funcion de los hallazgos obtenidos con el
analisis de ctDNA frente a las decisiones guiadas por pruebas de imagen. De hecho, las decisiones
clinicas basadas solo en los marcadores tumorales en sangre no han mostrado un beneficio para los
pacientes frente a las decisiones basadas en las pruebas de imagen estandar y las diferentes guias
clinicas se posicionan en contra de su utilizacién exclusiva para valorar la respuesta de la enfermedad
(125-128). Seran necesarios, por tanto, estudios prospectivos que analicen el papel del seguimiento
con ctDNA para determinar la rentabilidad y utilidad de esta estrategia en la practica clinica frente a

las pruebas radioldgicas convencionales.
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Figura 15. Aplicaciones del analisis de ctDNA. a. Curso temporal esquematico para un paciente
hipotético que se somete a cirugia (u otro tratamiento inicial), presenta una recaida de la
enfermedady luego recibe terapia sistémica. El paciente comienza con un Unico foco de enfermedad,
pero después del tratamiento aparecen multiples metastasis y distintos clones (representados en
diferentes colores). Se indican las posibles aplicaciones de la biopsia liquida durante el cuidado de
este paciente. b. La informacidn extraida del ctDNA puede clasificarse, en términos generales, como
informacidén cuantitativa (relacionada con la carga tumoral) o informacién gendmica o cualitativa.
Imagen obtenida de Wan et al. (89).
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2.3 Monitorizacidn de la respuesta y dinamica precoz del ctDNA

La vida media corta del ctDNA en sangre permite realizar una medida que se correlaciona con la
carga de enfermedad del paciente a tiempo real, a diferencia de los marcadores tumorales (como
CEA o CA 15-3 empleados en el seguimiento del cdncer de mama), que, ademds de ser mucho menos
sensibles y especificos, presentan vidas medias de entre dias y semanas, por lo que proporcionan
una visién antigua de lo que esta sucediendo en la enfermedad (129,130). Algunos estudios sugieren
que los niveles de ctDNA pueden subir transitoriamente de forma inicial tras comenzar una terapia,
pero tras unas semanas los niveles suelen bajar de forma marcada si existe respuesta al tratamiento

(figura 16) (107,131-133).
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Figura 16. Ejemplo de una paciente con cancer de mama metastdsico en la que se detectan 6
mutaciones diferentes. Las 6 mutaciones presentan un patrén dindmico similar, descienden con la
estabilizacion de la enfermedad y aumentan con la progresion radioldgica. Imagen obtenida de
Dawson et al. (107).

Se ha sugerido que los cambios en el ctDNA presentan mayor capacidad de prediccidn de respuesta
tumoral que los marcadores tumorales utilizados en la practica clinica habitual (94,107). El trabajo
de Dawson et al. comparé de forma seriada los niveles de ctDNA, de CA 15-3 y el nUmero de CTCs en
30 pacientes con cancer de mama metastdsico que recibian tratamiento sistémico realizando
determinaciones cada 3 semanas. El analisis de ctDNA se realizé mediante secuenciacion dirigida y/o
PCR digital. Se detectd la presencia de ctDNA en el 97% de las pacientes, de CA 15-3 en el 87% y de
CTCs en el 78%. Los cambios en los niveles de ctDNA mostraron un rango dinamico (variacién entre
el nivel minimo y maximo) mas amplio y una mayor correlacién con la respuesta tumoral que los
niveles de CA 15-3 o de CTCs, ademas de ser el método que proporcionaba una valoracién mas precoz
de la respuesta (figura 17) (107). El aumento de ctDNA y de CTCs resulté prondstico en esta serie y

no fue asi con los valores de CA 15-3.
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Figura 17. Niveles seriados de ctDNA, CA 15-3 y CTCs en dos pacientes del trabajo de Dawson et al.
tratadas con diferentes quimioterapicos y terapia endocrina. Se observa un mayor rango dindmico
en los cambios de ctDNA, asi como una mayor correlacién con la evolucion de la enfermedad. La
linea discontinua naranja indica el umbral de 5 CTCs por 7.5 ml de sangre. La linea verde punteada
indica el umbral de CA 15-3 de 32.4 U/mililitro. Imagen obtenida de Dawson et al. (107). PD,
progressive disease; PR, partial response; SD, stable disease.

En otro estudio retrospectivo en 40 pacientes con cancer de ovario recidivante se recogieron
muestras de plasma antes de iniciar tratamiento y al mes de haberlo iniciado. Se determinaron
diferentes mutaciones en TP53 en el tejido tumoral y se disefié un test especifico para cada paciente
en funcién de estas mutaciones utilizando PCR digital. Se compard la VAF de las mutaciones en TP53
con el marcador tumoral CA 125 en suero. La VAF de TP53 previa al inicio del tratamiento se
correlacioné con el volumen de enfermedad. Los cambios en ctDNA asociados a la respuesta a la
quimioterapia fueron mas precoces que los cambios en CA 125. Por otro lado, una reduccion de la
VAF de TP53 superior al 60% se asocio de forma independiente en el andlisis multivariado al tiempo

libre de progresion (72).

El valor de esta caida precoz del ctDNA se ha evaluado en distintos tipos tumorales tratados con
diferentes tratamientos (quimioterapia, inmunoterapia, terapias dirigidas e inhibidores de CDK4/6).
Se ha observado una clara correlacién entre la dindmica temprana de ctDNA (ascenso o descenso de
ctDNA a las pocas semanas del inicio del tratamiento) y la respuesta tumoral, asi como la
supervivencia libre de progresién y también la supervivencia global en algunos tipos de tumores,
incluyendo el cancer de mama triple negativo, aunque no se ha reportado hasta la fecha un
asociacién con la supervivencia global en los canceres de mama RH positivo y HER2 negativo (134—
142). Los hallazgos descritos apoyan la determinacién de la dindmica precoz del ctDNA como
biomarcador predictivo de beneficio a distintos tratamientos, capaz de adelantarse a la evaluacidn
mediante pruebas de imagen. De esta manera, el estudio precoz del comportamiento del ctDNA

podria convertirse en una herramienta que ayudara a identificar precozmente a aquellos pacientes
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resistentes al tratamiento y a la adaptacidn de la terapia en busca de una estrategia terapéutica mas
eficaz. La instauracion de esta herramienta en la practica clinica requiere, sin embargo, de una
adecuada validacion, asi como la resolucion de algunos aspectos metodoldgicos y técnicos que estan

lejos de estar estandarizados en la actualidad.

Por un lado, existe controversia en cuanto al mejor momento para valorar este ascenso o descenso
del ctDNA. Los diferentes estudios han realizado la segunda determinacion de niveles de ctDNA entre
las 2 y las 6 semanas de haber iniciado el tratamiento para evitar el posible flare de la primera y
segunda semana que se produce secundariamente a la muerte celular y liberacidn de ctDNA, pero
existen pocos estudios que hayan comparado diferentes momentos temporales entre si (72,132—-

136,138-140,142).

Tampoco estd establecida una clara metodologia para valorar la respuesta por ctDNA. Algunos
estudios determinan la ratio entre la cantidad en términos absolutos (niUmero copias o ng/mL) o la
VAF (medida en porcentaje) de ctDNA inicial y la cantidad o VAF posterior al primer ciclo de
tratamiento, y clasifican a los pacientes en grupos segin un punto de corte arbitrario (algin descenso
[ratio <1], descenso superior al 50 o al 60%, mediana, etc.); otros estudios calculan la diferencia
absoluta (o delta) entre los dos momentos temporales, y otros consideran que el grupo de mayor
beneficio a una terapia concreta es aquel que produce un aclaramiento o desaparicién completa de

ctDNA en plasma tras iniciar el tratamiento (72,134-139,142).

Asimismo, se han empleado diferentes tecnologias para determinar el ctDNA en sangre. Algunos
estudios realizan primero secuenciacion sobre tejido, ya sea del tumor primario o metastasico, para
elaborar test basados en PCR que detecten en plasma las alteraciones encontradas en tejido. Muchos
estudios analizan solo una o unas pocas mutaciones en cada paciente o bien siguen solo
temporalmente la mutacién con mayor VAF (72,135,136,138). Otros realizan secuenciacion dirigida
y establecen una media de todas las mutaciones presentes en un mismo paciente en cada momento

temporal (134,139).

En conjunto, la utilizacion de la biopsia liquida como herramienta de monitorizacién precoz de la
enfermedad metastasica es un campo en tremendo desarrollo, pero donde existen todavia
numerosos interrogantes, por lo que son necesarios estudios que determinen la mejor metodologia

para cada tipo tumoral.

35



3. Tratamiento del cancer de mama

3.1. Cancer de mama localizado

Mas del 90% de los canceres de mama se diagnostican en estadios precoces (17). En este escenario
el objetivo es la curacién de la enfermedad por lo que los distintos tratamientos estan dirigidos a la
erradicacion del tumor y la prevencién de recaidas futuras (8,9). El enfoque terapéutico es complejo
e incluye la combinacidn de tratamiento local (cirugia del tumor primario y de los ganglios regionales
con o sin radioterapia posterior) junto con tratamiento sistémico (figura 17). La terapia sistémica
puede ser preoperatoria (neoadyuvante), postoperatoria (adyuvante), o ambas, y se puede realizar
con quimioterapia, terapia endocrina, tratamiento anti-HER2 o una combinacién de estos. La
seleccién de los distintos tratamientos locales y sistémicos se realiza en un contexto multidisciplinar
y tiene en cuenta diferentes factores prondsticos y predictivos. Estos factores incluyen el tamafio
tumoral y la afectacién ganglionar, el estado del RE, RP y HER2, el indice proliferativo, el grado, y
resto de factores clinico-patoldgicos del tumor, el riesgo de recaida calculado con plataformas

génicas y la comorbilidad, edad, estado menopdusico y preferencias de la paciente (7-9,128).

Siempre que sea posible se prefiere la realizacién de cirugia conservadora (frente a mastectomia),
seguida de radioterapia adyuvante. Las guias recomiendan un tratamiento con quimioterapia
neoadyuvante en aquellos tumores localmente avanzados independientemente de la biologia
tumoral, aquellos mayores de 2cm donde no es posible una cirugia conservadora de entrada y en
tumores con biologias muy sensibles a la quimioterapia y/o tratamiento dirigido como los triples
negativos y HER2 positivo mayores de 2cm y/o con axila positiva independientemente de que la

terapia conservadora sea posible (figura 18) (7-9).

Ademas de las recomendaciones anteriores, en general, se acepta que todas las indicaciones de
terapia adyuvante pueden emplearse en el escenario neoadyuvante (7,143,144). El tratamiento
neoadyuvante permite valorar la respuesta tumoral tras el mismo, lo cual aporta informacion
prondstica, y, ademas, en algunos casos permite seleccionar tratamiento adyuvante complementario

si no se ha obtenido una respuesta completa patoldgica tumoral (145,146).
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Figura 18. Algoritmo terapéutico en cancer de mama localizado. Algoritmo extraido de la guia ESMO
para cancer de mama localizado, 2019 (8). BCS, breast conservative surgery; ChT, chemotherapy; ET,
endocrine therapy; RT, radiotherapy; TNBC, triple negative breast cancer.

2 En tumores con una biologia que requiere quimioterapia (triple negativo, HER2 positivo, luminal B-like) se prefiere
tratamiento neoadyuvante para evaluar la respuesta y el prondstico y decidir sobre el tratamiento postoperatorio.
b Fenotipos agresivos: cancer de mama triple negativo o HER2 positivo.

¢Si se planea quimioterapia debe administrarse como neoadyuvante.

d RT postoperatoria concomitante, terapia endocrina postoperatoria y terapia anti-HER2.

El empleo de quimioterapia adyuvante, si no se ha recibido de forma neoadyuvante, esta indicada
practicamente en todos los tumores HER2 positivo y triple negativo, sobre todo a partir de 0.5 cm de
tamafio, dado el elevado riesgo de recaida sin tratamiento. El tratamiento de los tumores HER2
siempre incluird terapia dirigida frente a HER2. En la enfermedad con RH positivo y HER2 negativo la
quimioterapia se recomienda en pacientes de alto riesgo de recaida. Este riesgo se estima mediante
la valoracion de caracteristicas clinico-patoldgicas (tamafio, afectacidn axilar, indice proliferativo,
grado, niveles de expresion de RH) y también por la puntuacion obtenida mediante plataformas
multigénicas (Oncotype DX®, MammaPrint®, Prosigna®, Breast Cancer Index® o EndoPredict®). Los
tumores luminales B o luminales B-like son candidatos a quimioterapia adyuvante si presentan un
tamafio superior a 0.5cm y/o afectacion axilar, y los luminales A o luminales A-like solo lo son si
presentan un estadio localmente avanzado con gran carga tumoral (p. ej. T4 o N2-3) (7-9) (figura

19).
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Figura 19. Tratamiento (neo)adyuvante sistémico segun el subtipo tumoral. Algoritmo extraido de la
guia ESMO para cancer de mama localizado, 2019 (8). ChT, chemotherapy; ER, estrogen receptor; ET,
endocrine therapy; NO, negative nodes; PgR, progesterone receptor; TNBC, triple-negative breast
cancer.

2Con posible excepcidn de casos seleccionados con T1a-bNO de muy bajo riesgo.

bAnti-HER2: trastuzumab + pertuzumab.

cAdenoide quistico o apocrino, carcinoma secretor, carcinoma metaplasico de bajo grado.

dDependiendo del nivel de expresidn de ER y PgR, proliferacién, riesgo evaluado gendmicamente, carga tumoral y/o
preferencia del paciente.

eExcepto en las pacientes de muy bajo riesgo T1a-bNO para los que se puede considerar tratamiento solo con
ET/anti-HER2.

El tratamiento endocrino esta indicado en todas las pacientes que presentan RH positivo durante al
menos 5 afios, aunque el tratamiento extendido hasta los 7-10 afios ha mostrado aumentar el
beneficio (147-153). En las pacientes premenopausicas el tratamiento hormonal se realiza con
tamoxifeno, con o sin analogos de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) que
producen una supresion ovarica induciendo un estado menopdusico, o bien con inhibidores de
aromatasa junto con andlogos de LHRH. El tratamiento con analogos de LHRH se emplea en los casos
de altoriesgo de recaida (7-9,154,155). En las pacientes postmenopdusicas el tratamiento adyuvante
estandar se realiza con inhibidores de aromatasa que han mostrado un beneficio superior al

tamoxifeno en este escenario (148).
El tratamiento con radioterapia adyuvante se debe administrar tras cirugia conservadora de lamama

y después de mastectomia si hay factores de riesgo, como importante volumen tumoral o ganglios

axilares afectos, entre otros (156-159).
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3.2. Cancer de mama metastasico

Aungue en mas del 90% de los casos la enfermedad se diagnostique en estadios localizados, hasta
en un 20-30% de las pacientes se producird una recaida a distancia (17,160). El cdncer de mama
metastdsico es una enfermedad incurable en la que los objetivos del tratamiento persiguen

aumentar la supervivencia y mejorar la calidad de vida (9,128,161).

La seleccidn del tratamiento se realiza teniendo en cuenta diversos factores como el subtipo tumoral,
la carga de enfermedad, los tratamientos recibidos previamente y el beneficio obtenido con los
mismos, la presencia de sintomas o crisis visceral (definida como disfuncién organica grave, evaluada
por signos, sintomas y criterios analiticos, con rdpida progresion de la enfermedad) y la edad y

comorbilidades del paciente, asi como sus preferencias (9,128,161).

En el cdncer de mama metastdsico RH positivo y HER2 negativo el tratamiento de primera eleccidn
es la terapia endocrina junto con un inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas 4 y 6 (CDK4/6).
Se prefiere el empleo de quimioterapia por su mas rdpida accién si existe una situacidn de crisis
visceral, o bien se trate de una enfermedad refractaria a la hormonoterapia, donde también se
elegira el tratamiento con citotdxicos (9,128,162). En general, la terapia endocrina se prefiere a la
quimioterapia por su mejor perfil de toxicidad, con similares resultados en términos de supervivencia
(163,164). Las pacientes con RH positivo premenopausicas deberdn recibir una terapia de supresion
de la funcién ovdrica con analogos de LHRH, ooforectomia o radioterapia ovarica (esta ultima cada
vez menos utilizada), y recibirdn el mismo tratamiento para la enfermedad oncoldgica que las
pacientes postmenopdusicas (figura 20). El tratamiento endocrino con las distintas opciones
terapéuticas solas o en combinacién con terapias dirigidas (p.ej. everolimus o alpelisib) se empleara
de forma secuencial mientras exista un beneficio con el tratamiento hormonal. Cuando finalmente
se desarrolla hormono-resistencia las pacientes son entonces candidatas a recibir quimioterapia

(9,128,162).
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Figura 20. Algoritmo terapéutico en cancer de mama metastasico RH positivo y HER2 negativo.
Algoritmo extraido de la guia ESMO para cancer de mama avanzado, 2020 (128). ER, estrogen
receptor; ABC, advanced breast cancer; ET, endocrine therapy; ChT, chemotherapy; Al, aromatase
inhibitor; PARPi, PARP inhibitor.

Existen multiples citotdxicos que pueden ser empleados en los distintos subtipos de cdncer de mama.
De forma general se opta por la monoterapia de forma secuencial, ya que la terapia de combinacién
es mas toxica y, aunque presenta mayor tasa de respuesta, no ha demostrado mejorar la
supervivencia (165). El tratamiento con varios quimioterapicos de forma simultdnea queda relegado

a situaciones donde se requiere un rapido control de la enfermedad (9,128,161).

Las antraciclinas y los taxanos son los quimioterapicos que se prefieren como primera opcién si no
existe ninguna contraindicacion u otra preferencia de la paciente (figura 20), sobre todo en pacientes
que no los han recibido en neo/adyuvancia previamente o en las que los han recibido, pero presentan
una recaida tardia tras el empleo de estos. Sin embargo, las antraciclinas presentan el inconveniente
de la dosis techo por su riesgo de cardiotoxicidad, y los taxanos producen neuropatia, que es una
toxicidad limitante de dosis. En pacientes previamente tratadas con estos farmacos, la capecitabina,
la eribulina o la vinorelbina son opciones terapéuticas apropiadas para la primera linea
(128,161,166,167). Otras opciones terapéuticas incluyen la gemcitabina, los platinos o la terapia

metrondmica (128,161,166,167).
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La combinaciéon de bevacizumab con taxanos en primera linea ha demostrado aumentar la
supervivencia libre de progresion y la tasa de respuestas frente a los taxanos solos, pero no la
supervivencia global, por lo que la combinacidon se considera solo en casos seleccionados (161,168—

170).

En la enfermedad HER2 positiva el tratamiento consiste en quimioterapia junto con tratamiento
dirigido frente a HER2. En casos seleccionados de tumores HER2 positivo y RH positivo, con bajo
volumen tumoral, puede ofrecerse un tratamiento con terapia endocrina y anti-HER2 sin
quimioterapia. Esta también es una opcidon como terapia de mantenimiento tras una induccién inicial

con quimioterapia y anti-HER2 (9,128,161).

Para los tumores triples negativo no se dispone de terapia dirigida por lo que el tratamiento se basa
en quimioterapia. La inmunoterapia junto con quimioterapia ha mostrado beneficio en primera linea
en aquellos tumores que presentan positividad para la tincién de PD-L1, tanto con atezolizumab

como con pembrolizumab (9,128,161,171,172).

Asimismo, el estudio genético estd indicado en todas las pacientes con enfermedad metastasica,
independientemente de su historia familiar, ya que sus resultados presentan implicaciones
terapéuticas. La presencia de mutaciones germinales en BRCA1/BRCA2 permitiria el empleo de

inhibidores de PARP en las pacientes con tumores HER2 negativos (9,128).

Para monitorizar la evoluciéon de la enfermedad metastidsica debe tenerse en cuenta la
sintomatologia del paciente y su estado funcional, la exploracidn fisica, los valores analiticos como
la fosfatasa alcalina, pruebas de funcion hepatica, calcio, hemograma, marcadores tumorales (como
CEA, CA 15-3 y CA 27.29) cuando sean apropiados y pruebas de imagen (TAC y gammagrafia 6sea o
PET/TAC). La valoracion de progresidn por imagen se realiza en funcion de los criterios RECIST 1.1

(del inglés, response evaluation criteria in solid tumors) (9,173).
La frecuencia de la monitorizacién no esta completamente estipulada. En general se recomienda

realizar un control con pruebas de imagen cada 2-4 meses en pacientes en tratamiento con

quimioterapia y cada 4-6 meses en pacientes con terapia endocrina (tabla 4) (9).
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Tabla 4. Intervalos de seguimiento para pacientes con cancer de mama metastdsico recomendados
por las guias NCCN (9).

Baseline Prior to Chemotherapy Endocrine Therapy Restaging if Concern for
New Therapy Progression of Disease
Symptom Assessment Yes Prior to each cycle Every 1-3 months Yes
Physical Examination Yes Prior to each cycle Every 1-3 months Yes
Performance Status Yes Prior to each cycle Every 1-3 months Yes
Weight Yes Prior to each cycle Every 1-3 months Yes
LFTs, CBC Yes Prior to each cycle Every 1-3 months Yes
CT Chest/Abdomen/ Yes Every 2-4 cycles Every 2-6 months Yes
Pelvis with Contrast
Bone Scan Yes Every 4 cycles Every 4-6 months Yes
PET/CT Optional Optional Optional Optional
Tumor Markers Optional Optional Optional Optional

LFTs, liver function test; CBC, cell blood count; CT, computed tomography.
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4. Tratamiento del cancer de mama metastasico receptor hormonal positivo y HER2 negativo

El cancer de mama RH positivo y HER2 negativo supone aproximadamente el 70% de los tumores
malignos de mama vy las terapias endocrinas constituyen el pilar de su tratamiento. Durante los
ultimos 20 afios el conocimiento sobre la complejidad de la biologia de la enfermedad y de los
mecanismos que median las resistencias a la terapia endocrina ha permitido incrementar las
opciones terapéuticas en estas pacientes, prologando la supervivencia y manteniendo o mejorando

su calidad de vida.

4.1. Terapia endocrina

Existen distintas estrategias de tratamiento endocrino actualmente aprobadas para su empleo en la

practica clinica (tabla 5) (161).

Tabla 5. Tipos de tratamiento endocrino que pueden emplearse en cancer de mama metastdsico con

RH positivo. Tabla extraida de la guia SEOM para cancer de mama avanzado, 2018 (161).

Mechanism of action Class Agent
Estrogen receptor blockage SERM Tamoxifen, toremifen
SERD Fulvestrant
Estrogen deprivation Ovarian ablation Surgery, radiation
Ovarian suppression with GnRH  Goserelin
analogs Triptorelin
Leuprolide
NSAI Anastrozole
Letrozole
SAI Exemestane
Unknown Progestins Megestrol acetate

Medroxyprogesterone acetate
High-dose estrogens Diethylstilbestrol (DES)

SERM, selective estrogen receptor modulator; SERD, selective estrogen receptor downregulator;
GnRH, gonadotropin-hormone releasing-hormone; NSAIl, non-steroidal aromatase inhibitors (3rd
generation); SAl, steroidal aromatase inhibitors (3rd generation).

Los inhibidores de la aromatasa impiden la conversién periférica de andrdogenos en estrogenos,
inhibiendo la enzima aromatasa, por lo que actian disminuyendo la cantidad de estrégenos
circulantes. Actualmente se emplean los inhibidores de aromatasa de tercera generacion, letrozol y

anastrozol (no esteroideos) y exemestano (esteroideo) (161,174).
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Los moduladores selectivos del RE (SERMs, del inglés, selective estrogen receptor modulators), como
el tamoxifeno, actlan uniéndose al receptor como antagonistas en unos tejidos (p.ej. tejido

mamario) y como agonistas en otros (p.ej. tejido endometrial) (174).

Los degradadores selectivos del receptor de estrégeno (SERDs, del inglés, selective estrogen receptor
degraders or dowregulators) ejercen su accién por varios mecanismos, al unirse competitivamente
al receptor impiden su dimerizacién, aumentan su degradacion y dificultan su traslocacién al nucleo.
Al degradar el receptor actlan como antagonistas en todos los tejidos. El Unico SERD actualmente
aprobado es el fulvestrant, aunque existen numerosos SERDs orales en desarrollo (174). Finalmente,
la ablacién o supresion ovarica puede conseguirse mediante cirugia o radioterapia ovarica o con

analogos de LHRH (161,174).

En el escenario metastasico los inhibidores de la aromatasa demostraron ser superiores a tamoxifeno
y se convirtieron en el estandar de primera linea de tratamiento (175). Tras la progresion a la terapia
endocrina inicial fulvestrant demostré ser una opcién eficaz (176). Ademas, varios estudios
observaron que fulvestrant conseguia mejor supervivencia libre de progresién que los inhibidores de
la aromatasa en pacientes con cancer de mama avanzado sin tratamiento endocrino previo (13
frente a 18 meses), pero sin diferencias en supervivencia global, que se situaba alrededor de los 50
meses (177-179). Con estos estudios las guias clinicas aceptaron tanto el empleo de inhibidores de
aromatasa como fulvestrant en primera linea para enfermedad metastasica RH positivo y HER2

negativo (9,128).

Es importante sefialar que a pesar de la eficacia general de la terapia endocrina existe alrededor de
un 30% de pacientes que presenta resistencia primaria a la misma, y, por otro lado, invariablemente

todas las pacientes acabaran desarrollando resistencia secundaria a lo largo del tiempo (128,180).

4.2, Bases bioldgicas y desarrollo de resistencias a la terapia endocrina

A partir del conocimiento del papel de los estrégenos en el cdncer de mama, de cdmo actuan
mediante su unién al RE y de las vias intracelulares en las que se han visto implicados es posible
entender las estrategias desarrolladas para abordar el desarrollo de resistencias en el cancer de

mama RH positivo.

Los estrogenos actuan uniéndose a los RE que se encuentran fundamentalmente localizados a nivel
nuclear o citoplasmico (figura 21). Una vez unen el estrégeno, los RE se liberan de las proteinas

chaperonas y dimerizan entre si, lo que produce un cambio de conformacion y la asociacion con
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coactivadores, formando la unidad transcripcional que se une a los elementos de respuesta
estrogénica en el DNA. Mediante esta via los RE funcionan como factores de transcripcion nucleares
dependientes de ligando, ejerciendo su accidon por un mecanismo de actuacidon gendmico clasico
(figura 21, via A) (181,182). De esta manera los RE inducen la transcripcion de numerosos genes
implicados en proliferacion y control del ciclo celular, como CCND1, entre otros, y genes relacionados
con la supervivencia, la invasidn y la angiogénesis (181). Por otra parte, los RE también pueden actuar
a través de una via gendmica no clasica, donde intervienen otros factores de transcripcién, como
algunos miembros de las familias AP-1/SP-1, que modulan programas transcripcionales alternativos

(figura 21, via B) (181,183).

Existen otras dos vias a través de las cuales también actua el RE, una independiente de estrégenos,
que produce la activacion del RE a través de la fosforilacion inducida por factores de crecimiento; y
otra via no gendmica, mas rapida, que actua a través de algunos RE localizados en la membrana
celular mediante la interaccidn con varios factores de crecimiento de tipo tirosina-quinasa (EGFR,
HER2, IGFR-1, FGFR), asi como sefializadores intermedios, como proteinas de membrana y del
reclutamiento de proteinas quinasas intracelulares (Src y PI3K) que activan cascadas de sealizacion
intracelular (p.ej. AKT y MAPK) (figura 21, via C y D) (184). La activacion aberrante de estas dos vias
puede intervenir en el desarrollo de resistencia de novo y adquirida a la terapia endocrina, actuando
como una via de escape y de “bypass” del bloqueo terapéutico del RE. Todas estas vias relacionadas
con factores de crecimiento y sefalizacién intracelular que implican a PI3K, MAPK o Src acaban
convergiendo en el aumento de proliferacién celular mediante la regulaciéon del control del ciclo

celular (185-187).

La aparicidon de mutaciones en ESR1 es otro mecanismo por el cual se puede generar resistencia
adquirida a los inhibidores de aromatasa, ya que estas mutaciones dan lugar a un receptor
constitutivamente activado independientemente de la presencia de estrégenos. Estas mutaciones
son muy poco frecuentes en el tumor primario pero aparecen entre el 10-50% de las pacientes

pretratadas con inhibidores de aromatasa (103,174).
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Figura 21. Vias de sefializacion del RE. Via A, via gendmica clasica; via B, via gendmica no clasica, via
C, independiente de estrégenos, activa al RE a través de la fosforilacién inducida por factores de
crecimiento; via D, via no gendmica o de membrana. Imagen obtenida de Le Romancer M et al. (181).
E2, estrégenos; ERE, elementos de respuesta a estrégenos; RE, elementos de respuesta a otros
factores de transcripcion; P, fosforilacién; RTK, receptor de tirosina quinasa; CoReg, correguladores;
TF, factor de transcripcion; Hsp90, heat shock protein 90 (chaperona).

La estructura del RE puede observarse en la figura 22. El RE se une al DNA a través del dominio de
unién (DBD, del inglés, DNA binding domain). La regién AF-1 es el lugar de fosforilacion
independiente de ligando (p.ej., fosforilacion por MAPKs) y la region AF-2 es la dependiente de

ligando.

c | o [iemi

AF-1 DBD AF-2/LBD

Figura 22. Estructura del RE. Los dominios A — F que constituyen el RE incluyen el dominio de la
funcién de activacion 1 (AF-1) independiente de ligando, el dominio de unién al DNA (DBD), la region
bisagra y el dominio de unién al ligando (LBD)/dominio de funcién de activacion 2 (AF-2). Imagen
modificada de Patel HK and Bihani T (174).
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En los ultimos afos se ha mejorado la eficacia de la terapia endocrina en el cancer de mama RH
positivo y HER2 negativo, retrasando el desarrollo de resistencias a la misma. Esto se ha conseguido
gracias al desarrollo de tratamientos frente a los mecanismos responsables de regulacién vy
progresion del ciclo celular, con el empleo de los inhibidores de CDK4/6, y también de las vias

intracelulares claves en la proliferacién celular, con el uso de los inhibidores PI3K o mTOR (figura 23).
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Figura 23. Regulacidn del control del ciclo celular en el punto de control o restriccion G1/S y
tratamientos dirigidos a los distintos puntos de la via. Las sefiales mitogénicas convergen al nivel de
la regulacion positiva de la ciclina D1. CDK4/6-ciclina D1 fosforilan e inactivan la proteina Rb, lo que
provoca la disociacidn de los factores de transcripciéon E2F y la regulacion transcripcional de genes
importantes para la transicion G1/S y la progresién del ciclo celular a través del punto de restriccion.
Modificado de Tripathy et al. (188). CDK, cyclin-dependent kinase; ER, estrogen receptor; IGF1R,
insulin-like growth factor 1 receptor; MAPK, mitogen-activated protein kinase; Rb, retinoblastoma;
RTK, receptor tyrosine kinase.
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4.3, Tratamiento dirigido para pacientes con tumores receptor hormonal positivo y HER2

negativo

4.3.1 Tratamiento con inhibidores de CDK4/6

4.3.1.1 Bases bioldgicas

La proliferacidn celular depende de la progresion a través de distintas fases del ciclo celular, un
proceso altamente organizado donde estan implicadas sefiales de crecimiento reguladoras, asi como
proteinas que monitorizan la integridad genética, las CDKs, que actlan como un complejo con su
pareja ciclina (figura 23) (188,189). Las CDK4 y CDK6 son activadas por la ciclina D1 de forma
temprana en el ciclo celular para facilitar la progresidn de este a través del punto de restriccion G1/S.
El complejo ciclina D1-CDK4/6 conlleva la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (Rb), que a
diferencia de otras proteinas del organismo se encuentra inactivada en estado de fosforilacion. Esto
permite que se liberen los factores de trascripcion E2F que regulan genes fundamentales para activar
la transicion de la fase G1 a S, incluida la ciclina E, que se asocia con CDK2, fosforilando alin mas a
Rb, lo que resulta en progresiéon del ciclo celular mas alld del punto de restriccion y entrada
irreversible en la fase S. Los factores E2F también regulan genes implicados en la replicacion del DNA,

la estructura de la cromatina o la segregacién de los cromosomas (189,190).

La actividad de las CDKs estad sometida a un control estrecho, es inducida por sefales mitogénicas,
incluyendo sefiales derivadas de las vias del RE y PI3K-AKT-mTOR, que promueven la sintesis de
ciclina D, e inhibida por distintas proteinas inhibidoras, como p16 o p21, activada esta ultima a su

vez por p53 en respuesta al dafio de DNA (188,189).

La actividad aberrante del ciclo celular conlleva la proliferacién celular descontrolada, uno de los
procesos distintivos del cancer (191). Esta actividad tiene lugar como resultado de alteraciones por
encima de los complejos CDK-ciclina (p.ej. estimulacion mediada por factores de crecimiento o
alteraciones en vias intracelulares como PI3K) o por afectacion de los propios genes que codifican

proteinas del ciclo celular (p.ej. amplificacién de ciclina D1, CDK4 o CDK6) (189).

En el cancer de mama RH positivo y HER2 negativo es muy frecuente la seializacion aberrante por
ciclina D1y CDK4/6. Por un lado, el RE lleva a la transcripcion de la ciclina D1, la cual interacciona con
CDK4/6, siendo uno de los principales estimulos proliferativos para la célula RE positiva y, por otro

lado, la amplificacién de la ciclina D1 es un evento frecuente en este tipo de cancer de mama y los
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niveles aumentados de mRNA y de proteina ciclina D1 se observan hasta el 50% de los tumores, lo

que se ha asociado a resistencia hormonal (192-194).

Estudios preclinicos en lineas celulares han demostrado que la inhibicién de CDK4 y CDK6 atenua la
proliferacion celular de lineas celulares luminales con RH positivo y su efecto es sinérgico con el
tratamiento endocrino (195). CDK4 y CDK6 han mostrado también continuar promoviendo la
proliferacidn de células de cdncer de mama en el contexto de la resistencia al tratamiento hormonal
inducida in vitro y su inhibicion es capaz de revertirla (196,197). Todos los datos expuestos
proporcionaron una fuerte justificacidén para la investigacidn de los efectos de la inhibicidn de CDK4

y CDK6 en cancer de mama.

4.3.1.2 Estudios clinicos

Los primeros inhibidores de CDKs en aparecer fueron pan-inhibidores de las distintas CDKs que
resultaron poco efectivos y téxicos. Posteriormente se disefiaron los inhibidores selectivos de
CDK4/6, de los que actualmente se encuentran aprobados palbociclib, ribociclib y abemaciclib (198).
En primera linea de tratamiento para enfermedad metastasica RH positivo y HER2 negativo el
tratamiento con inhibidores de CDK4/6 en combinacién con inhibidores de aromatasa ha mostrado
doblar la mediana de supervivencia libre de progresiéon, con incrementos absolutos de
aproximadamente 12 meses frente al tratamiento endocrino en monoterapia en los ensayos
pivotales fase Ill PALOMA-2 (con palbociclib), MONALEESA-2, MONALEESA-7 (con ribociclib) y
MONARCH-3 (con abemaciclib) (tabla 6) (25,28,199-202). Los estudios con los 3 inhibidores de
CDK4/6 han mostrado beneficios similares, con unas hazard ratio (HR) de alrededor de 0.5-0.6 en
todos los estudios y medianas de supervivencia libre de progresién de 28-24 meses frente a 13-16
meses con el tratamiento endocrino en monoterapia. Las tasas de respuesta se sitlan alrededor del

50-60% en las pacientes con enfermedad medible y el beneficio clinico en el 80% (25,199-202).

La supervivencia global, objetivo secundario de todos los estudios, también ha resultado ser superior
en el brazo de la combinacion en el estudio MONALEESA-7 con ribociclib en pacientes
premenopausicas, con una HR de 0.71 (intervalo de confianza (IC) al 95%, 0.54-0.95; p=0.01), y en el
estudio MONALEESA-2, con una HR de 0.76 (IC al 95%, 0.63-0.93; p=0.04) (24,28,201-203). Se

esperan todavia resultados del resto de estudios.
La adicion de un inhibidor de CDK4/6 a fulvestrant en pacientes previamente expuestos a
tratamiento endocrino también ha supuesto un aumento de supervivencia libre de progresién en los

estudios PALOMA-3, MONARCH-2 y MONALEESA-3 (204-206). Estos tres estudios fase lll muestran
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datos similares con los tres farmacos, con HR para supervivencia libre de progresién de entre 0.4-0.6
y medianas de supervivencia libre de progresion de 9.2 meses con palbociclib en el estudio PALOMA-
3 (estudio que permitia varias lineas de tratamiento previo) frente a 3.8 meses en el brazo con
fulvestrant en monoterapia; 16.4 meses en el brazo con abemaciclib versus 9.3 con fulvestrant el
MONARCH-2; y 20.5 frente a 12.8 meses en el MONALEESA-3, que incluia pacientes tanto en primera
como segunda linea (204-206). La supervivencia global también ha resultado superior con los tres

inhibidores, con HR de 0.7-0.8 (tabla 6) (204,207,208).

Un reciente metaanalisis ha observado la superioridad de los regimenes con inhibidores de CDK4/6
sobre la monoterapia con tratamiento hormonal, mostrando una equivalencia sustancial entre los
tres inhibidores en términos de supervivencia libre de progresién y ninguna diferencia con la

quimioterapia (163).

Tabla 6. Resumen de ensayos con la combinacidn de inhibidores de CDK4/6 y terapia endocrina en
cancer de mama metastasico HR positivo y HER2 negativo.

PALOMA-2 MONALEESA-2 MONALEESA-7 MONARCH-3 PALOMA-3 MONARCH-2 MONALEESA-3
(203) (28,201) (24,25) (202) (205,207) (204) (206,208)
Disefio LTZ/Pbo vs LTZ/Pbo vs TE/Pbo* vs LTZ/Pbo vs FVT/Pbo vs FVT/Pbo vs FVT/Pbo vs FVT/
LTZ/Palbo LTZ/Ribo TE/Ribo* LTZ/Abema FVT/Palbo FVT/ Abema Ribo
No. pts 666 668 672 493 521 699 726
L L L L Progresion a IA
Tto No progresion a No progresion a No progresion a IA No progresion a . L. L.
previo A IA (permitida 1L QT) A (pern(ﬁll_trl)da 1L Progresion a IA Progresion ono a IA
14.5vs 27.6 16 vs 25.3 13vs 238 14.8 vs 28.24 3.8vs9.2 9.3vs 16.4 12.8vs205
SLP (m) HR 0.56 HR 0.56 (p<0.001) HR 0.55 (p<0.001) HR 0.54 HR 0.42 HR 0.55 HR 0.59 (p<0.001)
(0<0.001) =0 <. 22 (<t (p<0.001) (p<0.001) (p<0.001) =27 1P<D.
sG(m) | Noreportada | 513Ys63.9m (HR 49 vs NA No reportada 28.0 5 ;‘11;8 (HR | 37.3 N §2j7 HR 1 415vs53.7 (HR
0.76; p=0.04) (HR 0.71; p=0.01) 0=0.022) 0=0.014) 0.73; 1€ 0.59-0.90)
TR'y 44.4 vs 55.3% 37.1vs52.7% 36 vs 51% 43.8 vs 59.2% 11 vs 25% 21.3vs48.1% 28.7 vs 40.9%
BC' 70.3 vs 84.9% 71.8 vs 80.1% 67 vs 80% 71.5vs 78% 36 vs 64% 51.8 vs 73.3% 59.7 vs 69.4%
ESMO-
MCBS 3 5 5 3 4 4 4

LTZ, letrozol; Pbo, Placebo; Palbo, palbociclib; TE, terapia endocrina; Ribo, ribociclib; Abema,
abemaciclib; FVT, Fulvestrant; Pts, pacientes; Tto, tratamiento; IA: inhibidor de aromatasa; L, linea,
QT, quimioterapia; SLP, supervivencia libre de progresidon; SG, supervivencia global; TR, tasa de
respuesta; BC, beneficio clinico; m, meses; HR, hazard ratio; NA, no alcanzada, ESMO-MCBS, escala

de magnitud de beneficio clinico de ESMO.
*Terapia endocrina con inhibidor de aromatasa o tamoxifeno y goserelina.
™ En pacientes con enfermedad medible.

Otro reciente metaanalisis ha mostrado que el tratamiento con inhibidores de CDK4/6 junto con
terapia endocrina aumenta también la supervivencia global independientemente de la edad, el

estatus menopausico, la sensibilidad endocrina y el compromiso visceral (209).
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Los resultados de los estudios pivotales anteriormente expuestos han dado lugar a la aprobacidn
desde 2015 de los distintos inhibidores de ciclinas por parte de la FDA y por la EMA. Palbociclib fue

el que recibid la primera aprobacion por parte de la FDA (210-215).

En pacientes politratadas también existe evidencia clinica del beneficio del tratamiento con
inhibidores de CDK4/6. En el ensayo clinico fase Il de un solo brazo MONARCH-1 con abemaciclib en
monoterapia en pacientes tratadas con multiples lineas se observé un 19.7% de tasa de respuestas
y un beneficio clinico del 42.4% (216-220). Recientemente el ensayo fase Il nextMONARCH que
randomizaba a pacientes politratadas con cdncer de mama metastasico RH positivo y HER2 negativo
a recibir abemaciclib 150mg con tamoxifeno versus abemaciclib 150mg/12h o abemaciclib 200mg,
mostrd que la combinacion aumentaba la supervivencia global (24.2 meses con la combinacion
frente a 20.8 meses con abemaciclib 150mg y 17.0 meses con abemaciclib 200mg). La HR de la

combinacidn frente a abemaciclib 150mg fue de 0.63 (IC 95% 0.40-0.97, p=0.034) (221).

Las guias clinicas reconocen el empleo de inhibidores de CDK4/6 como opcién de primera linea en el
cancer de mama metastasico RH positivo y HER2 negativo junto con tratamiento endocrino, salvo
que exista una situacién de crisis visceral o no se disponga de mas opciones de terapia endocrina
(figura 20). El tratamiento con inhibidores de CDK4/6 y terapia hormonal es también de eleccién en

segunda linea y lineas sucesivas si no se ha recibido previamente (9,128,161).

4.3.2. Tratamiento con inhibidores de PI3K

4.3.2.1. Bases bioldgicas

La via PIK3-AKT-mTOR es una de las principales vias de sefializacién en células humanas, implicada
en procesos fisioldgicos esenciales como el metabolismo de la glucosa, en la supervivencia,
proliferacion, crecimiento y motilidad celular (222-224). Su desregulacion es frecuente en
numerosos canceres humanos, lo que conduce al crecimiento oncogénico, la proliferacién y la
invasion (figura 24). En el cancer de mama RH positivo y HER2 negativo la activacion aberrante de la
via se ha observado con especial frecuencia, bien mediada por receptores de factores de crecimiento,
por mutaciones activadoras en los genes que codifican las subunidades de PI3K o en otros genes

como AKT, o por la pérdida de la regulacion negativa de PTEN (39,196).
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Figura 24. Grafico con datos de cBioportal que muestran la frecuencia de mutaciones/
amplificaciones/delecciones en PIK3CA en diferentes tipos tumorales. Se muestran solo aquellos
canceres con una frecuencia de alteracidn superior al 10%. Imagen obtenida de Kalra M et al. (225).

La familia de las PI3K quinasas comprende tres clases, |, Il y lll, cada una con su propia especificidad
de sustrato y mecanismo de accién (226). Las de clase | son las mas frecuentemente mutadas en
cancer humano y estan compuestas por una subunidad catalitica p110, de la que existen 4 isoformas
diferentes (a, B, 6 y v) y una subunidad reguladora, p85, compuesta por p85a o sus variantes de
splicing (p50a and p55a), p85P o p55y (226).

PI3Ka es un heterodimero proteico formado por la subunidad catalitica p110a (codificada por el gen
PIK3CA localizado en el cromosoma 3) y la subunidad reguladora p85a (codificada por el gen PIK3R1
localizado en el cromosoma 5). Las mutaciones de PIK3CA tienen especial relevancia en el cancer de
mama RH positivo y HER2 negativo ya que se han observado hasta en el 30-40% de estos tumores.
Se trata generalmente, ademds, de mutaciones troncales, que permanecen clonalmente dominantes
a lo largo de la evoluciéon de la enfermedad, aunque se han descrito con una frecuencia
discretamente superior en las muestras de tumores metastdsicos en comparaciéon con las de

primarios y tras tratamiento endocrino (39,227-230).

La subunidad p85a heterodimeriza con p110q, inhibiéndola y formando un complejo que esta
regulado por receptores de tirosina quinasas transmembrana (como HER, FGFR o IFGR) y receptores
asociados a proteinas G (226,231). PI3Ka cataliza la fosforilacion de PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato) que se convierte en PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato) en la membrana plasmatica.
PIP3 recluta a la membrana las AKT quinasas que, una vez activadas por la fosforilacion de PDK1 y
mTORC2, son capaces de fosforilar e inhibir a TSC1 y TSC2 (del inglés, tuberous sclerosis complex 1

and 2). El complejo TSC1-TSC2 regula negativamente la actividad quinasa de mTOR, por lo que con
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la activacidn de AKT se produce una activacion de complejo 1 de mTOR (mTORC1) que promueve el
crecimiento celular y la proliferacidon (figura 25). Esta cascada es antagonizada por PTEN, que

convierte de nuevo PIP3 en PIP2 (223).
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Figura 25. Via PI3K-AKT-mTOR y farmacos dirigidos a las distintas dianas terapéuticas. Imagen
obtenida de Dienstmann et al. (232). AMPK, AMP-dependent protein kinase; GF, growth factor;
GRB2, growth factor receptor-bound protein 2; IRS1, insulin receptor substrate 1; PDK1,
phosphoinositide-dependent kinase 1; PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PIP3,
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate.

En el cancer de mama las alteraciones mas comunes son las mutaciones oncogénicas en PIK3CA en
forma de sustituciones de nucledtido Unico que activan constitutivamente la proteina, mientras que
las amplificaciones en ausencia de mutacion son relativamente raras (233,234). Las mutaciones
activadoras en PIK3CA mas frecuentes tienen lugar en los dominios helical (E545K y E542K en el exén
9), el dominio quinasa (H1047R en el exén 20) y el dominio C2 (ex6n 7) de la proteina, que
constituyen los llamados puntos calientes o “hot spot”, que son regiones en el genoma susceptibles
de mutar con una frecuencia inusualmente mas elevada (235). Las mutaciones en el dominio helical
mimetizan la activacidn que se produce por receptores de factores de crecimiento mientras que las
del dominio quinasa aumentan la actividad lipidica de la quinasa, y las del dominio C2 inducen o
facilitan cambios conformacionales que aumentan la actividad de PI3Ka (236—238). Existe también

una larga cola de mutaciones menos frecuentes que se producen a lo largo del gen PIK3CA, la mayoria
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de las cuales conducen a una activacién parcial en modelos bioquimicos y celulares. Estas otras
mutaciones probablemente se encuentran infraestimadas ya que los estudios iniciales no
secuenciaban todos los exones, y sus consecuencias funcionales y clinicas son menos claras que las
de las mutaciones “hot spot”. Si bien estos mecanismos mutacionales adicionales pueden ser
distintos, es probable que converjan en un modelo en el que las mutaciones de PIK3CA abren
estructuralmente el complejo PI3K, aumentando la unién a la membrana y la actividad de la quinasa
(227,239,240). Aunque las mutaciones de PIK3CA no son las Unicas alteraciones genéticas que
pueden activar la via PI3K-AKT-mTOR, la frecuencia de otras alteraciones es menor, como por
ejemplo, las mutaciones en PTEN, poco comunes en cdncer de mama RH positivo, o las mutaciones

en AKT, descritas solo en el 3% de estos cadnceres (39,241).

Resulta fundamental sefialar que existe una importante regulacidén cruzada entre las vias del RE y la
de PI3K. Se ha observado que la activacion de la via PI3K esta asociada tanto a la resistencia de novo
como adquirida al tratamiento endocrino y que la inhibicidn de esta via es capaz de revertir esta
resistencia en modelos celulares y de xenografts (229,242). Por otro lado, la inhibicién de PI3K en
monoterapia aumenta la dependencia a la via del RE como un mecanismo de escape para lograr la
supervivencia, lo que media resistencia a la inhibicién de PI3K. Esta resistencia puede ser revertida

si se emplea tratamiento antiestrogénico de forma simultanea (243).

La interaccidn entre ambas vias es compleja y se produce a varios niveles. Por un lado, diferentes
quinasas, como las MAPK, o los efectores de la via PI3K, AKT y S6K, pueden fosforilar directamente
al RE activando la via del RE de forma independiente de ligando (figura 20) (184). Por otro lado, existe
una interaccién y regulacién de la sefializacion del RE mediante la fosforilacién de proteinas
correguladoras del RE por parte de receptores de factores de crecimiento, como sucede con la
fosforilacidon de c-Jun mediada por la via PI3K, tras la cual c-Jun se asocia a c-Fos para formar el
complejo AP1 y regular la transcripcion por la via de sefializaciéon gendmica no clasica (figura 20)
(183). Ademas, existe una importante interaccion cruzada entre PI3K y el RE a nivel de la membrana
plasmatica. El RE unido a la membrana plasmatica aumenta los niveles de segundos mensajeros
como el AMP ciclico e inicia rApidamente la activacidn de varias moléculas de sefalizacién como IGF-

1R, EGFR, HER2, PI3K, MEK y Src (via no gendmica) (244).

Ademas, la inhibicién de PI3K es capaz de inducir un estado abierto de la cromatina en el loci del RE
en modelos de cancer de mama. La histona-lisina N-methyltransferasa 2D (KMT2D) es necesaria para
el reclutamiento de FOXA 1, PBX1 y el RE en los loci diana del RE y la activacion de la transcripcidn
dependiente del RE. AKT se une y fosforila a KMT2D, atenuando la actividad metiltransferasa,

induciendo una pérdida de union de KMT2D a los genes diana del RE y una supresion de la
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transcripcion dependiente de RE (via gendmica), mientras que la inhibicion de PI3K aumenta la

actividad de KMT2D (223,245).

La interaccién multidireccional entre las vias del RE y la de PI3K, fundamentales ambas para la
supervivencia de la célula mamaria RH positivo, explica la falta de eficacia de la monoterapia cuando
existen mutaciones en PIK3CA. Esta interrelacién proporciona un racional molecular para inhibir
simultdaneamente ambas vias en busca de un efecto sinérgico y un mayor control de la enfermedad

(227).

El valor pronéstico de las mutaciones de PIK3CA en cancer de mama RH positivo y HER2 negativo es
algo controvertido. En estadios tempranos se ha sugerido que las pacientes con mutaciones pudieran
presentar mayor supervivencia y, por el contrario, en el escenario metastdsico las mutaciones
parecen conferir peor supervivencia global y un menor beneficio de la quimioterapia (246—249). Por
otro lado, no se ha observado que la presencia de mutaciones en PIK3CA condicione menor beneficio

a los inhibidores de CDK4/6 (140).

En el cancer de mama HER2 positivo las mutaciones de PIK3CA han mostrado conferir peor
prondstico, sugiriendo una relacidn entre esta via y la del receptor HER2, lo que ha proporcionado el
racional para la realizacidon de estudios con la combinacidn de anti-HER2 con inhibidores de la via

PI3K (250,251)

4.3.2.2 Estudios clinicos

Los estudios iniciales con inhibidores de PI3K se llevaron a cabo con farmacos pan-inhibidores como
buparlisib o pictilisib que inhibian todas las isoformas de la subunidad catalitica. Estos farmacos en
combinacién con terapia endocrina mostraron beneficios modestos pero alta toxicidad, lo que limité
su desarrollo ulterior (252-254). Posteriormente, los inhibidores selectivos, como el inhibidor
especifico de la subunidad catalitica a, alpelisib, han mostrado actividad con mejor perfil de toxicidad
(255). Alpelisib (BYL719; PIQRAY®, Novartis Pharmaceuticals) es un inhibidor a-selectivo de PI3K,
biodisponible por via oral, 50 veces mas potente frente a PI3Ko. que otras isoformas, que ha
demostrado sinergismo con fulvestrant en modelos preclinicos, en estudios fase | y recientemente

en el ensayo de fase Ill SOLAR-1 (255,256).

El estudio SOLAR-1, un ensayo de fase lll aleatorizado, evalué el tratamiento con alpelisib en
combinacion con fulvestrant frente a placebo con fulvestrant en 572 pacientes postmenopausicas o

varones que hubieran sido tratados previamente con un inhibidor de aromatasa y no hubieran
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recibido quimioterapia para la enfermedad avanzada (255). El analisis de las mutaciones de PIK3CA
se realizé mediante un test de Novartis basado en PCR y el kit QIAGEN therascreen® PIK3CA RGQPCR.
Estas pruebas realizaban PCR multiple a tiempo real sobre tejido parafinado derivado del tumor

primario o de las metastasis y analizaban 11 mutaciones “hot spot" en PIK3CA (tabla 7) (257).

Exon 7 C420R
Exon 9 EB42K: E545A; ES45D: ES45G: ES45K; EB45X?; Q546E; Q546R; Q546X°
Exon 20 H1047L; H1047R; H1047X? H1047Y

#The Novartis clinical trial assay does not differentiate all mutations and reports E545X for

E545A/D/IG/K mutations, Q546X for Q546E/K/R mutations, and H1047X for H1047L/R/Y mutations.
Table.

PIK3CA Mutations

Tabla 7. Mutaciones en PIK3CA analizadas por el kit QIAGEN therascreen® PIK3CA RGQ PCR y el test
de PCR de Novartis en el estudio SOLAR-1. Imagen obtenida de Rugo et al. (257).

En la cohorte de pacientes con mutaciéon de PIK3CA alpelisib mostré una supervivencia libre de
progresion de 11.0 meses frente a 5.7 meses (HR 0.65; IC 95% 0.50-0.85, p<0.001). La tasa de
respuestas (26.6 frente a 12.8%) y el beneficio clinico (61.5 frente a 45.3%) también favorecieron al
brazo de alpelisib con fulvestrant. La tasa de respuestas en la cohorte de mutaciones con enfermedad
medible se duplico (16.2 frente a 35.7%; p< 0.001). En el grupo de pacientes sin mutacion en PIK3CA
(n=231) alpelisib no mejord la supervivencia libre de progresién de forma estadisticamente

significativa, con 7.4 frente a 5.6 meses (HR 0.85; IC 95% 0.58-1.25) (255).

En un analisis de subgrupos del ensayo SOLAR-1 también se observé un beneficio estadisticamente
significativo en la supervivencia libre de progresién para alpelisib en pacientes con mutaciones en
PIK3CA detectadas en sangre mediante el estudio de ctDNA, con una supervivencia libre de
progresion en los pacientes con mutacion de 10.9 con alpelisib frente a 3.6 meses con placebo (HR
0.55; I1C 95% 0.39-0.79; p<0.001) (258). El beneficio de administrar alpelisib fue constante en todos
los subgrupos de pacientes. La supervivencia global, objetivo secundario del estudio, fue de 39.3
meses comparada con 31.4 meses con solo fulvestrant, pero no resultd estadisticamente significativa

(HR 0.86, IC 95% 0.64-1.15; p=0.15) (259).

La combinacién de fulvestrant con alpelisib recibid la aprobacién de la FDA en mayo de 2019 junto
con la prueba diagndstica QIAGEN therascreen® PIK3CA RGQ PCR en muestras de tejido tumoral y/o

en ctDNA como técnica para la seleccidén de los pacientes (260,261). Sin embargo, sabemos que
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existen otras mutaciones en PIK3CA que no forman parte del panel therascreen® pero que también
podrian ser predictoras de beneficio al mismo (262,263). Si bien estas mutaciones no fueron
consideradas en el estudio SOLAR-1, existen datos que apoyan su probable valor como
biomarcadores predictivos de beneficio a la inhibicién de PI3K (262—264). De hecho, la FDA aprobd
también los test diagnosticos basados en secuenciacion dirigida FoundationOne® CDx vy
FoundationOne® Liquid CDx, y la EMA dio la aprobacién a alpelisib en julio de 2020 sin exigir una
prueba especifica para la deteccién de mutacién (265,266). La puntuacién obtenida por la ESMO —

MCBS fue de 3.

Las guias clinicas recomiendan el empleo de alpelisib en segunda linea (figura 20), tras la progresién
a inhibidores de CDK4/6, dado el mayor beneficio mostrado por estos ultimos (9,128). Aunque en el
estudio SOLAR-1 solo 20 pacientes (6%) habian recibido previamente inhibidores de CDK4/6,
también se observé beneficio en este grupo, con una supervivencia libre de progresion de 5.5 versus
1.8 meses (HR 0.48, 1IC 95% 0.17-1.36) (258). El estudio fase Il BYLieve llevado a cabo posteriormente
también ha mostrado beneficio de alpelisib tras el empleo de inhibidores de CDK4/6, con el 50.4%
de las pacientes sin progresidon de enfermedad a los 6 meses y con una mediana de supervivencia
libre de progresién de 7.3 meses (267). Esto es especialmente relevante dado el aumento de la
probabilidad de aparicion de mutaciones en PIK3CA tras el tratamiento endocrino con o sin
inhibidores de CDK4/6, y el empleo generalizado en la practica clinica de inhibidores de CDK4/6 en

primera linea (229).

4.4, Otros tratamientos aprobados

Dada la relevancia de la via PI3K-AKT-mTOR en el cdncer de mama RH positivo y HER2 negativo y su
implicacion en el desarrollo de resistencia a la terapia endocrina se han desarrollado y estudiado
numerosos farmacos dirigidos a inhibir distintos puntos de esta. Los primeros inhibidores de la via
PI3K que llegaron a la clinica fueron los inhibidores de mTORC1. Entre ellos, everolimus demostré
beneficio en el estudio fase Il BOLERO-2 donde pacientes postmenopausicas con cancer de mama
RH positivo y HER2 negativo metastasico que hubieran progresado a un inhibidor de aromatasa no
esteroideo eran aleatorizadas a recibir exemestano con o sin everolimus. La supervivencia libre de
progresion fue de 6.9 frente a 2.8 meses (HR 0.43; IC 95% 0.35-0.54, p<0.001) (102). En base a estos
resultados, everolimus fue aprobado y las guias clinicas recogen esta opcién terapéutica tras la
progresion a una primera linea hormonal (9,128,161). Ademas, everolimus no solo ha mostrado
beneficio en combinacién con exemestano si no también cuando se asocia con otra pareja de

hormonoterapia como fulvestrant o tamoxifeno (268,269).
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Everolimus no ha sido comparado directamente con alpelisib, sin embargo, recientemente se ha
comunicado una comparacion indirecta entre los dos estudios de registro (BOLERO-2 y SOLAR-1) en
pacientes con mutacién de PIK3CA que, tras ajustar las poblaciones por las principales variables
prondsticas, sugiere mejores resultados para alpelisib y fulvestrant, aunque las conclusiones estan
muy limitadas por el escaso nimero de pacientes, por la diferente terapia endocrina utilizada
(exemestano y fulvestrant, respectivamente) y porque en la rama de monoterapia en la poblacién

del BOLERO-2 los resultados son inferiores a los de la monoterapia en el estudio SOLAR-1 (267).

En base a los datos disponibles hasta la fecha, aunque la secuencia éptima de tratamiento en cancer
de mama RH positivo y HER2 negativo es incierta, las guias apoyan el empleo de alpelisib junto con
tratamiento endocrino tras la progresion a inhibidores de CDK4/6 en pacientes con mutaciones en
PIK3CA, y everolimus con terapia endocrina en las pacientes sin mutacién o estado mutacional no

conocido (figura 20) (9,128).

Ademas de la inhibicidn de mTORC1, se encuentran en desarrollo otros farmacos dirigidos frente a
la via PI3K-AKT-mTOR, como los inhibidores selectivos de AKT que previenen la activacion de
MTORC1 y con lo que se reportado actividad prometedora en pacientes con mutaciones en AKT1

(270,271).

Otras opciones terapéuticas para la enfermedad RH positivo y HER2 negativa mas alla de la segunda
linea incluyen otros tratamientos hormonales en monoterapia no empleados previamente (tabla 5).

Abemaciclib también puede ser utilizado en monoterapia (220).

Ademas de la terapia endocrina, existen distintas opciones citotdxicas ya mencionadas previamente.
Las pacientes con mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2 pueden recibir tanto olaparib como
talazoparib tras la progresion a terapia endocrina y a tratamiento con antraciclinas y/o taxanos
recibidos en la neoadyuvancia, adyuvancia o en el escenario metastasico, salvo que la paciente no
sea candidata a esta quimioterapia (9,128,272-275). La aprobacién de ambos farmacos se basa en
dos estudios fase Ill, OlimpiAD y EMBRACA, que demostraron beneficio de olaparib y talazoparib,
respectivamente, en pacientes HER2 negativas con mutacién germinal en BRCA1 o BRCA2 que habian
recibido hasta 2-3 lineas previas (276,277). Ambos inhibidores de PARP demostraron aumento de
supervivencia libre de progresidn con respecto a la quimioterapia de eleccién del investigador con
una tasa de respuesta de alrededor del 60%, frente a menos del 30% con quimioterapia y mejor perfil

de toxicidad y calidad de vida (276,277).
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5. Biomarcadores en cancer de mama metastasico receptor hormonal positivo y HER2 negativo

5.1. Biomarcadores predictores de beneficio a inhibidores de CDK4/6

Aunque la incorporacion de los inhibidores de CDK4/6 junto con el tratamiento endocrino ha
supuesto un cambio de paradigma en el tratamiento de las pacientes con cdncer de mama RH
positivo y HER2 negativo, mejorando globalmente su supervivencia, existe un 20% de pacientes que
no obtiene ningun beneficio con el empleo de esta terapia. Sin embargo, aunque se han propuesto
y estudiado diferentes biomarcadores, tanto gendmicos, como basados en expresidon génica y
proteica o en cambios en el ctDNA, actualmente no se dispone de claros biomarcadores validados
que permitan identificar a aquellas pacientes con resistencia intrinseca a inhibidores de CDK4/6 (278).
Esto es particularmente desalentador dada la posible eficacia de formas alternativas de terapia en
estas pacientes, incluyendo los inhibidores de PI3K, los inhibidores de mTOR, asi como la

guimioterapia.

5.1.1. Biomarcadores basados en alteraciones de DNA

Existe evidencia preclinica que sugiere que las alteraciones en RB1 o en otros genes reguladores del
ciclo celular pueden conferir resistencia a los inhibidores de CDK4/6 (279). En la practica clinica la
pérdida de RB1 se ha asociado a resistencia intrinseca al tratamiento (280-283). Sin embargo, la
aparicidon de esta alteracidon sucede en un porcentaje muy pequeio de casos, detectandose con
frecuencia algo mayor, aunque inferior al 10%, durante el curso del tratamiento, por lo que pareciera

estar mas asociada al desarrollo de resistencias secundarias que intrinsecas (79,279,284).

En un gran andlisis combinado de los tres ensayos aleatorizados con ribociclib, MONALEESA-2, -3 y -
7, se analizd el ctDNA obtenido antes del inicio del tratamiento en 1503 pacientes mediante
secuenciacién con un panel dirigido de 557 genes (284). Los resultados de este estudio identificaron
mutaciones en FRS2, MDM?2, PRKCA, ERBB2, AKT1 E17K y BRCA1/2 como potenciales biomarcadores
predictivos de mayor sensibilidad a ribociclib y mutaciones en CHD4, ATM o CDKN2A/2B/2C, como
posibles biomarcadores de resistencia. Sin embargo, estos resultados son exclusivamente

generadores de hipdtesis y deben ser confirmados (284).

En contraposicion, otros estudios que han analizado biomarcadores relacionados con el ciclo celular
(incluyendo la pérdida de CDKN2A), como las amplificaciones de ciclina D1 o ciclina E1, que también
habian mostrado resultados prometedores en modelos preclinicos, no han confirmado su utilidad

posteriormente en la practica clinica (195,199,283,285-288). Se ha observado que otras alteraciones
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relacionadas con el ciclo celular, como la amplificaciéon de CDK6, podrian adquirirse durante el curso
del tratamiento generando resistencias, pero no existe evidencia clara sobre su papel en la

resistencia inicial (289).

Las alteraciones que inactivan (mutaciones truncantes y delecciones homocigotas) FAT1, un gen
supresor de tumores que codifica para una proteina cadherina de membrana que activa la via Hippo,
suprimiendo el crecimiento celular, se han asociado a incrementos en la expresion de CDK6 y
resistencia a los inhibidores tanto a nivel preclinico como clinico (283). Aunque la frecuencia de estas
alteraciones en tumores antes de iniciar el tratamiento con inhibidores de CDK4/6 es inferior al 2%,
si parece tratarse de un potencial biomarcador de resistencia intrinseca a los mismos (283). Por otro
lado, mutaciones en otros genes, como PIK3CA, TP53, FGFR1 o ESR1, parecen presentan valor
prondstico, pero tampoco han mostrado ser predictoras de beneficio al tratamiento

(207,283,284,288,290,291).

5.1.2. Biomarcadores basados en expresidon génica

Se ha observado que los niveles de expresidon de CCNE1, gen que codifica la ciclina E, podrian ser
predictores de beneficio a inhibidores de CDK4/6. El complejo ciclina E-CDK2 puede sortear al
complejo CDK4/6-ciclina D1 fosforilando a Rb, de manera que se libera E2F y se produce la progresién
de la fase G1 a S (figura 23) (279). En un estudio de biomarcadores asociado al ensayo PALOMA-3 se
objetivé un mayor beneficio de palbociclib en aquellas pacientes con bajos niveles de expresién de
CCNE1 frente a aquellas con altos niveles, observandose una interaccién estadisticamente
significativa (292). Existe también evidencia derivada de ensayos en neoadyuvancia con inhibidores
de CDK4/6 donde los altos niveles de expresion de CCNE1 se han asociado a un menor arresto del
ciclo celular (279,293,294). Recientemente, un estudio de biomarcadores asociado al ensayo PEARL
en 219 pacientes tratadas con palbociclib y fulvestrant o capecitabina, mostré también que los altos
niveles de CCNE1 estaban asociados en el analisis multivariante a mayor riesgo de progresién en las
pacientes tratadas con palbociclib y fulvestrant en comparacién con capecitabina, mientras que no
existian diferencias en los tumores con baja expresién de CCNE1. Sin embargo, el test de interaccién
no resulto estadisticamente significativo en este estudio (295). En el estudio MONALEESA-7 también
se observod una tendencia a un mayor beneficio en supervivencia libre de progresion en las pacientes
con bajos niveles de expresion de CCNE1 (296). Sin embargo, este beneficio no fue observado en los
estudios PALOMA-2 ni MONALEESA-3 (297,298). En conjunto, los datos descritos no descartan un
potencial beneficio de palbociclib, aunque probablemente menor, en el grupo con alta expresion de
CCNE1, por lo que se requieren validaciones metodoldgicas y clinicas adicionales para dilucidar el

papel de la expresion de CCNE1 como biomarcador de beneficio con inhibidores de CDK4/6 (292).
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Ademas de CCNE1, la expresion de otros genes ha sido explorada con resultados algo contradictorios
en algunos casos. En el estudio PALOMA-2 los bajos niveles de PD-1 se asociaron a mayor beneficio
de palbociclib. Por otro lado, los tumores con mayor activacion de vias de factores de crecimiento,
como, aquellos con niveles de mRNA de FGFR2 y ERBB3 mas altos, se asociaron también con un
mayor beneficio. Asimismo, los analisis de expresidén génica realizados en modelos preclinicos y en
pacientes del estudio MONALEESA-2 mostraron que la baja expresion de FGFR1 se asocié a mayor
beneficio de ribociclib (299). Sin embargo, en el estudio MONALEESA-7, no se observaron diferencias
en el beneficio de ribociclib en funcién de los niveles de FGFR1, tampoco en funcién de los de ESR1
ni otros genes relacionados con la proliferacién como MKI67. Si se observd una tendencia a mayor
beneficio en términos de supervivencia libre de progresidon en pacientes con altos niveles de
expresion de CCND1, IGFR1 y ERBB3 (296). Los andlisis llevados a cabo en el estudio MONALEESA-3
tampoco fueron sugestivos de mayor beneficio de ribociclib en funcion de la expresidn de genes
relacionados con la proliferacion celular (como MKI67 o MYC), ni con la via de CDK4/6 (como CCND1,
CCND2, CCND3, CDK2, CDK4, CDK6, RB1 o TP53, entre otros), la via de las MAPK (como KRAS) o con
receptores tirosina quinasas (p.ej., EGFR, ERBB2-4 o FGFR1-4) (298). En conjunto, la evidencia actual

no permite establecer claros biomarcadores a nivel de expresidon de genes concretos.

Por otro lado, se ha estudiado el valor del subtipo intrinseco tumoral como biomarcador predictivo
de beneficio a inhibidores de CDK4/6. Dentro de la enfermedad RH positivo y HER2 negativo los
subtipos no luminales presentan un peor prondstico y predicen resistencia endocrina, pero, ademas,
recientemente se ha observado que el subtipo basal-like parece no beneficiarse de palbociclib en el
estudio PALOMA-2 ni de ribociclib en los diferentes ensayos MONALEESA (figura 26)
(47,286,300,301). El subtipo HER2-enriched tampoco muestra un beneficio de palbociclib, aunque si
de ribociclib con una HR inferior incluso a la obtenida para los subtipos luminales en los estudios
MONALEESA (figura 26) (302,303). Estos resultados, aunque prometedores, requieren validacién

para poder tener implicaciones en la practica clinica.
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Figura 26. Supervivencia libre de progresion segun el subtipo intrinseco en el analisis combinado de
las pacientes de los estudios MONALEESA-2, -3 y -7. Imagen obtenida de Prat et al. (304). PBO;
placebo, RIB; ribociclib.

5.1.3. Biomarcadores basados en expresidn proteica

Los niveles de positividad del RE analizados por inmunohistoquimica en los estudios PALOMA-2 y
PALOMA-3 no mostraron asociacion con el beneficio al tratamiento (305,306). Tampoco los niveles
de expresion de las proteinas ciclina E1, ciclina D1, pl6, CDK6 o Rb analizados por

inmunohistoquimica han resultado predictivos de beneficio terapéutico (203,287,295,305,307).

5.1.4. Dindmica precoz del ctDNA

O’Leary et al. analizaron recientemente la utilidad de la dinamica temprana del ctDNA como
biomarcador predictivo de beneficio al tratamiento en pacientes con cancer de mama tratadas en el
ensayo PALOMA-3 con fulvestrant y palbociclib o placebo. Se obtuvo plasma en tres momentos
temporales (basal, en el ciclo 1 dia 15 y en el momento de la progresién). Se analizaron 455 muestras
basales con una PCR multiple digital para cuatro de las mutaciones “hot spot” mas frecuentes de
PIK3CA en los exones 9 y 20 (E542K, E545K, H1047R y H1047L). Este analisis identificé 100 casos
(22%) con una mutacién en PIK3CA (medido por copias mutantes/mL). Se calculd una ratio entre las
muestras basales y las muestras del ciclo 1 dia 15 en 73 muestras pareadas (53 de las cuales
recibieron fulvestrant y palbociclib). Se establecié un punto de corte a partir de la mediana de las
ratios entre los dos puntos temporales y se observd que la reduccién superior a la mediana se
relacionaba con la supervivencia libre de progresién (HR 3.95, p=0.001). Las pacientes con una ratio
de reduccién inferior a la mediana (mayor descenso) a las 2 semanas presentaron mejor
supervivencia libre de progresion (140). Posteriormente este punto de corte se perfecciond
mediante el indice C de Harrel, indice que mide la capacidad predictiva de un modelo, y se obtuvo

un nuevo punto que separaba mejor los dos grupos prondsticos, el grupo con ratio superior al punto
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de corte presentd una mediana de supervivencia libre de progresion de 4.1 meses (IC 95% 3.6-5.5)
frente al grupo con ratio inferior al punto de corte, en el que la mediana de supervivencia libre de
progresion fue de 11.2 meses (IC 95% 11.1-no alcanzado; HR 4.92; IC 95% 1.98-12.26, p<0.001,
g<0.001) (figura 27). Los niveles iniciales de ctDNA con mutacién de PIK3CA no resultaron asociados

a la supervivencia libre de progresion en pacientes tratadas con palbociclib (140).
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Figura 27. Gréfica Kaplan—Meier para supervivencia libre de progresidn en pacientes que recibieron
palbociclib y fulvestrant separadas por ratio alto o bajo utilizando el punto de corte optimizado por
el indice C de Harrell. Imagen obtenida de O’Leary et al. (140).

Por otro lado, en el estudio de O’Leary se analizé también la presencia de mutaciones en el dominio
de unidn al ligado de ESR1 (E380Q, S463P, L536R, Y537S, Y537C, Y537N y D538G) mediante otra PCR
multiple digital. Se identificé alguna mutacién en 114 pacientes (25.6%), aunque solo 65 pacientes
presentaban muestras pareadas. Se observé un descenso en el nimero de copias/ml tras 2 semanas
de tratamiento, que fue mds marcado en las pacientes que recibieron palbociclib. Sin embargo, a
diferencia de lo que sucedia con PIK3CA, la ratio calculada a las 2 semanas del tratamiento no se

asocio de forma significativa con la supervivencia libre de progresion (140).

El estudio de O’Leary apoya el empleo del analisis de ctDNA como biomarcador util para identificar
aquellas pacientes que muestran resistencia intrinseca a inhibidores de ciclinas. Sin embargo, una
limitacién importante de esta estrategia es que solo una pequefia proporcién de pacientes presentd
una mutacion en alguno de los 4 “hot spot” de PIK3CA analizados, lo que permitié el seguimiento y
la monitorizacién de menos de un cuarto de las pacientes del estudio (140). Esta limitacidén
dificultaria la generalizacién del empleo de este biomarcador a la mayoria de las pacientes con cancer

de mama metastasico RH positivo y HER2 negativo tratadas con inhibidores de CDK4/6.
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Hrebien et al. estudiaron el momento éptimo para analizar la dindmica precoz del ctDNA en
pacientes con cancer de mama con RH positivo y HER2 negativo metastasico, tratadas con paclitaxel
y capivasertib en el ensayo clinico BEECH (141). En primer lugar, se realizd secuenciacion dirigida con
un panel de 14 genes en plasma, lo que permitié detectar alteraciones en 16 de 34 pacientes. Se
elaboraron pruebas PCR digitales personalizadas para monitorizar a estas 16 pacientes de forma
semanal durante las 4 primeras semanas del primer ciclo. Se observé un descenso en el ctDNA desde
el dia 8, y el dia 28 se identificé como el mejor momento para determinar el cambio en el ctDNA que
discriminara a las pacientes con corta frente a larga supervivencia libre de progresion (141). Aunque
este estudio apoya que el mejor punto temporal para establecer la variacidn de los niveles de ctDNA
en cancer de mama son las 4 semanas del inicio del tratamiento, esto podria ser solo aplicable al tipo
de terapia utilizada en el estudio y no es posible generalizar esta afirmacidn al resto de tratamientos,

como a los inhibidores de CDK4/6.

Sin embargo, recientemente el estudio de Darrigues et al. en pacientes con cancer de mama RH
positivo y HER2 negativo metastdsico tratadas con palbociclib y fulvestrant también ha apoyado que
las 4 semanas son el mejor momento temporal para estudiar los cambios precoces en ctDNA en
pacientes tratadas con inhibidores de CDK4/6, mostrado resultados diferentes al estudio de O’Leary
(142). El trabajo de Darrigues comparé el nivel basal de ctDNA con dos momentos temporales
diferentes, a los 15 y a los 30 dias del inicio del tratamiento. Estos autores analizaron la presencia de
mutaciones en tejido tumoral archivado con un panel de secuenciacién dirigida de 15 genes (AKT1,
ALK, BRAF, ERBB2, EGFR, FBXW?7, HRAS, KIT, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, MET, NRAS, PDGFRA y PIK3CA).
En las pacientes en las que no se disponia de tejido se realizd un panel de secuenciacién en plasma
que incluia 39 genes (tabla 8). Las alteraciones detectadas se seguian posteriormente con una PCR

digital personalizada que determinaba en plasma las mutaciones encontradas en tejido (142).

Tabla 8. Listado de 39 genes analizados por secuenciacidn dirigida en muestras plasmaticas en el
estudio de Darrigues et al. (142).

AKT1 | HRAS |NOTCH2| ALK KDR | NOTCH4| BRAF | KEAP1 | NRAS | BRCA1 KIT | PDGFRA | BRCA2
KRAS | PIK3CA | CTNNB1 | MAP2K1| PTEN | EGFR | MAP2K4|PTPN11| ERBB2 | MAP3K1| RET | ERBB3 | MET
STK11 | FBXW7 | MTOR TP53 |FGFR1| NF1 T5C1 FGFR2 | NFE2L2| TSC2 |FGFR3|NOTCH1| VHL

El estudio analizd las ratios calculadas con los niveles medios de ctDNA (copias/mL) en el dia 15y en
el dia 30 con respecto a los niveles basales y mostré que una ratio inferior a 1 en el dia 30 se asociaba
con mejor supervivencia libre de progresion (25 versus 3 meses, HR 7.2; IC 95% 1.5-32.6, p=0.004)
(figura 28), a diferencia de la ratio a los 15 dias, que no mostré una asociacion estadisticamente
significativa con la supervivencia libre de progresién (142). Al igual que el estudio de O’Leary, los

niveles de ctDNA basales no mostraron un impacto en la supervivencia libre de progresién.
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Figura 28. Supervivencia libre de progresion en funcion de la ratio £ 1 o > 1 calculada en el dia 30.
Imagen obtenida de Darrigues et al. (142). PFS, progression free survival; bsl, basal.

Los resultados obtenidos estan limitados por el pequefio tamafio del estudio ya que, a pesar de que
inicialmente participaron 61 pacientes, solo 53 disponian de tejido tumoral y solo en 22 de estas 53
pacientes se encontrd alguna alteracion para elaborar la PCR digital personalizada. Se realizd
secuenciacién en plasma en 13 de las 31 pacientes en las que no se habia encontrado ninguna
alteracién en tejido, lo que detectd alguna alteracion en 3 pacientes mas. En total 25 pacientes (41%)
pudieron estudiarse con PCR digital en la muestra basal pero solo 17 y 19 presentaban muestras
pareadas a los 15 y a los 30 dias, respectivamente. Aunque los resultados apoyan el valor de la
dindmica precoz del ctDNA como biomarcador predictivo de beneficio en pacientes tratadas con
inhibidores de CDK4/6, de nuevo, como sucede en el trabajo de O’Leary, la estrategia propuesta seria
aplicable en menos de la mitad de estas pacientes, dado que en un amplio porcentaje no consiguio

detectarse ninguna alteracion (142).

Para que el estudio de la dinamica precoz de ctDNA pueda utilizarse en la practica clinica como un
biomarcador predictivo de beneficio en pacientes tratadas con inhibidores de CDK4/6 seran
necesarias estrategias capaces de monitorizar a un mayor nimero de pacientes, ademas de estudios
que confirmen y validen los resultados obtenidos hasta la fecha en los trabajos de O’Leary y
Darrigues. Quedan, ademas, interrogantes abiertos respecto al mejor momento temporal para
valorar la dindmica precoz del ctDNA y la metodologia 6ptima para llevar a cabo el andlisis de esta

dindmica.
Actualmente, por tanto, no se dispone de ninglin biomarcador validado que pueda emplearse en la

practica para detectar, de forma temprana, qué pacientes no son candidatos al tratamiento con

inhibidores de CDK4/6, lo que supone una necesidad clinica no cubierta.
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5.2. Biomarcadores predictores de beneficio a inhibidores de PI3K

Como se mencionaba previamente, la via PI3K-AKT-mTOR puede ser activada por diferentes factores,
donde destacan las alteraciones oncogénicas en PIK3CA, pero también en otros genes como PIK3R1,
PTEN o AKT (39,241,308,309). Algunas de estas alteraciones, junto con otras, como las
amplificaciones en FGFR1/2, las mutaciones en KRAS o TP53, se han estudiado como potenciales
mecanismos de resistencia a los inhibidores de PIK3CA. Sin embargo, muchos de los estudios son
retrospectivos y exploratorios, por lo que los resultados no son concluyentes (243,308-311). Entre
todos estos biomarcadores, solo las mutaciones en PIK3CA han mostrado capacidad predictiva para
el tratamiento con el inhibidor de PIK3 a-selectivo alpelisib en el escenario metastasico (255). Sin
embargo, una cuestién muy relevante es que sabemos que existen mutaciones en PIK3CA que no
forman parte del panel therascreen® y que no han sido incluidas en el ensayo SOLAR-1, pero para las
que se dispone de datos que apoyan su probable valor como biomarcadores predictivos de beneficio
a la inhibicion de PI3K. Por ejemplo, la mutacién N345K, que no es capturada por therascreen®, esta
considerada como patogénica y oncogénica, confiere una ganancia de funcién y ha demostrado
aumentar la sensibilidad a los inhibidores de PI3K en modelos preclinicos (262,263). Por otro lado,
algunas mutaciones menos frecuentes, como la G1049R, han demostrado una fuerte actividad,

similar a la variante “hot spot” E542K, en una plataforma de evaluacién de mutaciones (263).

En este sentido, es interesante destacar el subestudio retrospectivo de biomarcadores realizado
mediante secuenciacién de PIK3CA con FoundationOne® CDx en el ensayo SOLAR-1 donde se detectd
alguna mutacién en 239 pacientes, incluyendo 31 en las que el test therascreen® resulté negativo.
Las pacientes mostraron beneficio de recibir alpelisib, aunque no se reportaron los datos separados

de las 31 pacientes con mutaciones diferentes a las detectadas por therascreen® (312).

Ademas, en este mismo ensayo se realizé otro analisis retrospectivo de biomarcadores en ctDNA
recogido al inicio del estudio, donde se secuencid la regiéon exdnica completa de PIK3CA. En este
estudio se dispuso de plasma en 381 pacientes (66.6%), de los cuales, 193 (50.7%) tenian una
mutacién en PIK3CA que fue detectable por PCR en el 87% de los mismos. De forma global, se
observé un beneficio de alpelisib en términos de supervivencia libre de progresién en los 101
pacientes con mutaciones en PIK3CA detectadas mediante secuenciacion de ctDNA, sin embargo, en
los 13 pacientes que presentaban alteraciones detectadas por secuenciacion pero no por PCR este
beneficio no fue observado (313). No obstante, no queda especificado qué mutaciones concretas
fueron detectadas, y, dado el pequefio tamafio muestral, tampoco es posible extraer conclusiones a

partir de estos hallazgos.
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Un reciente estudio que pone énfasis en esta cuestidn es el estudio observacional de vida real llevado
a cabo entre enero/2011 y septiembre/2020 por Rugo et al. y presentado en ASCO de 2021 (264). El
trabajo analizo el perfil gendmico de 31 765 muestras de tejido y 1346 biopsias liquidas de pacientes
estadounidenses con cancer de mama en las que se secuencid PIK3CA de forma completa con
FoundationOne® CDx y FoundationOne® Liquid CDx. El 35% de todas las muestras tisulares y el 31%
de las biopsias liquidas albergaban al menos una mutacién en PIK3CA. De estas, aproximadamente
2/3 tenian exclusivamente mutaciones que habrian sido detectadas por el panel therascreen®
utilizado en el ensayo SOLAR-1, el 10% de las muestras de tejido y el 14% de las biopsias liquidas
presentaban mutaciones detectadas por el panel junto con mutaciones no detectadas por este, y el
19% presentaba solo mutaciones no detectadas por el panel. Estas Ultimas pacientes, por tanto, no
serian identificadas mediante estudios de PCR que analizaran solo las mutaciones “hot spot” como

el test therascreen® (figura 29) (264).
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Patients not detected by
Therascreen® hotspot testing

Figura 29. Distribucién de mutaciones en PIK3CA detectadas en el estudio de mundo real de Rugo et
al. Imagen obtenida de Rugo et al. (264). SOLAR1m, mutacion detectada por el panel therascreen®;
OTHERm, mutacién no detectada por el panel therascreen®.

Las mutaciones mas comunes en PIK3CA no analizadas en el SOLAR-1 fueron N345K, E726K y
deleciones in-frame (dentro del marco de lectura traduccional) en el dominio de unién de la

subunidad reguladora P85 y el dominio C2 (figura 30) (264).

ES42K H1047R/L/Y

4684 E545K/A/G/D

e | Q546R/E

o 4

B C420R

2

6 W ¥ l?:as«: i

Q '

& 1 G118D Q456K sAToas

*  185BD indels E453K N1044K
ga7 C2 indels E726K G1049R

N345K exon20 frameshifts

Figura 30. Representacién del gen PIK3CA y la frecuencia de las mutaciones detectadas por
therascreen® en azul, y en naranja, las mutaciones predictoras de ser activadoras que no son
detectadas por therascreen®. Imagen modificada de Rugo et al. (264).
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Con la informacioén clinica disponible en 1579 pacientes se compard el empleo de alpelisib entre las
pacientes que habian recibido un informe de perfil genédmico con la presencia de una mutacién en
PIK3CA después de la aprobacion de alpelisib por la FDA, observandose que el 28% de aquellas con
mutaciones estudiadas en el SOLAR-1 fueron tratadas con alpelisib frente solo el 15% de las que

presentaban mutaciones de PIK3CA fuera de este grupo de mutaciones (264).

El nimero de pacientes sin mutaciones detectadas por el panel que fueron tratadas con alpelisib fue
pequefio (n=36) e incluyd unos pocos casos con RH negativo y/o HER2 positivo. Por otro lado, muchas
pacientes habian recibido multiples lineas previas y algunas en combinaciones terapéuticas
inusuales, como con abemaciclib, bicalutamida o tratamiento anti-HER2. Aunque los datos son
inmaduros para muchas de las pacientes, se documentd una supervivencia libre de progresiéon de
mas de seis meses en al menos cinco pacientes, lo que sugiere un potencial beneficio de alpelisib en

este grupo de pacientes con mutaciones no “hot spot” en PIK3CA (264).

El trabajo de Rugo et al. muestra como las estrategias de secuenciacion detectan mutaciones de
PIK3CA en un mayor niumero de pacientes con cancer de mama metastdsico que las pruebas que
analizan solo unos pocos “hot spot”. Estas mutaciones pueden variar en su oncogenicidad, en la
capacidad de activar la via PI3K y en la sensibilidad que generan a alpelisib, por lo que es fundamental
su mejor caracterizacion funcional, ademas de recopilar evidencia clinica prospectiva para valorar su
papel como biomarcadores, lo que tendrd implicaciones en la seleccién del tratamiento de las
pacientes, pudiendo ofrecer a los candidatas la posibilidad de ser tratadas con un farmaco dirigido,

oral, que retrase el empleo de quimioterapia.

Resulta interesante sefalar, ademas, que en estudios recientes se ha observado que los pacientes
con doble mutacién en PIK3CA podrian presentar un mayor beneficio de la inhibicidn de la via (314).
En modelos preclinicos se ha mostrado cémo estas dobles mutaciones producen una mayor
activacion de la via PI3K, promoviendo aun mas el crecimiento tumoral en comparacién con las
mutaciones Unicas (314). Las dobles mutaciones actuan a través de varios mecanismos que
incrementan la unién de la quinasa a la membrana y producen una mayor desinhibicién de p110a
por parte de p85a. Las parejas de dobles mutaciones descritas con mayor frecuencia suelen
combinar una mutacion “hot spot” junto con otra menos frecuente, como E726, E453 y M1043
(264,314). Estas ultimas mutaciones aparecen con mas frecuencia descritas como dobles mutaciones
que como mutaciones Unicas en las bases de datos de cBioPortal y MSK-IMPACT. En estas bases casi
todos los tumores con una segunda mutaciéon en E726, E453 o M1043 presentan también una

mutacion en E542, E545 o H1047 (314).
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Las dobles mutaciones parecen conferir mayor sensibilidad a los inhibidores de PI3K tanto en
modelos preclinicos como clinicos, como muestran los resultados del ensayo clinico fase Il
SANDPIPER con fulvestrant en combinacion con taselisib o placebo (314). En este estudio se realizd
secuenciacion de ctDNA y se observd que un 19% de pacientes presentaba dobles mutaciones en
PIK3CA, frecuencia mayor a la observada en tejido archivado (12%). Las pacientes con mutaciones
en PIK3CA en el brazo de taselisib obtuvieron una tasa de respuesta del 20.3% frente al 9.7% en el
brazo de placebo (n=103) (p=0.020). Las pacientes con mutacién Unica de PIK3CA en el brazo de
taselisib (n=193) obtuvieron una tasa de respuestas del 18.0% comparada con 10.0% en el brazo de
placebo (n=80), diferencia no estadisticamente significativa (p=0.10). Por el contrario, las pacientes
con mutaciones multiples (22 mutaciones) de PIK3CA tratadas con taselisb (n=43) consiguieron un

30.2% de respuestas frente al 8.7% en el brazo de placebo (n=23) (p=0.049) (314).

El papel de estas dobles mutaciones deberia ser confirmado de forma prospectiva en estudios mas
amplios, de manera que su deteccién pudiera ayudar a seleccionar pacientes especialmente
sensibles a la inhibicion de PI3K. Sin embargo, a pesar de que los estudios de secuenciacion completa
detectan dobles mutaciones en 12-19% de los tumores RH positivo y HER2 negativo, la practica
habitual de secuenciar solo unos nucleétidos o unos pocos exones a lo largo del gen infraestima esta

frecuencia, con reportes inferiores al 1% (315,316).
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6. Estrategias futuras en el diagndstico y tratamiento del cdncer de mama metastasico receptor
hormonal positivo y HER2 negativo

Como se ha mencionado previamente, el cancer de mama RH positivo y HER2 negativo es una
enfermedad tremendamente heterogénea. En este complejo escenario los estudios basados en
expresion génica han proporcionado informacién muy relevante con la identificacion de los grandes
4 subtipos intrinsecos que capturan buena parte de la diversidad biolégica observada en cédncer de
mama (29,32,49). La identificacidon de estos subtipos mediante el test PAM50 basado en RNA resulta
clinicamente util y se utiliza actualmente en la practica de forma rutinaria para la toma de decisiones
terapéuticas en el escenario de enfermedad localizada (31). En la enfermedad metastdsica se ha
observado que estas cuatro entidades moleculares pueden predecir también supervivencia y
beneficio a farmacos, como muestran los resultados de los ensayos MONALEESA, entre otros
estudios (50,303,317). Los subtipos no luminales presentan un claro peor prondstico en comparacion
con los luminales, mayor resistencia hormonal y mds sensibilidad a la quimioterapia
(52,53,286,303,317). Por otro lado, se ha descrito mayor expresion de genes inmunes e infiltracion
estromal por TILs comparado con los subtipos luminales (Prat et al., no publicado), lo que tiene
importantes implicaciones clinicas. Este conocimiento estd permitiendo el desarrollo de ensayos
clinicos dirigidos especificamente a cada uno de los subtipos dentro de la enfermedad RH positivo y
HER2 negativo, como sucede, por ejemplo, en el ensayo TATEN (NCT04251169) donde se emplea
inmunoterapia asociada a quimioterapia en tumores no luminales, o en el ensayo NEREA
(NCT04460430) para pacientes con tumores HER2-enriched, que utiliza hormonoterapia junto con
neratinib, un inhibidor de tirosina quinasa de HER2, permitiendo realizar un abordaje mas

personalizado en cada paciente.

Mas alld del conocimiento sobre la enfermedad aportado por el andlisis del RNA, es importante
considerar también otros aspectos, como la valiosa informacidn que se obtiene a partir del estudio
del DNA, lo que nos ha permitido identificar diferentes biomarcadores, como las mutaciones de
PIK3CA, predictivas de respuesta a inhibidores de PI3Ka en la enfermedad RH positivo y HER2
negativo metastasica (259). Recientemente, otras alteraciones en DNA, aunque mucho menos
frecuentes, como las mutaciones de HER2, las fusiones de NTRK o las mutaciones germinales en
BRCA1/2, han abierto oportunidades terapéuticas en estas pacientes, con la aprobacién de neratinib
para los tumores con mutacidon en HER2, entrectinib y larotrectinib para las fusiones de NTRK y de
los inhibidores de PARP para las mutaciones en BRCA1/2 (276,277,318-321). El papel de los
inhibidores de PARP en pacientes con mutaciones somaticas en BRCA1/2 y otras alteraciones de la
via de la recombinacion homdloga se encuentra actualmente en estudio (NCT03990896,

NCT03286842, NCT04053322).
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Otras alteraciones, como las mutaciones en ESR1, AKT1y ERBB3 o las amplificaciones en MDM_2 se
hallan también en investigacion y todavia no se han aprobado farmacos dirigidos para ellas en el

escenario del cancer de mama metastasico (318).

Por otro lado, la informacion derivada del estudio proteico cada vez presenta mayor relevancia,
como muestran los interesantes resultados con farmacos inmunoconjugados dirigidos a proteinas
especificas de membrana (322). En la enfermedad HER2 positiva ya disponemos del
inmunoconjugado trastuzumab-emtansina (T-DM1) y en la triple negativa, de sacituzumab govitecan
que recibid la aprobaciéon por la FDA en abril de 2021, y aunque todavia no existe ningun
inmunconjugado aprobado para la enfermedad RH positivo y HER2 negativo, existen numerosos
farmacos en estudio, como trastuzumab deruxtecan (DS-8201) para los tumores HER2-low (aquellos
con inmunohistoquimica de HER2 1+ o 2+), patritumab-deruxtecan (HER3-DXd; U3-1402), dirigido
frente a HER3, o CX-2009 dirigido frente a CD166, entre otros (323-328). Son necesarios mas estudios
que identifiqguen nuevos biomarcadores proteicos candidatos para el disefio de futuros

inmunoconjugados selectivos y seguros (322).

Es importante mencionar también otras estrategias terapéuticas en investigacién, como el empleo
de inmunoterapia que tradicionalmente se ha considerado una opcién poco efectiva para el cancer
de mama RH positivo y HER2 negativo al considerarse un tumor “frio”, pero cada vez tenemos mas
evidencia de que determinados subgrupos de pacientes podrian beneficiarse de la misma, como
aquellos que presentan un subtipo no luminal, hipdtesis que esta siendo testada en el estudio TATEN
(NCT04251169), o aquellos con alta expresion de PD-1, que se esta estudiando en el ensayo

ACROPOLI (NCT04802876) con spartalizumab en multiples tipos tumorales (329-332).

Existen datos preclinicos que apoyan también la combinacidon de inhibidores de CDK4/6 con
inmunoterapia en cdncer de mama. En modelos murinos se ha mostrado como los inhibidores de
CDK4/6 inducen una regulacidn al alza de genes relacionados con el procesamiento y presentacion
antigénica asi como un aumento de la presencia de TILs (333). Estudios en pacientes con RH positivo
y HER negativo con abemaciclib sugieren que la combinacidén con inmunoterapia pudiera ser mas
efectiva que el tratamiento en monoterapia (220,334,335). Actualmente se encuentran en marcha
estudios que combinan estas dos terapias en el escenario metastasico (NCT04591431, NCT02779751,
NCT02778685, NCT03147287) y que arrojaran luz sobre la posibilidad de utilizar lainmunoterapia en

este contexto.

Por otro lado, en primera linea, otras novedosas estrategias de combinacién se han sugerido como

prometedoras. Algunos datos preclinicos apoyan que la triple terapia, combinando tratamiento
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hormonal, inhibidores de CDK4/6 e inhibicién de PI3Ka, podria prevenir el desarrollo de resistencia
adquirida a los inhibidores de CDK4/6 (279). Actualmente diferentes estudios se encuentran en
marcha estudiado la viabilidad y utilidad de esta combinaciéon (NCT02684032, NCT03377101,
NCT04191499) en contraposicion con la estrategia consistente en exponer a las pacientes a estos
agentes de forma secuencial, reservando la inhibicién de PI3Ka para aquellos que albergan una

mutacién después de la exposicion a la inhibicion de CDK4/6.

Otras interesantes combinaciones de inhibidores de CDK4/6 con farmacos que acttan sobre vias de
resistencia se encuentran en estudio, como la asociacidn con inhibidores de AKT1 (NCT03959891),
con inhibidores de FGFR1 (NCT03238196, NCT04024436) o con inhibidores de PARP (NCT03685331),

para las que tendremos resultados en los préximos afios.

Dado el amplio y creciente abanico de opciones terapéuticas con el que nos encontramos sera
fundamental disponer de claros biomarcadores que permitan seleccionar de una forma

personalizada la mejor opcidn de tratamiento para cada paciente.

Otro aspecto importante, ademas de la comentada heterogeneidad interindividual que caracteriza
al cancer de mama RH positivo y HER2 negativo, es la heterogeneidad intraindividual, con diferencias
dentro de un mismo tumor y/o entre las diversas lesiones metastésicas de un mismo paciente; y la
heterogeneidad temporal, por la cual el tumor va adquiriendo nuevas alteraciones a lo largo de la
evolucidén de la enfermedad (96,99,100,336,337). Este aspecto pone en relevancia la trascendencia
de la rebiopsia tisular que aporta informacidn de las caracteristicas del tumor en el momento actual.
Lamentablemente no siempre es factible realizar biopsias de tejido y la repeticidon de estas conlleva
riesgos para el paciente. En este sentido, la biopsia liquida puede aportar gran informacién sin la
necesidad de someter al paciente a una cruenta biopsia de tejido. La biopsia liquida ha comenzado
a emplearse en la practica clinica para el diagndstico molecular, como, por ejemplo, para la deteccién
de mutaciones de PIK3CA que permite el empleo de alpelisib, y, ademas, también puede resultar
muy util para el analisis de los cambios en la dindmica del ctDNA en el tiempo, lo que es objeto de

analisis de esta tesis doctoral.

Aunque la biopsia liquida tiene indudables ventajas, todavia no es el “gold standard” para el
diagndstico anatomopatoldgico del tumor y no puede sustituir completamente a la biopsia de tejido.
Por otro lado, el empleo de la biopsia liquida en los diferentes centros sanitarios no esta regulado de
la misma manera que lo estd la utilizacion de farmacos y lamentablemente el acceso a este recurso
no esta disponible por igual en todos los pacientes en el escenario nacional, un aspecto que la

comunidad cientifica debera abordar en el futuro.
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https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03377101?term=PI3K&cond=Breast+Cancer+Stage+IV&draw=4&rank=28
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04191499?term=PI3K&cond=Breast+Cancer+Stage+IV&draw=4&rank=21

Finalmente, para poder entender el cancer de mama metastdasico RH positivo y HER2 negativo de
una forma mas holistica y ofrecer un mejor abordaje terapéutico a nuestras pacientes
probablemente resulte clave la integracién de todo el conocimiento derivado de los estudios
gendmicos, transcriptémicos, protedmicos, de datos del microambiente tumoral, como la infiltracion
inmune, asi como de la informaciéon derivada del ctDNA, mas que el analisis, quiza reduccionista, de
cada uno de estos aspectos por separado, incapaz de explicar la complejidad total de la enfermedad

(338).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:

Existen dos puntos clave para la optimizacion del tratamiento de las pacientes con cancer de mama

avanzado RH positivo y HER2 negativo mediante la mejor prediccion de beneficio terapéutico:

1) La dinamica precoz del ctDNA, analizada a las 4 semanas tras el inicio del tratamiento con
inhibidores de CDK4/6 y terapia endocrina mediante un panel de secuenciacién dirigida,

constituye un biomarcador temprano de beneficio terapéutico y de supervivencia.
2) Existe un alto porcentaje de pacientes con mutaciones en PIK3CA que no son detectadas por el

panel therascreen® aprobado por la FDA, por lo que se trata de un biomarcador subéptimo para

detectar a las pacientes que podran beneficiarse del tratamiento con inhibidores de PI3Ka.
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1)

Objetivos:

Objetivo 1 general: Determinar si la dinamica precoz de ctDNA tras el inicio de tratamiento con

inhibidores de CDK4/6 y terapia endocrina (a las 4 semanas), analizada con un panel de secuenciacion
dirigida de 74 genes, se asocia a supervivencia libre de progresion en una cohorte de pacientes con

cancer de mama metastdsico RH positivo y HER2 negativo tratadas en el Hospital Clinic de Barcelona.

Objetivos especificos:

Objetivo 1.1: Determinar si la ratio entre los niveles de ctDNA tras 4 semanas de tratamiento y los

niveles basales se asocia a supervivencia libre de progresion.

Objetivo 1.2: Determinar si los niveles de ctDNA tras 4 semanas de tratamiento se asocian a

supervivencia libre de progresién.

Objetivo 1.3: Determinar si los cambios absolutos en los niveles ctDNA tras 4 semanas de tratamiento

se asocian a supervivencia libre de progresion.

Objetivos secundarios:

Objetivo S1.1: Determinar si los niveles de ctDNA basales se asocian a supervivencia libre de

progresion.

Objetivo S1.2: Determinar si la dindmica de ctDNA tras 4 semanas del inicio del tratamiento se asocia

a supervivencia global.

Objetivo S1.3: Determinar si los niveles del marcador tumoral CA 15-3 basales, a las 4 semanas de

tratamiento y la ratio entre ambos momentos se asocia a supervivencia libre de progresion.

Objetivo S1.4: Validar los resultados anteriores en una segunda cohorte multicéntrica independiente
de pacientes con cancer de mama metastasico RH positivo y HER2 negativo tratadas en el Hospital
Clinic de Barcelona, Hospital Germans Trias i Pujols, Hospital de Cremona en Italia y Hospital

Universitario 12 de Octubre.

Objetivo S1.5: Determinar si la dindmica de ctDNA tras 2 semanas de tratamiento se asocia a

supervivencia libre de progresién y a supervivencia global en la segunda cohorte.
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2)

Objetivo S1.6: Determinar si la dindmica de ctDNA tras 4 semanas del inicio del tratamiento se asocia

con el subtipo intrinseco determinado por PAM50 en ambas cohortes combinadas.

Objetivo S1.7: Describir la presencia de mutaciones y CNV detectados en pacientes con cancer de

mama metastasico RH positivo y HER2 negativo en ambas cohortes.

Objetivo 2 general: Evaluar la proporcion de mutaciones en PIK3CA en cancer de mama metastasico

RH positivo y HER2 negativo y el porcentaje que no seria detectado por el panel therascreen®.

Objetivos especificos:

Objetivo 2.1: Evaluar el espectro de mutaciones de PIK3CA in silico en 10 estudios disponibles
publicamente con datos de pacientes con cancer de mama y la proporcidn de mutaciones que

capturaria el panel therascreen® en estas pacientes.

Objetivo 2.2: Explorar la distribucién de mutaciones de PIK3CA y la proporcidn que no detectaria
therascreen® en las dos cohortes de pacientes con cancer de mama metastasico RH positivo y HER2
negativo empleadas para la consecucién del objetivo 1, estudiadas mediante analisis de ctDNA con

un panel de secuenciacién dirigida de 74 genes.
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METODOS Y RESULTADOS

Tesis en formato de compendio de articulos:

1. Primer trabajo:

Circulating tumor DNA dynamics in advanced breast cancer treated with CDK4/6 inhibition
and endocrine therapy.
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Circulating tumor DNA dynamics in advanced breast cancer
treated with CDK4/6 inhibition and endocrine therapy
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Circulating tumor DNA (ctDNA) levels may predict response to anticancer drugs, including CDK4/6 inhibitors and endocrine therapy
combinations (CDK4/6i+ET); however, critical questions remain unanswered such as which assay or statistical method to use. Here,
we obtained paired plasma samples at baseline and week 4 in 45 consecutive patients with advanced breast cancer treated with
CDK4/6i+ET. ctDNA was detected in 96% of cases using the 74-gene Guardant360 assay. A variant allele fraction ratio (VAFR) was
calculated for each of the 79 detected mutations between both timepoints. Mean of all VAFRs (mVAFR) was computed for each
patient. In our dataset, mVAFR was significantly associated with progression-free survival (PFS). Baseline VAF, on-treatment VAF or
absolute changes in VAF were not associated with PFS, nor were CA-15.3 levels at baseline, week 4 or the CA-15.3 ratio. These
findings demonstrate that ctDNA dynamics using a standardized multi-gene panel and a unique methodological approach predicts
treatment outcome. Clinical trials in patients with an unfavorable ctDNA response are needed.

npj Breast Cancer (2021)7:8; https://doi.org/10.1038/541523-021-00218-8

In hormone receptor positive (HR+)/HER2-negative advanced
breast cancer (BC), CDK4/6i plus ET have remarkably improved
survival outcomes and are now considered a standard treatment
for most patients'. Although this is good news for patients
suffering from metastatic BC, improving the efficacy of CDK4/6i
and ET using novel treatment strategies might be challenging. On
the one hand, no predictive biomarker exists to date to select
patients who are going to progress early’. On the other hand,
improving survival outcomes with new or additional therapies
when the control arm has a median PFS of 25-27 months in the
first-line setting will require huge personal, physical, and
economic resources as well as long periods of follow-up®~*. This
issue is not restricted to advanced BC but also other cancer types
such as lung cancer.

Detection of ctDNA levels before and during therapy might
improve CDK4/6i plus ET efficacy, stratify patients, and help design
future trials with novel treatment strategies®’. O’Leary and
colleagues evaluated early ctDNA dynamics in patients with
PIK3CA-mutated HR+/HER2-negative metastatic BC treated with
palbociclib and fulvestrant in PALOMA-3 trial®. A multiplex digital
PCR assay was used and hotspot PIK3CA mutations in exons 9 and
20 were evaluated in plasma®. PIK3CA mutation levels from
baseline to day 15 of therapy were associated with PFS
independently of the treatment received. However, only 22% of
patients with HR+/HER2-negative advanced BC had detectable
PIK3CA mutations in plasma. To circumvent this problem, others
argue that individualized gene panels according to each patient’s
tumor’s genetic profile should be prioritized®.

We hypothesized that a standardized plasma-based sequencing
assay that analyzes multiple genes simultaneously at baseline and
after 4 weeks (cycle 2 day 1 [C2D1]) of CDK4/6i plus ET can identify
patients with HR+/HER2-negative advanced disease with different
treatment outcomes. To accomplish this, we undertook a
prospective study from May/2016 to June/2019 of 50 consecutive
pre and postmenopausal patients with metastatic HR+/HER2-
negative BC treated as per standard practice with CDK4/6i and ET
(Fig. 1a). Plasma samples were sequenced using the standardized
Guardant360 assay v2.11, which can identify single nucleotide
variants (SNV) and indels from 74 genes (Fig. 1b)'°. Among 50
patients, 2 patients (4%) had insufficient plasma volume, 2
patients (4%) had missing samples and 1 patient (2%) was treated
in the adjuvant setting after resection of a supraclavicular lymph
node and was excluded. Finally, 45 patients (90%) were evaluable
of whom 43 (96%) had ctDNA detectable at some level. Of those
45, 31 (69%) had ctDNA-positive disease (i.e. highest VAF detected
>VAF 0.4% at some timepoint) and 14 (31%) were considered to
have ctDNA-low disease (i.e. highest VAF detected <0.4% or non-
detected at both timepoints). Of the 31 ctDNA-positive patients,
30 had ctDNA-positive disease at baseline and 1 had ctDNA-low at
baseline but ctDNA-positive at cycle 2 (Fig. 1c and Table 1).
Mutations in 42 genes were identified at baseline and the 4 most
frequent altered genes were PIK3CA, ESR1, TP53, and ATM (Fig. 1d);
>1 mutation with =VAF 0.4% in any of these 4 genes was found in
24 patients (53.3%). We had available tissue samples collected
from archival biopsies before treatment with CDK4/6i plus ET in 26
patients. As shown in previous studies, all intrinsic molecular
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Fig. 1

% of identified mutations

Description of the study. a Blood samples were extracted at baseline and after 1 cycle (i.e. 4 weeks) in patients with metastatic

HR-+/HER2-negative BC treated with CDK4/6i plus ET. b The list of 74 genes analyzed by Guardant360. ¢ CONSORT diagram. d Frequency of
gene mutations with 2VAF 0.4% at baseline identified in the patient dataset and Venn diagram with the 4 most frequent mutations. e PAM50
distribution (LumA = Luminal A, LumB=Luminal B, HER2E = HER2-enriched). *PD Progressive disease, pts patients, M1 metastatic.

subtypes were identified using the PAM50 subtype predictor,
although Luminal A and B subtypes predominated (Fig. 1e)'"'2.

A total of 159 mutations (SNV and indels) were found at
baseline; of them, 93 were detected in C2D1. From the 159
mutations in baseline, 79 had a VAF = 0.4% in 31 patients (mean of
2.6 alterations per patient), 60 of these mutations were detected
at some level in C2D1. 31 mutations were detected in C2D1 and
not in baseline, but only 3 mutations with VAF >0.4% were
detected at C2D1 and not in baseline (Supplementary Fig. 3 and
Fig. 4). Mean VAF (mVAF) of the 79 mutations was 6.2 at baseline
and 5.1 at C2D1 (p-value=0.040) (Fig. 2a). Any decrease in VAF at
C2D1 compared to baseline was observed in 71% (56/79) of the
tracked mutations. To capture the magnitude of ctDNA response,
a VAFR from C2D1 to baseline was calculated for each genetic
mutation and a mVAFR was computed for each patient (Fig. 2b
and Methods). 35% of patients had mVAFR of <0.3 (mVAFR-low),
29% had mVAFR of 0.31-0.99 (mVAFR-medium) and 35% had a
mVAFR of =1.0 (mVAFR-high) (Fig. 2¢). Finally, no clinical features
were found specific of a particular ctDNA group (Table 1).

With a median follow-up of 20.4 months, a significant
association between the various ctDNA groups and PFS was
observed across all patients (p-value=0.02) (Fig. 2d, e). Compared
to the mVAFR-high group, the mVAFR-low group was associated
with better PFS (not reached (NR) (95% confidence interval [Cl]
5.40-NR) vs. 4.2 months (95% Cl 2.41-11.60); adjusted hazard ratio
[aHR]=0.31, 95% Cl 0.09-1, p-value=0.049). Similarly, the mVAFR-
low and ctDNA-low groups combined was associated with better
PFS compared to the mVAFR-high group (33.7 (95% Cl 53-33.7)

npj Breast Cancer (2021) 8

vs. 4.2 months; aHR=0.25, 95% Cl 0.09-0.7, p-value=0.008). The
results in ctDNA-low group are in line with what was previously
described in other metastatic tumors, as low ctDNA levels seem to
be a good prognostic feature. In addition, mVAFR as a continuous
variable was also found significantly associated with PFS (aHR per
1-unit increase=2.07, 95% Cl 1.2-3.5, p-value=0.008) (Supplemen-
tary Table 2). Of note, mVAF at baseline, or mVAF at C2D1 or
absolute changes in mVAF (delta-VAF) were not found associated
with PFS when evaluated as continuous variables (Fig. 2f and
Supplementary Table 1). These results are in consonance with
different studies that assessed ctDNA dynamics and have showed
that higher pretreatment VAF acts as poorer prognostic factor but
has no predictive value'>'®. On the other hand, there is not a
standard method yet to assess ctDNA dynamics; several studies
have used the delta-VAF or a ratio between the two time-
points®'*'3717 However, while delta-VAF is able to stratify
patients similarly to on-treatment VAF, it only assesses absolute
VAF changes and equates patients with low VAF who had a
significant decrease in ctDNA level and patients with a higher VAF
and smaller decrease in ctDNA level. Interestingly, no patient with
non-luminal tumors was identified as high ctDNA responder (i.e.
mVAFR-low), consistent with previous reports in advanced HR
+/HER2-negative disease associating the Luminal phenotype with
better prognosis and response to ET compared to non-luminal
tumors (Fig. 29)'5"9.

At baseline, median CA-15.3 value was 45 U/mL (7-6,672), and
26 patients (61%) had high CA-15.3 values (>35 U/mL). At C2D1,
median CA-15.3 value was 42 U/mL (range 8-9,868), and 19
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Table 1. Clinical features of the patient dataset according to ctDNA
levels and dynamics.

All patients ctDNA-low mVAFR-low mVAFR-
N=45 N=14 N=11 med/high
N=20

Age

Median 61.4 (39-87) 59.7 (39-87) 569 (45-72) 64 (42-75)
(range) yr

<65 yr— 28 (62%) 8 (57%) 9 (82%) 11 (55%)
no. (%)

265 yr— 17 (38%) 6 (43%) 2 (18%) 9 (45%)
no. (%)

Line—no. (%)

First 21 (47%) 8 (57%) 5 (45%) 9 (45%)
Second 16 (36%) 5 (36%) 5 (45%) 5 (25%)
Third 8 (18%) 1 (7%) 1 (9%) 6 (30%)
or more

ECOG-PS°—no. (%)

0 17 (38%) 5 (36%) 5 (45%) 7 (35%)
1 27 (60%) 9 (64%) 6 (55%) 12 (60%)
2 1 (2%) 0 0 1 (5%)
Endocrine therapy—no. (%)

Aromatase 15 (33%) 4 (29%) 3 (27%) 8 (40%)
inhibitor

Fulvestrant 26 (58%) 9 (64%) 7 (64%) 10 (50%)
Tamoxifen 4 (9%) 1 (7%) 1 (9%) 1 (5%)
Type of CDK4/6 inhibitor—no. (%)

Palbociclib 40 (89%) 12 (86%) 10 (91%) 18 (90%)
Ribociclib 5 (11%) 2 (14%) 1 (9%) 2 (10%)
Disease site—no. (%)

Visceral 2 (64%) 10 (71%) 7 (64%) 12 (60%)
Non visceral 16 (36%) 4 (29%) 4 (36%) 8 (40%)
Bone-only 10 (22%) 1 (7%) 4 (36%) 5 (25%)
Number of metastatic locations—no. (%)

<3 23 (51%) 8 (57%) 7 (64%) 8 (40%)
23 22 (49%) 6 (43%) 4 (36%) 12 (60%)
“De novo” metastasis—no. (%)

No 33 (73%) 10 (71%) 7 (64%) 15 (75%)
Yes 12 (27%) 4 (29%) 4 (36%) 5 (25%)
Prior hormone sensitivity—no. (%)

Sensitivity 31 (69%) 9 (64%) 7 (64%) 15 (75%)
Resistance® 14 (31%) 5 (36%) 4 (36%) 5 (25%)
Histology—no. (%)

Ductal 32 (71%) 11 (79%) 8 (73%) 13 (65%)
Lobular 9 (20%) 3 (21%) 3 (27%) 3 (15%)
Other 4 (9%) 0 0 4 (20%)
Grade—no. (%)

1 5(11%) 2 (14%) 2 (18%) 1 (5%)
2 19 (42%) 5 (36%) 6 (55%) 8 (40%)
3 12 (27%) 5 (36%) 2 (18%) 5 (25%)
Unknown 9 (20%) 2 (14%) 1 (9%) 6 (30%)
Ki67 (%)—no. (%)

1-14 9 (20%) 4 (29%) 2 (18%) 3 (15%)
15-20 3 (7%) 1 (7%) 0 2 (10%)
>20 25 (56%) 7 (50%) 6 (55%) 12 (60%)
Unknown 8 (18%) 2 (14%) 3 (27%) 3 (15%)

2pPS: performance status.

PHormone resistance defined as relapse while on the first 2 years of
adjuvant ET, or progression of disease within first 6 months of first-line ET
for advanced BC, while on ET.
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patients (51%) had high CA-15.3 values. No significant differences
in CA-153 levels were observed between baseline and C2D1 (p-
value=0.350). The median ratio of CA-15.3 between C2D1 and
baseline was 1.05 (range 04-1.6). No correlation was observed
between CA-153 ratio and ctDNA mVAFR (correlation coefficient
= —0.021). The levels of CA-15.3 at baseline or C2D1, and the CA-
15.3 ratio, were not found associated with PFS (data not shown).

Our study has limitations worth noting. First, the limited sample
size, which precludes more in-depth analysis within subgroups of
patients. For example, identification of an optimal mVAFR cutoff to
define prognosis will require a larger sample set. Second, there is
not yet a standardized method to assess the ctDNA dynamics. We
are aware that the arithmetic mean of VAFRs could result in
overestimation of the average ctDNA change due to the
nonadditive nature of the ratios and the small number of detected
mutations per patient. To address this, we assigned fixed VAFR
values of 10 or 0.1 (Methods). As this mitigation strategy could not
cover all potential cases, we have studied other possibility taking
the logarithm of each ratio, and then taking the mean of
logarithms. The correlation coefficient between both scores (i.e.
simple arithmetic mean ratio and logarithm mean ratio) was 0.94
and the Kappa concordance score between mVAFR-based groups
of patients and mVAFR_log-based groups of patients, 0.88. As
expected, this scoring method was also found associated with PFS
(Supplementary Section). The best method to assess ctDNA
dynamics should be determined in future studies. Third, the short
follow-up time does not allow associations with overall survival.
Fourth, we did not explore if tracking ctDNA levels of particular
genes is better than tracking any detected altered gene in plasma.
Nonetheless, a strong argument in favor of our approach is that it
does not rely on specific genes but rather on the dynamic changes
of the altered genes identified before initiating treatment. Fifth, it
is unclear if this approach and methods will be applicable for
other therapies or other cancer types. Lastly, we cannot
completely exclude that some of the alterations identified are
from clonal hematopoyesis (CH). However, we try to correct for
clinical CH in two ways. First, we excluded any variant present at
<0.4% since the vast majority of CH variants are present below this
level and this excludes them from contributing to the assessment.
Second, our method averages all variants present, which dilutes
the impact of any atypical CH variant that may have exceeded the
VAF threshold. In such cases, the CH variant would remain
unaffected by therapy and remain at a static VAF and, as such,
would not contribute to any changes in tumor ctDNA fraction,
although it could dilute somewhat any changes observed in true
tumor ctDNA. Finally, our findings will require further validation in
patients with advanced BC treated with CDK4/6i plus ET.

Our findings have several potential clinical implications. Most
importantly, they suggest that early ctDNA dynamics using a
multi-gene assay and a particular statistical methodology serve as
a general biomarker to identify patients with advanced BC who
are at high risk of progression during standard therapy with CDK4/
6i and ET, giving the opportunity to intervene and change the
treatment or add another treatment early. Notably, the biomarker
seems independent of baseline clinical features, tumor marker CA-
15.3 and the dlinical setting, and the relationship of low ctDNA-
responders with the non-luminal subtypes is weak. It will be
important to also assess its value on the outcome of additional
therapies and cancer types. Overall, our findings support the
notion that monitoring ctDNA should be an integral part during
drug development and should allow the design of novel clinical
trials in key patient populations, such as those patients with an
unfavorable ctDNA response.
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Fig.2 ctDNA dynamics and survival outcome. a VAF changes of 79 detected mutations from baseline to C2D1. p-value was calculated with
Wilcoxon rank sum test. b lllustration of a case and its mVAFR. ¢ Distribution plot of patients with mVAFR-low (mVAFR of <0.3), mVAFR-medium
[mVAFRmed] (mVAFR of 0.31-0.99) and mVAFR-high (mVAFR of 21.0). d PFS based on ctDNA dynamics. e PFS based on ctDNA dynamics after
combining the VAFR-low and ctDNA-low groups. f PFS hazard ratio forest plots across 4 different methods of assessing mVAF as a continuous
variable: mVAF baseline, mVAF at C2D1, absolute change of mVAF between baseline and C2D1 and mVAFR of all mutations with a VAF = 0.4 at
baseline or C2D1. g Distribution of the intrinsic subtypes in the mVAFR-low group (n =4 Luminal A [LumA], n =4 Luminal B [LumB], n = 3 non-
available tissue [NA]), mVAFR-medium/high group (n =2 LumA, n =4 LumB, n=2 HER2-Enriched [HER2E], n = 2 Normal-like, n = 1 Basal-like,
n=9 NA) and ctDNA-low group (n=2 LumA, n =2 LumB, n =2 HER2E, n= 2 Normal-like, n =7 NA).

METHODS Plasma samples

Study design and patients Approximately 30 mL of venous blood was extracted at each timepoint and
This is a prospective, single-center study in 50 consecutive patients with collected in EDTA tubes. Blood was processed within 2 h after the collection.
advanced BC. Eligible patients were =18 years of age with histologically ~ Centrifugation at 1600g for 10 minutes at 4°C was performed to separate
confirmed HR-+/HER2-negative inoperable or metastatic BC treated witha  the plasma from the peripheral-blood cells. We obtained approximately
CDK4/6i and ET. Blood samples for sample collection were obtained at ~ 12mL of plasma per patient and timepoint, and plasma was immediately
baseline and at C2D1. Clinical data, results of computed tomography (CT)  aliquoted in 1.5 mL tubes and then we centrifugated them at 16,000g at 4 °C
imaging, and serial blood samples were collected as per standard practice. for another 10minutes to remove the residual supernatant and any
The study was performed in accordance with Good Clinical Practice remaining contaminants including cells. Separated plasma was aliquoted in

guidelines and the World Medical Association Declaration of Helsinki. The a 1.5mL tube and immediately stored in a deep freezer at —80°C.
study was approved by the local institutional research ethics committee, Cell-free DNA (cfDNA) was extracted from 1.5ml aliquots of plasma
and all patients provided written informed consent. using the QlAamp circulating nucleic acid kit (Qiagen), concentrated using
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Agencourt Ampure XP beads (Beckman Coulter), and quantified by Qubit
fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). All cfDNA isolation and
sequencing was performed at Guardant Health (Redwood City, CA, USA).

DNA sequencing

Genomic alterations (SNV, insertions and deletions (indels) and amplifica-
tions) were detected from cfDNA extracted from plasma samples using a
broad targeted NGS-based 74-gene panel (Guardant360), including cover-
age of the most prevalent tumor suppressor genes in human cancers (Fig.
1b). After isolation of cfDNA by hybrid capture, the assay was performed
using molecular barcoding and proprietary bioinformatics algorithms with
massively parallel sequencing on an lllumina Hi-Seq 2500 platform in a
CLIA/CAP accredited laboratory (Guardant Health; Redwood City, CA, USA).

ctDNA response definition

We filtered somatic mutations with VAF > 0.4% either at baseline (C1D1) or
C2D1, based on 95%-100% limits of detection for this technology. Those
patients with VAF < 0.4% at both timepoints were considered low-shedding
tumors. We calculated the proportional change for all variants detected
between the 2 timepoints (VAF ratio [VAFR] = VAF_C2D1/VAF_C1D1). For
variants detected at 1 timepoint but not the other, VAF was set to 0. We
considered all undetected variants at C2D1, or variants with a VAF < 0.4% at
C2D1, to have a VAFR of 0.1 as minimum. The reason is to prevent skewing
of the average by variance introduced by quantitation variability below
0.4% VAF. We considered all new variants detected at C2D1 but not at
baseline to have a VAFR of 10 as maximum. The reason is to prevent
skewing of the average by variance introduced by quantitation variability
below 0.4% and by dividing by numbers that approach zero. Finally, a
mVAFR was calculated per patient taking the average of all VAFR.

CA-15.3 determination

The CA-15.3 assay was performed by the BRAHMS Kryptor Plus compact
controller using TRACE (Time-Resolved Amplified Cryptate Emission)
technology. CA-15.3 was considered elevated when it was above the
normal upper limit (35 U/mL).

PAMS50 subtype determination

A minimum of ~125ng of total RNA from formalin-fixed paraffin
embedded tumor samples was used to measure the expression of the
50 PAM50 subtype predictor genes and 5 housekeeping genes using the
nCounter platform (Nanostring Technologies, Seattle, USA).

Response evaluation by image
CT scan and bone scintigraphy were performed as per standard practice.
RECIST 1.1 was used to evaluate tumor responses.

Statistical analysis

The primary objective was to evaluate the association of ctDNA dynamics
from baseline to C2D1 and PFS. PFS was defined as the time from initiation
of treatment until progression or death. Univariate and multivariate Cox
proportional hazard regression analysis was used to investigate the
association of each variable with PFS. VAF changes between timepoints
were calculated with Wilcoxon Rank Sum Test. The significance level was
set to a 2-sided alpha of 0.05. p-value was calculated with Wilcoxon Rank
Sum Test. All analyses were performed with R code 3.6.

Reporting summary
Further information on research design is available in the Nature Research
Reporting Summary linked to this article.

DATA AVAILABILITY

The data generated and analyzed during this study are described in the following
data record: https:/doi.org/10.6084/m9 figshare.13365521 %°. The ctDNA and clinical
data are available in two separate tabs in the Excel spreadsheet “ctDNA and clinical
datasetxlsx”, which is openly available and shared as part of the figshare data
record®”. The ‘CDK series - ctDNA and dlinicopathological dataset’ is not publicly
available in order to protect patient privacy. Requests for access to this dataset can
be made to the corresponding author.
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Title: Independent validation of circulating tumor DNA dynamics to predict survival in advanced
hormone receptor positive/HER2 negative breast cancer treated with CDK4/6 inhibitors and

endocrine therapy in a multicentric cohort

Methods

Study design and patients

This is a prospective, international, multicentric study (Hospital Clinic of Barcelona, Hospital Germans
Trias i Pujols, Cremona Hospital and Hospital 12 de Octubre) in 128 consecutive patients with
advanced breast cancer. Eligible patients were 218 years of age with histologically confirmed
hormone receptor positive (HR+)/HER2 negative inoperable or metastatic breast cancer treated with
a CDK4/6 inhibitor (CDK4/6i) and endocrine therapy (ET). Blood samples for sample collection were
obtained at baseline and at cycle 1 day 15 (C1D15) and/or cycle 2 day 1 (C2D1). Clinical data, results
of computed tomography (CT) imaging, and serial blood samples were collected as per standard
practice. The study was performed in accordance with Good Clinical Practice guidelines and the
World Medical Association Declaration of Helsinki. The study was approved by the local institutional

research ethics committees, and all patients provided written informed consent.

Plasma samples

Approximately 30 mL of venous blood was extracted at each timepoint and collected in EDTA tubes.
Blood was processed within 2 hours after the collection. Centrifugation at 1600g for 10 minutes at
4°C was performed to separate the plasma from the peripheral-blood cells. We obtained
approximately 12 mL of plasma per patient and timepoint, and plasma was immediately aliquoted in
1.5 mL tubes and then we centrifugated them at 16000g at 4 °C for another 10 minutes to remove
the residual supernatant and any remaining contaminants including cells. Separated plasma was
aliquoted in a 1.5 mL tube and immediately stored in a deep freezer at -80 °C.

Cell-free DNA (cfDNA) was extracted from 1.5 ml aliquots of plasma using the QlAamp circulating
nucleic acid kit (Qiagen), concentrated using Agencourt Ampure XP beads (Beckman Coulter), and
quantified by Qubit fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). All cfDNA isolation and

sequencing was performed at Guardant Health (Redwood City, CA, USA).

DNA sequencing

Genomic alterations (single nucleotide variants [SNV], insertions and deletions (indels) and copy
number variations [CNV]) were detected from cfDNA extracted from plasma samples using a broad
targeted NGS-based 74-gene panel (Guardant360), including coverage of the most prevalent tumor
suppressor genes in human cancers (Table 1). After isolation of cfDNA by hybrid capture, the assay

was performed using molecular barcoding and proprietary bioinformatics algorithms with massively
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parallel sequencing on an Illumina Hi-Seq 2500 platform in a CLIA/CAP accredited laboratory
(Guardant Health; Redwood City, CA, USA).

Table 2. The list of 74 genes analyzed by Guardant360.

AKT1 ALK APC AR ARAF | ARD1A| ATM BRAF | BRCA1 | BRCA2
CCND1| CCND2 | CCNE1| CDH1 | CDK4 | CDK6 | CDK12 [CDKN2A|CTNNB1| DDR2
EGFR | ERBB2 | ESR1 EZH2 | FBXW7 | FGFR1 | FGFR2 | FGFR3 | GATA3 | GNA11
GNAQ | GNAS | HNF1A | HRAS IDH1 IDH2 JAK2 JAK3 KIT KRAS
MAP2K1| MAP2K2| MAPK1 | MAPK3 | MET MLH1 MPL | MTOR | MYC NF1
NFE2L2 |[NOTCH1 NPM1 | NRAS | NTRK1 | NTRK3 |PDGFRA PIK3CA| PTEN |PTPN11
RAF1 RB1 RET | RHEB | RHOA | RIT1 ROS1 | SMAD4 | SMO | STK11
TERT | TP53 | TSC1 VHL

ctDNA response definition

We filtered somatic mutations with variant allele frequency (VAF) 2 0.4% either at baseline (C1D1),
C1D15 or C2D1, based on 95%—100% limits of detection for this technology. Those patients with
VAF < 0.4% at all timepoints were considered low-shedding tumors. We calculated the proportional
change for all variants detected between the 2 timepoints (VAF ratio [VAFR]=VAF_C2D1 or
VAF_C1D15/VAF_C1D1). For variants detected at 1 timepoint but not the other, VAF was set to 0.
We considered all undetected variants at C1D15 or C2D1 to have a VAFR of 0.1 as minimum. We
considered all new variants detected at C1D15 or C2D1 but not at baseline to have a VAFR of 10 as
maximum (Table 2). Finally, a mean VAFR (mVAFR) was calculated per patient taking the average of

all VAFR (Martinez-Sdez. npj Breast. 2021).

Table 2. Derivation of the mVAFR metric for ctDNA dynamics in gene panel-based ctDNA assay.

Baseline VAF C1D15 or C2D1 VAFR value mVAFR calculation
<0.4% nd 0 Exclude
<0.4% | <0.4% 0 | Exclude
<0.4% | >0.4% . C1D15 or C2D1/baseline Include
>0.4% | nd 0.1 Include
20.4% <0.4% . C1D15 or C2D1/baseline Include
>0.4% 20.4% C1D15 or C2D1/baseline Include

nd 204% 10 Include
nd <0.4% 0 Exclude

We also calculated the logarithm transformation of the mVAFR (mVAFR_log):

VAFR 1 a (VAF""">)
m log =m(log| ———
VAF,,,

2

88



PAMSO0 subtype determination
A minimum of ~125 ng of total RNA from formalin-fixed paraffin embedded tumor samples was used
to measure the expression of the 50 PAMS50 subtype predictor genes and 5 housekeeping genes using

the nCounter platform (Nanostring Technologies, Seattle, USA).

Response evaluation by image
CT scan and bone scintigraphy were performed as per standard practice. RECIST 1.1 was used to

evaluate tumor responses.

Statistical analysis

The primary objective was to evaluate the association of ctDNA dynamics from baseline to C2D1 and
progression free survival (PFS). PFS was defined as the time from initiation of treatment until
progression or death. The secondary objectives were to evaluate the association of ctDNA dynamics
from baseline to C1D15 and PFS; to evaluate the association of ctDNA dynamics from baseline to
C1D15 and C2D1 and overall survival (OS); to analyze the association of PAMS50 subtypes and clinical
features with ctDNA dynamics, and to describe the molecular alterations detected at baseline.

For analyses of PFS and OS, Kaplan—Meier curves were plotted, and groups compared using the log-
rank test. Hazard ratios (HR) and associated 95% confidence intervals (Cl) were obtained from Cox
proportional hazards regression models. VAF in the different timepoints were compared using
Wilcoxon Rank Sum Test. In order to determine the optimal cut-point of the mVAFR and the
mVFAR _log in relation to PFS, the maximally selected rank statistics (MSRS) methodology was used

(Lausen, B. & Schumacher. Biometrics. 1992).

For all analyses performed a p-value of <0.05 was considered statistically significant. All analyses

were performed with R vers.3.6.

Results

In our previous work we showed that plasma-based sequencing assay (Guardant360) that analyzes
multiple genes simultaneously at baseline and after 4 weeks (C2D1) of CDK4/6i plus ET could identify
patients with HR+/HER2 negative advanced disease with different treatment outcomes (training
cohort). Here, we aim to validate our previous results in an independent cohort (validation cohort)
and to analyze the results in the combined dataset (training and validation cohorts together). We
also investigate if the standardized plasma-based sequencing assay at baseline and after 2 weeks
(C1D15) of CDK4/6i plus ET can identify patients with HR+/HER2 negative advanced disease with

different treatment outcomes. Moreover, we aim to describe the validation cohort in terms of SNV,
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indels and CNV detected at baseline, and to determine if ctDNA dynamics at 4 weeks is associated to
the intrinsic subtype determined by PAMS50 in the combined cohort.

To accomplish these objectives, we undertook a prospective study from August/2017 to
October/2020 of 128 consecutive pre and postmenopausal patients with metastatic HR+/HER2
negative breast cancer treated as per standard practice with CDK4/6i and ET (Fig.1). Plasma samples
were sequenced using the standardized Guardant360 assay v2.11, which can identify SNV and indels
from 74 genes (Table 2). Among 128 patients, 5 patients (3.9%) had possible contaminations, 2
patients had second malignancies (1.6%) and 1 patient (0.8%) had unpair plasma samples (C1D15
missing sample) and were excluded (Fig.2). Finally, 120 patients (93.8%) were evaluable of whom
113 (94.2%) had ctDNA detectable at some level. Of those 120, 90 (75.0%) had ctDNA-positive
disease (i.e., highest VAF detected 2VAF 0.4% at some timepoint) and 30 (25.0%) were considered to

have ctDNA-low disease (i.e., highest VAF detected <0.4% or non-detected at both timepoints).

CDK4/6i + ET

Baseline C1D15 Cc2D1

Fig. 1. Description of the study. Blood samples were extracted at baseline, after 2 weeks (C1D15) and
after 1 cycle (i.e., 4 weeks, C2D1) in patients with metastatic HR+/HER2 negative breast cancer
treated with CDK4/6i plus ET. PD, Progression disease.

128 consecutive pts

5 pts with possible contaminations
1 pt without pair sample (C1D15)
2 pts with second malignancies

120 patients
260 plasma samples

20 pts with baseline + C1D15 + C2D1
7 52 pts with baseline + C1D15
48 pts with baseline + C2D1

90 pts (75%) with ctDNA+ disease
30 pts (25%) with ctDNA-low or
ctDNA undetectable

Fig 2. CONSORT diagram. Pts, patients.

90



Number of mutations
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Of the 90 ctDNA-positive patients with baseline and C1D15 or C2D1 samples, 89 had ctDNA-positive
disease at baseline and 1 had ctDNA-low at baseline but ctDNA-positive at C2D1. Mutations (SNV
and ideals) in 63 genes were identified at baseline and the 4 most frequent altered genes were TP53,
PIK3CA, ESR1, and ARID1A (Fig.3). CNV in 29 different genes were detected in 37 patients at baseline.
The median number of CNV per patient (in patients with CNV) was 5 (range 13-1). The most frequent
amplifications were seen in CCND1 (13.3%), FGFR1 (12.5%), MYC (10.8%), GNAS (9.2%), BRAF (8.3%)
and EGFR (8.3%) (Fig.4 and Fig.5).

KIT =
RB1 ==
AR =
ARAF ==

TP53 m—
ESR]1 we—

ARID1A =
NF1 —
EGFR memmm

BRCA2 wmmm
ATM =
TERT memm
CDH1 ===
ROS1 mmm

BRCA1 m=m
AKT] ==
ALK =

FGFR2 wm
BRAF ==

STK11 ==
APC ==
PTEN ==
MET =

NTRK1 =
TSC1 =

CCNE1 =
MYC =

NFE2L2 =
RET =

CCND2 =

PIK3CA m—
GATAS e

MTOR
NOTCH]1 e

FGFR1 ==

ERBB2 ==

NTRK3 =

FGFR3 =

NRAS =
PDGFRA =

Fig 3. Frequency of gene mutations at baseline identified in the patient dataset. Only mutations with
frequency 24 are shown.
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Fig 4. Frequency and distribution of gene copy number variations identified at baseline in the patient
dataset.
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Fig 5. Number of copy number variations across all the patients at baseline in the patient dataset.

A total of 528 mutations were found at baseline; of them, 298 were detected in C1D15 and/or C2D1.
The 528 baseline mutations were detected in 108 patients (mean 4.89 alterations per patient). From
the 528 mutations in baseline, 276 had a VAF 2 0.4% in 89 patients (mean of 3.1 alterations per
patient), and 196 of these mutations were detected at some level in C1D15 and/or C2D1. 174
mutations were detected at C1D15 and/or C2D1 and not at baseline, but only 20 mutations with
VAF 2 0.4% were detected at C1D15 and/or C2D1 and not at baseline. Mean VAF (mVAF) of those
mutations with VAF 2 0.4% was 5.9 at baseline, 2.6 at C1D15 (P <0.001) and 2.4 at C2D1 (P <0.001).

We had available tissue samples collected from archival biopsies before treatment with CDK4/6i plus
ET in 57 patients. As we showed in our previous study, all intrinsic molecular subtypes were identified

using the PAMS0 subtype predictor, although, again, Luminal A and B subtypes predominated (Fig.6).

® LumA
= LumB
® HER2E
18% m Basal-like

= Normal-like

N =57

Fig 6. PAMS50 distribution. LumA, luminal A; LumB, luminal B; HER2E, HER2-enriched.
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To capture the magnitude of ctDNA response, a VAFR from C1D15 and C2D1 to baseline was
calculated for each genetic mutation and a mVAFR was computed for each patient (see methods).
From the 68 patients with C2D1 and baseline samples, 29% of patients had mVAFR of <0.3 (mVAFR-
low), 21% had mVAFR of 0.31-0.99 (mVAFR-medium), 25% had a mVAFR of 21.0 (mVAFR-high) (Fig.7
and table 3) and 25% were ctDNA-low.

e Patient
o
) L ]
°
< 4 L] °
°
o
?L ° 25% mVAFR-high
£ .
® L]
NT7%
s
° o0 eig
T %% L ° 21% mVAFR-medium
o @ o ool @ & o o 29% mVAFR-low

Fig. 7. Distribution plot of patients with mVAFR-low (mVAFR of <0.3), mVAFR-medium (mVAFR of
0.31-0.99) and mVAFR-high (mVAFR of 21.0) at C2D1.
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Table 3. Clinical features of the patient dataset according to ctDNA levels and dynamics at C2D1.

All patients ctDNA-low mVAFR-low | mVAFR-medium/high p-value
N=68 N=17 N=20 N=31
Age ns
Median (range) yr 66.4 (34-85) | 61.2(34-83) | 65.6(37-75) 69 (49-85)
< 65 yr —no. (%) 32 (47%) 10 (59%) 10 (50%) 12 (39%)
> 65 yr—no. (%) 36 (53%) 7 (41%) 10 (50%) 19 (61%)
Line — no. (%) ns
First 49 (72%) 14 (82%) 14 (70%) 21 (68%)
Second 9(13%) 3 (15%) 6 (19%)
Third or more 10 (15%) 3(18%) 3 (15%) 4(13%)
ECOG-PS? — no. (%) 0.042
0 38 (56%) 12 (71%) 14 (70%) 12 (39%)
1 26 (38%) 4(24%) 6 (30%) 16 (52%)
2 4(6%) 1(6%) 3 (10%)
Endocrine therapy — no. (%) ns
Aromatase inhibitor 36 (53%) 12 (71%) 11 (55%) 13 (42%)
Fulvestrant 29 (43%) 5(29%) 8 (40%) 16 (52%)
Tamoxifen/SERD 3 (4%) 1(5%) 2 (6%)
Type of CDK4/6 inhibitor — no. (%) ns
Palbociclib 18 (26%) 6 (35%) 6 (30%) 6 (19%)
Ribociclib 37 (54%) 9 (53%) 9 (45%) 19 (61%)
Abemaciclib 13 (19%) 2 (12%) 5 (25%) 6 (19%)
Disease site — no. (%) ns
Visceral 29 (43%) 7 (41%) 6 (30%) 16 (52%)
Non visceral 39 (57%) 10 (59%) 14 (70%) 15 (48%)
Number of metastatic locations — ns
no. (%)
<3 51 (75%) 15 (88%) 14 (70%) 22 (71%)
>3 17 (25%) 2 (12%) 6 (30%) 9 (29%)
Prior hormone sensitivity — no. (%) 0.035
Sensitivity 54 (79%) 17 (100%) 16 (80%) 21 (68%)
Resistance® 14 (21%) 4 (20%) 10 (32%)

2PS: performance status.

bHormone resistance defined as relapse while on the first 2 years of adjuvant ET, or progression of disease within first

6 months of first-line ET for advanced BC, while on ET.

ns, non-significative
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From the 72 patients with C1D15 and baseline samples, 27% of patients had mVAFR-low, 29%

mVAFR-medium, 25% mVAFR-high (Fig.8 and table 4) and 19% were ctDNA-low.
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Fig. 8. Distribution plot of patients with mVAFR-low (mVAFR of <0.3), mVAFR-medium (mVAFR of

0.31-0.99) and mVAFR-high (mVAFR of 21.0) at C1D15.
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Table 4. Clinical features of the patient dataset according to ctDNA levels and dynamics at C1D15.

All patients ctDNA-low | mVAFR-low | mVAFR-medium/high | p-value
N=72 N=13 N=20 N=39
Age ns
Median (range) yr 61.9 (38-86) | 53.4 (42-82) | 65.7 (45-78) 61.4 (38-86)
<65 yr—no. (%) 46 (64%) 10 (77%) 9 (45%) 27 (69%)
> 65 yr—no. (%) 26 (36%) 3 (23%) 11 (55%) 12 (31%)
Line — no. (%) ns
First 39 (54%) 9 (69%) 9 (45%) 21 (54%)
Second 8(11%) 1(8%) 7 (18%)
Third or more 25 (35%) 3 (23%) 11 (55%) 11 (28%)
ECOG-PS? - no. (%) ns
0 23 (32%) 8 (62%) 4(20%) 11 (28%)
1 44 (61%) 5 (38%) 16 (80%) 23 (59%)
2 5 (7%) 5 (13%)
Endocrine therapy — no. (%) ns
Aromatase inhibitor 40 (56%) 9 (69%) 11 (55%) 13 (42%)
Fulvestrant 29 (40%) 4 (31%) 7 (35%) 16 (52%)
Tamoxifen/SERD 3 (4%) 2 (10%) 1(3%)
Type of CDK4/6 inhibitor — no. (%) ns
Palbociclib 38 (53%) 7 (54%) 13 (65%) 18 (46%)
Ribociclib 26 (36%) 5 (38%) 4 (20%) 17 (44%)
Abemaciclib 8 (11%) 1(8%) 3 (15%) 4 (10%)
Disease site — no. (%) ns
Visceral 41 (57%) 6 (46%) 12 (60%) 23 (59%)
Non visceral 31 (43%) 7 (54%) 8 (40%) 16 (41%)
Number of metastatic locations — ns
no. (%)
<3 40 (56%) 9 (69%) 9 (45%) 22 (56%)
>3 32 (44%) 4(31%) 11 (55%) 17 (44%)
Prior hormone sensitivity — no. (%) ns
Sensitivity 41 (57%) 8 (61%) 8 (40%) 25 (64%)
Resistance® 31 (43%) 5 (38%) 12 (60%) 14 (36%)

apPS: performance status.

bHormone resistance defined as relapse while on the first 2 years of adjuvant ET, or progression of disease within first

6 months of first-line ET for advanced BC, while on ET.

ns, non-significative

10

96




With a median follow-up of 16.5 months (95% Cl 15.1-18.3), a significant association between the
ctDNA groups at C2D1 and PFS was observed across all patients (Fig.9). Compared to the mVAFR-
low, the mVAFR-high group was associated with worse PFS (11.2 months (95% Cl 3.14-not reached
[NR]) vs. NR (95% CI 15.67-NR)); HR=4.62 (95% C| 1.54-13.82, p= 0.006). Similarly, the mVAFR-high
and mVAFR-medium combined were associated with worse PFS compared to the mVAFR-low and
ctDNA-low groups (14.12 months (95% Cl 4.10-NR) vs NR (95% Cl 19.34—NR)); HR=4.23 (95% Cl 1.72—
10.42, p=0.002). mVAFR groups also showed statistically significant association with OS (p=0.001)
(Fig.10). Median OS was only reached in the mVAFR-high and mVAFR-medium groups, with 16.50
(14.68-NR) and 17.29 (13.49-NR) months, respectively.

We also calculated the logarithm transformation of the mVAFR (mVAFR_log), as we did in our
previous work, and we divided the population with ctDNA-positive in tertiles according to the

mVAFR_log.
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Fig. 9. Progression free survival based on ctDNA dynamics at C2D1. Patients are classified according
to the mVAFR.
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Fig. 10. Overall survival based on ctDNA dynamics at C2D1. Patients are classified according to the
mVAFR.

Since the mVAFR is a ratio, its values are unstable for mutations with low baseline VAF (small
denominators); thus, a small absolute increase in the VAF of such a C1D15 or C2D1 mutation (which
can occur due to temporal variations of the ctDNA not related to disease) could provide an arithmetic
mean biased towards a high mVAFR, especially in patients with a small number of detected
mutations. Although this pattern of mutation behavior only occurred in 5 of the 120 patients, to
address this potential issue we assigned an upper and lower limit of 10 and 0.1 to mVAFR values
when the denomination was very high or low, respectively (table 1). Furthermore, the exclusion of
cases with VAF <0.4% at the two time points partially limited this problem. However, these mitigation
strategies do not cover all possible cases and another potentially more equitable way of assessing
ctDNA changes is to calculate the logarithm of each ratio and then the mean of the logarithms
(mVAFR_log).

The correlation coefficient between both scores (i.e., simple arithmetic mean ratio and logarithm
mean ratio) was 0.96 (p< 0.001) (Fig.11). The Kappa concordance score between mVAFR-based

groups of patients and mVAFR_log-based groups of patients was 0.86 (p< 0.001).
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Fig. 11. Spearman correlation between mVAFR and mVAFR_log.

As expected, this method was also statistically significantly associated with PFS. The group of patients
with ctDNA-low was consider again as an independent group. We consider then 4 groups,
mVAFR_log-low (first tertile), mVAFR_log-medium (second tertile) and mVAFR_log-high (third
tertile). mVAFR_log as a continuous variable was significantly associated with PFS when adjusting for
treatment line and hormone-sensitivity (adjusted HR [aHR]=2.24, Cl 95% 1.01-4.98, p=0.047), as well
as mVAFR_log groups (aHR=4.95 for mVARF_log-high group compared to mVARF_log-low, Cl 95%
1.49-16.45, p=0.009). A similar association with OS was observed (mVAFR_log as a continuous
variable: p=0.033; mVAFR_log groups: p<0.001).

In our first work, the division into prognostic groups determined by the mVAFR cutoffs of 1 and 0.3
was arbitrary. Since mVAFR was found to be associated with PFS as a continuous variable, the cut-
off points were chosen for the purposes of visualization and to facilitate the understanding of the
data. The first study, with only 45 patients, did not attempt to define optimal thresholds. In the
present study, with a larger group of 68 patients with C2D1 samples, the best cut-off point in C2D1
was explored using the MSRS methodology to define two prognostic groups based on PFS. The best
cut-off point according to the mVAFR was found to be 0.22 (Fig. 12 and Fig.13) and -0.75 according
to the mVAFR_log (Fig.14 and Fig.15).
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define two prognostic groups based on PFS.
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Figure 15. PFS according to the m_logVAFR groups based on the best cut-off point estimated with
MSRS methodology.

We explored the results in the combined cohort (training [Martinez-Sdez. npj Breast. 2021] and
validation datasets). We did not observe statistically significant differences between the clinical
variables across the mVAFR or mVAFR _log groups, except for ECOG-PS (p=0.02).

We analyzed the association between the mVAFR_log at C2D1 with the intrinsic subtypes. The
information regarding the molecular subtype was available for 54 patients. A statistically significant
association with mVAFR_log and intrinsic subtypes (p=0.022) was observed (Fig.16). The distribution

of mVAFR_log groups within each subtype is shown in Fig.17.
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Fig. 16. Box plot with mVAFR _log values according to the intrinsic subtype. Differences in mVAFR_log
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Fig. 17. Distribution of mVAFR_log groups within each intrinsic subtype. LumA, luminal A; LumB, luminal
B; HER2E, HER2-enriched.

Finally, we studied the ctDNA dynamics in C1D15. We did not observe a significant association
between the ctDNA dynamics at C1D15 with PFS or OS. mVAFR or the mVAFR_log as continuous
variables, and mVAFR and mVAFR_log groups were not statistically associated with survival in the

univariate analysis (data not shown).
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Abstract

Purpose: The therascreen PIK3CA mutation assay and the alpha-specific PI3K inhibitor alpelisib are FDA-approved
for identifying and treating patients with advanced PIK3CA-mutated (PIK3CAmut) breast cancer (BC). However, it is
currently unknown to what extend this assay detects most PIK3CA mutations in BC. This information is critical as
patients and clinicians are using this and other genomic assays to indicate alpelisib.

Methods: Data from 6338 patients with BC was explored across 10 publicly available studies. The primary objective
was to evaluate the proportion and distribution of PIK3CA mutations in BC. Secondary objectives were (1) to
evaluate in silico the spectrum of PIK3CA mutations in BC that would be captured by the therascreen panel; (2) to
evaluate the proportion and distribution of PIK3CA mutations in hormone receptor-positive/HER2-negative (HR+/
HER2-), HER2+, and triple-negative BC (TNBC); and (3) to explore the identification of PIK3CA mutations in a cohort
of 48 HR+/HER2— advanced BC patients by the Guardant B360 circulating tumor DNA (ctDNA) assay.

Results: Patients with PIK3CAmut tumors represented 35.7% (2261/6338). Five PIK3CA mutations comprised 73% of
all PIK3CA mutations: H1047R (35%), ES45K (17%), ES42K (119%), N345K (6%), and H1047L (4%). Therascreen gene list
would capture 72% of all PIK3CA mutations and 80% of patients with a known PIK3CAmut BC. Among patients with
double PIK3CAmut tumors (12% of all PIK3CAmut), the therascreen panel would capture 78% as harboring 1 single
PIK3CA mutation, 17% as PIK3CAmut undetected, and 5% as PIK3CA double-mut. PIK3CA mutation rates were lower
in TNBC (16%) compared to HR+/HER2 (42%) and HER2+ (31%) BC; however, the distribution of the 4 main PIK3CA
mutations across subtypes was similar. Finally, 28% of PIK3CA mutations identified in ctDNA in 48 patients with
advanced HR+/HER2— BC were not part of the therascreen panel.
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sequencing-based assays needs further investigation.

Conclusion: PIK3CA mutations in BC are heterogenous and ~ 20% of patients with a known PIK3CA mutation, and
95% with a known double PIK3CAmut tumor, would not be captured by the therascreen panel. Finally, the clinical
utility of PIK3CA mutations not present in the therascreen companion diagnostic assay or identified by other

Keywords: Breast cancer, PIK3CA, Mutations, Alpelisib, Companion diagnostic, Hotspot mutations, Therascreen,

ctDNA
Introduction Methods
Activating mutations in the PIK3CA are found in ap- Datasets

proximately 30-40% of patients with cancer and induce
hyperactivation of the alpha isoform (pl110a) of the
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) [1-3]. In patients
with HR+/HER2- BC, mTOR/mTOR pathway has been
associated with endocrine therapy resistance [4]. In
addition, the role of this pathway is becoming increas-
ingly important in HER2+ and TNBC [5-7]. Thus, in-
hibition of PI3K in PIK3CA-mutated BC has been a
major focus in the last decade [3].

Alpelisib is an orally bioavailable, small-molecule, a-
specific PI3K inhibitor that inhibits p110a approximately
50 times as strongly as other isoforms [8]. Following
successful preclinical and phase 1 data [4, 9], the
SOLAR-1 phase III randomized trial evaluated the effi-
cacy of alpelisib plus fulvestrant in 572 patients with
HR+/HER2- advanced BC who had received prior endo-
crine therapy [10]. A clinically relevant treatment benefit
was only observed in the cohort of patients with PIK3-
CAmut disease. In May 2019, the FDA approved alpeli-
sib for the treatment of patients with advanced
PIK3CAmut HR+/HER2- BC.

Together with alpelisib, the FDA also approved the
companion diagnostic therascreen® PIK3CA test (QIA-
GEN Manchester, Ltd.) used in SOLAR-1 to select pa-
tients who had PIK3CA mutations in tumor tissue
specimens and/or in circulating tumor DNA (ctDNA)
isolated from plasma specimens [11]. Therascreen
PIK3CA detects 11 PIK3CA hotspot mutations, mostly
found in exons 9 and 20 [11]. In SOLAR-1, the type of
PIK3CA mutation did not seem to impact the main re-
sults [10].

In this context, patients and physicians might choose
not to use the therascreen PIK3CA test and use other
available tests, which provide a more comprehensive
mutational analysis of PIK3CA as well as other genes.
This might lead to the clinical situation where PIK3CA
mutations not detected by the therascreen PIK3CA
assay, and thus not evaluated in SOLAR-1, are used to
indicate alpelisib. To define the potential frequency of
this clinical situation, here we aimed to evaluate the dis-
tribution of PIK3CA mutations in BC in relation to the
therascreen PIK3CA panel.

106

All non-overlapping publicly available breast datasets
(i.e., 12 studies and 6477 samples) (https://www.mbcpro-
ject.org/data-release [1, 12-21]) with PIK3CA mutational
status were interrogated from cBio Cancer Genomics
Portal (http://cbioportal.org) [22] (Fig. 1 and Add-
itional file 1). Among them, 2 studies focused on 117
patient-derived xenografts [16] and 22 fibroepithelial le-
sions of the breast [17] were removed. The remaining
combined dataset included 6338 invasive tumor samples
of which 5535 (87.3%) originated from the METABRIC
(n=2509), the Memorial Sloan-Kettering (n = 1918), and
The Cancer Genome Atlas (n = 1108) datasets. All stud-
ies analyzed performed targeted or whole exome sequen-
cing (Table Al Additional file 1). Only single nucleotide
variants, insertions, or short deletions in PIK3CA were
analyzed.

Therascreen PIK3CA mutation assay

The therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit is a real-time
qualitative PCR test for the detection of 11 mutations in
PIK3CA gene (exon 7: C420R; exon 9: E542K, E545A,
E545D, E545G, E545K, Q546E, and Q546R; and exon
20: H1047L, H1047R, and H1047Y) using genomic DNA
extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded breast
tumor tissue or ctDNA from plasma derived from
K2EDTA anticoagulated peripheral whole blood taken
from patients with BC [11].

Immunohistochemistry (IHC)-based subtypes

IHC data was available from 5813 patients (92%). Tu-
mors were classified into the 3 main clinically relevant
subtypes: (1) HR+/HER2-, (2) HER2+, and (3) TNBC.
Tumors identified as progesterone receptor positive and
HER2- were considered HR+ regardless of estrogen re-
ceptor (ER) status. Tumors identified as ER-negative and
HER2- were considered TNBC when progesterone re-
ceptor status was not available.

Distribution of PIK3CA mutations in plasma

Frozen plasma samples from 48 patients with advanced
HR+/HER2- BC were obtained before initiating a CDK4/
6 inhibitor and endocrine therapy. Plasma samples were
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12 publically non-redundant sent to Guardant Health (California, USA), and the 74-
breast cancer studies gene standardized NGS-based assay, which includes all 21
from.chioportal exons from the PIK3CA gene, was performed.
6,477 tumor samples ) Study end points
2 studies removed: 3 s s .
- Fibroepithelial tumors Primary objective was to evaluate the proportion and
- PDX models distribution of PIK3CA mutations in BC. Secondary ob-
2 tumor samples without . . F a1
type of PIK3CA mutation jectives were (1) to evaluate in silico the spectrum of
6.338 breast tumor samples PIK3CA mutations in BC that would be captured by the
Wil FIKICA dat therascreen panel; (2) to evaluate the proportion and
l- 525 samples without distribution of PIK3CA mutations in HR+/HER2-,
ER or HER? status HER2+, and TNBC; and (3) to explore the identification
5.§13 breast tumor samples of PIK3CA mutations in HR+/HER2- advanced BC by
‘}”IHC’I’M mct the Guardant B360 ctDNA assay.
4,055 995 763 Statistical analyses
ER+/HER2-negative ~ TNBC HER2+ - p— :
(10%) (17%) (13%) Patient and tumor characteristics were analyzed using
Fig. 1 The CONSORT diagram descriptive statistics.
\
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Fig. 2 Proportion of PIK3CA mutations in BC in relation to the mutations detected by therascreen. a Proportion of patients with PIK3CA mutations
in the combined dataset. b Distribution of the various types of PIK3CA mutations in the combined dataset. ¢ Proportion of PIK3CA mutations
detected by the therascreen assay. d Distribution of the various types of PIK3CA mutations detected by the therascreen assay in the
combined dataset
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Table 1 The 20 most frequent PIK3CA mutations in BC
Type of PIK3CA Exon Oncogenic by Level of evidence to Detected by Number of mutations found Mutation
mutation OncokB? predict alpelisib benefit therascreen in the combined dataset frequency (%)
H1047R 20 Yes 1 Yes 895 350
E545K 9 Yes 1 Yes 447 17.5
E542K Yes 1 Yes 274 10.7
N345K 4 Yes Yes (preclinical only) No 142 55
H1047L 20 Yes 1 Yes 103 40
E726K 13 Inconclusive. Unknown No 65 25
Probably oncogenic
C420R 7 Yes 1 Yes 48 19
Q546R 9 Yes 1 Yes 27 1.1
G118D 1 Yes Unknown No 26 1.0
E453K 7 Yes Unknown No 22 09
Q546K 1 Yes Yes (preclinical only) No 21 08
G1049R 20 Yes Yes (preclinical only) No 19 07
M1043| 20 Yes Unknown No 19 0.7
KIME 1 Yes Unknown No 16 06
E81K 1 Inconclusive. Unknown No 15 06
Probably oncogenic
E545A 9 Yes 1 Yes 13 05
E545G 9 Yes 1 Yes 13 05
N1044K 20 Yes Unknown No 12 05
E110del 1 Yes Unknown No 1 04
Q546P 9 Yes Unknown No 10 04
Results frequency =24% of all PIK3CAmut tumors) were found

Distribution of PIK3CA mutations in BC

In the combined dataset, 36% of patients had PIK3-
CAmut tumors (Fig. 2a). From a total of 2560
205 PIK3CA mutations were
unique. The most frequent PIK3CA mutations (i.e.,

PIK3CA mutations,

in exons 4, 9, and 20: H1047R (35%), E545K (17%),

identified in

E542K (11%), N345K (6%), and H1047L (4%) (Table 1,
Fig. 2b). These 5 mutations comprised 73% of all
PIK3CA mutations
dataset.

the combined

Proportion of PIK3CA mutations
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Fig. 3 Proportion of the 18 most frequent PIK3CA mutations in PIK3CAmut BC in the combined dataset
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PIK3CA mutations captured by the therascreen panel

In the combined dataset, the proportion of PIK3CA muta-
tions included in the therascreen panel was 72% (Fig. 2c).
The most frequent types of PIK3CA mutation (ie., fre-
quency > 4% of all PIK3CAmut tumors) included in the
therascreen panel were H1047R (35%), E545K (17%),
E542K (11%), and H1047L (4%) (Fig. 2d). These 4 muta-
tions comprised 67% of all PIK3CA mutations detected in
the dataset. Of note, N345K mutation in exon 4, which
represents 6% of all tumor samples with a PIK3CA muta-
tion, is not part of the therascreen panel (Fig. 3). Although
the clinical utility of non-therascreen-detected PIK3CA
mutations is currently unknown, the N345K lies within
the C2 PI3K-type domain of the protein and confers a
gain of function on PI3K, as does C420R (a tested muta-
tion by therascreen assay) [23]. Moreover, N345K muta-
tion has shown increased sensitivity to PI3K pathway
inhibition in preclinical models [24]. Interestingly, Q546E
PIK3CA mutation included in the therascreen panel was
not found in the combined dataset.

Detection of multiple PIK3CA mutations in a tumor
sample

Among 2261 patients with PIK3CAmut tumors, 1979
(87.5%) had 1 single mutation, 267 (11.8%) had 2 muta-
tions, and 15 (0.7%) had 3 or more mutations. Overall,
patients with tumors harboring double PIK3CA muta-
tions represented 4% of all BC (Fig. 4a). Among patients
with 1 single PIK3CA mutation, 80% would have muta-
tions represented in the therascreen mutational panel
(Fig. 4b). Among patients with 2 or more PIK3CA muta-
tions, 78% would have 1 mutation represented in the
therascreen panel; 17%, no mutation represented in the
therascreen panel; and 5%, 2 or more mutations repre-
sented in the therascreen panel (Fig. 4c).

PIK3CA mutational distribution according to subtypes in
the BC dataset

Among 5813 patients with IHC data, 4055 (70%) had
HR+/HER2- disease, 995 had TNBC (17%), and 763

Page 5 of 9

(13%) had HER2+ disease. PIK3CA mutations were less
frequent in TNBC (16%) than in HR+/HER2- (42%) or
HER2+ disease (31%) (Fig. 5a—c). However, the distribu-
tion of PIK3CA mutations was similar across subtypes
(Fig. 5d—f). Seventy-one percent of mutations in HR+/
HER2- BC, 75% in HER2+ BC, and 72% in TNBC would
be represented in the therascreen panel.

Distribution of PIK3CA mutations in plasma ctDNA
Therascreen assay is approved for detecting PIK3CA
mutations in ctDNA from plasma samples [25]. To
evaluate the distribution of PIK3CA mutations in ctDNA
using a highly sensitive assay that sequences all 21
PIK3CA exons, we tested plasma samples from 48 con-
secutive patients with metastatic HR+/HER2- BC from
the Hospital Clinic of Barcelona using the Guardant
B360 standardized assay [26]. All patients had recurred
or progressed to prior lines and were about to initiate a
CDK4/6 inhibitor and endocrine therapy. A PIK3CA
mutation was detected in 17 patients (37%), and 1 pa-
tient (6%) had double PIK3CA mutation. The spectrum
of PIK3CA mutations was similar to the one found in
the previous in silico population analysis (Table A2
Additional file 1). More importantly, 5 patients (28%)
had PIK3CA mutations not represented in the therasc-
reen mutational panel.

Discussion

PIK3CA mutations have recently reached level 1 evi-
dence for predicting benefit from alpelisib, an alpha-
specific PI3K inhibitor, in combination with fulvestrant
in patients with advanced HR+/HER2- BC previously
treated with endocrine therapy [10]. In addition, several
trials are now evaluating alpelisib and other alpha-
specific PI3K inhibitors in other BC subtypes harboring
PIK3CA mutations [27]. Thus, there is a need to better
understand the heterogeneity of the mutational land-
scape of PIK3CA and, at the same time, relate this het-
erogeneity with the recently introduced therascreen

A B

C

17%
0 mutations captured

| mutation captured

= Captured
= Not captured
78% « >| mutation capturcd

Fig. 4 Proportion of patients with PIK3CA mutations in BC in relation to the mutations detected by therascreen. a Proportion of patients with
one, two, or three or more PIK3CA mutations in BC in the combined dataset. b Proportion of patients with a single PIK3CA mutation detected
PIK3CAmut by the therascreen assay. ¢ Proportion of patients with two or more PIK3CA mutations detected by the therascreen assay as either
PIK3CA mutation ‘not detected,” single PIK3CA mutation or as harboring 2 or more PIK3CA mutations
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Fig. 5 Proportion of PIK3CA mutations across the BC subtypes. a Proportion of PIK3CA mutations in HR+/HER2-negative BC. b Proportion of
PIK3CA mutations in HER2+ BC. ¢ Proportion of PIK3CA mutations in TNBC. d Distribution of the various types of PIK3CA mutations in PIK3CAmut
HR+/HER2-negative BC. e Distribution of the various types of PIK3CA mutations in PIK3CAmut HER2+ BC. f Distribution of the various types of

PIK3CA companion diagnostic assay approved to indi-
cate alpelisib.

To address this topic, we performed a comprehensive
evaluation of the distribution of PIK3CA mutations in
BC and made the following observations. First, although
PIK3CA mutations are highly heterogeneous, 5 muta-
tions (H1047R, E545K, E542K, N345K, and H1047L)
represented ~ 70% of all known types of PIK3CA muta-
tions in the dataset. Second, the therascreen PIK3CA
mutational panel would represent 72% of all the known
PIK3CA mutations and 80% of all patients with a known
PIK3CA mutation. Third, 83% of patients with 2 or
more PIK3CA known mutations would have muta-
tions found in the therascreen panel; however, in 78%
of the cases, only 1 single PIK3CA mutation would be
represented in the therascreen assay. Finally, the pro-
portion of PIK3CA mutations differed by BC subtype
with HR+/HER2- disease having the highest propor-
tion, followed by HER2+ disease and TNBC. Although
less frequent in the HER2+ and TNBC, the propor-
tion is not negligible and several studies, including
pivotal or registrational clinical trials, are focusing on
these two populations [5-7]. To our knowledge, this
is the first report to perform a comprehensive analysis
of PIK3CA mutations in BC and to relate these find-
ings with the type of mutations captured by the ther-
ascreen PIK3CA assay across the three main subtypes
of BC.

The SOLAR-1 phase III trial that led to the approval
of alpelisib used the therascreen PIK3CA 11-mutation
assay in tumor tissue to identify PIK3CA mutations [10].
From a total of 1173 patients tested for PIK3CA muta-
tion status that had interpretable results, 341 (29%) pa-
tients had PIK3CAmut disease [10], a proportion which
is very similar (28%) to our predicted results if the assay
would have been performed in our combined dataset.
More importantly, mutations in exon 9 versus exon 20
predicted similarly the degree of benefit to alpelisib in
SOLAR-1 [10]. Thus, based on these results, the FDA
approved the use of this assay in tumor and plasma sam-
ples as a companion diagnostic to indicate alpelisib. The
approval of therascreen in plasma samples is based on a
subanalysis of the SOLAR-1 trial which showed that
PIK3CA mutations identified in plasma samples were
also associated with treatment benefit [28].

Our results have important considerations for patients
and physicians. In certain parts of the world, determin-
ation of PIK3CA status is commonplace using various
types of sequencing-based assays. Some of these widely
used assays such as Foundation One CDx or Guard-
ant360 cover most or all exons of the PIK3CA gene.
Thus, it is highly likely that mutations which are not
part of the therascreen PIK3CA 11-mutation assay will
be identified with other assays and treatment decisions
will be made. In other parts of the world that have not
yet implemented somatic genetic testing in BC, the fact
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that the therascreen panel misses ~20-30% of patients
with known PIK3CA mutations might be a reason to
choose more comprehensive PIK3CA panels.

Critical questions raised by our results are if patients
with PIK3CA mutations which are not part of the ther-
ascreen panel, or hotspot and non-hotspot PIK3CA mu-
tations identified using sequencing-based assays with
higher sensitivities than therascreen, will benefit from
alpelisib. For example, mutation N345K represented
5.5% of all PIK3CA mutations in the analyzed dataset
and is not captured by the therascreen assay. This muta-
tion was the fourth most frequent PIK3CA mutation in
the BC dataset, and COSMIC [29] and OncoKB [30]
datasets consider it pathogenic (score 0.95) and onco-
genic. Moreover, N345K confers a gain of function and
it has shown to increase sensitivity to PI3K inhibitors in
preclinical models [23, 24]. A similar situation exists for
the sixth most frequently observed PIK3CA mutation,
E726K, although OncoKB [30] states that there is con-
flicting and/or weak data describing the oncogenic func-
tion of this mutation, it has been shown that as a single
mutation it is weakly activating but as a double mutation
(with E545K or H1047R) it is synergistically activating
[31]. It is important to notice that the vast majority of
E726K mutations are found precisely as double mutants
in BC [31]. On the other hand, some less frequent muta-
tions, as G1049R, have demonstrated strong driver activ-
ity in a mutation assessment platform. G1049R exhibited
activity levels similar to the E542K variant with 20-fold
higher frequency [24]. Thus, better functional
characterization of these and other non-hotspot PIK3CA
mutations together with clinical evidence that predict
benefit to alpelisib and other alpha-specific PI3K inhibi-
tors is now of uttermost importance. At the end of the
day, each type of PIK3CA mutation should be consid-
ered a biomarker by itself.

Another interesting observation is that ~ 4% of all BC,
or ~12% of all patients with PIK3CAmut BC, have
double PIK3CA mutations. Preclinically, double com-
pound PIK3CA mutations result in increased PI3K activ-
ity and downstream signaling compared to single
hotspot mutants in nontransformed cells and in HR+
BC cells [31]. More importantly, these compound muta-
tions seem to predict for increased sensitivity to PI3K
alpha-specific inhibitors compared to single hotspot mu-
tants in both preclinical models and also in selected pa-
tients with BC treated in early phase 1 trials [31].
According to our results, the therascreen panel would
not capture well double PIK3CA mutations since only
5% of patients known to harbor 2 or more PIK3CA mu-
tations would have mutations represented in the therasc-
reen panel. Thus, if double mutations are confirmed to
be a biomarker of ultra-high sensitivity to alpelisib, the
therascreen assay might not be ideal for this purpose.
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Our study has limitations worth noting. First, we did
not evaluate the actual analytical concordance of the
therascreen assay versus other sequencing assays. In
other words, we assumed that the results of the com-
bined dataset using various sequencing-based strategies
was the gold standard and that the therascreen assay
would identify 100% of all the PIK3CA-wild-type tumors
as “no PIK3CA mutation detected” and 100% of all the
PIK3CAmut tumors in the combined dataset as “PIK3-
CAmut” if the type of mutation was on the therascreen
mutation panel. However, the differences in the sensitive
and specificity of the various sequencing assays will
affect the concordance rates among them [32, 33]. Ac-
cording to the FDA therascreen PIK3CA assay specifica-
tion sheet, the overall percent agreement between the
therascreen assay and an NGS-based assay in SOLAR-1
was 94.7%. Second, the next-generation sequencing as-
says and the methods used across the 10 studies evalu-
ated in our study are highly heterogeneous and most are
not standardized. Third, the analyzed datasets were
mostly from primary tumor samples and acquisition of
new PIK3CA mutations has been described in the meta-
static setting in 8-10% of the cases [34]. Whether the
frequency and spectrum of PIK3CA mutations would
change if metastatic-only samples had been analyzed is
currently unknown.

Conclusion

PIK3CA somatic mutations in BC are highly
heterogenous, and the currently validated therascreen
companion diagnostic test, which covers 11 hotspot mu-
tations, might not capture up to 20% of patients with
PIK3CA mutations. Thus, there is an urgent need to bet-
ter understand if patients with PIK3CA mutations not
detected by the therascreen assay, and predicted to be
oncogenic and activating, can benefit from alpelisib or
other PI3K inhibitors. Better functional characterization
of these and other non-hotspot PIK3CA mutations to-
gether with further clinical studies in tumor and plasma
samples from SOLAR-1 and other studies will help to
better determine the population of patients who benefit
from alpelisib or other alpha-specific PI3K inhibitors.
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DISCUSION

El cdncer de mama RH positivo y HER2 negativo representa aproximadamente el 70% de los nuevos
diagndsticos de cancer de mama y es la causa de la mayoria de las recurrencias y muertes por esta
enfermedad (21). Aunque la mayoria de las pacientes se diagnostican en estadios localizados,
aproximadamente un 20-30% de las pacientes con cancer de mama RH positivo y HER2 negativo
presenta una recaida metastasica (17,160). La supervivencia global en el escenario metastasico se
situa alrededor de los 5 afos, lo que refleja el gran impacto que la enfermedad tiene en la comunidad
y, por lo tanto, la necesidad de mejorar nuestra comprension de la biologia de estos tumores y de
identificar nuevas terapias o enfoques terapéuticos para aumentar la supervivencia y calidad de vida

de las pacientes (209).

En los ultimos afios se han producido dos importantes mejoras en el panorama terapéutico de esta
enfermedad; tres inhibidores de CDK4/6 han sido aprobados en primera linea, y en lineas sucesivas
cuando no han sido administrados previamente, y también un inhibidor de PI3Ka, alpelisib, en
pacientes con tumores con mutaciones en PIK3CA, lo cual es relevante dada la alta frecuencia de
estas mutaciones en cancer de mama RH positivo y HER2 negativo, especialmente tras haber recibido

terapia endocrina (209,260).

Sin embargo, aunque los inhibidores de CDK4/6 se han convertido en el tratamiento estandar en
primera linea, no todas las pacientes se benefician de esta terapia y la enfermedad finalmente
progresa en todas ellas. Los mecanismos de resistencia son multiples y a pesar de que actualmente
existe un amplio desarrollo de investigacion en este campo, no disponemos todavia de
biomarcadores validados con la capacidad de identificar resistencias intrinsecas o tempranas, lo que

representa un area de necesidad clinica no cubierta.

Se ha sugerido que la dindmica precoz del ctDNA después de 2-4 semanas de tratamiento con
inhibidores de CDK4/6 podria ser un predictor temprano de beneficio terapéutico. Esta cuestion es
abordada por el primer y segundo trabajos. El andlisis de la dindmica precoz de ctDNA podria ayudar
a estratificar a las pacientes en grupos prondsticos lo que resultaria util para la seleccion de las
pacientes candidatas a mantener o cambiar el tratamiento de forma temprana y también para el

disefo de ensayos clinicos con nuevas estrategias terapéuticas.

Por otro lado, el analisis de ctDNA mediante secuenciacién dirigida también puede detectar la
presencia de mutaciones de PIK3CA que permitiria el empleo de un inhibidor de PI3Ka en estas

pacientes. Actualmente, el uso del inhibidor de PI3Ka alpelisib estd subordinado a la presencia de
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mutaciones de PIK3CA, sin embargo, el test therascreen® aprobado por la FDA detecta solo 11 de
estas mutaciones. El tercer trabajo analiza la distribucidn de las mutaciones de PIK3CA en cancer de
mama, tanto in silico como en las dos cohortes de pacientes con cancer de mama RH positivo y HER2
negativo metastasico estudiadas en el primer y segundo trabajos, y evalta el porcentaje de casos

gue no serian detectados por esta prueba y, por tanto, no podrian beneficiarse del tratamiento.

Primer y segundo trabajos: “Circulating tumor DNA dynamics in advanced breast cancer treated
with CDK4/6 inhibition and endocrine therapy” y “Independent validation of circulating tumor
DNA dynamics to predict survival in advanced hormone receptor positive/HER2-negative breast

cancer treated with CDK4/6 inhibitors and endocrine therapy in a multicentric cohort”

Los resultados del primer y segundo trabajos confirman la primera hipdtesis de esta tesis doctoral.
La dindmica precoz de ctDNA, a las 4 semanas tras el inicio de tratamiento con inhibidores de CDK4/6
y terapia endocrina, analizada con el panel de secuenciacidn dirigida de 74 genes Guardant360?, se
asocia a supervivencia libre de progresion en pacientes con cdncer de mama metastdsico RH positivo

y HER2 negativo.

Como se comentd ya en la introduccion, se han descrito muy diversas formas de medir los cambios
en el ctDNA en distintos tumores tratados con diferentes terapias, sin que exista un método
estandarizado para ello. En nuestro estudio optamos por utilizar un enfoque imparcial y analizar
cualquier mutacién somatica detectada al inicio del estudio con una VAF por encima de 0.4% y seguir
sus niveles durante la terapia. Para capturar la magnitud de la respuesta por ctDNA decidimos tomar
la proporcion o ratio de cada alteracién detectada y calcular la media de las ratios (en pacientes con
mas de una alteracidn) para resumir todas las ratios potenciales entre el C2D1 y el C1D1, una
metodologia muy similar a la propuesta por otros estudios como el de Zhang et al. (139). De esta
manera, nuestro enfoque no se basa en genes o mutaciones especificas, a diferencia de otros
estudios que eligen solo una mutacién o la mutaciéon con mayor VAF, ya que consideramos que esta
metodologia pierde gran cantidad de informacién. De hecho, en el primer trabajo, aunque el VAFR
analizado solo con la mutacidn mas frecuente se asocié de forma estadisticamente significativa a la
supervivencia libre de progresion, el indice C de Harrel fue considerablemente inferior al obtenido
con el mVAFR y con el mVAFR_log (0.58, 0.66 y 0.63, respectivamente). El VAFR calculado solo con
la mutacion mas frecuente no presentd asociacion estadisticamente significativa con la supervivencia

global, mientras que si se observé esta asociacién tanto con el mVAFR como con el mVAFR_log.

Un aspecto muy relevante de nuestra metodologia es que el mVAFR se asocio significativamente con

la supervivencia libre de progresién en variable continua, mientras que los otros métodos analizados

115



en el mismo conjunto de datos, como la VAF media basal, la VAF media en C2D1 o el cambio absoluto
o delta de la VAF media entre ambos puntos no presentaron dicha asociacion con la supervivencia
libre de progresidn en variable continua. Por lo tanto, en las dos series nuestro método basado en el
MVAFR predice mejor la supervivencia libre de progresion en comparacién con otros métodos

utilizados en diferentes estudios para analizar la dindamica de ctDNA.

Sin embargo, la metodologia utilizada con el mVAFR presenta también inconvenientes. Dado que es
un cociente, sus valores son inestables para mutaciones con VAF basales bajas (denominadores
pequefios); como tal, un pequefio aumento absoluto en la VAF de dicha mutacion en C2D1 (que
puede ocurrir debido a variaciones temporales del ctDNA no relacionadas con la enfermedad) podria
proporcionar una media aritmética sesgada hacia un mVAFR alto sobre todo en pacientes con
pequefio nimero de mutaciones detectadas. Por ejemplo, podriamos encontrar a un paciente con
dos mutaciones (una mutacién clonal: m1 y una mutacidn subclonal: m2) con VAF basales del 10% y
0.4% y VAF C2D1 del 0.5% y 0.8%, respectivamente. Esto corresponderia a VAFR_m1=0.05 [0.5 / 10]
y VAFR_m2=2 [0.4 / 0.8]. El mVAFR de este paciente seria 1.025 [(0.05 + 2) / 2] y este paciente seria
clasificado en el grupo de mVAFR alto. Esta podria suponer una evaluacidn incorrecta de la respuesta
del ctDNA considerando la marcada disminucién que se ha producido en la VAF de la mutacién clonal
de 10 a 0.5%, lo cual probablemente sea mucho mas relevante que el pequefio aumento absoluto
en la VAF de la mutacion subclonal de 0.4 a 0.8%. Si bien este patrén de comportamiento de
mutaciones solo se produjo en 1 de los 45 pacientes del primer trabajoy en 5 de los 120 del segundo,
para abordar el potencial problema asignamos valores de mVAFR limites de 10 y 0.1 cuando el
denominador era muy alto o bajo, respectivamente, corrigiendo asi las proporciones asimétricas.
Ademas, la exclusidn de casos con VAF<0.4% en los dos momentos temporales limita parcialmente
este problema. No obstante, estas estrategias de mitigacion no cubren todos los casos posibles y
otra posibilidad potencialmente mas equitativa para valorar los cambios de ctDNA consiste en
calcular el logaritmo de cada razén y luego la media de los logaritmos (mVAFR_log). De esta manera
el valor de VAFR=1 se corresponde con el 0 en escala logaritmica. Asi, para el ejemplo anterior
tendriamos que el logaritmo de 0.5/10=-1.3 y el logaritmo de 0.8/0.4=0.3, con lo que el MVAFR_log
[(-1.3 + 0.3) / 2]=-0.5. A diferencia de lo que sucedia con el mVAFR este valor indica un descenso
global en la media de las VAF tras un ciclo de tratamiento, dando mas peso al gran descenso

producido en la mutacién clonal m1.

Dadas las ventajas del método logaritmico investigamos la posibilidad de emplear el mVAFR_log y
calculamos el coeficiente de correlacion entre ambas puntuaciones (mVAFR y mVAFR_log) que
resulté del 0.94 en el primer trabajo y del 0.96 en el segundo. Como cabia esperar, este método de

puntuacién también se asocid con la supervivencia libre de progresién de forma estadisticamente
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significativa. La puntuacién de concordancia Kappa entre los grupos de pacientes clasificados segun
el mVAFR y los grupos de pacientes basados en el mVAFR_log fue de 0.88 en el primer trabajo y de
0.86 en el segundo. Por tanto, podriamos utilizar indistintamente el mVAFR o el mVAFR_log, que en
realidad es una medida probablemente mas equitativa para valorar tanto los ascensos como los

descensos de VAF tras un ciclo de tratamiento.

Es importante seialar que la division en grupos pronésticos determinados por los puntos de corte
del mVAFR de 1y 0.3 es arbitraria. Dado que el mVAFR se encontré asociado con la supervivencia
libre de progresién como una variable continua, los puntos de corte se eligieron con fines de
visualizacién y facilitacién de la comprensién de los datos. El primer trabajo, con solo 45 pacientes,
no intenta definir los umbrales éptimos. En el segundo trabajo, con un grupo mas grande, de 68
pacientes, se explord ad hoc el mejor punto de corte mediante la metodologia “maximal selected
rank statistics” para definir dos grupos prondstico en funcidén de la supervivencia libre de progresién.

Se objetivd que el mejor punto de corte segin el mVAFR era 0.22, y de -0.75 segun el mVAFR_log.

En el momento de la publicacidn del primer trabajo no se presentaron datos de supervivencia global
debido al corto seguimiento, pero con un seguimiento de mas de dos afios se observa que la dindmica
precoz de ctDNA se asocia a supervivencia global en la primera cohorte (primer trabajo) tanto en
variable continua (p=0.009) como por grupos de mVAFR (p=0.006 cuando se compara el grupo
mVAFR-high vs mVAFR-low) en el analisis multivariante ajustado por nimero de linea de tratamiento

y hormonosensibilidad.

Los resultados de la cohorte 2 (segundo trabajo) validan los resultados observados en el primer
trabajo, de manera que la dindmica precoz del ctDNA aporta un valor prondstico mas alla de las

variables clinicas prondsticas conocidas en dos cohortes independientes de pacientes.

Un aspecto importante que cabe destacar es el alto porcentaje de pacientes, 96% (43 de 45) y 94%
(113 de 120) en el primer y segundo trabajos, respectivamente, que presentaron ctDNA detectable
en alguno de los dos momentos temporales. Estos datos superan incluso lo reportado por el estudio
de Davis et al. en 2020 que incluyd 255 pacientes con cancer de mama metastasico donde se analizé
la presencia de ctDNA con el panel de Guardant360® de 73 genes y que detectd ctDNA en el 89% de
las pacientes y coinciden con los datos del estudio plasmaMATCH publicados recientemente donde
también se utilizé el panel de Guardant360® y se detectd ctDNA en el 93% de los casos (78,79). De
igual manera, la deteccidn resultd positiva en el 86% de las pacientes en el estudio de Bettegowda
que incluyo 14 pacientes con cancer de mama metastasico y donde también se analizé la presencia

de ctDNA medida por secuenciacién dirigida con un panel de 100 genes (71).
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La capacidad de deteccion de ctDNA es mucho menor en estudios donde se utiliza PCR digital para
analizar un numero limitado de genes, como muestra el estudio de O’Leary que analizaba solo
mutaciones en 4 “hot spot” de PIK3CAy en 7 de ESR1, y donde se detecto alguna mutacion en PIK3CA
en el 22% de las pacientes y en ESR1, en el 25.6%. El estudio de Darrigues en pacientes con cancer
de mama RH positivo y HER2 negativo metastasico tratadas con palbociclib y fulvestrant también
presentd dificultades en la capacidad de analizar la dindmica de ctDNA en todas las pacientes, ya que
solo se pudo analizar la presencia de ctDNA en el 41% de estas. Como se comenté en la introduccion,
en este estudio se utilizé PCR digital en las pacientes que presentaban alguna mutacién en alguno de
los 15 genes analizados previamente en tejido. Solo se disponia de tejido tumoral en 53 de las 61
pacientes y solo en 22 de estas 53 se encontré alguna alteracidn para elaborar la PCR personalizada.
En 13 de las 31 pacientes en las que no se encontré ninguna alteracién en tejido se realizé
secuenciacién en plasma analizando 39 genes, lo que detectd alguna alteracion solo en 3 pacientes
mas (23%), una proporcién de positividad sorprendentemente baja en comparacidn con los estudios

previamente mencionados (142).

Como se observa, la estrategia de deteccion de solo un numero limitado de mutaciones conocidas a
priori en genes concretos mediante PCR digital limita de forma considerable la cantidad de pacientes
en los que se detecta positividad de ctDNA vy, por tanto, en los que es posible analizar su dindmica,
dificultando la futura aplicacién en la practica clinica del estudio del ctDNA en la monitorizacién de

los pacientes.

Un problema afiadido que presentan las estrategias que utilizan PCR disefadas segun las alteraciones
detectadas en tejido es que estas técnicas no tienen en cuenta la heterogeneidad tumoral. Esta
heterogeneidad no queda recogida si se analiza una Unica lesién de tejido metastdsico en un solo
momento temporal, como muestra el estudio plasmaMATCH que detectd una correlacion entre la
PCR de tejido y la PCR en sangre del 98% cuando las muestras eran contemporaneas pero que bajaba

al 85% en muestras de momentos temporales discordantes (100).

En conjunto, nuestra estrategia de secuenciacidn dirigida a los principales genes alterados en cancer
de mama permite detectar la presencia de alteraciones en casi todas las pacientes metastasicas sin
necesidad de conocer a priori las mutaciones existentes en el tumor con lo que es posible realizar
una monitorizacién de la gran mayoria de los pacientes. Ademas, la secuenciacién con panel evita la
necesidad de elaborar PCR dirigidas que no contemplan las mutaciones adquiridas en las diferentes

lesiones metastasicas, sobre todo si estan elaboradas con el tumor primario.
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Por otro lado, es importante mencionar que, aunque en los dos trabajos la tasa de deteccién de
ctDNA es alta, en ambos se detecta un grupo de pacientes en las que todas las mutaciones se
presentan con una VAF inferior a 0.4% en los dos momentos temporales y que denominamos grupo
“ctDNA-low”. Este grupo representa al 31% de las pacientes (14/45) en el primer trabajo y al 25%
(17/68) en el segundo, considerando en este Gltimo solo las pacientes con plasma en C1D1y C2D1y
no C1D15.

El punto de corte de 0.4% se ha elegido teniendo en cuenta la sensibilidad de la técnica (limite de
deteccién de ~0.5-0.3% de VAF) y ademas permite mitigar parcialmente el problema que supone la

hematopoyesis clonal (339).

Las mutaciones derivadas de la hematopoyesis clonal que se han descrito en la literatura con mayor
frecuencia son las mismas mutaciones que se observan en las neoplasias mieloides hematoldgicas,
como en la leucemia mieloide aguda o en los sindromes mielodisplasicos, e incluyen genes
modificadores epigenéticos (DNMT3A, TET2, ASXL1, IDH1/2), factores de splicing (SF3B1, SRSF2,
U2AF1) y genes de vias de respuesta al dafio del DNA (TP53, CHEK2 y PPM1D). Los genes mutados
con mas frecuencia (DNMT3A, ASXL1 y TET2) a menudo se detectan con VAF de 10-20% pero no
estan cubiertos por la mayoria de los paneles de secuenciacién plasmatica disponibles clinicamente,
como el panel Guardant360®. Sin embargo, otros genes como JAK2, TP53, GNAS, IDH2 y KRAS si
presentan importancia potencial para la biologia del cdncer y son analizados en los diferentes
paneles de secuenciacidn, aunque a menudo estas mutaciones son detectadas con una VAF mucho
mas baja (0.1-0.5%), por lo que la limitacidn del punto de corte de VAF en 0.4% ayuda a mitigar este

problema (112,116,340,341).

La forma mas clara de solventar el inconveniente que suponen las mutaciones derivadas de la
hematopoyesis clonal consistiria en realizar un genotipado emparejado de cfDNA y de DNA de
leucocitos aislados de la misma extraccion de sangre pero esto aumentaria la complejidad y el costo
del andlisis de cfDNA y necesitaria de la preservacion de los leucocitos, que no se conservan siempre

de forma rutinaria al centrifugar el plasma (116).

Por otro lado, es importante sefialar que no es posible analizar la dindmica de ctDNA en el grupo
ctDNA-low (aquellas pacientes con VAF inferiores a 0.4% en los dos momentos temporales) lo cual
podria suponer un problema para el objetivo del trabajo. Sin embargo, observamos que el hecho de
presentar una VAF tan baja en los dos momentos temporales es per se un factor de buen pronéstico,
asociado a mayor supervivencia libre de progresion y supervivencia global con el tratamiento con
inhibidores de CDK4/6 en comparacion con los grupos de mVAFR medio vy alto. Este grupo definido

por la escasa deteccién de ctDNA identifica a pacientes con baja siembra de material genético del
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tumor al torrente circulatorio lo que clasicamente se ha asociado a menor carga de enfermedad pero
también a menor agresividad bioldgica (63,75-77,342,343). De hecho, una observacién interesante
es que en la cohorte conjunta de pacientes no se observan diferencias significativas en cuanto a la
afectacidn visceral o el nimero de localizaciones metastasicas entre los grupos de mVAFR, lo que

apoya el valor pronéstico de la dinamica del ctDNA independientemente de la carga tumoral.

Se conocen muchas variables que pueden influir en la diseminacién de ctDNA ademds del nimero
de sitios metastdsicos o la presencia de enfermedad visceral, como la proliferacién, la
vascularizaciéon, la necrosis tumoral y la propia ubicacidn metastdsica (63,75—77). Por lo tanto,
probablemente la presencia de ctDNA refleje una combinacidn de estas variables que va mds alla de

la carga de enfermedad.

Otro aspecto relevante, y objetivo secundario de este trabajo de tesis doctoral, es que la dinamica
de ctDNA analizada a los 15 dias del inicio del tratamiento no se asocié la a supervivencia libre de
progresion ni a la supervivencia global en la cohorte 2. Nuestros resultados coinciden con el estudio
de Darrigues en pacientes tratadas con inhibidores de CDK4/6 y también con el estudio BEECH, en el
que el dia 28 se identific6 como el mejor momento para determinar el cambio en el ctDNA en

pacientes con cancer de mama metastdsico tratadas con paclitaxel e ipatasertib (141).

Por otra parte, en el primer trabajo se estudio el valor pronéstico del marcador tumoral CA 15-3 que
ya mostré en el trabajo de Dawson ser menos sensible y especifico que la dindmica del ctDNA para
monitorizar la enfermedad en pacientes con cancer de mama metastdsico (107). En nuestro estudio
no se observo asociacion entre los niveles basales de CA 15-3, los niveles en el C2D1, ni entre el ratio
y la supervivencia libre de progresién, lo que apoya los resultados previamente observados por

Dawson (107).

Otro aspecto que resulta interesante, y también objetivo secundario de esta tesis doctoral, es la
relacion observada entre la dindmica de ctDNA a las 4 semanas del inicio del tratamiento con el
subtipo intrinseco determinado por PAM50. La asociacion entre subtipo y log_ mVAFR resultd
estadisticamente significativa en la cohorte combinada a pesar de que solo en 54 pacientes se
disponia de la informacidn relativa al subtipo. Aunque solo 14 pacientes presentaban un tumor no-
luminal, ninguno de ellos fue clasificado en el grupo de mVAFR_log-low, en comparacién con el 53%

de los luminales Ay el 32% de los luminales B.

Estos datos encajan completamente con lo reportado hasta la fecha. Dentro de la enfermedad RH

positivo y HER2 negativo los subtipos no luminales presentan un peor prondstico, predicen
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resistencia endocrina y, ademas, como se mencioné en la introduccién, el subtipo basal-like parece
no beneficiarse ni de palbociclib ni de ribociclib, mientras que el subtipo HER2-enriched podria
obtener un beneficio de ribociclib pero no de palbociclib (286,303). El pequefio nimero de pacientes
de nuestro estudio no permite observar si existen diferencias respecto al inhibidor utilizado en las
pacientes con subtipo HER2-enriched. Sin embargo, si observamos un peor prondstico de manera

global en las pacientes no luminales y una peor respuesta en términos de dindmica de ctDNA.

Finalmente, como Ultimo objetivo secundario del primer y segundo trabajos, se describen las dos
cohortes en relacién con las mutaciones y CNV detectados. En el primer trabajo encontramos
mutaciones en 42 de los 74 genes analizados en C1D1. Los 4 genes mas frecuentemente mutados
fueron PIK3CA, ESR1, TP53 y ATM. Observamos CNV en 17 genes diferentes en 15 pacientes (33% de
las pacientes). Los genes que presentaron mayor frecuencia fueron por orden, CCND1, MYC, FGFR1,
PIK3CA y RAF1. En el segundo trabajo encontramos mutaciones en 63 genes, siendo los 4 mas
frecuentes TP53, PIK3CA, ESR1 y ARID1A. Se detectaron CNV en 29 genes diferentes en 37 pacientes
(31% de las pacientes), destacando también en frecuencia las amplificaciones en CCND1, FGFR1,
MYC, GNAS, BRAF y EGFR. Ambos trabajos presentan resultados similares, que coinciden con lo

reportado previamente en la literatura (39,42,79).

El primer y segundo trabajos presentan ciertas limitaciones e invitan a las siguientes reflexiones:

En primer lugar, hemos observado que la dindmica precoz del ctDNA evaluada mediante el mVAFR
presenta valor prondstico en pacientes con cancer de mama metastdasico RH positivo, HER2 negativo
tratadas con inhibidores de CDK4/6, sin embargo, desconocemos el valor predictivo de esta
herramienta. Para identificar un biomarcador predictivo generalmente es necesaria la realizacidon de
una comparacién del tratamiento con un control en pacientes con y sin el biomarcador (344).
Nuestros dos trabajos son observacionales e incluyen un solo brazo de tratamiento, por lo que no es
posible extraer esta informacidn. Seran necesarios, por tanto, estudios prospectivos disefiados
especificamente para evaluar el valor predictivo, y no solo prondstico, de esta herramienta en el

escenario de pacientes tratadas con inhibidores de CDK4/6.

En segundo lugar, es importante sefialar que actualmente se desconoce la utilidad clinica del
cambio precoz de tratamiento frente al cambio guiado por las pruebas de imagen convencionales,
por lo que seran también necesarios estudios prospectivos que analicen la capacidad de esta

estrategia de mejorar el prondstico de las pacientes.
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Los hallazgos obtenidos en estos dos trabajos y las cuestiones que dejan abiertas han motivado
precisamente la concepcidn de una propuesta de ensayo clinico por parte del grupo SOLTI, el estudio
VOLTARIE, que tratara de dar respuesta a estos interrogantes. El ensayo VOLTAIRE es un estudio de
prueba de concepto, prospectivo, multicéntrico, abierto, fase Il, en pacientes con cancer de mama
RH positivo, HER2 negativo metastasico, que pueden haber recibido hasta una linea de
hormonoterapia y dos de quimioterapia previa. Los pacientes iniciaran tratamiento con un inhibidor
de CDK4/6 y terapia endocrina y se analizara la dindmica precoz de ctDNA a las 4 semanas del
comienzo. En este estudio se empleard por primera vez la variable mVAFR_log para decidir qué
pacientes contintdan con el tratamiento (aquellos respondedores con mVAFR_log inferior a 0) y qué
pacientes (aquellos no respondedores con mVAFR_log igual o superior a 0) serdn aleatorizados a
continuar con el mismo esquema terapéutico o cambiar a un tratamiento con capecitabina y
nivolumab (figura 31). Los resultados de este estudio seran fundamentales para valorar la capacidad
predictiva y la utilidad clinica real de |la determinacidn precoz de la dindmica de ctDNA en pacientes

con cancer de mama tratadas con inhibidores de CDK4/6.
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Figura 31. Esquema de la propuesta del ensayo clinico VOLTAIRE.

. Tercero, actualmente no existe una metodologia estandar para valorar la dindmica precoz
del ctDNA y somos conscientes de que nuestra propuesta puede ser mejorada y perfeccionada en

futuros estudios.

. Cuarto, desconocemos si los resultados obtenidos con la metodologia expuesta en estos dos
trabajos son aplicables a otras terapias y a otros tipos tumorales. De nuevo seran necesarios mas
estudios que analicen el valor del mVAFR en otros escenarios de manera que su utilizacién pueda ser

generalizable a otras situaciones clinicas.
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° Quinto, se ha descrito extensamente la limitacion existente en relacién con la
hematopoyesis clonal. Nuestro punto de corte de VAF en 0.4% solventa parcialmente este problema,
pero, ademas, cabe destacar que nuestro método promedia todas las variantes presentes, lo que
diluye el impacto de cualquier variante atipica de hematopoyesis clonal que pueda haber superado
el umbral de VAF. En tales casos, la variante de hematopoyesis clonal no se veria afectada por la
terapia y permaneceria en una VAF estatica y, como tal, no contribuiria a ningin cambio en la
fraccion de esa mutacién, aunque si podria diluir en cierta manera los cambios totales observados

en el mVAFR, sobre todo en los casos donde existan pocas mutaciones detectadas.

. Sexto, aunque se observa una asociacion entre la dindmica precoz del ctDNA y el subtipo
intrinseco, menos de la mitad de las pacientes en los dos trabajos dispone de muestra de tejido, ya
que todas las biopsias se realizaron por practica clinica asistencial y en ningin caso de modo expreso
con la finalidad de participar en los estudios. Por otro lado, sabemos que el subtipo intrinseco es
dindmico y que puede modificarse a lo largo de la evolucién de la enfermedad y en funcién de los
tratamientos recibidos, por lo que es importante disponer de una muestra de tejido metastasico lo
mas cercana posible al momento del estudio para analizar de forma correcta la asociacion entre las
variables (54). En nuestros trabajos se recoge informacion de tejido lo mas préxima posible al inicio
del estudio, pero no siempre se dispone de muestra reciente y en la mitad de los casos las biopsias
pertenecen incluso al tumor primario. Seran necesarios estudios mas grandes que tengan en cuenta

estas consideraciones para corroborar las observaciones descritas en nuestros dos trabajos.

. Finalmente, una cuestion importante que cabria abordar, si se demostrara la utilidad clinica
de la dindmica de ctDNA en el escenario del cdncer de mama metastasico RH positivo y HER2
negativo tratado con inhibidores de CDK4/6, es el coste que supondria su aplicacion en la practica
clinica. Es fundamental tener en cuenta lo que implicaria la realizacién de dos test Guardant360®
comerciales por cada paciente que iniciara un tratamiento con inhibidores de CDK4/6 y si estos
pudieran ser asumibles por el sistema nacional de salud. Aunque la realizaciéon del test podria
suponer un ahorro en pruebas de imagen y en tratamientos en aproximadamente un 20-25% de las
pacientes que se estima que no presentaran beneficio, y que detendrian el tratamiento de manera
temprana sin esperar a la reevaluacion por imagen a los tres meses, la aplicacién del test de manera
generalizada a todas las candidatas con los precios actuales superaria este ahorro. Serian necesarios
estudios de coste-efectividad y probablemente un abaratamiento de los costes para que esta

propuesta pudiera convertirse en una futura realidad en nuestra practica asistencial.
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Tercer trabajo: Frequency and spectrum of PIK3CA somatic mutations in breast cancer

Los resultados del tercer trabajo confirman la segunda hipdtesis de esta tesis doctoral, ya que existe
un porcentaje considerable de pacientes, alrededor del 20%, con mutaciones en PIK3CA que no seria
detectado por el test therascreen® por lo que no podria beneficiarse del tratamiento con alpelisib.
Estos resultados son observados tanto in silico como en las dos cohortes de pacientes con cancer de
mama metastdsico RH positivo y HER2 negativo tratadas por practica clinica habitual y coinciden con
los datos de un estudio de practica real posterior al nuestro presentado por Rugo et al. en ASCO de

2021 (264).

Los resultados de este tercer trabajo de tesis doctoral tienen consideraciones importantes para el
tratamiento de las pacientes. Dada la posibilidad de recibir una terapia dirigida, oral, que retrasa el
empleo de quimioterapia, que es superior al tratamiento endocrino en monoterapia y que ademas
ha mostrado beneficio en un estudio de practica real frente a otras terapias no dirigidas, es
fundamental la correcta seleccion de las pacientes para ofrecer esta oportunidad terapéutica a todas
las candidatas (264). Por ello es crucial adoptar la mejor metodologia para evaluar todas las posibles
mutaciones. El hecho de que el panel therascreen® no detecte aproximadamente el 20% de las
pacientes con mutaciones de PIK3CA podria ser una razon para elegir paneles que analicen PIK3CA

de forma mas completa.

Por otro lado, en nuestro trabajo observamos también una alta frecuencia de mutaciones multiples
(dobles, triples y cuadruples) en PIK3CA, del 12% en el analisis in silico, del 6% en la primera serie de
pacientes y que alcanza hasta el 30% en la segunda serie. Este aspecto resulta interesante ya que,
como se describié en la introduccién, las dobles mutaciones en PIK3CA parecen conferir mayor
sensibilidad a los inhibidores de PI3K tanto en modelos preclinicos, como en xenografts y en estudios
clinicos (314,345). La mayor frecuencia de estas dobles mutaciones en ctDNA en comparacién con el
tejido archivado (19 vs 12%) que se observé en el estudio SANDPIPER apoya que pudiera tratarse de
mutaciones adquiridas a lo largo de la evolucion de la enfermedad (314). Este punto pone en
relevancia el valor de la repeticién de las biopsias en el tiempo, pero, sobre todo, la importancia de
la biopsia liquida que presenta la capacidad de recoger la potencial heterogeneidad tumoral espacial
y temporal, asi como de evitar laincomodidad de repetir las invasivas biopsias de tejido en el tiempo.
Si bien es cierto que la biopsia liquida puede presentar un problema de sensibilidad en este escenario
si el contenido de ctDNA es bajo, de manera que se imposibilite la deteccion de mutaciones en

algunas pacientes. Por ello, ante un resultado negativo en el analisis de ctDNA, las pacientes deberan
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repetir la determinacién en sangre o, si es posible, realizar una biopsia de tejido para excluir

resultados falsos negativos (223).

Aungue el papel de las dobles mutaciones debe ser estudiado de forma prospectiva en estudios
amplios, de confirmarse la utilidad de las dobles mutaciones como biomarcador predictivo de
beneficio, su determinacién podria permitir ayudar en la seleccién de pacientes especialmente
sensibles a la inhibicién de PI3K. Sin embargo, nuestros andlisis muestran que la gran mayoria de
estas multiples mutaciones no serian detectadas por therascreen®. Solo el 5% de todas las
mutaciones multiples en el estudio in silico y el 23% en la segunda serie de pacientes seria detectado
con este test. Esta baja frecuencia coincide los datos reportados por estudios donde se analizan solo

unos nucledtidos o unos pocos exones a lo largo del gen (315,316).

Cabe seialar que la proporcién de mutaciones detectadas en el estudio in silico con tejido es similar
a la observada en las dos cohortes de pacientes donde se analiza el plasma, lo que apoya el empleo
de la biopsia liquida como herramienta muy Util para la deteccion de estas mutaciones en la practica

clinica.

Nuestros resultados plantean también preguntas criticas que suponen limitaciones a este trabajo:

. En primer lugar, actualmente desconocemos si las pacientes con mutaciones de PIK3CA que
no forman parte del panel therascreen® se beneficiarian de alpelisib. Este aspecto es importante si
se adopta la estrategia de generalizar el empleo de alpelisib para todas las pacientes en los que se
detecta alguna mutacion en PIK3CA. Aunque, si bien estas mutaciones no han sido incluidas en el
SOLAR-1, existen datos que apoyan su probable valor como biomarcadores predictivos de beneficio
a la inhibicién de PI3K, como se describid en la introduccion. Por ejemplo, la mutacién N345K que
representd el 5.5% de todas las mutaciones de PIK3CA analizadas in silico, y que no es capturada por
el ensayo therascreen®, esta considerada como patogénica y oncogénica, confiere una ganancia de
funcién y ha demostrado aumentar la sensibilidad a los inhibidores de PI3K en modelos preclinicos
(262,263). Existe una situacion similar para la mutacidon E726K, la sexta mutacion de PIK3CA en
frecuencia en nuestro andlisis in silico, que aunque no es informada como claramente oncogénica
por OncoKB y supone un aumento débil de la actividad de la proteina como mutacion Unica, como
doble mutacién (junto con E545K o H1047R) produce una activacion sinérgica de la misma (314). Por
otro lado, algunas mutaciones menos frecuentes, como la G1049R, han demostrado una fuerte
actividad, similar a la variante “hot spot” E542K, en plataformas de evaluacion de mutaciones (263).
El estudio de vida real de Rugo et al. también pone el punto de mira en este aspecto y no descarta la

existencia de beneficio en las pacientes con mutaciones no detectadas por el panel de therascreen®
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(264). Seran necesarias, por lo tanto, una mejor caracterizacion funcional de estas mutaciones no
“hot spot” para valorar su papel como biomarcadores, ademas de la recopilacién de mayor evidencia

clinica que prediga el beneficio de los inhibidores de PI3K en pacientes con este tipo de mutaciones.

. En segundo lugar, tanto en el analisis in silico como en las dos cohortes de pacientes,
asumimos que los resultados proporcionados por las estrategias basadas en secuenciacion son el
“gold standard” en el diagndstico de las mutaciones de PIK3CA vy, sin embargo, existen diferencias
en la sensibilidad y la especificidad de los diversos ensayos de secuenciacidn que afectan las tasas de
concordancia entre ellos, por lo que nuestra asuncion no tiene por qué ser cierta en la totalidad de

|ll

los casos (79,91,346). Por otro lado, aceptando en este caso que el “gold standard” para el
diagnédstico lo constituyen las estrategias de secuenciacién, asumimos también que el test
therascreen® identificaria todos los tumores sin mutacion de PIK3CA por secuenciacién como no
mutados y todos los tumores con mutacion de PIK3CA como mutados si el tipo de mutacién
detectada esta recogida en el panel, lo cual tampoco tiene por qué ser asi en todos los casos, ya que,
como muestran los datos del SOLAR-1, el porcentaje de concordancia global reportado entre el test

de therascreen®y los estudios de secuenciacidon fue del 94.7% (347).

. Tercero, el conjunto de datos analizados in silico deriva principalmente de muestras de
tumores primarios y, sin embargo, se ha descrito la adquisicién de nuevas mutaciones de PIK3CA en
pacientes metastasicos hasta en el 8% de los casos (229,348). Desconocemos si el patrén de
mutaciones en la enfermedad metastasica es diferente al que encontramos en la enfermedad
primaria, aunque la evidencia existente parece apoyar un patrén similar en ambos contextos, como
se observa, por ejemplo, en el estudio de O’Leary con muestras de pacientes tras tratamiento con
fulvestrant y palbociclib, donde solo parece haber un enriquecimiento en E542K, manteniéndose
similar la frecuencia del resto de mutaciones (229,255). Nuestras dos series de pacientes con
enfermedad metastasica en los que se ha analizado el ctDNA muestran un patrén de mutaciones
similar al de la cohorte in silico, si bien no idéntico, con discreta mayor frecuencia de mutaciones de
E454K y menor de H1047R, aunque el pequeifio numero de pacientes no permite extraer
conclusiones al respecto. Son necesarios estudios mas grandes donde se comparen los escenarios
primario y metastasico y que, idealmente, esta comparacion se realice en la misma poblacién de
pacientes con muestras pareadas para poder establecer claramente si existen determinadas
mutaciones que aparecen mas habitualmente durante la evoluciéon de la enfermedad o tras el

empleo de tratamientos concretos.

. Finalmente, cabe mencionar que los andlisis en las dos series de pacientes se han realizado

a partir de ctDNA y no de tejido, lo cual puede limitar la capacidad de detecciéon de mutaciones en
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algunos pacientes, como muestra el estudio SANDPIPER donde en un 14% de las pacientes con
mutacion en tejido no se detectdé mutacidn en plasma (349). En nuestro trabajo, un 4% (2 de 45) y
un 6% (7 de 121) de las pacientes en la primera y segunda serie, respectivamente, no presento
ninguna positividad de ctDNA, por lo que no podemos descartar la existencia de mutaciones en este
porcentaje de pacientes. Por ello, aunque la proporcion total de mutaciones encontrada en ambas
series encaja con los datos reportados en el estudio in silico y con lo publicado en la literatura, no

podemos excluir que la proporcidn real pudiera ser incluso superior a la observada.
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CONCLUSIONES

Dinamica de ctDNA como biomarcador predictivo de beneficio a inhibidores de CDK4/6 y terapia

endocrina: Primer y segundo trabajos.

El panel de secuenciacion dirigida de 74 genes permite detectar la presencia de ctDNA en casi
todas las pacientes con cancer de mama metastasico RH positivo y HER2 negativo en las dos

cohortes independientes.

La dinamica precoz de ctDNA, a las 4 semanas tras el inicio de tratamiento con inhibidores de

CDK4/6 y terapia endocrina, se asocia a supervivencia libre de progresion.

El mVAFR o mVAFR_log es el mejor método para analizar la dinamica precoz de ctDNA en nuestro

trabajo.

La mVAF basal, la mVAF a las 4 semanas del inicio del tratamiento y la diferencia o delta entre

ambas mVAF, no se asocian a supervivencia libre de progresion.

El mVAFR y mVAFR_log se asocian a supervivencia global en las dos cohortes de pacientes.

El grupo de pacientes que denominamos “ctDNA-low” identifica a pacientes con baja siembra de

material genético y que presenta buen prondstico de forma independiente de otras variables

clinicas.

La dindmica precoz de ctDNA, a las 2 semanas tras el inicio de tratamiento, analizada mediante

el mMVAFR y mVAFR_log, no se asocia a supervivencia libre de progresién ni supervivencia global.

Los niveles de CA 15-3 basales y sus cambios no se asocian a supervivencia libre de progresién.

La dinamica de ctDNA tras 4 semanas del inicio del tratamiento se asocia con el subtipo

intrinseco determinado por PAMS50.

Los genes mas frecuentemente mutados en estas dos cohortes son PIK3CA, ESR1 y TP53. Los
CNV mas frecuentes se observan en CCND1, MYC y FGFR1, lo que coincide con lo reportado

previamente en la literatura.
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En conjunto, la dindmica del ctDNA a las 4 semanas del inicio del tratamiento, analizada con la
metodologia propuesta, podria ser un biomarcador precoz de sensibilidad y resistencia a
inhibidores de CDK4/6. La capacidad predictiva y utilidad clinica de este biomarcador requeriran

validaciones prospectivas.

Deteccion de mutaciones de PIK3CA como biomarcador predictivo de beneficio a alpelisib:

Tercer trabajo

El panel therascreen® aprobado por la FDA no es capaz de detectar aproximadamente un 20%
de pacientes con cancer de mama RH positivo y HER2 negativo con mutacidn de PIK3CA, por lo

que estas pacientes no seran candidatas para recibir alpelisib.

Es importante la caracterizacién funcional de las mutaciones de PIK3CA no “hot spot”, asi como
la recogida de evidencia clinica prospectiva para confirmar su capacidad predictiva como
biomarcadores de beneficio a alpelisib. Si esto se confirma, seran necesarias estrategias, como

la secuenciacién dirigida, que analicen de forma mas completa PIK3CA.

La biopsia liquida con secuenciacion dirigida permite detectar una proporcion y distribucion de

mutaciones en PIK3CA similar a la descrita en estudios en tejido.

La gran mayoria de mutaciones multiples en PIK3CA no son detectadas por el panel

therascreen®.

Las mutaciones multiples en PIK3CA podrian ser un biomarcador predictivo de beneficio a
alpelisib. Si esto se confirma mediante validacidon prospectiva seran necesarias nuevamente

estrategias de estudio mas completo de PIK3CA.

Las mutaciones multiples parecen ser mas frecuentes en tumores metastdsicos que en primarios
por lo que para su deteccidn serd importante el estudio a lo largo de la evolucion de la

enfermedad.
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Conclusiones generales

En los ultimos afios se ha demostrado el beneficio de los inhibidores de CDK4/6 y de los inhibidores
de PI3K en el tratamiento de las pacientes con cancer mama metastdsico RH positivo y HER2
negativo. Son imprescindibles biomarcadores que permitan identificar con precision a las candidatas
a estas terapias. La dindmica precoz de ctDNA a las 4 semanas del inicio del tratamiento mediante
secuenciacién con un panel de 74 genes se postula en esta tesis doctoral como posible un
biomarcador de beneficio a inhibidores de CDK4/6. Por su parte, las mutaciones en PIK3CA
constituyen unos de los pocos biomarcadores aprobados en cdncer de mama y permiten seleccionar
a las pacientes candidatas a alpelisib, sin embargo, uno de los test utilizados actualmente para su
determinacidon no es capaz de detectar a un quinto a de estas pacientes. Las estrategias de
secuenciacidén permitirian descubrir estas mutaciones no “hot spot” ofreciendo una importante
opcién terapéutica a un gran numero de pacientes. La biopsia liquida se presenta en ambos
escenarios como una herramienta no invasiva que ofrece la oportunidad de estudiar la dinamica
temprana del ctDNA asi como de diagnosticar la presencia de mutaciones en PIK3CA en cualquier

momento durante la evolucidn de la enfermedad.
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ANEXOS

Material suplementario asociado al primer trabajo
Material no publicado asociado al primer trabajo
Material suplementario asociado al tercer trabajo

Material no publicado asociado al tercer trabajo
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1. Material suplementario asociado al primer trabajo
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Supplementary material

Logarithm transformation of mVAFR_log

The mVAFR log was defined as the mean of the logarithm of all VAF ratios

(VAF,0st/VAFpre) for all mutations in each time point:

VAFp,e

(1) mVAFR_log —] m(log<vAFpnst))

We divided the population with ctDNA-positive in tertiles according to the mVAFR _log.

The group of patients with ctDNA low was consider again as an independent group. We
consider then 4 groups, mVAFR log-low (first tertile), mVAFR log-medium (second
tertile) and mVAFR _log-high (third tertile). Both mVAFR _log as a continuous variable
(HR=2.85, CI 95% 1.00-8.20, p-value=0.05) and m VAFR log groups (HR=3.99 for
mVARF log-high group compared to mVARF log-low, CI 95% 1.24- 12.81, p-

value=0.02) were associated to PFS.

Spearman correlation between mVAFR and mVAFR _log was 0.94 (figure 1).
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Figure 1. Spearman correlation between mVAFR and mVAFR log
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The Kappa concordance score between mVAFR-based groups and mVAFR_log-based

groups was 0.88.
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Figure 2. Single nucleotide variants (SNV), indels and copy number variations (CNV)

found at baseline
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Table 1: Univariate Cox regression analysis of progression free survival

HR | 95% CI | p-value
mVAF baseline 1.00 [ 0.93-1.08 | 0.94
mVAF C2D1 1.01 | 0.95-1.07 | 0.77
mVAF absolute 1.03 [ 0.90-1.20 | 0.62
change
mVAFR 1.57 | 1.10-2.23 | 0.012

Table 2. Multivariable Cox regression analysis of progression free survival considering

mVAFR as continuous variable

HR | 95% CI | p-value

mVAFR 2.07 | 1.21-3.54 | 0.08

Visceral disease 0.28 | 0.04-1.85 0.19

>3 metastatic locations | 0.53 | 0.07-3.68 0.52

Hormone-resistance 3.57 | 0.84-15.18 | 0.09

Line of treatment
Second 1.26 | 0.31-4.69 0.79

Third or more | 6.86 | 1.24-38.02 | 0.03

Endocrine therapy
Fulvestrant! 1.23 1 0.36-4.26 | 0.74

Tamoxifen! 2.54 | 0.25-25.45 | 0.43

1 HR with respect to aromatase inhibitor
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Table 3. Multivariable Cox regression analysis of progression free survival considering

mVAFR by groups

HR | 95% CI p-value

mVAFR groups
mVAFR-med" |2.75 | 0.85-8.89 | 0.09

mVAFR-high! |3.58 | 1.26-10.24 | 0.02

Visceral disease 0.49 | 0.15-1.60 0.24

>3 metastatic locations | 1.15 | 0.36-3.71 0.82

Hormone-resistance 3.2211.10-8.81 0.03

Line of treatment

Second 1.26 | 0.38-2.85 0.64

Third or more | 2.07 | 0.53-8.10 0.30

Endocrine therapy
Fulvestrant® 1.04 | 0.38-2.85 | 0.95

Tamoxifen’ 0.82 | 0.08-7.99 0.86

LHR with respect to low-ctDNA and mVAFR low group (reference category).

2HR with respect to aromatase inhibitor
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Figure 3. SNV and indels found at baseline
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Figure 4. SNV and indels found at C2D1
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ctDNA and clinical dataset. The ctDNA and clinical data analyzed during this study are
described in two separate tabs in the Excel spreadsheet 'ctDNA and clinical dataset.xlsx',
which is openly available and shared as part of the figshare data record in the following

data record: https://doi.org/10.6084/m9.figshare.13365521%.
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Table S4. List of all SNV and indels detected.
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Unpublished material work 1

Table U1. Hazard ratios for progression free survival and Harrell C index:

Variable HR 95% Cl p-value | Harrell Cindex

mVAFR 1.59 1.12-2.27 0.010 0.663

mVAFR log 1.74 1.13-2.86 0.012 0.631

VAFR most frequent mutation 1.68 1.06-2.66 0.026 0.575

Table U2. Hazard ratios for overall survival and Harrell C index:

Variable HR 95% CI p-value | Harrell Cindex

mVAFR 1.71 1.03-2.81 0.036 0.704

mVAFR_log 6.12 1.12-33.57 0.037 0.720

VAFR most frequent mutation 1.25 0.76-2.06 0.371 0.650

Overall survival analysis with a follow up of 26.3 months (95% Cl 22.8-29.3):

Table U3. Multivariable Cox regression analysis of overall survival considering mVAFR

continuous variable:

HR 95% ClI p-value
mVAFR 229 | 1.23-4.26 0.009
Hormone-resistance 13.71 | 2.02-93.02 0.006
Line of treatment
Second 3.54 0.77-16.33 0.105
Third or more 2.70 | 0.41-17.92 0.305
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Table U4. Multivariable Cox regression analysis of overall survival considering mVAFR groups:

HR 95% ClI p-value

mVAFR groups

mVAFR-medium? 4,53 | 0.70-29.30 0.113

mVAFR-high? 13.93 | 2.15-90.47 0.006

ctDNA-low* 0.65 | 0.09-4.89 0.673
Hormone-resistance 7.24 | 1.65-31.83 0.009
Line of treatment

Second 2,79 | 0.67-11.65 | 0.160

Third or more 2.01 |0.32-12.79 0.459

1 HR respect to mVAFR-low group

o

o

w

~ 4

o

3

o

w

o~

= Log-rank <0.001
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o J

= T T T T
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mVAFR-low mVAFR-medium
mVAFR-high ctDNA-low

Figure U1. Kaplan-Meier curves of overall survival among patients in the four mVAFR groups.

Table U5. Median overall survival according to the mVAFR groups:

Median overall survival 95% ClI
mVAFR-low 35.40 NR-NR
mVAFR-medium 31.31 14.7-NR
mVAFR-high 16.60 14.12-NR
ctDNA-low NR NR-NR
*NR, non reached.
2
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Figure U3. Number of copy number variations across all the patients at baseline in the patient
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Table A1. Main features of the 10 publicly available studies analyzed.

Authors Year Link Title Patients Samples Sequencing technique
MSK-IMPACT, a hybridization capture-
o based next-generation sequencing assay,

Studyl Razavi et al 2019 | https.//www.ncbinlm nih gov/pubmed/30205045 The e e Landscag;:;]igl:c ‘::e REESGEN Advaticed 1756 1918 which analyzes all protein-coding exons of

between 341 and 468 cancer-associated
genes
2
Study2 Pereira et al 2016 | hitps://swww.ncbi nim nih gov/pubmed/27161491 | T2 5"“‘;:;‘:3;:‘; ‘;‘::::‘:;;:;;:‘f:' dﬁiap“‘ o refines | 509 2509 | Targeted exome sequencing of 173 genes
Targeted Sequencing of buparlisib + letrozole and alpelisib +
Study3 MSK, unpublished 2019 MSK, unpublished Tefrozole-Seated snniastatic ER: tohad bibast finioey 68 70 MSK-IMPAT, Targeted exome sequencing
A » / s The clonal and mutational evolution spectrum of primary
- 2 s/ ; / 22495
Study4 Shah etal 012 | hitps://www ncbi.nlm nih gov/pubmed/22495314 triple-negative breast ca 65 65 Genome/exome sequence
y N . N q analysts of and across

Studys Banerji et al. 2012 | hitps://www.ncbi nlm nih gov/pubmed/22722202 trsaat Ganoee subtyes 103 103 Whole-exome sequencing

Study6 Stephens etal. 2012 | hitps//svww ncbi nlm nih gov/pubmed/22722201 | Thelandscape °f°"“°:r§:':::$um‘mml procemeein 100 100 Exome sequencing

Study7 TCGA 2012 | hitps//www.nebi nlm nih gov/pubmed/23000897 | C hy lecular portraits of human breast tumours 1101 1108 ‘Whole exome sequencing

Studys Lefebure etal 2016 | Bittps//swww ncbinim nih gov/pubmed/28027327 | Mutational Profile of Metastatic ‘;’:“ Cancers. A 216 216 Whole-exome sequencing

Studyo Theé‘::":;‘f‘:]f;““ 2018 unpublished The Metastatic Breast Cancer Project 237 237 Whole Exome Sequencing

Study10 Martelotto etal. 2015 | hitps//wwiw ncbi nlm nih gov/pubmed/ 26095796 | Genomic landscape of adenoid cystic carcinoma of the breast 12 12 Whole Exome Sequencing

Table A2. PIK3CA mutations found in ctDNA from Hospital Clinic of Barcelona cohort

Type of PIK3CA mutation Mutation frequency, n (%) Detected by therascreen
E545K 6 (35%) Yes
H1047R 4 (24%) Yes
H1047L 1(6%) Yes
C420R 1 (6%) Yes
E453_P458del 1 (6%) No
E542K 1 (6%) Yes
E726K* 1 (6%) No
G364R 1 (6%) No
H1047I 1 (6%) No
P104_V105del 1 (6%) No

*Doble mutation
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Unpublished material work 3: Distribution of PIK3CA mutations in plasma in a second cohort

Methods

To evaluate the distribution of PIK3CA mutations in ctDNA using a highly sensitive assay we
tested frozen plasma samples from August/2017 to October/2020 of 128 consecutive patients
with metastatic hormone receptor positive/HER2 negative breast cancer from the Hospital Clinic
of Barcelona, Hospital Germans Trias i Pujols, Cremona Hospital and Hospital 12 de Octubre.
Plasma samples were sent to Guardant Health (California, USA), and the 74-gene standardized
Guardant B360 NGS-based assay, which includes all 21 exons from the PIK3CA gene, was
performed.

All patients had recurred or progressed to prior lines and were about to initiate a CDK4/6
inhibitor and endocrine therapy.

Statistical analyses

Patient and tumor characteristics were analyzed using descriptive statistics.

Distribution of PIK3CA mutations in plasma ctDNA

Among the 128 patients, 5 patients (3.9%) had possible contaminations and 2 patients had
second malignancies (1.6%) and were excluded. Finally, 121 patients (94.5%) were evaluable of
whom 114 (94.2%) had ctDNA detectable at some level.

A PIK3CA mutation was detected in 44 patients (36.4%), of them, 13 patients had more than 1
mutation (29.5%) (9 patients had double mutations, 3, triple and 1, quadruple mutations)
(Fig.U1). The spectrum of PIK3CA mutations was similar to the one found in the previous in silico
population analysis. Five PIK3CA mutations comprised 71% of all PIK3CA mutations: H1047R
(27%), E545K (24%), E542K (11%), M1043I (5%), and E545A (3%) (Fig. U2). Therascreen® gene
list would capture 68% of all PIK3CA mutations and 84% of patients with a known PIK3CA
mutated breast cancer (Fig. U3 and Fig. U4). Among patients with multiple PIK3CA mutated
tumors, the therascreen® panel would capture 62% as harboring 1 single PIK3CA mutation, 15%
as PIK3CA mutation undetected, and 23% as PIK3CA multiple-mutated (Fig.U5).
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Fig. U2. Distribution of the various types of PIK3CA mutations in PIK3CA mutated tumors.

» Captured = Captured

» Not captured = Not captured

Fig. U3. a. Proportion of PIK3CA mutations that would have been captured by the therascreen®
assay. b. Proportion of patients with PIK3CA mutations that would have been captured by the
therascreen® assay.
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Fig. U4. Distribution of PIK3CA mutations. In blue, mutations detected by therascreen®, in
yellow, not detected.

0 mutations|
captured
15%
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1 mutation
captured
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Fig. U5. Proportion of patients with two or more PIK3CA mutations detected by the therascreen®
assay as either PIK3CA mutation “not detected,” single PIK3CA mutation or as harboring 2 or
more PIK3CA mutations.
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