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1. RESUMEN DEL PROYECTO

Antecedentes:

El diagndstico tardio de carcinomatosis leptomeningea (CLM) en pacientes con cancer
de mama mestastdsico (CMM) puede retrasar su tratamiento y comprometer su
supervivencia.

Hipétesis:

La cuantificacién y caracterizacién de DNA circulante tumoral (ctDNA) en liquido céfalo-
raquideo (LCR; ctDNA-LCR) es un método de diagndstico mas sensible y permite mejorar
el tratamiento de CLM.

Objetivos:

1.- Determinar la sensibilidad de la deteccidén de ctDNA-LCR para el diagnéstico de CLM;

2.- Caracterizar las alteraciones gendmicas del ctDNA-LCR y evaluar si esa informacién
puede mejorar el tratamiento de la CLM.



Métodos:

1.- Se obtendrdn muestras de LCR de pacientes con CMM vy sospecha de CLM por
resonancia magnética (RM); se determinard la presencia de células malignas (citologia)
y se aislard y cuantificarda el ctDNA-LCR. Tomando la RM como gold standard, se
determinara la sensibilidad de la citologia y del ctDNA-LCR para el diagndstico de CLM.
En la eventualidad de defunciodn, se realizard una autopsia para confirmar el diagndstico
de CLM en aquellas pacientes (y/o familias) que lo consientan.

2.- El ctDNA-LCR sera analizado por TagSequencing y PCR digital. Se obtendran muestras
de ctDNA en plasma, tumor primario y otra metastasis y se determinaran sus
alteraciones gendmicas, que se compararan con las del ctDNA-LCR. Se evaluara la
posibilidad de tratamiento dirigido contra una eventual alteracidon genédmica en ctDNA-
LCR. Las decisiones sobre el tratamiento seran del médico asistente de cada paciente. Si
una paciente recibe tratamiento dirigido por una alteracion genémica en ctDNA-LCR, se
le pedira obtener LCR cada 8 semanas tras inicio del tratamiento y en el momento de la
progresion de enfermedad, para seguimiento. Se seguirdn las pacientes hasta la fecha
de exitus y se calculara la supervivencia global tras el diagndstico de CLM.

Relevancia:

Un diagndstico tardio de CLM puede retrasar el tratamiento de esta condicion
potencialmente fatal y que condiciona de manera importante la morbilidad en pacientes
con CMM. La deteccidon y cuantificacion de ctDNA-LCR seria una metodologia
innovadora, con potencial de solicitar una patente para el diagndstico de carcinomatosis
meningea asociada a cancer de mama. Por otro lado, sabemos que el cdncer de mama
tiene alteraciones gendmicas contra las que existen, a dia de hoy, farmacos dirigidos.
Otro objetivo del proyecto es comprobar si las alteraciones presentes en el ctDNA-LCR
son similares a las presentes en el tumor primario y en las metastasis, lo que en primer
lugar elucidaria mecanismos de evolucion clonal en pacientes con CLM secundaria a
cancer de mama. Por otro lado, si consiguiéramos dirigir los tratamientos para la CLM
con base en las alteraciones gendmicas presentes en las metastasis meningeas,
podriamos potencialmente mejorar el prondstico de estas pacientes.

2. ANTECEDENTES

La carcinomatosis leptomeningea se define como la invasion de las leptomeninges por
células tumorales malignas. Se calcula que alrededor del 8% de todos los pacientes con
cancer sufrirdn esta complicacion a lo largo de su enfermedad (1). Ademas, el riesgo de
CLM aumenta de forma directa con el tiempo de supervivencia tras el diagndstico de
cancer. Por ese motivo, la incidencia de CLM puede estar en aumento debido a que, con
los nuevos tratamientos disponibles, el cancer se esta convirtiendo en una enfermedad
cronica.

El cdncer de mama es el tumor sélido que mas frecuentemente se asocia a CLM (1). En
series de autopsia, la incidencia de CLM llega al 16% pese a que solo es clinicamente
evidente en aproximadamente el 5% de las pacientes con cancer de mama metastasico
(CMM) (1,2). La CLM es un evento tardio en la historia natural del CMM. Sin embargo,



su diagndstico tiene implicaciones importantes a nivel prondstico y de calidad de vida.
En general, las pacientes con CLM presentan deterioro neuroldgico progresivo e
inexorable, e tienen un prondstico nefasto: sin tratamiento, la supervivencia mediana
de estas pacientes es de entre 4 y 6 semanas, pudiendo alcanzar los 3-4 meses si se
tratan con quimioterapia sistémica y/o intratecal (1,3,4).

La CLM se diagnostica mediante la deteccion de células malignas en el liquido céfalo-
raquideo (LCR) de pacientes con clinica sugestiva (1,2). Sin embargo, unos 10-15% de los
pacientes con evidencia clinica inequivoca de CLM pueden presentar citologias
negativas (1,5). Se recomienda que en caso de una primera determinacién negativa, se
repita hasta 3 veces la obtencién de LCR para aumentar la sensibilidad de la técnica (5).
Sin embargo, dichas repeticiones puede conllevar molestias para el paciente y aumentar
el riesgo de complicaciones asociadas a la técnica. La resonancia magnética (RM) con
contraste de gadolinio es la prueba de eleccidon para el diagndstico radioldgico de
pacientes con clinica sugestiva de CLM, ya que las tomografias computorizadas (TC)
tienen una sensibilidad de aproximadamente el 30% (6,7).

El retraso en el diagndstico de la CLM puede tener implicaciones clinicas importantes,
ya que retrasa el potencial tratamiento dirigido. Asi pues, se necesitan técnicas de
diagnodstico mas sensibles para la CLM asociada a CMM.

Recientemente, el equipo ha demostrado que la deteccién de ADN tumoral circulante
(ctDNA) en LCR (ctDNA-LCR)puede ser una herramienta robusta de diagndstico de CLM
(8). En ese trabajo, se recogieron y analizaron muestras obtenidas para el diagndstico
citopatoldgico de pacientes con CMM y clinica sospechosa de CLM. En dichas muestras,
se encontraron diferencias entre la citologia convencional y el analisis de ctDNA-LCR. En
una de las pacientes, a pesar de que no se aislaron células malignas en la primera
determinacion, se detectaron niveles altos de ctDNA-LCR. Por el contrario, las siguientes
2 citologias fueron positivas, coincidiendo con la determinacién de ctDNA-LCR. En este
caso, el diagndstico de CLM fue confirmado en la autopsia clinica llevada a cabo tras la
defuncion. Otro caso interesante fue el de una paciente, para la cual las 3 muestras
consecutivas de LCR fueron negativas para células malignas, pese a que nuevamente se
detectaron niveles altos de ctDNA-LCR, con frecuencias alélicas medias (FAM) entre 20
y 50% en las 2 muestras disponibles para el analisis. En esta paciente, también se
confirmé la presencia de CLM en la autopsia. En el ultimo caso descrito en el articulo, se
han podido detectar células malignas y altos niveles de ctDNA-LCR. Estos hallazgos
sugieren que el andlisis de ctDNA-LCR en pacientes con cuadro clinico sugestivo de CLM
puede ayudar en el diagndstico precoz de esta complicacién.

Otra potencial aplicabilidad de la deteccion de ctDNA-LCR es la de monitorizar la
evolucidn tumoral y la de identificar alteraciones gendmicas presentes en el tumor que
permitan escoger el tratamiento mas adecuado para el paciente. Varios trabajos han
demostrado que las mutaciones identificadas en el ctDNA en plasma pueden
representar el genoma tumoral (9), tener implicaciones prondsticas y predictivas
(10,11), y pueden ser una herramienta para monitorizar la dindmica del tumor (9,12).

En un trabajo reciente, Magbanua et al. describieron una técnica de aislamiento y
secuenciacion de células tumorales en LCR (13). En ella, los autores estudiaron 15



pacientes con CMM vy diagndstico de CLM, mediante deteccion de células malignas en
LCR o mediante deteccidn de células atipicas en el LCR, con una RM sugestiva de CLM,
tratadas en la University of California San Francisco. Las muestras de LCR fueron
procesadas segun un método en 2 pasos, el cual utilizaba immunomagneticenrichment
and fluorescence-activated cell sorting (IE/FACS), una técnica que también se utiliza para
aislar células tumorales circulantes (CTCs).

Posteriormente, se realizd el andlisis de numero de copias en genoma completo
(genome-widecopynumberanalysis o CNA) por hibridizacién gendmica por arrays
comparativa. En 13 de las 15 pacientes (87%) se pudo realizar el analisis gendmico. El
CNA revel0 alteraciones gendmicas observadas frecuentemente en tumores primarios
de mamay también en las CTCs, indicando su origen tumoral. Otro resultado interesante
es que 12 de las 13 muestras que pudieron ser analizadas (92%) presentaba ganancias
importantes del locus 8924, que incluye el oncogén MYC.

A pesar de todo, se desconoce cual la correlacidn entre las alteraciones gendmicas del
tumor primario o de la metastasis y las alteraciones gendmicas del ctDNA-LCR. El estudio
mencionado anteriormente (8) es uno de los primeros en analizar cdmo las alteraciones
gendmicas halladas en ctDNA-LCR y ctDNA de plasma, representan la diversidad de las
mutaciones en las diferentes lesiones de pacientes con cancer de mama. Para ello, se
realizd un analisis exhaustivo de las alteraciones gendmicas somaticas de todas las
lesiones metastasicas, del LCR y del plasma utilizando un método de
targetedsequencingmediante 2 plataformas distintas en muestras de 4 pacientes con
CMM a las cuales se les realizé una autopsia. En estos casos, el ctDNA en LCR era mas
representativo de las lesiones de CNS que otras lesiones viscerales.

En base a lo expuesto, la hipotesis de la presente propuesta es que el andlisis de ctDNA-
LCR de pacientes con clinica sugestiva de CLM puede ayudar el diagndstico precoz de la
CLM y que dicha deteccién puede, eventualmente, guiar las decisiones terapéuticas de
estas pacientes, mejorando el tratamiento de CLM asociada a CMM.

3. DESAFIO

Un diagndstico tardio de carcinomatosis leptomeningea (CLM) puede retrasar el
tratamiento de esta condiciéon potencialmente fatal y que condiciona de manera
importante la morbilidad en pacientes con cancer de mama metastasico.

Al dia de hoy, la CLM se diagnostica mediante la deteccidén de células malignas en el
liqguido céfalo-raquideo (LCR) de pacientes con clinica sugestiva. A pesar de que la
citologia de LCR es actualmente el gold standard para el diagnéstico de CLM, un 10- 15%
de los pacientes con evidencia clinica inequivoca de CLM pueden presentar citologias
negativas. Para aumentar la sensibilidad de la técnica, se recomienda que en caso de
una primera determinacion negativa, se repita hasta 3 veces la obtencién de LCR. Sin
embargo, dichas repeticiones pueden conllevar molestias para el paciente y aumentar
el riesgo de complicaciones. La resonancia magnética (RM) con contraste de gadolinio
es la prueba de eleccidn para el diagndstico radioldgico de pacientes con clinica
sugestiva de CLM, ya que las tomografias computorizadas (TC) tienen una sensibilidad



de aproximadamente el 30%. Asi, pues, se necesitan de manera urgente técnicas mas
sensibles para el diagndstico de CLM.

Nuestro grupo ha demostrado que se puede aislar ctDNA de LCR de pacientes con
sospecha o con diagndstico establecido de CLM. Si se confirma que la deteccién de
ctDNA en LCR es mas sensible que la citologia convencional para el diagndstico de CLM,
se podria adelantar el tratamiento y potencialmente mejorar el prondstico de esta
complicacién grave asociada a cancer de mama. Esta seria una metodologia innovadora,
con potencial de solicitar una patente para el diagndstico de carcinomatosis meningea
asociada a cancer de mama.

Por otro lado, sabemos que el cdncer de mama tiene alteraciones gendmicas contra las
que existen, a dia de hoy, farmacos dirigidos. Otro objetivo del proyecto es comprobar
si las alteraciones presentes en el ctDNA-LCR son similares a las presentes en el tumor
primario y en las metastasis, lo que en primer lugar elucidaria mecanismos de evolucion
clonal en pacientes con CLM secundaria a cancer de mama. Por otro lado, si
consiguiéramos dirigir los tratamientos para la CLM con base en las alteraciones
gendmicas presentes en las metastasis meningeas, podriamos potencialmente mejorar
el prondstico de estas pacientes.

4. ALCANCE Y OBIJETIVOS
Hipotesis / justificacion del estudio

La hipotesis de este estudio es que la cuantificacidn y caracterizacion de ctDNA-LCR de
pacientes con clinica sugestiva de CLM puede:

1. Ser un método de diagndstico mas sensible de CLM. Eso se puede traducir en la
identificacion precoz de CLM, llevando a un tratamiento mas rapido, con el objetivo
ultimo de aumentar la supervivencia.

2. Ser un método para la determinacién de las alteraciones gendmicas presentes en las
metdstasis meningeas, con el objetivo ultimo de guiar las decisiones terapéuticas de
estas pacientes.

Objetivos

Los objetivos principales del proyecto son:

1. Determinar la sensibilidad de la deteccidon de ctDNA-LCR para el diagndstico de CLM.
2. Caracterizar las alteraciones gendmicas presentes en el ctDNA-LCR y evaluar si esa
informacién puede potencialmente guiar las decisiones terapéuticas y mejorar el

tratamiento de la CLM.

Los objetivos especificos del proyecto son:



1. Aislar ctDNA-LCR de pacientes con diagndstico definitivo o sospechoso mediante RM
con contraste de gadolinio y/o clinica inequivoca de CLM.

2. Comparar la sensibilidad de la técnica de deteccidn de ctDNA-LCR con la de la
deteccidn de células malignas en LCR (citologia), utilizando la RM con contraste de
gadolinio como gold standard.

3. Caracterizar las alteraciones gendmicas en el ctDNA-LCR.

4. Determinar las alteraciones gendmicas presentes en el tumor primario de mama,
ctDNA en plasma vy, si posible, en una muestra de otra localizacion metastasica, y
comparar las alteraciones con las de ctDNA-LCR

5. Explorar si las alteraciones gendmicas detectadas en el ctDNA-LCR pueden
potencialmente guiar las decisiones terapéuticas

Metodologia
1. Determinar la sensibilidad de la deteccidon de ctDNA-LCR para el diagndstico de CLM.

1.1. Aislar ctDNA-LCR de pacientes con diagndstico definitivo o sospechoso mediante
RM con contraste de gadolinio y/o clinica inequivoca de CLM

e Se obtendran muestras de LCR de pacientes con CMM y sospecha clinica de CLM
por RM con contraste de gadolinio y/o clinica inequivoca de CLM. Esta coleccion
de LCR se hara como parte de la practica clinica habitual para el diagndstico de
CLM.

e Se obtendra una muestra adicional de 4-5mL de LCR para determinacién de
ctDNA, a través de puncién lumbar o puncidon de reservatorio de Ommaya
previamente colocado

e Se aislard y cuantificara el ctDNA presente en el LCR (ver método abajo).

1.2. Comparar la sensibilidad de la técnica de deteccion de ctDNA-LCR con la de la
deteccidn de células malignas en LCR (citologia), utilizando la RM con contraste de
gadolinio como gold standard

e Una de las muestras de LCR serd analizada en el Laboratorio de Citologia, para
identificacion de células malignas;

e Silaprimera muestra de LCR es negativa, se podra repetir el procedimiento hasta
3 veces, como es estandar para el diagnostico de CLM;

e Se determinara la sensibilidad de la técnica de deteccién de ctDNA- LCR y de la
citologia, utilizando la RM con contraste de gadolinio como gold standard en esta
poblacién;

e En aquellas pacientes con 3 determinaciones negativas consecutivas de células
malignas en LCR, se podra repetir la obtencion de muestra de LCR
posteriormente, para confirmacién del diagndstico y si la clinica y/o pruebas de
imagen siguen siendo sugestivas;



En la eventualidad de defuncién, se realizard una autopsia para confirmar el
diagnédstico de CLM en aquellas pacientes (y/o familias) que lo consientan.

2. Caracterizar las alteraciones gendmicas presentes en el ctDNA-LCR y evaluar si esa
informacién puede potencialmente guiar las decisiones terapéuticas y mejorar el
tratamiento de la CLM

2.1. Caracterizar las alteraciones gendmicas en el ctDNA-LCR

El ctDNA-LCR sera analizado por TagSequencing y PCR digital (ver método abajo).

2.2. Determinar las alteraciones gendmicas presentes en el tumor primario de mama,
ctDNA en plasma vy, si posible, en una muestra de otra localizacién metastasis, e
comparar las alteraciones con las de ctDNA-LCR

Se recogera y analizard una muestra de plasma para deteccién de ctDNA (ver
método abajo);

La muestra de tumor primario de archivo vy, si posible, una muestra de otra
metadstasis también se recogeran y analizardn

Se compararan las alteraciones genéticas presentes en las distintas
localizaciones y en el ctDNA-LCR.

2.3. Explorar si las alteraciones gendmicas detectadas en el ctDNA-LCR pueden
potencialmente guiar las decisiones terapéuticas

Los pacientes seran seguidos de modo prospectivo y se recogeran los datos
relativos a los tratamientos recibidos;

Si se detecta una alteracidon gendmica en ctDNA-LCR, se evaluara caso a caso la
posibilidad de ofrecer un tratamiento dirigido contra dicha alteracion. Las
decisiones sobre el tratamiento siempre seran tomadas por el médico asistente
de cada paciente;

Si un paciente recibe un tratamiento dirigido contra una alteracién gendmica
detectada en el ctDNA-LCR, se le pedira que acceda a realizar una coleccion de
LCR aproximadamente cada 8 semanas tras inicio del tratamiento y en el
momento de la progresion de enfermedad.

Muestras de pacientes

Este estudio se basa en la obtencién de muestras, recogidas prospectivamente bajo
aprobacién Comité Etica, de tumor de mama, sangre y LCR en pacientes con cancer de
mama. A lo largo del presente proyecto se pretende analizar muestras de 20 pacientes.

De la sangre se separara el plasma de los linfocitos periféricos. Estos ultimos se utilizaran
como fuente de tejido normal para obtener la secuenciacion del DNA de la linea
germinal.

Los tumores serdn analizados histopatoldgicamente. El historial clinico de los pacientes
sera estudiado.



El DNA de los tejidos tumorales se extraera mediante el Kit DNeasyBlood&Tissue
(Qiagen) siempre que se verifique que el porcentaje de tumor en la muestra es superior
a un 70%. El ctDNA del LCR se extraera utilizando el Kit QlAampCirculatingNucleicAcid
(Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante después de una doble centrifugacion
para eliminar el componente celular de la muestra. El DNA sera cuantificado mediante
el fluorémetroQubit.

Tag-Sequencing

Muestras de DNA de tumor de mama (tumor primario y/o metastasis), ctDNA (derivado
de LCR) y linfocitos periféricos serdn sometidos Tag-Sequencing. La secuenciacion
usando un panel con mutaciones especificas que se amplificaran los fragmentos que
contienen dichas mutaciones. La Tag-sequencing consiste en la secuenciacion masiva de
fragmentos de DNA etiquetados mediante secuenciadores IlluminaHiSeq y MiSeq,
presentes en VHIO.

Los datos de secuenciacién se analizaradn a través de algoritmos bioinformaticos.

PCR digital

Se realizara PCR digital en las mutaciones de CSF ctDNA detectadas por Tag- Sequencing
utilizando QX200TMDropletDigitalTM PCR system (Bio-Rad) de acuerdo con los
protocolos del fabricante y la literatura.

Consideraciones sobre tamano muestral

Este es un estudio exploratorio, que pretende evaluar la sensibilidad de la deteccién de
ctDNA-LCR para el diagndstico de CML asociada a CMM. Por ese motivo, no hay calculo
formal de tamafio muestral. Se calcula que con la obtencién de 20 muestras de LCR se
consigan alcanzar los objetivos propuestos.

Numero de pacientes: 20
PROCEDIMIENTOS ADICIONALES/DERIVADOS del estudio

Se pedird a las participantes en el estudio que accedan a la coleccién adicional de 4- 5mL
de LCR para determinacién de ctDNA, respecto a lo obtenido por practica estandar para
diagnodstico de carcinomatosis leptomeningea.

Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccidn de Datos de Caracter Personal, los datos
personales que se obtengan de las historias clinicas de las pacientes seran los necesarios
para cubrir los fines del estudio, garantizando siempre la total discrecion y maxima
confidencialidad.

Para garantizar el anonimato de la identidad del paciente (asegurar que la informacién
de las muestras de tumor o sangre no se relaciona con la identidad del paciente), las



muestras solo iran identificadas con un cédigo desde el momento mismo en que sean
seleccionadas, no con el nombre del paciente. Sélo este cédigo, y nunca la identidad del
paciente, aparecera donde figure la informacién clinica referida. La relacidn entre el
codigo y la identidad quedara custodiada por personal autorizado del equipo
investigador, y no serd revelada a persona alguna salvo para cumplir con los fines del
estudio. Asi podemos asegurar que cualquier informacion que se obtenga a partir de las
muestras bioldgicas permanecera confidencial.

Las muestras bioldgicas se almacenaran en los laboratorios del Hospital Ramén y Cajal
o del Hospital Vall d Hebron. Aquellas muestras que se seleccionen serdn anonimizadas
y enviadas al Laboratorio de Gendmica para su analisis.

En todo momento, se cumplirdn los requisitos que establece el Articulo 59 de la Ley de
Investigacion Biomédica.
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6. EQUIPO

INVESTIGADOR PRINCIPAL Y DIRECTOR DEL PROYECTO

Javier Cortés Castan

Categoria: Jefe de Seccién de Cancer de Mama y Tumores Ginecoldgicos
Servicio: Oncologia

Area: Cancer de Mama Metastasico

RESTO EQUIPO INVESTIGADOR

José Manuel Pérez, Fabricio Racca y Jesus Soberino

Centro I0B Institute of Oncology, Quiron Group

Esther Holgado y Maria Fernandez-Abad

Centro: Hospital Ramon y Cajal

Joaquin Arribas, Mafalda Oliveira, Leticia de Mattos, Joan Seoane y Ana Vivancos
Centro: Vall d’Hebron Institute of Oncology

7. PRESUPUESTO

1. Gastos de Personal Personal técnico de laboratorio 30.000 €

2. Gastos de Ejecucion | A) Adquisicidn de bienes y contratacién de 60.000 €

servicios

Reactivos para secuenciacion y PCR 10.000 €
Reactivos para obtencién de muestras

B) Gastos de Viajes 5.000 €
Asistencia a congresos

C) Gastos Indirectos y de Gestidn 18.530 €

Gastos indirectos asociados al proyecto
TOTAL PROYECTO 123.530 €




