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RESUMEN

El cdncer de mama con sobreexpresion de la proteina HER2 (HER2+) ha evolucionado en las ultimas
dos décadas de la mano de terapias dirigidas frente a este receptor de membrana. La progresiva
introduccion de anticuerpos monoclonales frente a HER2 como trastuzumab (T) y pertuzumab (P),
de inhibidores de tirosina kinasas como el tucatinib, o de farmacos inmunoconjugados como el
trastuzumab-emtansine (T-DM1), y mas recientemente de Trastuzumab-deruxtecan, han permitido
incrementar de forma extraordinaria la supervivencia global de las pacientes con enfermedad
metastatica y las tasas de supervivencia en enfermedad precoz. Una paciente con un diagndstico de
enfermedad metastatica HER2+ en 2022 tiene unas expectativas de supervivencia superior a los 80
meses frente a los 18 — 24 meses que suponia este diagndstico en 1995.

Este cambio en la evolucidn de las terapias frente al cdncer de mama HER2+ también ha propiciado
un fendmeno desconocido hasta la fecha en tumores sdélidos avanzados. Se ha probado que el
tratamiento con trastuzumab mejora en un 50% la supervivencia libre de enfermedad y en un 33%



la supervivencia promedio. Sin embargo, la resistencia terapéutica al trastuzumab ha llegado a ser
un problema clinico importante donde el 15% de las pacientes recaen después de la terapia ya que
desarrollan diferentes mecanismos de resistencia al farmaco. Esto generd la necesidad de
desarrollar nuevos anticuerpos monoclonales dirigidos contra HER2, como el pertuzumab, para
establecer terapias combinadas que evitasen estos fendmenos de resistencia.

Un ejemplo de terapia combinada es el “gold-standard” de tratamiento en primera linea de
enfermedad HER2+ metastatica que incluye trastuzumab y pertuzumab (TP); asociandose un taxano
en la induccioén inicial. Este esquema, conocido como “CLEOPATRA” en referencia al ensayo clinico
gue confirmo su eficacia, demostré que la combinacién TP con docetaxel conseguia una tasa de
supervivencia global a 8 afios del 37% y un control medio de la enfermedad de 18 — 20 meses. Sin
embargo, el seguimiento tardio de este estudio revela que hasta un 20% de las pacientes se
mantienen libres de progresion a los entre los 6-8 afios desde la inclusidon en el ensayo. Estos
resultados se han confirmado en otros estudios como el PERUSE, un ensayo clinico de consolidacion
y validacién del CLEOPATRA, donde alrededor del 30% de los pacientes permanecieron libres de
progresion a los 4 afios de tratamiento. Aunque la recomendacién para estas pacientes es proseguir
con la combinacidn de TP hasta progresion o toxicidad, se ha visto que en algunos casos esporadicos
donde se ha interrumpido el tratamiento por motivos diferentes a una progresién, no identifican
progresiones de la enfermedad en los afios posteriores.

De esta forma, la posibilidad de interrumpir el tratamiento con TP tras un intervalo prolongado de
control de enfermedad se plantea como una posibilidad razonable. En otras patologias tumorales
como son el mieloma y leucemias agudas, ya se viene estudiando desde hace afios la posibilidad de
identificar la presencia o ausencia de enfermedad minima residual (MRD) por técnicas de biologia
molecular con aplicacidn clinica.

La identificacion del ADN tumoral circulante (ctDNA) en sangre, clasicamente conocido como biopsia
liguida, se basa en la deteccién del ADN circulante que liberan las células tumorales al torrente
sanguineo y que puede ser aislado directamente a partir de una muestra de plasma. En el contexto
de la enfermedad tumoral, el uso de ctDNA es particularmente Util para pacientes con tumores en
los que es diMcil realizar una biopsia, aquellos con contraindicaciones para procedimientos
invasivos o donde se han agotado las muestras de tejido tumoral ya que Unicamente con una
muestra de sangre podria detectarse tanto la presencia de ADN tumoral como mutaciones
especificas tumorales, variantes estructurales, alteraciones de nimero de copias y caracteristicas
epigenéticas. Ademas, recientemente su aplicacion se ha ampliado para incluir la evaluacién de la
respuesta temprana a la terapia (respuesta molecular) y en los escenarios de etapa temprana,
deteccion de enfermedad residual minima y recurrencia en enfermedad temprana.

GuardantRevealT'v| es una prueba revolucionaria de biopsia liquida que detecta ctDNA para la
evaluacidon de la MRD en cancer colorrectal (CCR), mama y pulmdn en etapas precoces. Ademas de
la deteccién de MRD, GuardantRevealTM también permite monitorizar la recurrencia en pacientes
previamente diagnosticados y ha sido aprobada en EE. UU. para pacientes con CCR en estadios Il llI
en los tres meses posteriores a la cirugia, permitiendo guiar la decisidn sobre la necesidad o no de
guimioterapia adyuvante. Sin embargo, recientemente la empresa Guardant Health ha lanzado una

nueva tecnologia, GuardanINFINITYTM, gue mejora la proporcionada por GuardantReveaITNI yaque

ofrece un panel mas amplio de genes (+800), metilacion (15MB), ademas de aumentar la



especificidad en un 97% (frente a un ti5% del test Reveal) a la vez que mantiene la sensibilidad del
91%.

FINALIDAD DEL PROYECTO

Mediante este estudio se pretende explorar la prevalencia de enfermedad minima residual (MRD)
mediante el test GuardantINFINITYTM en pacientes con cancer de mama avanzado (CMA) en curso
de tratamiento en primera linea con un esquema trastuzumab + pertuzumab (TP) por un minimo de
4 afios y sin criterios de progresion clinica radioldgica.

Objetivo principal:

e Evaluar la prevalencia de enfermedad minima residual (MRD) por ctDNA en pacientes con
CMA HER2+ y en respuesta clinica radioldgica por un minimo de 4 afios

Objetivos secundarios

e Correlacionar la positividad o negatividad del test con pardmetros clinicos y bioldgicos de
las pacientes.
e Evaluarlasensibilidad del test (contrastar el resultado de dos tomas de muestras diferentes)

CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes >18 anos

e Diagndstico de Cancer de Mama estadio IV y fenotipo HER2-positivo (IHQ 3+ o FISH-positivo)

e En curso de mantenimiento con trastuzumab o trastuzumab — pertuzumab (intravenoso
(IV) o subcutaneo (SC)) por un minimo de 70 dosis (48 meses) en el contexto de una primera
linea de tratamiento para enfermedad avanzada tras esquemas “CLEOPATRA” o similar
(induccién requerida con trastuzumab y pertuzumab). Las pacientes pueden estar
recibiendo terapia hormonal y/o terapia de remodelacidn ésea concomitante.

e Sonincluibles pacientes con estadio NED tras cirugia, ablacidn o radioterapia

e Estudio radioldgico de la enfermedad metastatica donde no se muestre evidencia de la
progresion de la enfermedad en los uUltimos ti meses (TAC o PET/TAC) asi como estudio
mamografico (si procede)

e Ausencia de otro diagndstico tumoral en los Ultimos 5 afios

e  Sin sospecha de progresion clinica, radioldgica o bioldgica en el momento de la inclusion

e Consentimiento informado por parte de la paciente



CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Pacientes con ECOG 2 o superior
e Esperanza de vida inferior a 3 meses

MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio transversal experimental en el que se incluiran unas 43 pacientes de 5
hospitales diferentes de la Comunidad Valenciana, Madrid y Catalufia. A cada paciente se le realizara
un andlisis bioquimico basico inicial en cada hospital ademas de solicitarles la firma del
consentimiento informado para la obtencién de las muestras de sangre.

Para testar la prevalencia de enfermedad minima residual (MRD) en pacientes HER2+ de cancer de
mama metastatico se empleara la prueba GuardantINFINITYTM de la empresa Guardant Health.

Una limitacién inherente a las técnicas de analisis de ctDNA es la proporcion de ADN libre que se
deriva de las células tumorales en el torrente sanguineo. Esta proporcién, o fraccién tumoral
circulante (cTF), es estimada por mutaciones somaticas que estan muy asociadas con la progresién
y el prondstico del tumor y que son normalmente muy bajas en tumores pequefios y localizados

pero que aumentan cuando el tumor crece y metastatiza. La firma epigenémica GuardantReveaIT'\/|

ha demostrado medir con precision la cTF utilizando andlisis ortogonales para mutaciones somaticas
y permite la estimacién de cTF incluso en casos sin mutaciones especificas detectables. En la prueba

mejorada del GuardantINFINITYTM, perfiles gendmicos y epigendmicos son combinados para crear
firmas moleculares distintas. En esta prueba, la integracién de firmas de metilacién especificas de
tumor con un perfil gendmico ampliado consigue capturar las complejidades ocultas de cada
muestra tumoral de forma que se consigue obtener informacion adicional sobre la recurrencia, la
respuesta o la progresion del tumor.

Por otro lado, desde el Hospital Arnau de Vilanova se realizaran analisis de Células Tumorales
Circulantes (CTC) y de biomarcadores tumorales (Ca 15-3) para la confirmacion de los resultados de
enfermedad tumoral residual que se obtendran con el test de Guardant. Este andlisis se realizara
Unicamente en las muestras extraidas en la primera extraccidn de sangre a las pacientes.

Para evaluar la sensibilidad del test GuardantINFINITYT'\/I a cada paciente se le extraeran 2 muestras

de sangre en 2 ocasiones diferentes, en un intervalo de 3 a 9 semanas.

e Extraccion basal: test de Guardant para el andlisis de ctDNA; analisis las CTC y Ca 15-3 como
marcadores tumorales

e Segundo punto de extracciéon (entre 3-9 semanas desde la extraccidon basal): test de
Guardant para el analisis de ctDNA



GuardantINFINITY™ 43 43
Analisis Hospital Arnau Vilanova 43 -
Biobanco 43 43

Todas las muestras destinadas al analisis de ctDNA con la prueba GuardantINFINITYT™ seran
recolectadas en el kit de recogida facilitado por Guardant Health y serdn enviadas en el mismo
momento de la extraccién a sus instalaciones en Redwood City, California. El resto de muestras
seran almacenadas en el biobanco del Hospital Arnau de Vilanova una vez finalizado el estudio.

Por otro lado, se recogera informacidn de la historia clinica de las pacientes incluidas caracteristicas
clinicas y bioldgicas del tumor y terapias previas recibidas. Ademas, se solicitara informacién sobre
el tejido tumoral de cada paciente y sobre los bloques de anatomia patoldgica disponibles. Toda la
informacidn sera anonimizada.

Al ser este un estudio exploratorio, independientemente del resultado del test, la paciente no vera
modificado su tratamiento actual.

CRONOGRAMA

Management period
Samples collection
Experimental part.
Data management
statistical analysis
Study final report




PRESUPUESTO

PRESUPUESTO

Protocol design and Patient Information Sheet 12.096 €
Clinical Operations
-Site Selection

- Regulatory set-up
-Project Management 25.473 €
- Medical Management

- Biosamples management
- eCRF design and DB set up

Data Management 15.711 €
ECRF design and DB set up 7.006 €
Statistics 22.277 €
CSR & Publications 7.541 €
Direct Costs 90.104 €
Overheads (20%) 18.021 €
Total 108.125 €
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