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INTRODUCCION

El cancer de mama triple negativo (TN) se caracteriza por la falta de expresién de
estrdgenos, progesterona y HER2 [1]. Constituye aproximadamente el 10-20% de los
tumores de mama y conforma una enfermedad muy heterogénea, que engloba tumores
con diferentes caracteristicas histopatolégicas y moleculares, asi como agresiva y de
mal prondstico, con escasas opciones de tratamiento [2,3]. Por tanto, es necesario
caracterizar nuevos biomarcadores predictivos de respuesta y desarrollar nuevas
terapias para mejorar la supervivencia de estas pacientes.

En los dltimos afios, ha habido avances prometedores en el tratamiento del cancer de
mama TN, con el desarrollo de la inmunoterapia y los anticuerpos conjugados [4].

La FDA aprobd el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1, atezolizumab, en combinacion con
el agente quimioterapéutico nab-paclitaxel para el tratamiento del cancer de mama TN
PD-L1 = 1% localmente avanzado o metastasico en base a los resultados del estudio
fase Ill Impassion130. La mediana de la supervivencia global de las pacientes con
cancer de mama TN PD-L1 positivo que recibieron atezolizumab mas nab-paclitaxel se
prolong6 en casi 10 meses en comparacion con las pacientes que recibieron placebo
junto a nab-paclitaxel [5].

Sin embargo, a pesar de estos avances, las respuestas a estos agentes siguen siendo
limitadas debido en parte a distintos mecanismos intrinsecos de evasion inmunitariay a
la falta de una activacion adecuada del sistema inmunitario en el microambiente tumoral
[6].

En los ultimos afios se ha descrito que las modificaciones epigenéticas pueden modular
de forma dindmica la respuesta inmunitaria en el cancer de mama TN a través de
diversos mecanismos, como la expresion de antigenos, disminuyendo la produccion de

guimiocinas, mediante el desarrollo de un microambiente tumoral (TME)



inmunosupresor o promoviendo la supervivencia del tumor a través de mecanismos
inmuno-evasivos [7-9].

Por tanto, el desarrollo de farmacos dirigidos al microambiente tumoral y a las vias
epigenéticas representan potenciales estrategias terapéuticas en el cancer de mama
TN [7].

OBJETIVOS, CRITERIOS DE VALORACION Y ANALISIS DE DATOS

1. Disefo del estudio

Estudio traslacional, unicéntrico, prospectivo y observacional.

2. Poblacién del estudio y nimero total de sujetos

El estudio se realizara en una cohorte de 25-30 pacientes con diagndstico de cancer de
mama TN avanzado o metastasico. Nuestro objetivo es incluir al menos 20 pacientes

evaluables para el andlisis epigenético.

Criterios de inclusion

- Pacientes = 18 afios con diagnostico de cancer de mama TN estadio IV que vayan a
iniciar tratamiento con inmunoterapia (antiPD1 o antiPDL-1).

- Posibilidad de llevar a cabo dos biopsias pareadas, obtenidas antes y después del
tratamiento con inmunoterapia. Si presenta muestra reciente (menos de 6 meses) podria
utilizarse como muestra basal.

- Todos los pacientes deben proporcionar consentimiento informado.

Criterios de exclusion

No aplica.

3. Hipotesis y objetivos

Hipotesis:

Las modificaciones epigenéticas que se producen en el tumor, asi como en su

microambiente, podrian modular la respuesta a farmacos antiPD-1/PDL-1 en el cancer

de mama TN avanzado.

Objetivos primarios

- Monitorizar la evolucion de los cambios epigenéticos en las células tumorales en

al menos dos muestras pareadas de cancer de mama TN avanzado, adquiridas
en diferentes tiempos de la enfermedad, pre y post-tratamiento con
inmunoterapia.

Objetivos secundarios



- Describir la evolucién de los cambios epigenéticos en el sistema inmune en al
menos dos muestras pareadas de cancer de mama TN avanzado, adquiridas en
diferentes tiempos de la enfermedad, pre y post-tratamiento con inmunoterapia.

- Identificar firmas epigendémicas implicadas en el escape inmunolégico en cancer
de mama triple negativo.

- Conocer las interacciones epigenéticas entre las células tumorales y el
microambiente tumoral en el cancer de mama TN avanzado.

- Identificar biomarcadores epigenéticos predictivos de respuesta a farmacos de
inmunoterapia, asi como su correlacion con pardmetros pronésticos como

supervivencia global o supervivencia libre de progresion.

4. Métodos

Se obtendran biopsias pareadas de 20-30 pacientes con cancer de mama TN antes y
después del tratamiento con antiPD1/PDL-1.

Se realizard una revisién anatomopatolégica por parte de un patdlogo, del aspecto
morfolégico del tumor con microscopio O6ptico y de la inmunohistoquimica con

determinaciéon de PD-L1 mediante inmunohistoquimica, asi como el contenido de TILS.

Se analizaron sus mutaciones mediante FoundationOne®CDx liquid, asi como su perfil
epigendmico basado en una firma de metilacion de ADN de microarrays (kit EPIC de
metilacion Infinium).

Seleccién de muestras:

Bloque de parafina:
Se utilizaran secciones de tejido de 4um de espesor para los siguientes estudios:
1. Determinaciéon inmunohistoquimica de la expresioén de PDL-1 (clon SP-
142, Ventana).
2. Determinacién de TILS (%) en el compartimento estromal.

Estudio del perfil epigenémico basado en una firma de metilacion de ADN de

microarrays (kit EPIC de metilacién Infinium®).



Tratamiento con

antiPD-1/PDL-1
Biopsia (bloque de parafina) Biopsia (bloque de parafina)
Biopsia liquida

B >

Infinium lllumina
MethylationEPIC Kil

Infinium lllumina
MethylationEPIC Kit

Muestra de sangre:

2 tubos de 8.5ml de cfDNA para realizacion de Foundationone®cDx liquid.

Recogida de datos clinicos:

Los datos como las caracteristicas demogréficas y clinicas (edad, raza, ECOG,
antecedentes ginecologicos, comorbilidades), datos especificos del tumor (fecha de
diagnéstico, expresion de Ki67, expresion de PD-L1, expresion de receptor de

andrégeno (RA), contenido de TILS, subtipo molecular de cancer de mama TN, perfil

mutacional y TMB mediante FoundationOne®CDx liquid, estadificacion inicial (CTNM),
tratamiento recibido previo si recaida, intervalo libre de recaida (ILE), supervivencia libre
de progresiéon (SLP) con inmunoterapia, supervivencia global (SG) con inmunoterapia,
tasa objetiva de respuesta (ORR) acorde a criterios RECIST 1.1 etc.; seran recogidos
en una base de datos por los investigadores designados, que seran los responsables
de la revision de las historias clinicas de los pacientes. La revision y mantenimiento de
esta base de datos es responsabilidad del investigador principal.

Analisis de datos:

Se llevara a cabo el procesamiento de los datos de metilacion a través de un software
para matrices de datos de 450K disponibles libremente como RnBeads.

El andlisis estadistico final seréa llevado a cabo por el investigador principal con el apoyo
de un equipo de Bioestadistica.

Consideraciones éticas:

El estudio se llevara a cabo bajo estricto cumplimiento de, entre otros, el "Convenio para
la Proteccion de los Derechos Humanos y las Libertades Fundamentales”, la
Declaracion de Helsinki, y las Directrices de Buenas Practicas Clinicas. Deber& contar
con la aprobacion del Comité Etico Independiente del hospital.

Todos los sujetos participantes firmaran un consentimiento informado para participar en

el estudio.



Al no ser un estudio intervencionista, las pacientes seran tratados acorde las guias

clinicas de nuestra institucion.

CRONOGRAMA Y PLAN DE TRABAJO

1.

Desarrollo del proyecto (2 meses)

-Desarrollo administrativo del proyecto

-Presentacion del proyecto al Comité de Etica

Reclutamiento e implementacion (20 meses).

El trabajo se llevara a cabo en el Hospital terciario HM Sanchinarro de la
Comunidad de Madrid. Los pacientes elegibles seran identificados por los
investigadores del centro.

Recogida de datos (2 meses).

Se llevara a cabo por el investigador principal o subinvestigador asignados.

La revision de la base de datos serd llevada a cabo por el investigador principal.
Andlisis de las muestras tumorales. (5 meses)

Revisibn por anatomia patolégica de las muestras y realizacion de
inmunohistoquimica de PDL-1 y determinacion de TILS.

El estudio de secuenciaciéon de DNA mediante FoundationOne®CDx liquid se
realizara en el marco de un ensayo clinico disponible en nuestra unidad.

El estudio del perfil epigenémico mediante la firma de metilacién de ADN de

microarrays (kit EPIC de metilacion Infinium®).

Andlisis de los datos (3 meses).

Una vez finalizada la recogida de datos, se llevara a cabo el analisis de los
datos clinicos y patoldgicos. Se llevara a cabo el procesamiento de los datos
de metilacién a través de un software para matrices de datos de para matrices
de datos de 450K disponibles liboremente como RnBeads. El andlisis estadistico
final sera llevado a cabo por el investigador principal con el apoyo de un equipo
de Bioestadistica.

Desarrollo de un plan de comunicacién, y difusién y explotacién de los
resultados.

Los resultados del estudio seran publicados en una revista de Oncologia

traslacional de ambito internacional.

JUSTIFICACION Y RELEVANCIA DEL PROYECTO

El cancer de mama TN en una enfermedad heterogénea, de mal prondstico con escasas

opciones de tratamiento. En los ultimos afios, se ha producido un gran avance en el



tratamiento de estas pacientes con el desarrollo la inmunoterapia y los anticuerpos
conjugados. Sin embargo, a pesar de estos avances, la mayoria de las pacientes no
obtendran beneficio del tratamiento con antiPD-1/PDL-1.

El conocimiento de los cambios que se producen a nivel del epigenoma en el cancer de
mama TN avanzado durante el tratamiento con antiPD-1/PDL-1 podrian suponer una
nueva herramienta que identifigue biomarcadores predictivos de respuesta a estos
farmacos, asi como otros mecanismos implicados en la resistencia intrinseca o
adquirida a antiPD-1/PDL-1.

PRESUPUESTO
Total,
Concepto Precio/Unidad #Unidades Unidades
IHC (PDL1) 260 30 7980
Infinium MethylationEPIC 2 kits (16
BeadChip Kit (32 samples) 7,808 | test cada) 15,616
FoundationOne liquid 0 30 0
Analisis estadistico N/A N/A 1500
Presentacion a congresos 2 2 3000
Gasto de publicacion N/A 1 2000
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