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SUMMARY

SUMMARY

Pediatric Central Nervous System (CNS) tumors are the most frequent
solid neoplasms and the main cause of cancer mortality in pediatric ages.
Due to their localization and infiltrative nature, some tumor resections or
biopsies are not feasible and they could carry great morbidity. In those
cases, the use of minimally invasive methods as diagnostic, molecular
marker detection, prognostic or monitoring therapies are emerging.
The analysis of liquid biopsies which contain genetic information from the
tumor has been much more widely explored in adults than in children.
In this doctoral thesis, the detection of the BRAF V600E targetable mutation
by digital PCR from circulating DNA (ctDNA) of a cohort of 29 pediatric
patients with brain tumors was compared in three different sources of liquid
biopsy: serum, plasma and cerebrospinal fluid (CSF).
Here we demonstrate that ctDNA isolated from serum and plasma could be
successfully analyzed to obtain tumor genetic information which could be

used to guide critical treatment decisions.



RESUMEN

RESUMEN

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) son la principal
neoplasia sélida y la causa mas frecuente de mortalidad por cancer en la
edad pediatrica. Debido a su localizacion y naturaleza infiltrativa, algunas
resecciones o biopsias tumorales no resultan factibles o acarrean especial
morbilidad. En estos casos, el desarrollo de técnicas minimamente invasivas
que permitan obtener informacién derivada del tumor, Util en el proceso
diagndstico, prondstico, terapéutico y de seguimiento a largo plazo, cobran
especial relevancia.

La innovadora técnica denominada biopsia liquida, mediante la cual se
pretende analizar material genético derivado de las células tumorales aislado
en fluidos bioldgicos, se encuentra en pleno desarrollo, siendo éste mucho
mas amplio en adultos que en nifios.

En la presente tesis doctoral, se ha comparado la deteccion de la mutacién
diana V600E del gen BRAF mediante PCR digital en ADN circulante
obtenido de una cohorte de 29 pacientes pediatricos con tumores
cerebrales, en tres fuentes diferentes de biopsia liquida: suero, plasma y
liquido cefalorraquideo.

Se demuestra que el ADN circulante aislado a partir de suero y plasma,
podria analizarse con éxito para obtener informacion sobre la genética

tumoral, la cual guiaria el manejo clinico de estos pacientes.
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INTRODUCCION

Existe en la actualidad un amplio consenso de que el cancer es, en
esencia, una enfermedad genética’, en la cual la acumulacién de
alteraciones moleculares en el genoma de las células somaticas es la base

del origen y progresion de las células cancerosas.

El desarrollo tanto de la anatomia patologica, con el estudio directo de
los 6rganos afectos por diferentes patologias, como de la biologia molecular,
han sido determinantes a través de la historia de la medicina para poder
alcanzar este grado de conocimiento en el campo de la oncologia, y que hoy

en dia, continla en crecimiento exponencial.

1. Inicios y evolucion en el estudio del cancer

Antonio Benivieri (1443-1502) es considerado el padre de la
anatomia patoldgica, que surge como ciencia en 1507 tras la publicacion
del tratado “De abditis nonnullis ac mirandis morborum et sanationum
causis” (“De algunas causas oscuras y admirables de enfermedades y
curaciones”), basado en los metddicos apuntes de las autopsias realizadas
por este reconocido médico humanista italiano, con consentimiento previo de
los familiares?.

Estas primeras autopsias realizadas en la etapa del Renacimiento son la
base de la ciencia moderna, experimental y objetiva, que se aleja de los
dogmas vigentes desde tiempos hipocraticos y de las restricciones
impuestas en la Edad Media, permitiendo el avance revolucionario de la
medicina®.

Las primeras observaciones en cadaveres, inicialmente de caracter

superficial, fueron derivando en estudios mas complejos que comenzaban a
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relacionar la morfologia y sus alteraciones como base fundamental en el
entendimiento de las enfermedades y sus sintomas, tal y como se refleja en
los trabajos de Vesalio, iniciador de la anatomia organicista, Morgagni, que
sento las bases del método anatomoclinico, constituyendo asi el punto de
partida de la anatomia patolégica moderna, o Bichat, anatomista y fisidlogo
francés, el cual introdujo el concepto de los tejidos®.

En el siglo XIX, con el desarrollo del microscopio Optico, se expande
la teoria celular, teniendo como maximo exponente la obra de Rudolph
Virchow en 1858, el cual enfatiza que las enfermedades surgen de forma
primaria en las células individuales, no en los 6rganos o tejidos en general,
lo cual condujo rdpidamente a la concepcion de la biopsia como elemento
definitorio del diagnéstico médico®.

Esta teoria basada en la célula como unidad elemental, se traslada
necesariamente al estudio de los tumores. Virchow mostré gran interés en
esta patologia, y aportdé el primer criterio util para clasificar los tumores
cerebrales al describir la neuroglia, introduciendo el término “glioma” para
distinguir las neoplasias provenientes de este tejido intersticial no neuronal,

de otros tipos de tumores®.

Analizando la evolucion desde ese primer acercamiento de
ordenacion de los tumores cerebrales, hace ya un siglo y medio, basada en
las caracteristicas microscopicas de las diferentes células, a la clasificacién
actual de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2016, que incluye
por primera vez criterios moleculares”®, se pone de manifiesto el gran

avance en el conocimiento del origen y la biologia del cancer.

El cancer es considerado en la actualidad, en esencia, una
enfermedad genética. Como consecuencia de su inestabilidad y diversidad
genomica, las células tumorales van adquiriendo multiples capacidades
biolégicas que las transforman progresivamente en células

cancerigenas. En el afio 2000, Hanahan y Weinberg, realizan en “The
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Hallmarks of Cancer” una extraordinaria estructuracion de esta compleja
magquinaria oncogeénica, describiendo las siguientes seis capacidades
adquiridas por la célula tumoral: sefial de proliferacién sostenida, evasion de
los supresores de crecimiento, inmortalidad, invasién y metastasis, induccion
de la angiogénesis y mecanismos de resistencia a la muerte celular®.

Una década mas tarde en “Hallmarks of Cancer: The Next Generation”,
incorporan dos capacidades biolégicas mas: la evasion de la destruccion
mediada por el sistema inmune y la reprogramacion del metabolismo

celular'®, reflejo del creciente conocimiento de la biologia tumoral

Como hemos referido, el origen de estas capacidades deriva de las
diferentes aberraciones genéticas que van adquiriendo las células
neoplasicas. El primer oncogén humano (H-RAS), es aislado y clonado por
el equipo dirigido por Mariano Barbacid en 1982, hecho que sentd las
bases del inicio de la oncologia molecular, habiéndose descrito 3 afios
mas tarde hasta 15 oncogenes diferentes®.

La capacidad de secuenciar el genoma mediante el desarrollo de técnicas
de NGS (secuenciacion de nueva generacion), ha contribuido de forma
decisiva en las ultimas dos décadas al conocimiento del avance y progresion
de las células cancerosas, y con ello, a la transformacion de la vision global
de esta enfermedad, repercutiendo tanto en el diagndéstico como en la

terapéutica.

El proyecto del genoma humano, completado en 2003, marco el inicio de
una nueva era en las ciencias biomédicas y por tanto en la oncologia®?.

El poder disponer tanto del mapa de la secuencia genémica normal como de
la descripcidon de variaciones (0 polimorfismos) mas comunes presentes en
la especie humana (el denominado HapMap)*, asociado a la informacién
obtenida de la secuenciacibn de familias de genes candidatos a ser
esenciales en la génesis del cancer, ha permitido el desarrollo del analisis
sistematico de las alteraciones subyacentes en el origen y evolucion de los

diferentes tipos de tumores®.
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Mediante el desarrollo de la NGS y de las aplicaciones informéticas de
procesamiento de datos a gran escala, se han secuenciado hasta ahora mas
de 50.000 genomas tumorales en todo el mundo, incluyéndose dicha
informacion en “The Cancer Genome Atlas” (TCGA)'* y en “The International
Cancer Genome Consortium” (ICGC)™, siendo esperable que esta cifra

crezca exponencialmente en la proxima década®®.

Los tumores infantiles, generalmente referidos a la poblaciéon menor
de 15 afos, ademas de ser una patologia con una baja incidencia,
representando entre el 0.5% y 4.6% del niumero total de casos de cancer a
nivel mundial*’, comprenden un grupo extensamente heterogéneo y difieren
radicalmente de los que se presentan en la edad adulta.

A pesar de estas dificultades, también se han desarrollado diversos
proyectos de secuenciacion de tumores infantiles, realizdndose la primera
revision de la informacion obtenida hasta el momento en la “National Cancer
Institute (NCI) Childhood Cancer Genomics Gaps and Opportunities
Workshop”, en el afio 2015. Posteriormente, se han continuado realizando

otros proyectos colaborativos a este respecto®®.

Del analisis de la informacion obtenida hasta el momento, se puede destacar
que los tumores infantiles pediatricos albergan muchas menos mutaciones
puntuales de sustitucion de aminoacidos por megabase (millon de
nucleétidos) de ADN, y que los mecanismos subyacentes en la oncogénesis
son, predominantemente, las alteraciones cromosémicas segmentarias, las

fusiones y las mutaciones en genes que controlan el epigenoma®.
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2. Tumores cerebrales

2.1. Conceptos generales y clasificacion de los tumores cerebrales

Los tumores cerebrales comprenden un grupo muy heterogéneo de
neoplasias, que se desarrollan a partir de las células que asientan en el
sistema nervioso central (SNC).

El tratamiento clasico de los tumores del SNC es multimodal, basado

clasicamente en tres pilares: cirugia, radioterapia y quimioterapia®.

La evolucién clinica y, por tanto, el prondstico varia enormemente, desde
canceres altamente malignos, con una mediana de supervivencia de menos
de un afio, a pesar de tratamientos intensivos, hasta tumores indolentes que
se curan exclusivamente con la reseccion quirurgica.

Esta heterogeneidad se reflela en las diferentes clasificaciones
histolégicas que han coexistido en el dltimo siglo, basadas principalmente en
la célula de origen del tumor, sistema desarrollado por Baley y Cushing?.
La experiencia ha demostrado que los diagnésticos basados en
clasificaciones fundamentadas uUnicamente en la histologia son
claramente insuficientes en la determinacion de la naturaleza especifica
de cada tumor, y ademas, altamente subjetivas, con grandes variaciones
interobservador, por lo que ofrecen una limitada utilidad para la toma de

decisiones clinicas por parte de los médicos implicado en su manejo®2>.

Gracias a la labor de la OMS de crear una clasificaciéon comun, el consenso
entre los neuropatoldgos ha mejorado considerablemente. La primera
propuesta realizada en 2007, se basaba exclusivamente en hallazgos
histopatolégicos, pero como hemos referido previamente, debido al
incremento de alteraciones genéticas descritas en los tumores del SNC, se
han incorporado por primera vez criterios moleculares en la nueva

clasificacion de 2016. Esta clasificacion ofrece una aproximacion mucho
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mas actualizada y completa, que fija las bases para las proximas
ediciones®?,

En la tabla 1 (A, B y C) se indican las diferencias mas significativas entre la
clasificacion de la OMS de 2016 y la previa del afio 2007, las cuales afectan
principalmente a los tumores astrocitarios (gliomas), meduloblastomas y

tumores ependimarios®.

Tabla 1. Comparacion de las clasificaciones de la OMS 2007 y 2016.

A. Astrocitomas vy tumores oligodendrogliales

CLASIFICACION OMS 2007 CLASIFICACION OMS 2016
Tumores astrocitarios Grado Astrocitomas difusos y tumores
oligodendrogliales Grado
Astrocitoma pilocitico |
Astrocitoma pilomixoide I Astrocitoma difuso, IDH-mutado Il
. . . , Astrocitoma gemistocitico, IDH-mutado 1]
A.stroatoma subependimario de células | Astrocitoma difuso, IDH-wild type I
gigantes . Lo Astrocitoma difuso, NOS 1]
Xantoastrocitoma pleomorfico I Astrocitoma anaplasico, /DH-mutado 1l
Astrocitoma difuso Il Astrocitoma anaplasico, IDH-wild type 1
Variantes: Astrocitoma fibrilar* I Astrocitoma anapldsico, NOS 1
Astrocitoma gemistocitico Il Glioblastoma, IDH-wild type I\
Astrocitoma protoplasmatico* I Variantes: Glioblastoma de cél gigantes \%
Astrocitoma anaplasico 1 Gliosarcoma I\
Glioblastoma \" Glioblastoma epitelioide* v
Variantes: Glioblastoma de cél gigantes \Y Glioblastoma, IDH-wild type 1\
Gliosarcoma \% Glioblastoma, NOS v
Gliomatosis cerebrii* ] Glioma difuso de la linea media, H3K27M* v
Oligodendroglioma, IDH-mutado y 1p/19q I
codelecionado
Oligodendroglioma, NOS 1]
Tumores Oligoastrociticos Grado Oligodendroglio.ma anaplasico, IDH-mutado y 1
1p/19q codelecionado
Oligodendroglioma anapldsico, NOS 1
Oligoastrocitoma I Oligoastrocitoma, NOS 11l
Oligoastrocitoma anaplasico mn Oligoastrocitoma anaplasico, NOS 11l
Tumores Oligodendrogliales
Oligodendroglioma I Otros tumores astrociticos Grado
Oligodendroglioma anaplasico i

Astrocitoma pilocitico |
Astrocitoma pilomixoide 1l
Astrocitoma subependimario de células gigantes |
Xantoastrocitoma pleomorfico

Xantoastrocitoma pleomorfico anaplésico* 1]




B. Meduloblastomas
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CLASIFICACION OMS 2007 CLASIFICACION OMS 2016
Meduloblastoma Grado Meduloblastoma geneticamente definido Grado
Meduloblastoma clasico v Meduloblastom, WNT-activado [\
Meduloblastoma desmopldsico/nodular Y Meduloblastoma, SHH-activado y TP53 mut \%
Meduloblastoma con extensa nodularidad v Meduloblastoma, SHH-activado y TP-53 WT \%
Meduloblastoma anaplasico/células v Meduloblastoma, no WNT/no SHH v
grandes Meduloblastoma, grupo 3 [\
Meduloblastoma, grupo 4 I\
Meduloblastoma histologicamente definido Grado
Meduloblastoma clasico \%
Meduloblastoma desmoplasico/nodular v
Meduloblastoma con extensa nodularidad I\
Meduloblastoma anaplasico/células grandes 1\
C. Ependimomas
CLASIFICACION OMS 2007 CLASIFICACION OMS 2016
Tumores ependimarios Tumores ependimarios Grado
Grado
) Subependimoma |
Subepfendlmom:a . ! Ependimoma mixopapilar |
Ependimoma mixopapilar | Ependimoma I
Ependmom; lular* . Ependimoma papilar I
Epen Imoma celular . Ependimoma de células claras Il
Epend!moma paplllar I Ependimoma tanicitico Il
Ependimoma de células claras . Ependimoma fusiéon RELA positivo* 1/m

Ependimoma tanicitico
Ependimoma anaplasico

Ependimoma anaplasico

*Sefialadas en rojo: Entidades eliminadas en la clasificacion de 2016. * Sefialadas en

morado: Nuevas entidades y variantes afiadidas en la clasificacion de 2016. NOS: Not

otherwise specified. Gen IDH: Isocitrato deshidrogenasa. SHH: Hace referencia a la via de

sefializacion Sonic Hedgehog. WNT: Hace referencia a la via de sefializacién WinglesS.

Mut: mutado. WT: Wild type ®%°.
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2.2. Tumores cerebrales en la edad pediatrica

2.2.1. Epidemiologia de los tumores cerebrales infantiles

Los tumores cerebrales que se diagnostican en la edad pediatrica
comparten todas las caracteristicas referidas hasta el momento con los
tumores del adulto, pero difieren de forma radical en su naturaleza
intrinseca, lo que se refleja en su diferente predileccién en la localizacién
dentro del SNC, imagen radioldgica, tipos histologicos y como no, en las vias

moleculares afectadas®®.

Los tumores del SNC son los tumores sélidos més frecuentes en la
infancia, por detrds del subgrupo de procesos neoplasicos hematoldgicos
(leucemias y linfomas) (figura 1) y los que méas mortalidad asocian en

este grupo de edad?®*?’.

La incidencia en Espafia de cancer infantil y del subgrupo de tumores
cerebrales es superponible con otros paises de Europa como Alemania,
Francia o Reino Unido, siendo la tasa estandarizada de 159,4 casos por
millén de nifios/nifias y en torno a 36 x millén respectivamente®. Esto se
traduce en una media unos 280 casos al afio en Espafa, incidencia que se

mantiene estable en la Gltima década®®.

Ademas, los tumores cerebrales comprenden el tipo neoplasias de las
cuales se deriva la mayor morbi-mortalidad secundaria a cancer en la edad
pediatrica.

Se estima que el 80% de los nifios con antecedentes de un tumor cerebral
experimentaran algun tipo de morbilidad a largo plazo, derivados tanto de los
sintomas ocasionados por el propio tumor, como de los tratamientos

aplicados®.
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Figura 1. Incidencia en Espafia por grupos diagndsticos de céancer
infantil.
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Datos recogidos de informe RETI, afios 2010-2017. Total de casos 8.248%.

2.2.2. Etiopatogenia de los tumores cerebrales infantiles

Aunque los factores implicados en su patogenia siguen siendo una
incégnita en la mayoria de los casos, si es conocida la predisposicion de
pacientes afectos de ciertos sindromes genéticos a desarrollar tumores
cerebrales, tales como la neurofibromatosis tipo 1 (NF-1), esclerosis
tuberosa, sindrome de Li-Fraumeni y otras afecciones hereditarias menos

comunes, como el sindrome de Gorlin o el sindrome de Turcot®'%2,

Se estima que entre el 8 y 10% de los pacientes pediatricos con cancer

presentan alguna alteracion en linea germinal que les predispone a ello®.

En cuanto a los factores de riesgo ambientales, sélo la exposicion a
radiacion ionizante ha demostrado relacion en el desarrollo de tumores

cerebrales®.
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2.2.3. Clasificacion de los tumores cerebrales infantiles

Como venimos haciendo hincapié, los tumores cerebrales del
adulto difieren significativamente de los de los pediatricos.
Desde el punto de vista histoldgico, en adultos, los meningiomas de caracter
benigno comprenden el mayor niumero de casos, siendo los gliomas de alto
grado (glioblastoma) de localizacién supratentorial, los tumores agresivos
mas frecuentes, mientras que en la edad pediatrica, los gliomas de bajo
grado son los tumores mas prevalentes, abarcando un 30% del total de
casos registrados. Los tumores malignos mas frecuentes en este grupo de
edad son los meduloblastomas, seguidos de los gliomas de alto grado,
localizdndose ambos tipos tumorales preferentemente a nivel

infratentorial®®-3°.

Los gliomas de bajo grado, definidos por la OMS como grado | (bajo
potencial proliferativo) y 1l (bajo potencial proliferativo pero infiltrativo)
comprenden un grupo muy heterogéneo de tumores. La entidad mas
prevalente en nifios y adolescentes es el astrocitoma pilocitico (PA) (grado
[), que supone un 15% de todos los tumores cerebrales en la edad
comprendida entre 0 y 19 afios*®®. Otros gliomas de grado |, menos
frecuentes, corresponderian a gangliogliomas, los astrocitomas
/gangliogliomas desmoplasicos infantiles, los tumores disembrioplasicos
neuroepiteliales, gliomas angiocéntricos y los astrocitomas subependimarios
de células gigantes (SEGA). Entre los de grado II, destacan el astrocitoma
pilomixoide (PMA), xantoastrocitoma pleomorfico (PXA), oligodendroglioma,

oligoastrocitoma y los astrocitomas difusos®’.

Los tumores gliales de alto grado, a pesar de no ser uno de los
grupos de tumores del SNC mas frecuentes en nifios (abarcan el 11% de los
casos de tumores cerebrales), son los que mas mortalidad asocian en

conjunto.
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Los tumores gliales de alto grado engloban tanto los gliomas difusos
anaplasicos, entre los que destaca el glioma pontino intrinseco difuso
(DIPG), especifico de la edad pediatrica y definido por unas caracteristicas
clinicas y radiolégicas especificas, como los glioblastomas®®. Estos
tumores presentan una mediana de supervivencia global de 9 a 15 meses, la
cual no se ha conseguido mejorar en las Gltimas décadas®.

Aproximadamente la mitad de los gliomas difusos de alto grado en la edad
pediatrica se localizan en estructuras de la linea media, como protuberancia
y tAlamo, hecho que les confiere escasa accesibilidad quirargica y, por tanto,
un peor pronostico. Este hecho contrasta con los adultos, en los cuales la

localizacion predilecta son los hemisferios cerebrales.

La clasificacion de la OMS de tumores cerebrales (tabla 1) es
comun para adultos y nifios, por lo que debido a las marcadas diferencias
en estos dos grupos de pacientes, resulta algo engorrosa para el manejo de
esta patologia en la edad pediatrica, especialmente en el caso de los
gliomas.

En la ultima actualizacion de 2016, la presencia de mutacién en el gen IDH,
codificador de la proteina isocitrato deshidrogenasa, define los subtipos
moleculares en el grupo de los gliomas, siendo en la edad pediatrica un
hallazgo excepcional. No obstante, la incorporaciéon a la clasificacion de la
entidad “glioma difuso de linea media H3K27M”, exclusivo de la infancia,
asi como una primera aproximacion a los subtipos moleculares de
medublastomas y ependimomas, también propios de la edad pediatrica,

supone un avance para este grupo poblacional®*°.

La figura 2 ofrece, a modo de resumen, una aproximacion en la incidencia

de los tumores mas frecuentes en la infancia, comparada con los subtipos

mas frecuentes en la edad adulta, representados en la figura 3%°.
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Figura 2. Distribucion en frecuencia de los diferentes subtipos de
tumores cerebrales infantiles y del adolescente (edad 0-19 afios).
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Figura 3. Distribucién en frecuencia de los tumores cerebrales del
adulto.
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2.2.4. Prondstico y tratamiento de los tumores cerebrales infantiles

A pesar de que el pronostico global de los tumores cerebrales
infantiles ha mejorado considerablemente en las Ultimas décadas debido a
las mejoras en las técnicas diagnosticas y terapéuticas, esta patologia
representa la causa mas frecuente de muerte infantil por cancer, tal y

como se ha referido anteriormente?”’.

El tratamiento clasico de los tumores del SNC es multimodal, basado
cladsicamente en diferentes combinaciones de cirugia, radioterapia Yy
quimioterapia®?, terapias no exentas de posibles secuelas, hecho

especialmente relevante en la edad pediatrica®.

Hay que sefalar que el prondstico de cada paciente es tan variable
como la propia naturaleza tumoral. La supervivencia global depende no
s6lo del tipo tumoral, sino también de la localizacion anatomica y, por tanto,
de su accesibilidad quirdrgica.

En gliomas de bajo grado la supervivencia global a los 5 afios es mayor del
75%, en los cuales la reseccion quirtrgica completa es suficiente para su
curaciéon en la mayoria de los casos. El problema surge con aquellas casos
en los que no resulta posible realizar una reseccidon mascroscéopica completa
debido a su localizacion anatémica, convirtiéndose en una patologia de
caracter cronico, con la afectacion secundaria en la calidad de vida que este
hecho conlleva®.

En el otro extremo, se encuentran los gliomas difusos de linea media, con
supervivencias muy pobres, incluso inferiores al afio de forma invariable en
los casos de DIPG, a pesar de las multiples combinaciones de tratamientos
gue se han testado hasta la actualidad, representando el paradigma de

tumor incurable en la infancia®”*.

Si valoramos conjuntamente la mortalidad global, las secuelas a largo plazo

secundarias al propio tumor y a la cirugia, junto con las derivadas de los
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tratamientos adyuvantes, se pone de manifiesto la necesidad de incorporar
nuevas terapias mas eficaces que mejoren el pronostico de estos tumores y
con menos toxicidad. Esta necesidad cobra mayor relevancia, si cabe, en los
pacientes pediatricos, ya que son mas vulnerables a las diferentes
agresiones debido a la etapa de desarrollo neuroldégico en la que se

encuentran.

2.2.5. Alteraciones moleculares en los tumores cerebrales infantiles

Se conocia desde hace mucho tiempo que los tumores del nifio
diferian a los del adulto en cuanto a epidemiologia, origen celular y
respuesta a los diferentes tratamientos, pero los extraordinarios avances en
la comprension de la biologia del cancer han demostrado también las
marcadas diferencias a nivel molecular.

Los estudios de secuenciacion realizados a gran escala en los tumores
pediatricos ponen de manifiesto que, tanto las vias de sefalizacidon
alteradas, como el numero de mutaciones, difieren significativamente
de las descritas en tumores del adulto. La carga mutacional es mucho
menor en nifios, lo que condiciona la escasez de potenciales dianas
terapéuticas'®*°4°.

Si se considera ademas el muy significativo menor nimero de pacientes
pediatricos y la gran heterogeneidad de la naturaleza tumoral, condiciona
que el disefio y planteamiento de ensayos clinicos con nuevos farmacos en
este grupo poblacional resulte todo un reto, a menudo muy complicado de
llevar cabo.

Por lo tanto, son muy escasos los nuevos agentes terapéuticos que
consiguen la aprobacion de la FDA (The Food and Drug Administration) o la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para su uso en patologias
oncolégicas de la infancia y adolescencia*’, explicando el enorme retraso
en comparacion a los avances en el tratamiento de los tumores del

adulto.
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Aunque los estudios de diagndéstico molecular empiezan a formar
parte del estandar de atencion en muchas instituciones, la complejidad
referida en el proceso de establecer terapias eficaces para el cancer infantil,
conduce a un amplio consenso por parte de las diferentes sociedades
especializadas en oncologia pediatrica (a modo de ejemplo: Children
Oncology Group “COG” en EEUU, International Society of Paediatric
Oncology “SIOP” o la Sociedad Espanola de Hematologia y Oncologia
Pediatrica “SEHOP”), de incluir a los pacientes en los diferentes estudios y
ensayos clinicos multicéntricos*4°*°,

Esta tendencia resulta especialmente interesante en aquellos casos en

recaida o de mal prondstico con las terapias convencionales,

El paso inicial a conseguir en este proceso cooperativo, es el obtener,
mediante estudio de una muestra tumoral o biopsia, un diagnéstico lo mas
preciso, objetivo y completo. En el caso de los tumores infantiles resulta a
menudo muy complejo, ya que muchas de estas neoplasias son altamente
indiferenciadas o comparten caracteristicas de diferentes lineas celulares,
por lo que, tras el estudio morfoldgico e inmunohistoquimico inicial, se hace
mas indispensable si cabe, el aplicar una bateria organizada de técnicas de
diagnéstico molecular™.

A este respecto, destacan los esfuerzos realizados por grandes
asociaciones, como la plataforma europea de prueba de concepto preclinica
pediatrica de terapias innovadoras para nifilos con cancer (ITCC-P4) y el
consorcio de pruebas preclinicas pediatricas (PPTC) con sede en EE.UU.
Ambos consorcios estan desarrollando plataformas para evaluar de una
forma sistematica y rigurosa las posibles dianas moleculares en los
diferentes tipos de cancer infantil para acelerar el proceso de aprobacion de
farmacos dirigidos. Sin embargo, todavia se requiere mucho trabajo de

fondo y promocién para conseguir llevarlo a cabo™.

En la tabla 2, se ofrece un resumen de las principales alteraciones genéticas
en los diferentes tumores cerebrales infantiles y las terapias dirigidas que se

encuentran actualmente en estudio®246°23,
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Tabla 2: Principales alteraciones genéticas y entidades descritas en
tumores cerebrales infantiles.

Principales alteraciones

Terapias dirigidas

de bajo grado

Subtipo Entidades .
- en estudio
tumoral moleculares genéticas
-Mut BRAFV600E o
-Inhibidores BRAF
. LGG BRAF mut -Mut o reord FGFR1 o
Gliomas -Inhibidores MEK

-Aberraciones MYB/MYBL

-Inhibidores MEK

HGG H3 y BRAF WT

(LGG) LGG BRAF fus -Fus KIAA1549-BRAF
LGG BRAF WT -Del CDKN2A/p16 -Inhibidores m-TOR
-Mut H3F3A K27 o H3F3A G34R/V
-HIST1H3B 0 C -Inhibidores HDAC
HGG K27M mut o -Mut TP53, FGFR1, ACVR1, PPM1D, _Inhibidores mTOR
. G34R/V mut PIK3, ATRX
Gliomas
-Reord NTRK1, NTRK2 y NTRK3
de alto grado
-Del CDKN2A
(HGG)
Otros: HGG .
-Mut BRAFV600E -Inhibidores BRAF
BRAFV600E +/- .
-Amp MYCN,PDGFRA y EGFR -Inhibidores PARP
del CDKN2A,

Mtor y EGFR

WNT

-Mut CTNNB1, DDX3X, SMARCA4, TP53,
MLL2
-Monosomia cr 6

-WNT antagonistas

SHH (p53 WT o

-Mut PTCH1, TERT, SMO, SUFU,
MLL2,DDX3X Y TP53

-Inhibidores SMO,
GLI1/2, PIK3 y aurora

mut) Al GLI1/2, MYCN y CCND2 quinasa
-Am , -
P y -Inhibidores de MYCN
Meduloblastoma
-Mut SMARCA4, MLL2 -
-Inhibidores HDACy
grupo 3 -Amp MYC, OTX2 PI3K
-Fus PVT1-MYC
-Mut KDM6A, MML3, HDAC2, ZMYM3, -Inhibidores de
CBFA2T2 y CTDNEP1 MYCN, CDK
grupo 4
-Dup SNCAIP -Moduladores
-Amp MYCN y CDK6 epigenéticos
EPN-A | Balanceado
Fosa
posterior | epn_g | Inestabilidad cromosémica _Inhibidores de HDAC
Ependimoma -
(EPN) EPN- -Fus YAP1 -Inhibidores
Supra- YAP1 | -Aberraciones Cr.11q ERBB1/ERBB2
tentorial EPN- -Aberrations Cr. 11
RELA -Fus RELA
Del SMARCBI1. Sobreexp gen
ATRT-TYR
melanosoma
- — -Inhibidores de
Aberraciones SMARCB1. Sobreexp via .
ATRT ATRT-SHH SHH aurora quinasa
-Inhibidores de HDAC
Del focales SMARCBI1. Sobreexp MYC,
ATRT-MYC

HOX
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Nota tabla 2:

Mut: mutado. Reord: reordenamientos. Fus: fusiones. Dup: Duplicacion Sobreexp:
sobreexpresado. Del: delecion. Amp: amplificaciones. EPN: ependimoma. HGG: Gliomas de
alto grado. LGG: Gliomas de bajo grado. mARN: microARN. WNT: Wingless. SHH Sonic
Hedgehog. ATRT: Tumor teratoide-rabdoide atipico. TYR: tirosinasa. Cr: Cromosoma.
HDAC: Histona desacetilasa. PARP: Poli-ADP ribosa

En los siguientes apartados (2.2.5.1. y 2.2.5.2.), se procedera a describir
mas detalladamente estos hallazgos moleculares en el subgrupo de gliomas
infantiles, tanto de bajo como de alto grado, entidades mas frecuentes en
este grupo de edad y cuyas alteraciones genéticas caracteristicas seran

objeto de andlisis en el presente trabajo de investigacion.

2.2.5.1. Alteraciones moleculares en gliomas de bajo grado

La gran diferencia desde el punto de vista de naturaleza y biologia
molecular de los gliomas del nifio con respecto a los gliomas del adulto, es la
ausencia de mutaciones en el gen IDH, siendo excepcional la

transformaciéon maligna hacia gliomas de alto grado****.

La mayoria de los gliomas de bajo grado predominantes en la
infancia, tienen alteraciones en la cascada Ras/RAF/MAPK (mitogen-
activated protein kinase)/ERK (Extracellular signal-regulated kinasa)®>.
Esta via de sefalizacion Ras/ERK es responsable de la regulacion del
crecimiento, proliferacion y apoptosis celular y, su disfuncién, conduce al
desarrollo y mantenimiento tumoral, siendo una de las cascadas de
transduccion oncogénica mejor estudiadas y definidas en la biologia del
cancer’® (figura 4).

La via Ras/ERK puede estar “hiper’ activada constitutivamente por 2
mecanismos principales, de forma independiente a la regulacion por factores

externos.
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El primer mecanismo activador es la fusion entre los genes KIAA1549 y
BRAF secundaria a la duplicacién en tAndem en 7934 (figura 5).

Es la alteracion genética mas frecuente en estos tumores, presente en el 60-
94% de los astrocitomas pilociticos.

El segundo mecanismo activador es la mutacion puntual en el gen BRAF,
en el exon 15 en el coddén 600, (c.1799 T>A), que da como resultado un
reemplazo de aminoacidos de valina a acido glutamico, denominada
BRAFV600E (figura 6).

Esta mutacion fue descrita inicialmente en el melanoma y se ha identificado
en otros tipos de tumores propios del adulto, como el cancer de tiroides,
colorrectal o microcitico de pulmén, asi como en diversos gliomas de bajo
grado (hasta en un 66% de los casos de xantoastrocitomas pleomorficos,
18% de gangliogliomas y en 2—-9% de astrocitomas pilociticos)?’ ">,
También debemos sefialar que las alteraciones en NF1 (gen supresor de
tumores, codificante de la neurofibrina 1), predispone al desarrollo de
gliomas de bajo grado (siendo tipico el glioma de via Optica) y tumores
periféricos de la vaina nerviosa, hecho que se pone de manifiesto en nifios
afectos de neurofibromatosis tipo 1.

La pérdida de NF1 origina la sobreactivacion de la via Ras/ERK y/o la via de
sefalizacion P13 K-AKT gue modula la actividad de la via mTOR, hecho que
conlleva a una proliferacion excesiva de las células gliales cerebrales y
células de Schwann en el sistema nervioso periférico.

De hecho, a raiz del estudio de los mecanismos moleculares subyacentes
en este sindrome de predisposicion tumoral, se derivd la investigacion

dirigida hacia la via Ras/ERK en el conjunto global de gliomas®®°*.
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Figura 4. Descripcién esquematica de la via de sefializacion MAPK.
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La sefnalizacion de MAPK se inicia en condiciones normales mediante la unién de un

ligando extracelular a uno de los receptores transmembrana. El complejo receptor activado
recluta al complejo Grb2-SOS (Growth Factor Receptor-Bound Protein-2/Son Of Sevenless
Proteins). Este evento se produce en proximidad a Ras (proteina oncogénica p21) ubicada
en el lado interno de la membrana celular, lo cual cataliza el intercambio de GDP a GTP.
Este proceso puede ser revertido por NF1. Ras activada estimula a las proteinas quinasas
RAF (entre ellas BRAF) y MEK, que actian de forma secuencial y que culmina con la
activacién de la MAP quinasa (también denominada “ERK”).

ERK es capaz de traslocarse al nucleo, para alli regular la transcripcion, modulando asi la
expresién de distintos genes implicados en la regulacién de la proliferacibn o la
diferenciacion celular entre otros. Esta cascada de sefializacibn puede estar
constitutivamente activa debido a la expresion de aberraciones que implican a BRAF, como
el gen de fusion BRAF-KIAA1549, o la mutacién puntual BRAFV600E, dando como
resultado la fosforilacion continua de MEK y la estimulacién de la cascada de sefializacion
sin la necesidad de una sefal externa. Los inhibidores de BRAF o de MEK (indicados en

color negro) son farmacos dirigidos a estas dianas moleculares®".
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Figura 5. Representacion esquematica de la fusion del gen KIAA1549-

BRAF.
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KIAA1549 y BRAF estan representados en verde y morado, respectivamente. El diamante

azul representa genes adicionales intermedios incluidos.(A): Regiones involucradas en la

duplicacién en tAndem, que puede insertarse proximal (I) o distal (Il) a la regién duplicada.

En este gen de fusion, se pierde el dominio de unién al inhibidor autorregulador de RAS.

Extraido de Jeuken JW et al. MAPK pathway activation through BRAF gene fusion in

pilocytic astrocytomas; A novel oncogenic fusion gene with diagnostic, prognostic, and
therapeutic potential. J Pathol. 2010;222(4):324-328°%.
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Figura 6. Cromatogramas de secuencia mutante y de tipo salvaje (o
wild type “WT”) del ex6n 15 de BRAF

WILD TYPE MUTANT

GTG
Valine (V)

GT1G — GAG
Valine (V) — Glutamate (E)

La muestra portadora para la mutacion BRAFV600E presenta la transversion de timina a
adenina en la posicién del nucledtido 1799, que da como resultado una sustitucion de valina
a glutamato en el residuo 600. Extraido de Da Silva RC et al. BRAF overexpression is
associated with BRAF V600E mutation in papillary thyroid carcinomas. Genet Mol Res.
2015;14(2):5065-5075%.

La relevancia de la presencia de la mutacion BRAFV600E en los
gliomas pediatricos de grado bajo radica en que la tasa de supervivencia
libre de progresién a 10 afios disminuye en casi un 40%°%, sin embargo, su
deteccién posibilita el uso de farmacos dirigidos que han mostrado una
respuesta satisfactoria y por tanto una mejoria en su pronéstico®®.
Estos farmacos dirigidos son inhibidores de esta via de sefalizacion
Ras/ERK. Entre ellos, los denominados inhibidores de MEK como el
trametinib, y de BRAF, como el dabrafenib (GSK2118436), encorafenib
(LGX818) y vemurafenib (PLX4032), ya han sido aprobados por la FDA y la
EMA para el tratamiento de tumores del adulto, como el melanoma
metastasico o el cancer de tiroides e incluso estan pasando a utilizarse cada

vez mas como tratamiento de primera linea®"~°.
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Basandose en el éxito en adultos, se han ido incorporando estos
farmacos a ensayos clinicos en gliomas de bajo grado, en poblacién
pediatrica.

Los resultados preliminares para los inhibidores de MEK son
prometedores, independientemente de la alteracion molecular activadora de
la cascada subyacente, teniendo en cuenta que el beneficio y la toxicidad a
largo plazo aun son desconocidos. Entre los inhibidores de MEK que estan
siendo testados se encuentra el selumetinib (estando ya en activo ensayos
fase Ill y aprobado recientemente por la FDA para el tratamiento de
pacientes con neurofibromatosis tipol y neurofibromas plexiformes™) y otros

en fases I-1l como el trametinib, binimetinib o cobemitinib’*"?

Los inhibidores de BRAF (dabrafenib o vemurafenib) también estan
obteniendo buenos resultados en los casos de pacientes con tumores
cerebrales portadores de la mutacion BRAFV600E, pero es importante
sefialar que los inhibidores de BRAF de primera generacion originan una
activacion paradojica de la via Ras/ERK en los tumores con la fusién de
BRAF, lo que conduce a una aceleracion del crecimiento tumoral, hecho que
se puso de manifiesto en los primeros ensayos clinicos. Por lo tanto, los
tumores positivos para la fusion BRAF han sido excluidos del tratamiento

con inhibidores de BRAF®"'"3,
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2.2.5.2. Alteraciones moleculares en gliomas de alto grado

Remarcando esta divergencia entre ambos grupos de pacientes, a
pesar de que a nivel histolégico los gliomas de alto grado son similares en el
nifio y en el adulto, se ha ido poniendo de manifiesto la diferente biologia
subyacente, inicialmente de forma indirecta por el escaso éxito terapéutico
con agentes extrapolados de ensayos clinicos del adulto, y mas
recientemente, por la identificacion de los diferentes perfiles moleculares
asociados a distintas edades de aparicion, distribucién anatomica y
evolucion clinica.

Como se ha referido anteriormente, tanto la existencia de mutaciones en
IDH como de gliomas agresivos, desarrollados a partir de tumores de bajo
grado, es anecddtico en la poblacién infantil”.

Los gliomas de alto grado en la edad pediatrica esta
caracterizado por la existencia de mutaciones recurrentes en genes
codificantes de las histonas H3.3 y H3.1™"® descritas en el afio 2012, y
definen una entidad especifica (glioma difuso de linea media H3K27M),
recogida en la Gltima clasificacién de tumores cerebrales de la OMS®. Esta
entidad es considerada de alta agresividad (grado 1V), independientemente

de los hallazgos histolégicos.

Las histonas son proteinas nucleares que, junto con el ADN, forman
complejos denominados nucleosomas. Inicialmente, se creia que estas
proteinas eran meras estructuras facilitadoras de la compactacion del
material genético. Posteriormente, se ha evidenciado su implicacion en la
regulacion de la replicacién, la transcripcién, y almacenamiento del ADN,
revelandose el importante papel que cumple la epigenética en la génesis de

estos tumores.

Investigaciones recientes sobre el genoma de los gliomas difusos

pediatricos, han identificado tres tipos de mutaciones recurrentes,
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mutuamente excluyentes, tanto en el gen H3F3A codificante de la histona
H3.3, como en el gen HIST1H3B, codificante de la isoforma H3.1 (figura 7).
Dos de estas mutaciones se incluyen en la denominacion H3K27M,
afectando al aminoacido 27 de las histonas H3.3 0 H3.1 (bien por mutacion
en H3F3A o en HIST1H3B respectivamente), resultando en un reemplazo de
lisina por metionina (K27M).

La tercera mutacion descrita afecta también al gen H3F3A, pero originando
una sustitucion del aminoacido glicina por valina o arginina en posicion 34
(G34VIR)"".

Tanto K27 como G34 se localizan en el extremo N-terminal de la histona H3,
zona cuyos residuos de aminoacidos resultan criticos para la modificacion
de histonas postraduccionales. Como resultado, las mutaciones H3K27M y
H3G34V acarrean un impacto significativo en la regulacibn de la
transcripcion y en el proceso de metilacion de estas proteinas, influyendo de

forma definitiva en el proceso oncogénico de estos tumores.

Figura 7. Cromatogramas de secuenciacion de H3.

H3F3A (p.Lys2TMet) HIST1H3E (p.Lys27Met) H3F3A (p.Gly34Arg)
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Se muestran las mutaciones (sefialadas con flechas) de H3F3A o HIST1H3B que codifican
una sustitucion p.Lys27Met o la mutacion H3F3A que codifica una sustitucion p.Gly34Arg en
diferentes tumores. N indica la presencia de Ay T para la alteracion p.Lys27Mety de Gy A
para la alteracién p.Gly34Arg. Extraido de Wu G et al. Somatic histone H3 alterations in
pediatric diffuse intrinsic pontine gliomas and non-brainstem glioblastomas. Nat Genet.
2012;44(3):251-253°.
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Estas alteraciones genéticas determinan subgrupos tumorales que
difieren tanto en localizacion como en edad de presentacion y pronostico
(figura 8). Los tumores portadores de la mutaciéon H3.3G34R/V se originan
predominantemente en los hemisferios cerebrales (describiéndose dicha
mutacion en el 15% de los gliomas difusos en esta localizacién), se dan en
adolescentes y adultos jovenes y tienen una supervivencia global mayor en
comparacion a los otros grupos con mutaciones en H3.

Por otro lado, los tumores H3K27M se distribuyen en linea media
(describiéndose dicha mutacién en un 80% de los gliomas difusos en esta
localizacion), se dan en pacientes mas joévenes que los H3.3G34R/V (de 0 a
14 afos) y presentan un peor prondéstico, con menor supervivencia global.
Los tumores con mutaciones en H3.1 resultan altamente especificos para la
localizacion en protuberancia y representan el grupo de edad mas joven
(media de 5 afios de edad) con una supervivencia ligeramente mas larga

(mediana de 15 meses en comparacion a los 11 meses de H3.3)"®.

Figura 8. Representacion de las localizaciones preferentes de las
mutaciones de H3 en los gliomas de alto grado.

G34R/V G34R/V H3

L KQTA foi=t. 08
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G34R/V

G34R/V

27M

K27M

K27M

La mutacion H3K27M se representa en verde y la H3G34R/V se representa en azul con
mayor o menor intensidad de color segin la prevalencia. A la derecha se representa un
nucleosoma, mostrandose la localizacion de las alteraciones en H3 descritas en el texto.
Extraido de Kasper LH et al. Invited Review: Emerging functions of histone H3 mutations in

paediatric diffuse high-grade gliomas. Neuropathol Appl Neurobiol. 2020;46(1):73-85.79.
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Otros estudios de secuenciacion del exoma completo de gliomas de
alto grado pediatricos, han identificado mutaciones en el gen alfa-
talasemia/sindrome de retraso mental ligado al cromosoma X (ATRX) en un
14% -29% y en el gen DAXX (Death Domain Associated Protein) en un 34%.
Estas mutaciones en ATRX y / o DAXX tienen una fuerte asociacion con
mutaciones en TP53 y el alargamiento alternativo de teldmeros (ALT),
ambos mecanismos implicados en el proceso oncogénico. También se han
descrito mutaciones en AVCR1 (Activin A Receptor Type 1) y en FGFR1
(fibroblast growth factor receptor 1) asociados a las mutaciones H3K27M en
gliomas pediatricos de linea media®.

La activacion de mutaciones de BRAF, como BRAFV600E, también estan
presentes en el 10% -25% de los pacientes pediatricos con gliomas de alto

grado®.

El extraordinario avance en el conocimiento de la naturaleza molecular de
estos tumores abre las puertas al desarrollo de nuevas terapias dirigidas, en
las cuales multitud de expertos dirigen los esfuerzos de sus investigaciones
actualmente, encontrandose todos los agentes testados hasta ahora en
fases I-ll principalmente, destacando el area activa de investigacion en el

uso de inhibidores de histona desacetilasa (HDAC) 28283,
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3. Acceso a la informacion histopatoldégica y molecular del tumor: la
biopsia

3.1. La biopsia sdlida

El primer paso en el manejo de los tumores cerebrales es, si es
posible, obtener una muestra tumoral (biopsia) para realizar el diagnéstico

MAas preciso tanto a nivel histopatolégico como molecular.

El término biopsia se deriva del griego Bios: Vida y Opsi: Vision.

Viajando en el tiempo al siglo XIX, cuando se reconocié que era posible
anticipar los hallazgos postmorten y realizar diagndsticos fiables a partir del
examen de muestras de tejidos vivos, surge la disciplina de la patologia
quirargica en el seno de la anatomia patolégica con la toma de biopsias. Se
avanza por tanto de una ciencia descriptiva, retrospectiva y académica a una
disciplina préactica y prospectiva.

Aungue las primeras experiencias en esta practica estuvieron en manos de
cirujanos a mediados y finales del siglo XIX, como Carl Ruge o Friedrich
August von Esmarck, el verdadero desarrollo de la patologia quirtrgica como
disciplina surgi6é del trabajo de los patélogos americanos Francis Delafield
(1841-1915), William Henry Welch (1850-1934), James Swing (1866-1943),
Arthur Purdy Scout (1885-1967) y Lauren Ackerman (1905-1993)%.

Se comienza a avanzar significativamente en la obtencion y en el estudio
anatomopatolégico de muestras tumorales, y en las Ultimas décadas, de
forma paralela a los avances en el conocimiento de la biologia de los
diferentes tumores, se van afiadiendo técnicas innovadoras de
inmunohistoquimica y de biologia molecular que ofrecen un diagndstico mas

preciso para asi adecuar el tratamiento Optimo para cada paciente.
En el caso de ciertos tumores cerebrales, como los localizados en linea

media, caracteristicos de la edad pediatrica, debido a las estructuras

anatdmicas basicas afectadas y a la naturaleza infiltrativa de estas
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neoplasias, la reseccién quirargica no es factible y en algunos casos ni
siquiera la obtencién de biopsia %.

En esos casos, el diagndstico se ha basado clasicamente en la
sintomatologia del paciente y en la imagen radioldgica del tumor por
resonancia magnética (RM)®®, practica claramente insuficiente en el manejo
clinico actual de esta patologia.

Por ello, para estos tumores, se estan desarrollando diferentes estrategias
para la determinacion de biomarcadores, tales como la biopsia guiada por
esteroataxia®’, o el aislamiento de material genético del tumor en biopsias
liquidas®, técnica todavia en desarrollo para el caso de los tumores

cerebrales y en la cual se ha basado el presente trabajo de investigacion.
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3.2. La biopsia liquida

3.2.1. Concepto y desarrollo de las biopsias liquidas

El término "biopsia liquida”, es una técnica no invasiva, con aplicacion
en el campo de la oncologia, y que consiste en el estudio del material

liberado a partir del tumor al ambiente extracelular y de ahi a los

diferentes fluidos corporales® .

La fuente més importante a estudio es la sangre, pero se puede encontrar

este material en otros biofluidos, como el liquido cefalorraquideo (LCR),

cuyo estudio se encuentra en aumento en los Gltimos afios®"%

|93

, orina, liquido
pleural®, saliva o incluso humor vitreo®,

El andlisis de este material liberado tiene como objetivo la determinacion de
biomarcadores.

Segun el Instituto Nacional del Cancer (NCI) los biomarcadores se definen
como aquellas moléculas biolégicas que se pueden encontrar tanto en los
diferentes fluidos biol6gicos como en los tejidos, y que pueden medirse y
evaluarse objetivamente como un signo de un proceso o condicion biolégica
fisiol6gica o patogénica.

Estos biomarcadores pueden resultar Utiles en el manejo de ciertas
patologias, bien como método de screening, diagnoéstico, determinacion de
pronéstico o como seguimiento de la respuesta a las diferentes
intervenciones terapéuticas®.

El uso de biomarcadores detectados en sangre no es una practica novedosa
en el campo de la oncologia del adulto, hecho que invita a la reflexiéon sobre
la innovacion aportada por la ahora denominada “biopsia liquida” en
comparacion a la deteccién y cuantificacion de los marcadores proteinicos
clasicos, como por ejemplo el antigeno de carcinoma 125 (CA-125), el
antigeno carcinoembrionario (CEA) o el antigeno prostatico especifico

(PSA), entre otros*®Y’,
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La diferencia fundamental es la mayor especificidad que se alcanza
mediante la biopsia liquida y el gran valor potencial de la informacién
obtenida mediante esta técnica, ya que fundamentalmente se analiza
material genético derivado de la propia célula tumoral, accesible hasta

ahora unicamente mediante el estudio directo del tejido tumoral®®.

La primera vez que se describié la presencia de ADN libre circulante en
sangre de un ser humano fue en 1948, con la publicacién del manuscrito
“Les acides nucléiques du plasma sanguin chez I'homme” por Mandel y
Matais %,

En el afio 1996 se detecta ADN circulante tumoral (ctDNA) en pacientes
con cancer de pulmén®®, pero no es hasta la pasada década cuando se
demuestra el gran potencial de este descubrimiento, introduciéndose el

concepto de “biopsia liquida” en el afio 2010%.

El material genético del tumor en estos biofluidos puede encontrarse en el
interior de células tumorales circulantes (TCTs), en forma de fragmentos
pequeiios de ADN (entre 70 y 200 pares de bases) o ARN y microARNs
(moléculas de ARN pequefias no codificantes que regulan la expresion de

muchos genes y que se encuentran alterados en multitud de patologias).

Estas moléculas circulantes de ADN y ARN derivadas del tumor pueden
aparecer libres (ctADN or ctARN) o en el interior de vesiculas

extracelulares (EVs)'00101:102

(figura 9).
El ctADN representa del 0,01 al 10% del total de ADN circulante libre en la
sangre, dependiendo de la actividad mitética del tumor, el tratamiento y el

acceso del tumor a los biofluidos'®.
Las Evs son vesiculas membranosas liberadas a partir de cualquier tipo

celular tras su activacion o apoptosis, y juegan un papel importante en la

comunicacion intercelular, tanto entre células vecinas como a distancia.
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Segun el tamafio y su biogénesis, las EVs se clasifican en exosomas,
ectosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos, y contienen todo tipo de

acidos nucleicos, lipidos, proteinas y metabolitos*®.

Se desconoce con exactitud el proceso por el cual el este material genético
intracelular alcanza la circulacion sanguinea.

La mayoria de estudios sefialan, como principal mecanismo implicado, la
liberacion a partir de células en apoptosis o tejidos necroticos sometidos a
diferentes procesos fisiolégicos y patolégicos'®, pero también se postula la

secrecion actival®®.

Lo que si se conoce desde hace décadas, es que la cantidad de ADN
circulante es mayor en pacientes con cancer'®, y que dentro o de esta
subpoblacién, tienen mas cantidad de ADN circulante los pacientes con
mayor carga tumoral. Al aumento de ADN circulante contribuye
principalmente el ADN liberado por el tumor (ctADN), mientras que el ADN

de linea germinal permanece constante’®.

Todo este material circulante refleja la composicion genética de la célula de
la cual deriva y por tanto, en el caso de ser ésta una célula tumoral,
podremos identificar alteraciones moleculares caracteristicas de la misma,

representantes de la biologia tumoral.
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Figura 9. Material genético circulante disponible para analisis mediante

biopsia liquida.
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Las células tumorales secretan material genético al torrente circulatorio (ctADN, ctARN,

microARN) mediante diferentes mecanismos (apoptosis, necrosis o liberacidn activa).
Ademas este material circulante se encuentra en el interior de vesiculas extracelulares y de
CTC. En la circulacién sanguinea, todo este material derivado del tumor se mezcla con los
demés elementos circulantes presentes en condiciones normales. Mediante técnicas de
biologia molecular altamente sensibles podemos detectar esta informacion de la neoplasia a
estudio.
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3.2.2. Ventajas en el uso de la biopsia liquida

Una de las principales ventajas de la aplicacion de las biopsias
liguidas es la accesibilidad en su obtencion. Resultan mucho menos
invasivas que las biopsias convencionales, evitando la morbilidad asociada a

éstas, y con menor coste®*,

Otra de las ventajas de esta técnica en el campo de la oncologia, es la
obtencion de informaciéon con mayor representatividad de la biologia de
todo el tumor en su conjunto, evitando asi los posibles sesgos del analisis de
muestras parciales del tumor en el caso de las biopsias sélidas, derivadas
de la conocida heterogeneidad temporo-espacial tumoral**®**°,

Los tumores presentan una gran diversidad en su poblacién celular, con
caracteristicas distintivas no sélo en cada tipo de tumor, sino en cada
paciente en concreto, distribuida ademas de forma irregular en el total del
volumen celular. Ademas, sufren la denominada “evolucién clonal” que
origina nuevas células cancerigenas durante el desarrollo de la enfermedad,
con caracteristicas genéticas diferentes, que pueden no ser detectados en el

anélisis inicial, puntual, de la pieza tumoral al diagndstico™*.

Como se ha referido previamente, las células tumorales liberan material
portador de informacion especifica, y esta liberacion se produce a lo largo de
toda la evolucién de la enfermedad®. La recortada vida media de este
material circulante y la accesibilidad en la obtencion de las muestras de las
diferentes fuentes liquidas, ofrece la oportunidad de acceder a esos datos

moleculares a tiempo real, es decir, de forma continuamente actualizada®®®.

Este hecho permitiria disponer, por tanto, de un diagnéstico mas precoz,
preciso y completo desde el punto de vista molecular del tumor, facilitando la
adecuacion del tratamiento, bien desde el punto de vista de estratificacion

del riesgo de cada paciente, como de utilizacion de farmacos dirigidos.
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Ademas, permitiria conocer las posibles modificaciones en el perfil molecular
a lo largo del tiempo, ofreciendo la oportunidad de seguimiento de la
respuesta a los tratamientos administrados, seguimiento de enfermedad
minima residual, deteccion de posibles recaidas o progresiones de la
enfermedad con mayor precocidad y sensibilidad que los biomarcadores

clasicos y pruebas de imagen®***?,

Figura 10. Aplicaciones y ventajas de la biopsia liquida.
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3.2.3. Estado actual de la biopsia liquida en el manejo del cancer

En tumores del adulto, la biopsia liquida se encuentra en pleno
desarrollo como parte del concepto de medicina de precision, aplicAndose
progresivamente en la practica clinica.

Actualmente, la FDA ha aprobado seis pruebas diagnosticas basadas en la
técnica de biopsia liquida, en sangre (tabla 3)*%*%,

Es importante sefialar que, la FDA, en el caso de los kits de secuenciacion
masiva Guardant360 CDx y Foundation One Liquid CDx, aprueba su
aplicacion para la definicion del perfil molecular de todos los tumores solidos
en general, pero de momento, sélo algunos de esos marcadores
moleculares detectados mediante esos dos métodos han obtenido la su
aprobacion como prueba diagnéstica con fines terapéuticos, como se
expresa en el apartado “aplicacion” de la tabla 3. Esto no implica que si
existe un farmaco dirigido para alguna alteraciéon molecular que no disponga

todavia de esta aprobacién, no resulte eficaz.

Tabla 3. Pruebas diagnosticas basadas en biopsia liquida aprobadas
por la FDA.

KIT/TEST COMPARIA FECHA 5 APLICACION
APROBACION ALTERACION DETECTADA
CellSearch Menarini Cuantificacién de CTC Pronéstico del cancer
Circulating SiliconBiosyst Agosto 2013 de origen epitelial de mama, colorrectal
Tumor Cell Kit ems y de prostata
, Deteccidn de citosinas
Epi proColon metiladas en el gen
DNA Epi i . Cribado del ca d
, plgenomics Abril 2016 SEPTINO en ctDNA ribado def cancer de
methylation AG . . colon
blood test mediante PCR a tiempo
real (qPCR).
Deteccion de 42 Orientar en la
Cobas EGFR mutaciones en el gen del sele§C|on de
. Roche . receptor del factor de tratamiento en el
Mutation Test . . Junio 2016 . . , ,
v2 Diagnostics crecimiento epidérmico cancer de pulmén no
(EGFR) en ctDNA por microcitico
gPCR (NSCLC)
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KIT/TEST COMPARNIA FECHA . APLICACION
APROBACION ALTERACION DETECTADA
Deteccion de
reordenamientos de las
mn7unog|obu|masy Deteccion de
regiones que suelen L
. . . enfermedad minima
Adaptive Bio- Septiembre presentar . .
ClonoSEQ . . residual en leucemia
technologies 2016 translocaciones, en linfoblstica o en
ctADN mediante PCR . I
. . mieloma multiple
multiplex y secuenciacién
de alto rendimiento
(NGS).
Analisis en 73 genes Definicion del perfil
Guardant360 implicados en diferentes molecular de tumores
Roche Agosto 2020 P . sélidos. Aprobacion
CDx tumores sélidos en ctDNA .
mediante NGS FDA para dirigir
tratamiento de NSCLC
Analisis de 324 genes Definicion del perfil
N . molecular de tumores
Foundation One implicados en diferentes sélidos. Aprobacion
., Roche Octubre 2020 tumores solidos en ctDNA AP o
Liquid CDx mediante NGS FDA para dirigir
) tratamiento de NSCLS
y cancer de prostata

Las aplicaciones de la biopsia liquida en el campo de la oncologia
pediatrica van muy por detrds en comparacion a la de la poblacién adulta.
Esto se debe, como hemos referido previamente, a la escasez de
mutaciones recurrentes, tal y como sucede en la mayoria de los principales

canceres del adulto*®'".

Existen varios proyectos de investigacion en marcha que estudian de
forma sistematica la capacidad de deteccién de alteraciones moleculares en
ctADN en diferentes fuentes de biopsia liquida en poblacién pediatrica con
diferentes tipos de cancer, a destacar el NCT 02546453 “Use of Specific
Genetic Alterations of Tumoral Cells Identified by the Next Generation
Sequencing Techniques (NGS) to Follow Peripheral Samples of Children
With Metastatic and/or High Risk Solid Tumor - NGSKids (NGSKids)™2, el
NCT03496402 “Biological Characterisation of High Risk CHildhood Cancer in
Children, (MICCHADO)™® o el
NCT03336931 “Precision Medicine for Children With Cancer (PRISM)™*%.

Adolescents and Young Adults
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Hasta la fecha, la mayor informacion sobre la técnica en nifios se ha
obtenido de series de pacientes con neuroblastoma, sarcomas, linfomas o

tumores renales*?!.

En el caso del neuroblastoma se ha conseguido una alta sensibilidad y
especificidad en la deteccion de marcadores prondsticos conocidos, como
las variaciones en el numero de copias, las mutaciones del gen ALK
(Anaplastic Lymphoma Kinase) y amplificaciones del gen N-MYC.

En algunos casos, se ha confirmado la existencia de estas alteraciones en el
estudio de biopsia liquida, no detectadas en la biopsia sélida inicial. Este
hecho afianza el concepto de mayor representatividad de todo el volumen
tumoral en la informacidbn obtenida a partir del material genético

circulante'?®123,

En el sarcoma de Ewing, se ha estudiado en sangre la deteccion de los
reordenamientos del gen EWSR1 (Ewing Sarcoma RNA Binding Protein 1),
marcador molecular especifico de esta neoplasia, para la monitorizacién de
la respuesta al tratamiento recibido, entre otras aplicaciones™**.

Existen también algunos estudios sobre andlisis de biopsias liquidas en
linfomas pediatricos, en los cuales se objetiva un peor prondstico en

pacientes con linfoma Hodgkin con mayores niveles de ADN circulante®?®.

En el caso del tumor de Wilms (neoplasia renal mas frecuente en la
infancia), en el que la biopsia diagndstica conlleva un elevado riesgo de
ruptura y diseminaciéon tumoral, la posibilidad de disponer de algun
biomarcador accesible que contribuya al diagndstico diferencial con otros
tumores renales, presenta un gran potencial en el manejo clinico de estos
tumores. Los estudios recientes en la deteccion de duplicaciones en el gen
BCOR en sangre periférica, especificas del sarcoma renal de células claras
(segundo tumor renal maligno mas frecuente en nifios), suponen el inicio de

esta interesante linea de investigacion™®®.

37



INTRODUCCION

El papel de la biopsia liquida en tumores cerebrales cobra especial
relevancia debido a la dificultad anatomica para obtener material tumoral
mediante las biopsias sdlidas convencionales y la morbi-mortalidad que
puede acarrear dicho procedimiento, especialmente en tumores de dificil

acceso, como es el caso de los localizados en linea media.

Al inicio de este proyecto de investigacion, en el afio 2016, la experiencia
investigadora publicada sobre la aplicacion de biopsias liquidas en tumores

cerebrales era muy escasa y casi inexistente en poblacién pediatrica'®’.

Uno de los primeros estudios que se centr6 en pacientes con tumores
cerebrales fue el llevado a cabo por Balafa et al., en el afio 2003, cuando
no se habia establecido aun el concepto de biopsia liquida.

En este estudio se analiz6 ADN circulante aislado en suero de pacientes con
glioblastoma multiforme para detectar, mediante PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa), la hipermetilacion de promotores de genes especificos
(MGMT, p16, DAPK y RASSF1A). El estado de hipermetilacién es un factor
implicado en la respuesta al tratamiento quimioterapico, demostrando una
buena correlacion en el estado de metilacion detectado en el suero y en las

muestras de tejido sélido de los pacientes *%.

Posteriormente se han realizado multitud de estudios de forma paralela al
desarrollo de nuestro proyecto™®®, hecho que pone de manifiesto el potencial

de intentar validar esta herramienta para la practica clinica.

No obstante, aunque dicha técnica ofrece significativas ventajas, implica una
serie de dificultades afiadidas, secundarias precisamente a la propia
estructura del SNC.

La barrera hematoencefalica (BHE), cuya funcién es el aislamiento del SNC
de agresiones externas, restringe significativamente la cantidad de ADN

circulante que se disemina hacia la sangre periférica. En relacion a este
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aspecto, el uso del LCR como biofluido alternativo a estudio en los tumores

cerebrales, se muestra prometedor'?®.

Hay que tener en cuenta, ademas, que el ADN circulante en pacientes con
cancer deriva de tres tipos celulares diferentes: las sanas no tumorales, las
células “no malignas” del microambiente tumoral, y las tumorales “malignas”,
y que la deteccion de las alteraciones genéticas se realiza a partir de todo
ese pool de acidos nucleicos que se ha conseguido aislar a partir del
biofluido a estudio®.

Por tanto, uno de los desafios mas relevantes a conseguir en la técnica de
biopsia liquida, potenciado en el caso de los tumores cerebrales, y al que
por tanto nos hemos enfrentado en este estudio, es el desarrollo y validaciéon
de métodos altamente sensibles que puedan detectar variantes alélicas de

baja frecuencia®.

Existen varias técnicas que aumentan de forma considerable la sensibilidad
de las herramientas de deteccion molecular convencionales.

Entre ellas, destaca la PCR digital (dPCR), representada en la figura 11,
como técnica ultrasensible capaz de detectar y cuantificar un alelo raro con

una mayor eficiencia en comparacion con los métodos tradicionales*.
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Figura 11. Esquema de la secuencia de la técnica de PCR digital.
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Secuencia de técnica de PCR digital: Inicialmente se mezcla la solucién especifica de
reactivos para PCR digital, que incluye sondas fluorescentes y cebadores (o primers)
especificos de la secuencia a estudio, con la muestra de ADN del paciente. Esta mezcla se
distribuye, en el caso de la dPCR convencional, en miles de compartimentos fisicos, 0 en
gotas en el caso de la ddPCR (droplet digital PCR), en cada una de las cuales teéricamente
se distribuye una sola molécula de ADN. Posteriormente, se somete a ciclos térmicos y de
amplificacion, para finalmente analizar la intensidad de fluorescencia de cada gota
individual, permitiéndose, de esta forma, detectar el porcentaje de secuencias mutadas,
salvajes o no amplificadas. Basado en Postel et al. Droplet-based digital PCR and next
generation sequencing for monitoring circulating tumor DNA: a cancer diagnostic
perspective. Expert Rev Mol Diagn. 2018;18(1):7-17"%°.
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EXPERIENCIA PREVIA E HIPOTESIS DE TRABAJO

El grupo liderado por el Dr. Angel Ayuso, del cual he formado parte
para la consecucién del presente trabajo, dispone de una reconocida
experiencia investigadora en el campo de la neurooncologia.

Destaca el desarrollo de modelos representativos de células madre
cancerigenas (CSC)™!, modelos murinos representativos de la
histopatologia de tres de las variantes principales de los tumores gliales del
adulto, asi como técnicas de identificacion y aislamiento de marcadores
moleculares de estos tumores, como es el caso de IDH1, en sangre
periférica de estos modelos murinos y validadas posteriormente en cohortes

de pacientes adultos'132133,

Con esta amplia experiencia de base, se plantea el estudio de identificacion
mediante biopsia liquida de marcadores moleculares en tumores cerebrales

infantiles, objeto de la presente tesis doctoral.

Nos hemos centrado en la deteccibn de dos mutaciones con
demostrado potencial en el manejo clinico de estos pacientes: la
mutacion V600E del gen BRAF y la mutacién K27M de los genes H3F3A
y HIST1H3B.

La mutacién V600E de BRAF predominante en gliomas de bajo grado
infantiles®’, aunque también presente, como hemos referido, en hasta un
25% de casos de gliomas de alto grado®* dispone de farmacos dirigidos, los
denominados inhibidores de BRAF y de MEK, con demostrada eficacia
terapéutica, tanto en su uso aislado como combinado®3*%°,

La mutacion H3K27M presente en hasta el 80% de los gliomas de linea
media en la edad pediatrica, identifica un subtipo de tumores de alto grado

con marcado mal prondstico, reconocidos como entidad particular en la
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vigente clasificacién de la OMS’""®, y para la cual se estan llevando a cabo

diversos proyectos de investigacion para desarrollar farmacos dirigidos™3**%’.

El primer paso establecido actualmente en el tratamiento de los tumores
cerebrales, es la maxima reseccion quirirgica, si ésta es posible llevarse a
cabo*.

Como hemos sefialado previamente, en la mayoria de los casos de gliomas
de bajo grado, la reseccion completa es suficiente para su curacion, pero en
aquellos que debido a su localizacion anatémica no se puede llevar a cabo
este procedimiento, o en los tumores de alto grado en los que la cirugia es
insuficiente para su curacion, son precisos tratamientos adicionales®’.

Estos casos complejos son subsidiarios clasicamente de terapias
adyuvantes como la quimioterapia y la radioterapia, con el riesgo de
secuelas a largo plazo derivado de las mismas, hecho de especial
relevancia en el caso de la radioterapia en pacientes de corta edad***%,
Ademas, no son infrecuentes los casos de recidivas 0 progresiones
tumorales, que a menudo, son de nuevo sometidas a repetidas resecciones
quirdrgicas tanto como método de tratamiento, como de obtencion de nuevo

tejido tumoral para estudio, con la inevitable morbimortalidad afiadida®’.

Por todo ello, es evidente la relevancia de disponer de farmacos eficaces
dirigidos a alteraciones moleculares especificas, que eviten estas terapias
indiscriminadas, asi como estrategias eficaces y menos invasivas para poder

obtener esa informacion.

Basadndonos en todas estas consideraciones, planteamos la siguiente

hipotesis de trabajo:

Los marcadores predictivos de respuesta a tratamientos dirigidos y
pronéstico en tumores cerebrales infanties como las mutaciones
BRAFV600E y H3K27M, actualmente s6lo pueden identificarse a partir de

muestras quirargicas de tejido tumoral. Sin embargo, debido a la localizacién
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anatémica de algunos de estos tumores, la cirugia no constituye una opcion
de tratamiento o implica especial morbilidad, originando que se desconozcan
las alteraciones moleculares o se disponga de una escasa muestra de tejido
no representativa de la totalidad del tumor.

En este sentido, las células tumorales secretan material genético al espacio
extracelular y desde ahi alcanza el torrente sanguineo y otros biofluidos
como el LCR, en donde se puede aislar y analizar.

Por tanto, la identificacion y validacién clinica de biomarcadores con
potencial para ser utilizados en el manejo clinico de los pacientes pediatricos
con tumores cerebrales, a partir de ADN circulante aislado en sangre
periférica y LCR, permitiria disponer de un método minimamente invasivo
para evaluar el estado del tumor a tiempo real, aportando tanto informacion
sobre la sensibilidad a farmacos concretos, como prondstica.

La validacién de esta técnica supondria paso decisivo en el manejo de estas

patologias, con especial beneficio en la vulnerable poblacion infantil.

Partiendo de esta hipétesis, se plantearon los objetivos desarrollados a

continuacion.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general

El objetivo general del presente estudio es la utilizacion de ADN
circulante libre procedente de suero, plasma y LCR de pacientes pediatricos
con tumores cerebrales de dificil acceso y/o inoperables, para la
identificacion de alteraciones moleculares en genes relacionadas con la
biologia tumoral y con potencial para ser utilizadas en el manejo clinico de

dichos pacientes.

2. Objetivos especificos

Uno de los principales desafios a los que se enfrenta de forma global la
validacion de la aplicacién de las biopsias liquidas, y al que por tanto nos
hemos enfrentado en este estudio, es el de aumentar la sensibilidad de los
métodos de deteccidn de variantes alélicas de baja frecuencia. Con objeto
de resolver estas dificultades mencionadas, se fijaron los siguientes
objetivos que fueron llevandose a cado de forma paralela a la recogida de

muestras y su procesamiento:

1. Validacion de técnicas de aislamiento de ADN circulante total a
partir de muestras de plasma, sueroy LCR.

2. Desarrollo de técnicas de deteccion molecular: Disefio de
cebadores “primers” para amplificacion mediante PCR convencional y
sondas tagman especificas de mutacion para dPCR.

El proyecto se centré en la identificacion de las mutaciones BRAF
VB0OE y H3K27M.

3. Validacién de estas herramientas moleculares disefiadas para la

deteccién de mutaciones, tanto en muestras de tejido sélido, como en

biopsia liquida.
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4. Evaluaciéon de la posibilidad de detectar mutaciones en el ADN
circulante aislado en el suero, plasma y LCR de pacientes
pediatricos y adolescentes diagnosticados de tumores cerebrales de
dificil acceso.

5. Evaluacién de la relevancia de la identificacion de mutaciones por
biopsia liquida en la practica clinica (respuesta al tratamiento y

posterior seguimiento).
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MATERIALES Y METODOS

1. Disefo de estudio

Como punto de partida, se realizd una busqueda bibliogréfica
exhaustiva en la base de datos MEDLINE de tumores cerebrales,
clasificacion, biologia, marcadores moleculares en tumores cerebrales de
forma genérica, y de forma maéas exhaustiva en infantiles, diagnéstico,
tratamiento, técnicas de biopsia liquida y su aplicacion al campo de la
oncologia, y evolucion en las técnicas de biologia molecular aplicadas.

Esta busqueda se fue actualizando y ampliando durante los afios del

proyecto de investigacion (afios 2015-2021).

En una primera fase del estudio, basandonos en la incidencia anual en
Espafia de tumores cerebrales en poblacion pediatrica recogida en el
Registro Espafiol de Tumores Infantiles (RETI) de 216 casos en el afio 2014,
y en las estimaciones disponibles de casos de tumores inoperables de
tronco, de aproximadamente unos 20-30 casos al afio, se genero el disefio

de este estudio prospectivo.

Se realizé un disefio de estudio con el objetivo de reclutar de forma
prospectiva, en un periodo de 3 afios, 30 pacientes pediatricos y del
adolescente diagnosticados de tumores cerebrales de dificil acceso y/o
inoperables.

Dada la dificultad tanto de reclutar pacientes, se procedio a dar difusién al
proyecto de investigacion a travées de la SEHOP, invitando a la
participacion de los facultativos responsables de las diferentes unidades.

A continuacion, pasamos a desarrollar los métodos por los cuales se

intentaron llevar a cabo los objetivos referidos en el apartado anterior.
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2. Aprobacién del estudio

Al tratarse de un proyecto de investigacion basado en la recoleccion y

estudio de muestras biolégicas humanas, se realizo en el marco del respeto
a los derechos y libertades fundamentales, con garantias de confidencialidad
en el tratamiento de los datos de caracter personal y de las muestras
bioldgicas (Ley 14/2007, de 3 de Julio de Investigacion Biomédica).
Por tanto, se solicitd la aprobacion de los comités éticos institucionales
correspondientes de los hospitales, previamente a la realizacion del estudio,
obteniéndose el informe favorable el 27 de Julio de 2016 (c6digo CEIm HM
Hospitales: 16.07.0974-GHM).

3. Seleccion de pacientes y obtencién del consentimiento informado

La seleccion de los participantes en el estudio se basé en el
diagndstico de tumores cerebrales de dificil acceso y/o inoperables en edad
pediatrica y adolescente. Este diagnostico, fue realizado en cada hospital de
origen por los especialistas en neurocirugia conjuntamente con los de
oncologia pediatrica, en base a criterios anatomicos detectados por imagen
de resonancia magnética (RM). Posteriormente, se confirmé la naturaleza
tumoral por estudio anatomopatoldgico, en aquellos en los que se logré

llevar a cabo algun grado de reseccion tumoral.

Asimismo, se obtuvo en todos los casos el consentimiento informado de
cada participante, tras la explicacion de la naturaleza del estudio. Este
consentimiento se obtuvo de los tutores legales en la mayoria de los casos,
al tratarse de participantes menores de edad, o bien del propio paciente en
mayores de 18 afios. Se explico el estudio y los procedimientos a llevar a
cabo a los menores participantes, adecuando dicha informacion a su nivel de
entendimiento, obteniendo su asentimiento siempre en los mayores de 12

anos.
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4. Obtencion y recogida de las muestras

La recogida de muestras biologicas (sangre y LCR) se llevo a cabo
desde el 1 de Julio de 2015 hasta el 31 de mayo de 2019.

Las muestras provenian de pacientes de servicios de Hematologia y
Oncologia Pediatrica de los Hospitales HM Monteprincipe, Hospital
Universitario Nifio Jesus , Clinica Universitaria de Navarra y Hospital Clinico

de Santiago.

Las muestras de sangre se obtuvieron a través de dispositivos implantables
de caracter permanente tipo port-a-cath, en la mayoria de los casos, o
mediante técnica de venopuncién de una vena periférica por parte de
personal de enfermeria entrenada en dicho procedimiento. La obtencion de
estas muestras en los pacientes se hicieron coincidir con las extracciones de
sangre programadas por parte de sus médicos responsables como parte del
seguimiento clinico.

Se extrajeron de 3 a 5 ml de sangre en un tubo con anticoagulante EDTA
para la obtencion posterior del plasma y otros 3-5 ml de sangre en un tubo
con gel separador de suero, en cada extraccion.

Las muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) se recolectaron mediante
puncién lumbar, a través de drenajes externos, o por puncion de reservorios
de valvulas de derivacion ventriculo-peritoneales por parte de los médicos
responsables del paciente. Se extrajo un volumen de entre 1-5 ml de LCR,
almacenéandose en tubos secos, sin conservantes (figura 12).

Asimismo, destacamos que no se sometié al participante al procedimiento
de extracciéon de LCR con el Unico objetivo de obtener muestra para el
estudio, sino que se obtuvieron las muestras en el mismo acto indicado por
su médico responsable, como parte del estudio, tratamiento y/o seguimiento
de la enfermedad del paciente. Las principales indicaciones fueron estudio
de extensién de su enfermedad de base o por el cribado, diagnostico y/o

seguimiento de sospechas de procesos infecciosos.
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En la figura 13 se muestra una representacion general del origen y
distribucién del material presente en los biofluidos analizados y los métodos

de extraccion utilizados en nuestro estudio.

En cuanto a los tiempos de extraccion de las muestra, se programé
idealmente la recogida de las muestras al diagnostico y tras los diferentes
tratamientos recibidos, como cirugia, radioterapia y/o quimioterapia, asi
como en el momento de progresion de la enfermedad.

Figura 12. Tubos de recolecccién de muestras.

De izquierda a derecha: Tubo de EDTA para aislamiento posterior de plasma, tubo sin

anticoagulante para aislamiento posterior de suero y tubo seco para recogida de LCR.
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Figura 13. Representacion general del origen y distribucion del material
presente en los biofluidos analizados y los métodos de extraccion
utilizados en nuestro estudio.
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Se representa un tumor cerebral de linea media, dificiimente accesible mediante cirugia.

Las células tumorales liberan al torrente sanguineo y al LCR material portador de
mutaciones especificas, mezclandose con el resto de elementos circulantes. Esta liberacion
se produce mediante procesos de apoptosis, necrosis y secrecion activa,

El LCR se puede extraer a través de dispositivos de derivacion o mediante puncién lumbar,
y la sangre se obtiene a través de dispositivos de acceso venoso central presentes en la
mayoria de los pacientes de nuestro estudio, o bien mediante venopuncion periférica.
Posteriormente estas muestras son procesadas y sometidas a las técnicas de deteccion
molecular.
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5. Envio de muestras y conservacion

Todas las muestras se mantuvieron en refrigeracion (2-6° C) desde su
extraccion, durante el transporte y hasta su procesamiento, realizado entre
las 2 y 6 horas posteriores a la recolecta.

El procesamiento y almacenamiento se realizo en el laboratorio del Instituto
de Medicina Molecular Aplicada (IMMA), en el campus de Monteprincipe de
la Universidad CEU San Pablo, Urbanizacién Monteprincipe, 28925 Alcorcon
(Madrid, Espafia). En las muestras procedentes de fuera de Madrid, se
procesaron en los laboratorios de sus hospitales de referencia, de forma
previa a su envio.

Tanto las muestras como la informacion clinica de los participantes, se ha
sometido a un proceso de anonimizacion desde el momento de su

obtencion.

Figura 14. Esquema del flujo de las muestras bioldgicas.
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6. Procesamiento de muestras

6.1. Obtencién del plasmay capa leucocitaria

Para poder llevar a cabo este proceso se dispuso del siguiente
material: Tubos de 1,5 y 15ml, pipetas serolégicas de 5y 10 ml, DPBS
(Dulbecco's phosphate-buffered saline) —Ca -Mg (Gibco), Ficoll (GE
Healthcare, ref.17-1440-02) y una centrifuga para tubos de 1.5y 15ml.

Se inicia el proceso invirtiendo el tubo de plasma (con anticoagulante) de 8 a
10 veces. Se centrifuga 10 minutos (min) a 1600 xg a 4°C, recogiendo el
plasma (corresponde al liquido amarillo transparente en la parte superior) en
un nuevo tubo y se vuelve a centrifugar 10 min a 3200 xg a 4°C, para
eliminar posibles restos celulares. Se reparte el sobrenadante en alicuotas
de 1 mly se conservan a -80°C.

Ademas, se aislo la suspensidn concentrada de leucocitos o el también
denominado “buffy coat” a partir de las muestras de sangre, mediante el
aislamiento por gradiente de Ficoll-Paque (figura 15), segun el
procedimiento descrito a continuacion:

Tras haber centrifugado el plasma, se recoge la zona intermedia (capa
leucocitaria), se lleva a un tubo de 15 ml limpio y se afiade solucién salina
tamponada con fosfato DPBS hasta 4 ml. Estos 4 ml se vierten lentamente
en un tubo de 15 ml preparado anteriormente con 3 ml de Ficoll en su
interior, con una micropipeta de 1 ml, con cuidado de no mezclarlo con el
Ficoll. Se centrifuga 30 min a 400 xg, sin freno, a 4°C. Se recoge el buffy
coat en un tubo nuevo y se centrifuga a 2000 xg durante 5 min a 4°C.
Finalmente se retira el sobrenadante al maximo posible y se congela con

nitrégeno liquido, almacenandose a -80°C.
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Figura 15. Esquema de gradiente de densidad con Ficoll-Paque.
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6.2. Separacion del suero

El material que se utilizo para llevar a cabo el proceso es el siguiente:
Tubos de 1,5y 15ml, pipetas serolégicas de 5y 10 ml y una centrifuga para
tubosde 1,5y 15 ml.

El proceso comienza dejando que la sangre coagule inicialmente durante un
minimo de 15-30 min. Posteriormente se centrifuga 10 min a 1600 xg y se
recoge el suero pasandolo a un tubo nuevo. Se centrifuga 10 min a 3200 xg
para eliminar restos celulares y se reparte el sobrenadante en alicuotas de 1

ml. Finalmente se conservan los tubos con el suero purificado a -80°C.

6.3. Procesamiento del liquido cefalorraquideo

El material necesario para este paso es el siguiente: Tubos de 1,5y
15 ml, pipetas seroldgicas de 5 ml y una centrifuga para tubos de 1,5y 15

mil.

Se inicia el proceso centrifugando las muestras 10 min a 3000 xg para
posteriormente recoger el sobrenadante en alicuotas de 1ml (o todo si es

inferior a 1 ml) y se procede a su almacenaje a -80°C.
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7. Aislamiento y cuantificacion del ADN circulante

Se procedio a aislar y cuantificar ADN circulante derivado de plasma,
suero y LCR con el kit de &cido nucleico circulante QIAamp (Qiagen, Hilden,
Alemania), segun el protocolo desarrollado a continuacién, adaptacion del

fabricante.

7.1. Aislamiento del ADN circulante

El objetivo del aislamiento de ADN es la purificacion eficaz de los
acidos nucleicos circulantes. Los kits comerciales utilizados permiten
concentrar acidos nucleicos presentes en bajas concentraciones en
volumenes de elucion de entre 20 y 150 ul, eliminando proteinas, nucleasas
y otras impurezas, a partir de volumenes de muestra iniciales de hasta 5 ml.
El ADN libre circulante obtenido tras este procedimiento esta listo para su

uso en otras técnicas o para su almacenamiento.

El material utilizado para llevar a cabo este proceso, es el detallado a
continuacion: Kit de acido nucleico circulante QIAamp® (Qiagen, ref. 55114),
colector de vacio QlAvac 24 plus (Qiagen, ref. 19413), colector VacValves
(Qiagen, ref. 19408), bomba de vacio capaz de producir un vacio de -800 a -
900 mbar, pipetas de desplazamiento positivo (Gilson, MICROMAN),
pistones capilares estériles (Gilson), bafio de agua o bloque calefactor para
tubos de 15 ml a 60°C, bloque calefactor para tubos de 2 ml a 56°C,
microcentrifuga, tubos de 15 ml, etanol 100%, isopropanol 100%, hielo

picado, solucion salina tamponada con fosfato y cabina de flujo laminar.
El procedimiento de aislamiento de los acidos nucleicos consta de

cuatro pasos fundamentales: lisis, union, lavado y elucidn, llevandose a

cabo con las columnas QlAamp Mini en el sistema QlAvac (figura 16).
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Figura 16. Esquema de procedimiento de aislamiento de ADN
circulante.

LISIS LAVADO ELUCION

Vaeis Q Acidos nucleicos purificados

Basado en el protocolo del kit de acido nucleico circulante QlAamp. Se representan los
cuatro pasos fundamentales (lisis, unidn a la membrana, lavado y elucién) para obtener los

acidos nucleicos purificados listos para técnicas de deteccion molecular.

La lisis es un paso de caracter altamente desnaturalizante y tiene como
objetivo la liberacion de los acidos nucleicos de su union con proteinas,
lipidos o vesiculas y la inactivacion de DNAsas y RNAsas circulantes. Para
ello, inicialmente se pipetean 100 ul de la QIAGEN Proteinase K en un tubo
de 15 ml y se agrega 1 ml de la muestra de la cual queremos realizar la
extraccion de ADN. De esta mezcla, se agrega 1 ml a otro tubo de 15 ml.
Posteriormente, se agrega 0,8 ml de tampdn ACL a este tubo de 15 ml, se
cierra la tapa y se mezcla agitando con vértex durante 30 seg.

Inmediatamente después, se incuba el producto a 60°C durante 30 min.

El segundo paso es la uniéon a la membrana cuyo objetivo es conseguir la
adhesion de los acidos nucleicos libres obtenidos en el paso anterior a una
membrana de silice, que se realizara mediante un colector de vacio. Para
permitir una adsorcion Optima de los acidos nucleicos circulantes con la
membrana de la columna QIAamp Mini, se ajustan las condiciones para la
misma mediante la adicion de Buffer ACB (1,8 ml) al lisado una vez

finalizada la incubacion, mezclando bien con vortex durante 15-30 seg, para
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después incubar el tubo durante 5 min en hielo. Posteriormente se inserta
firmemente la columna QIAampMini con el colector de vacio (VacConnector
del QlAvac 24 Plus) y se inserta un extensor de tubo de 20 ml en la columna
QIAamp Mini abierta. A continuacion, se aplica cuidadosamente la mezcla
de lisado-tampdn ACB en el extensor de tubo, y se procede a encender la
bomba de vacio. Una vez que todos los lisados hayan atravesado
completamente las columnas, se apaga la bomba de vacio y se libera la
presion a 0 mbar, retirando y desechando cuidadosamete el prolongador de
tubo.

El tercer paso es el lavado, que elimina los contaminantes residuales
manteniendo los acidos nucleicos unidos a la membrana. Esto se lleva a
cabo mediante tres lavados sucesivos con aplicaciones de vacio. El primero
con 600 ul de tampon ACW1, el segundo con 750 pl de tampdn ACW2 y el
tercero con 750 pl de etanol al 100%.

El cuarto y ultimo paso es la elucion de los acidos nucleicos: El objetivo
es la separacion de los &cidos nucleicos de la membrana utilizando un Buffer
(AVE). Para ello, se cierra la tapa de la columna y se coloca en el tubo de
recogida. Se centrifuga a maxima velocidad (16.000 xg; 13.200 rpm) durante
3 min. Se coloca la columna en un tubo colector nuevo de 2 ml. Se abre la
tapa y se incuba a 56°C durante 10 min. Se coloca la columna en un tubo
limpio de 1,5 ml y se aplica cuidadosamente un volumen de elucion flexible
de entre 20-150 ul de tampdn AVE en el centro de la membrana. Se cierra la
tapa de nuevo y se incuba a temperatura ambiente durante 3 minutos para
posteriormente centrifugar a maxima velocidad durante 1 min, obteniéndose
de esta forma el eluido final de acidos nucleicos purificados.

Es importante destacar que todo el procedimiento se debe lleva a cabo en
una cabina de flujo laminar y que todos los pasos de centrifugacion se

realizan a temperatura ambiente (15-25 ° C).
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7.2. Cuantificacion del ADN circulante

Posteriormente, se determind la concentracion de ADN purificado
obtenido utilizando el kit de ensayo Qubit™ dsDNA High Sensitivity en un
fluorémetro Qubit ™ 3.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.),

segun el protocolo detallado a continuacion, adaptacion del fabricante:

La determinacion de la concentracion de &cidos nucleicos mediante
fluorometria, se basa en la unién de fluorocromos al ADN. Estos agentes
producen fluorescencia cuando se unen al ADN, que puede ser cuantificada.
Utilizando una concentracion especifica del tinte fluorescente, la intensidad
de la sefial de fluorescencia de la mezcla es directamente proporcional a su
concentracion de ADN.

El fluorémetro Qubit recoge esta sefial de fluorescencia y la convierte en una
medida de concentracion de ADN haciendo referencia a sondas de ADN de
concentracion  conocida  (estandares). Posteriormente calcula la

concentracion de ADN de la muestra a estudio basandose en esta relacion.

El material necesario para llevar a cabo este proceso es el detallado a
continuacion: Fluorémetro Qubit ™ 3 (Thermo Scientific, ref Q33216), kit de
ensayo Qubit ™ dsDNA HS (Thermo Scientific, ref. Q32851), tubos de
ensayo Qubit ™ (Thermo Scientific, ref. Q32856), pipetas de desplazamiento
positivo (Gilson, MICROMAN) y pistones capilares estériles (Gilson) y cabina

de flujo laminar solo para la manipulacién de muestras de ADN.

Se inicia el procedimiento preparando el nimero necesario de tubos de 0,5

ml para muestras y estandares etiquetando adecuadamente las tapas.

A continuacién, preparamos suficiente solucion de trabajo Qubit® diluyendo
el reactivo Qubit® dsDNA HS 1: 200 en Qubit® dsDNA HS Buffer, que se
afnadira a los tubos de los estandares y de las muestras. Ya que el volumen
final en cada tubo debe ser de 200 uL, cada tubo estandar requiere 190 uL
de solucion de trabajo Qubit® y 10 ul de cada estandar Qubit®, y cada tubo

de muestra requiere entre 180 y 199 uL (se prueba inicialmente con 198 pl
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para 2 pl de muestra, ajustando el volumen de la muestra si las lecturas
salen de rango).

Se agita cada tubo de estandares y de muestras en vortex de 2 a 3 seg, con
cuidado de no crear burbujas y se deja que todos los tubos se incuben a
temperatura ambiente durante 2 min.

A continuacion, se procede a la lectura en el fluorometro Qubit® 3.0,
seleccionando como tipo de ensayo la opcioén de dsDNA High Sensitivity. Se
realiza la lectura de estandares insertando inicialmente el tubo que contiene
el estandar n. ° 1 en la camara de muestras. Una vez finalizada esta lectura,
retiramos el estdndar n. ° 1 y se procede a la lectura del estandar n. ° 2. A
continuacion, se inicia la ejecucidbn de la lectura de las muestras,
seleccionando inicialmente el volumen y las unidades de la muestra (2 ul; ng
/ ul). Posteriormente se realiza la lectura de todos los tubos de muestras
insertandolos en la cAmara de muestras. Una vez que las lecturas estén

completas, se exportan los datos.

Es importante destacar que, los diferentes pasos del proceso de
cuantificacion, se pueden realizar en la mesa de laboratorio hasta que se
agregue la muestra de ADN a la mezcla de cuantificacion. Este ultimo paso

se llevara a cabo en una cabina de flujo laminar.

8. Obtencidn del ADN de linea germinal

Se utilizé el kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) para obtener ADN
de la linea germinal a partir de la suspensién concentrada de leucocitos o el
también denominado“buffy coat”, aislada a partir de las muestras de sangre.
Para poder llevar a cabo este proceso se dispuso del siguiente material:
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, ref. 69504), RNAsa A (Sigma, ref.
R6513), alcohol etilico absoluto, tubos de 1,5 ml, puntas con filtro,

micropipetas, termoblogque y una microcentrifuga.

58



MATERIALES Y METODOS

Se inicia el proceso con la centrifugacion de las células a 2000 xg durante 5
min, tras lo cual se retira el sobrenadante y se afiaden 200 pl de PBS.
Posteriormente se afiade 20 pl de proteinasa K y 4ul de RNasa A
(100mg/ml) y se mezcla. Se incuba 2 min a temperatura ambiente.

A continuacion se afladen 200 ul de buffer AL y se mezcla con vortex. Se
incuba a 56°C durante 10 min. Después se afiaden 200ul de alcohol 100% y
se mezcla. De esta mezcla se pipetean los 620 ul en la columna de
purificacion y se centrifuga 1min a 8000 rpm. Se retira el eluido, se afladen
500 ul de buffer AW1 y se centrifuga 1 min a 8000 rpm. Se retira el eluido y
se afiaden 500ul de buffer AW2 centrifugandose 3 min a 14000 rpm. Se
retira de nuevo el eluido. Se reemplaza el tubo de 2 ml por uno de 1,5 ml, se
afiaden 200ul de buffer AE, se incuba 1 min a temperatura ambiente y por
altimo se centrifuga 1 min a 8000 rpm. Como paso final se mide la

concentracion.

9. PCR digital

La dPCR se realiz6 de forma automatizada de acuerdo con el
protocolo de referencia para mutaciones raras, utilizando el sistema
QuantStudio ™ de PCR digital 3D (ThermoFisher Scientific).

Se procedi6 a obtener la sonda para la mutacibn V600E de BRAF
predisefiada por Thermo Fisher Scientific (ID: AH6R5PH) y se disefaron
sondas para la mutacion K27M de H3F3 y la K27M de HIST1H3B.

A continuacion se describen las secuencias de las sondas empleadas:
Secuencia de sonda mutacién V600E de BRAF:
ATGGGACCCACTCCATCGAGATTTC[A/TICTGTAGCTAGACCAAAATCAC
CTAT.

Secuencia de la sonda para la mutacion K27M de H3F3:
TCAATGCTGGTAGGTAAGTAAGGAGGTCTCTGTACCATGGCTCGTACAA
AGCAGACTGCCCGCAAATCGACCGGTGGTAAAGCACCCAGGAAGCAAC
TGGCTACAAAAGCCGCTCGCA[A>T]|GAGTGCGCCCTCTACTGGAGGGG
TGAAGAAACCTCATCGT.
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Secuencia de la sonda para la mutacion K27M de HIST1H3:
TGGCTCGTACTAAACAGACAGCTCGGAAATCCACCGGCGGTAAAGCGC
CACGCAAGCAGCTGGCTACCAAGGCTGCTCGCA[A>TIGAGCGCGCCGG
CTACCGGCGGCGTGAAAAAGCCTCACCGTTACCGCCCGGGCACTGTGG
CTCTGCGCGAGATCCGCCGCTACCAA

El paso fundamental en la técnica de dPCR, es el proceso de cargado de
cada chip para cada muestra, con un volumen final 15 yl en cada uno de
ellos, con un maximo de 24 chips en cada serie. En cada chip tienen lugar
20.000 reacciones.

Se combino 1,5 ul de ADN circulante aislado de las muestras seleccionadas
con 525 uyl de agua libre de nucleasas, 7,5 pl la mezcla maestra
QuantStudio de PCR digital 3D y 0,75 ul de las sondas TagMan.

Se carga cada chip con los 14,5 ul de la mezcla y se completa con el liquido
de inmersion, rotulando posteriormente cada chip correctamente.

Se utilizé el termociclador 9700, cuyas condiciones térmicas del programa
fueron de 10 min a 96°C en la activacion de la polimerasa, 39 ciclos de 2 min
a 60°C y 30 seg a 98°C, con extension final de 2 minutos a 60°C, con una
duracion total de 2 horas y 50 min.

Se analizaron los resultados con QuantStudioTM 3D Analysis Suite Cloud
Software (ThermoFisher Scientific) y se calculdé el nUmero medio de copias

por microL.

10. PCR convencional

Para los ensayos de PCR convencionales, el ADN genémico (ADNQ)
se amplificé utilizando las siguientes secuencias de nucleétidos de los
cebadores (primers) para las diferentes mutaciones:

Mutacion V60OE de BRAF: Fw (Forward): 5"CATGAAGACCTCACAGTAAA
3"y Rv (Reverse):5"AGACAACTGTTCAAACT GAT 3.

Mutacion K27M de HIST1H3B: FW:.5TGGCTCGTACTAAACAGACAGC3  y
Rv:5’ TTGGTAGCGGCGGATCTC3'.
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Mutacion K27M de H3F3A: Fw: 55TCAATGCTGGTAGGTAAGTAAGGA 3" y
Rv: 5"GGTTTC TTCACCCCTCCAG 3.

Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo el protocolo de la enzima
Pag5000 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU). Las condiciones
térmicas del ciclo consistieron en un paso de desnaturalizacién de 10 min a
95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 20 seg, 53,5 °C durante 20 seg y
72°C durante 30 seg.

Los productos finales de PCR fueron separados electroforéticamente en

geles de agarosa al 1,8%.

11. Secuenciacioén

Las reacciones de secuenciacion se realizaron con el kit de
secuenciacion por ciclos BigDye®. Terminator v3.1 (ThermoFisher
Scientific). La electroforesis capilar se realiz6 en el analizador genético de
ADN 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Los productos de
la reaccion de secuenciacion se analizaron con el Software de andlisis de
secuenciacion (Applied Biosystems) y alineado mediante el algoritmo del
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

12. Célculos estadisticos

Para poder definir con fiabilidad el estado mutacional de BRAF a partir
de nuestro andlisis con dPCR de las muestras de biopsia liquida, bien como
mutado, o bien como “wild type” (WT), se procedié a realizar un andlisis
estadistico basado en la distribucién de probabilidad de Poisson, para
sucesos “discretos” (en el presente estudio corresponde al namero de
nanogotas que ofrecen un resultado positivo en la dPCR) y “raros”, es decir,
con probabilidades muy pequefias de producirse (en el presente estudio se
obtiene un bajo numero de falsos positivos (FP) en comparacion al nimero

de gotas analizadas en una misma muestra).
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Inicialmente se determiné los esperados FP para cada muestra a partir del
namero de FP de nuestro estudio usando controles negativos.

La media de FP fue de 3,25 resultados mutados por 16,878 resultados WT,
con lo que se calcul6 el ratio de falsos positivos (Rep). Esta relacion se utilizé
para obtener el promedio de falsos positivos, Arp, esperados para cada
muestra.

Esta media corresponde al parametro lambda (A) que define la distribucion
de Poisson. Mediante esta distribucién de Poisson con media Arp, S€ 0Obtuvo
la significacion de los resultados positivos para cada muestra. Es decir, nos
indica la probabilidad de que, por azar, obtengamos mayor o menor nimero
de falsos positivos que exactamente la media. De esta manera se puede
cuantificar las fluctuaciones debidas al azar.

([ e )

Se calculé para ello cada valor de “p” como propone Milbury et al**%'*
(figura 17) usando un umbral de confianza del 95% para rechazar la
hipétesis nula (HO) de que la muestra es WT, es decir, que obteniendo un
valor de p <0,05 rechazamos la HO, y por tanto, definimos el estado
mutacional de la muestra como mutado, con una probabilidad de error del

5%.

Figura 17. Ecuacion de Excel para calcular el p-valor segun la
distribucion de Poisson. (POISSON.DIST).

p value =1 - POISSON.DIST (NMut - 1, AFP, TRUE)

Extraido de Milbury CA et al. Determining lower limits of detection of digital PCR assays for

cancer-related gene mutations. Biomol Detect Quantif. 2014;1(1):8-22"%.
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13. Creacion de la base de datos

Se crearon dos bases de datos en la hoja de calculo Microsoft Excel,
una con las caracteristicas clinicas de los pacientes y otra con los datos
analiticos de laboratorio.

En el registro con los datos clinicos de cada participante, se incluyeron
las siguientes variables: sexo, edad, diagndstico anatomopatoldgico, fecha
de diagnéstico, obtencidén de biopsia solida, estudios moleculares realizados
en dicha muestra sélida, tratamientos recibidos y evolucion clinica, asi como
de las diferentes muestras de biopsia liquida extraidas en cada uno de ellos
y fecha de recogida.

En el registro de datos analiticos de laboratorio, se incluyeron las
caracteristicas de las extracciones del material genético circulante, las
herramientas moleculares aplicadas en su estudio y los resultados

obtenidos.
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1. Descripcion de la muestra

1.1. Cohorte inicial:

Desde el 1 de Julio de 2015 hasta el 31 de mayo de 2019, un total de
38 pacientes pediatricos y adolescentes diagnosticados de tumores del
SNC de dificil acceso anatémico y/o inoperables fueron incluidos en el
estudio tras la firma del consentimiento informado (tabla 4).

El rango de edad de esta cohorte inicial era de 1 a 21 afios de edad, con una
media de 10,05 afios. En cuanto a la distribuciobn por sexo, 24 de los
pacientes eran varones (63%) y 14 mujeres (37%)

Las muestras provenian de pacientes de servicios de Hematologia y
Oncologia Pediatrica de diferentes hospitales, en su mayoria del Hospital
Universitario HM Monteprincipe (29 pacientes), Hospital Universitario Nifio
Jesus (7 pacientes), Clinica Universitaria de Navarra (1 paciente) y Hospital

Clinico Santiago (1 paciente).

Todos los pacientes incluidos habian sido diagnosticados de tumores
cerebrales de dificil acceso anatémico y/o inoperables, siendo el criterio
anatomico predominante para esta denominacion el de localizarse a nivel de
la linea media (diencéfalo, tronco y vermis cerebeloso).

En esta cohorte inicial, los tumores de origen glial fueron los mas
predominantes, constituyendo 26 de los 38 casos (68,4%) (figura 18).

Entre ellos, los mas frecuentes (55% del total de gliomas) fueron los
gliomas de alto grado (21 casos), clasificandose 17 de ellos como gliomas
difusos de la linea media y 4 como glioblastomas. Entre estos ultimos, 12

con diagndstico especifico de glioma difuso de protuberancia (5 de ellos con
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la mutacion H3K27M mutada) y 4 gliomas difusos de linea media con
H3K27M mutado, considerandose grado IV de la OMS por este hecho.

Los gliomas de bajo grado representaron el 26% del total de tumores (10
casos) y el 38,5% de los tumores de origen glial, dividiéndose en los
siguientes diferentes subtipos: 4 astrocitomas pilociticos, 2 astrocitomas
pilomixoides, 2 astrocitomas difusos, uno de ellos con mutacién V600E de
BRAF, 1 xantoastrocitoma pleomorfico con mutacion V600E y 1
oligodendroglioma.

Los meduloblastomas representaron el 10,5 % de los casos (4 pacientes),
uno de ellos clasificado como grupo molecular SHH y tres como grupos
moleculares 3 o 4.

El otro 10,5% restante de los casos de nuestra cohorte inicial correspondian
a 2 gangliogliomas (tumores mixtos neuro-gliales), un tumor

neuroectodérmico primitivo (PNET) y un ependimoma.

Figura 18. Distribucion en frecuencia de tipos tumorales de muestra
inicial (N=38).

B Ependimoma (1)
Ganglioglioma (2) 2%
5% B PNET (1)

3%

Meduloblastomas
(4)
10%

~_

B Gliomas de alto
grado (21)
54%

B Gliomas de bajo
grado (10)
26%
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Dada la complejidad de las caracteristicas clinicas de los participantes, las
diferentes localizaciones geograficas y la dificultad en la recogida de
muestras, la cronologia en la recogida de muestras de cada pacientes
prevista en el disefio inicial del estudio, no ha podido realizarse en la

mayoria de los casos y es ampliamente heterogénea

1.2. Cohorte definitiva a estudio:

Tras los ensayos iniciales y la evaluacion de las muestras disponibles
a estudio, se seleccion6 una cohorte de 29 pacientes entre los 38 iniciales.
En esta cohorte definitiva a estudio, la recogida de las muestras de tejido
sélido, en aquellos casos en que estuviese disponible, y la recogida de
muestras liquidas, se hicieron de forma simultanea, evitando asi el sesgo de
temporalidad en el posterior andlisis de concordancia.
A continuacion, se resumen las caracteristicas del total de pacientes,
resaltandose los pacientes seleccionados para para la cohorte definitiva
(tabla 4).

Tabla 4. Cohorte de pacientes con sus caracteristicas clinicas N=38 (en
amarillo cohorte definitiva N=29)

EDAD 4 “ ALTERACIONES
PACIENTE (afios) DIAGNOSTICO LOCALIZACION MOLECULARES
LI1.01 10 DIPG Protuberancia H3K27M+
. Hemisferio cerebral Amplificacién N-
LI.02 14 Glioblastoma izdo MYC, ATRX +
Meduloblastoma . Mutacién exén 20
LI1.03 5 Grupo SHH Vermis cerebeloso del gen PTCH1
Meduloblastoma Hemisferio Reordenamiento de
LI.04 7 Grupo 3 0 4 cerebeloso izdo y BCRA2 en el intron 2
o vermis BRAFV600E-
L1.05 14 Meduloblastoma Fosa posterior* BRAFV600E -
Grupo3o04
LLO6 17 Glioma difuso linea me-sr::chf:’lo H3K27M+
' media eneerao Y BRAFV600E-
pedunculo izdo
Glioma difuso linea , H3K27M-
.10 3 media Tdlamo BRAFV600E-
BRAFV600E-
LI.11 17 Astrocitoma pilocitico Diencéfalo Fusion KIAA1549-
BRAFV600E-
LI1.13 6 Ganglioglioma Fosa posterior* BRAFV600E-
. H3K27M-
LI.15 7 DIPG Protuberancia BRAFV600E-
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EDAD 2 2 ALTERACIONES
PACIENTE (afios) DIAGNOSTICO LOCALIZACION MOLECULARES
LI.16 12 Glioblastoma Lébulo temporal H3K27M+
LI.17 6 Ependlr:n(_)ma Fosa posterior* No detectadas
anaplasico
LI.18 15 DIPG Protuberancia No biopsiado
Glioma difuso linea , BRAFV600E+
LI.19 7 media Talamo H3K27M-
LI.20 8 DIPG Protuberancia No biopsiado
. . . Talamoy
L1.21 6 Glioma difuso de linea pedinculo H3K27M+
media
dcho
LI.22 2 Astrocitoma pilomixoide HemISfei;Ic?ocerebral BRAFV600E-
’ P . H3K27M-
y talamo
LI.23 8 DIPG Protuberancia No biopsiado
L1.25 3 Xantoastrf)u'toma Lobulq temporal BRAFVG00E+
pleomdrfico izdo
. . . Delecién de 19q, sin
* ’
LI.26 15 Oligodendroglioma Fosa posterior delecion de 1p
LI.27 19 DIPG Protuberancia H3K27M+
LI.28 7 DIPG Protuberancia No biopsiado
LI.29 9 DIPG Protuberancia No biopsiado
L1.30 12 Glioma difuso linea Télamo H3K27M+
media
L1.31 2 Gelpleltie Fosa posterior* BRAFV600E+
anaplasico
LI.32 8 DIPG Protuberancia No biopsiado
LI.33 10 DIPG Protuberancia No biopsiado
LI1.34 4 DIPG Protuberancia H3K27M+
LI.35 6 DIPG Protuberancia H3K27M+
LI.36 6 Astrocitoma pilomixoide Taldmico izdo BRAFV600E+
LI1.37 18 s Fosa posterior* No detectadas
Grupo3o04
LI.38 11 Astrocitoma pilocitico Fosa posterior* BRAFV600E+
LI.39 3 PNET Hemisférico dcho Mutaciéon BCOR
LI.40 15 Astrocitoma pilocitico Fosa posterior* Desconocido
. Frontotemporal H3K27M+
Ll.41 14 Glioblastoma 2do BRAFVE00E-
Gen de fusién ROS1-
. p HNRNP
LI.42 1 Glioblastoma Lébulo frontal dcho H3K27M-
BRAFV600E-
L1.43 12 Glioma difuso linea Vermis y pedunculo H3K27M+
) media cerebeloso BRAFV600E-
LI.44 21 Astrocitoma pilocitico Fosa posterior* No detectadas

*La fosa craneal posterior alberga cerebelo y protuberancia.Las mutaciones seguidas del

simbolo “+” indican que se detectaron en la muestra sélida del tumor correspondiente. El

simbolo “-“ indica que la muestra sdélida del tumor resulté WT para la mutacion.
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En esta cohorte definitiva a estudio, los tumores de origen glial seguian
siendo los més frecuentes (23 casos que representa el 79,3% del total) y
entre ellos los de alto grado constituian el subgrupo mas prevalente (48%,
correspondiente a 14 casos).

Dentro de estos gliomas de alto grado, 2 casos correspondian a
glioblastomas y 12 casos a gliomas difusos de la linea media (41,4 %).
Entre estos ultimos, 8 con diagnostico especifico de glioma difuso de
protuberancia (4 de ellos con la mutacion H3K27M mutada, en los otros 4
casos no se disponia de biopsia) y 4 gliomas difusos de linea media con
H3K27M mutado, considerandose grado IV por este hecho.

Los gliomas de bajo grado representaban el 31% del total de tumores (9
casos), entre los cuales se describian los siguientes subtipos: 4 casos de
astrocitomas pilociticos (1 con mutacién V600), 2 astrocitomas pilomixoides
(1 con mutacién V600), 1 astrocitoma difuso, 1 xantoastrocitoma pleomorfico
con mutacion V600E y 1 oligodendroglioma.

Los meduloblastomas representaban el 10,3% de los casos (uno
clasificado como grupo molecular SHH y los otros dos como grupo molecular
3 0 4). El 10,3% restante correspondia a un ganglioglioma, un PNET y un

ependimoma (figura 19).

La localizacion predominante fue la linea media (62%), entre los cuales 8
casos correspondian a protuberancia, 7 casos a diencéfalo (tAlamo) y 3 a
vermis cerebeloso.

Siete de los pacientes presentaban tumores en fosa posterior (espacio
anatomico que incluye protuberancia y cerebelo) representando el 24% de
los pacientes. Los otros 4 pacientes restantes presentaban tumores
hemisféricos (figura 20).
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Figura 19. Distribucion de los tipos tumorales en la muestra definitiva a
estudio.

B Ependimoma (1) ® PNET (1)
W Ganglioglioma (1)

4% / 3%
4%
\ B Gliomas de alto

Meduloblastomas grado (14)

(3) o
10% 48%

B Gliomas de bajo
grado (9)
31%

La frecuencia de cada tipo tumoral se expresa en nimero de pacientes y porcentaje del total
(N=29)

Figura 20. Distribucion de los tumores en cuanto a localizacion
anatomica.

Hemisférico
(I6bulos frontal o temporal)
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Diencéfalo (talamo)
24%

Protuberancia 28%

Vermis cerebeloso 11%
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En cuanto a la edad de los pacientes, la media fue de 9,2 afios, con una
rango entre 1 y 21 afios. El rango de edad mas prevalente fue el de 4 a 7
afos (figura 21).

En cuanto a la distribucion por sexo, predominé el sexo masculino con un

65,5% (19 pacientes fueron hombres y 10 mujeres) (figura 22).

Figura 21. Distribucién de los pacientes por rangos de edades.

9

9 -
8 -
7 6
6 > >
5 - 4
4
3 -
2 -
1 -
0 ‘

1 a3 afios 4 a7 afos 8a 1l afios 12a15 16 a 21 afios

La frecuencia de cada rango de edad se expresa en nimero de pacientes (N total=29)

Figura 22: Distribucion de los pacientes por sexo
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2. Validacion de técnicas de aislamiento de ADN circulante a partir de
las muestras de biopsia liquida

Inicialmente, se realiz6 una comparacion de dos métodos de
aislamiento de ADN circulante en cuanto a la capacidad que ofrecian en el
producto aislado para la deteccion de la mutacion V600OE del gen BRAF
mediante dPCR. La sonda comercial ya se habia validado previamente en

tejido sélido como se desarrolla en el apartado 5.5.1.

Para ello, se comparo la extraccion de ADN del plasma del paciente L.I.19,
diagnosticado de un astrocitoma difuso de linea media portador de la
mutacion BRAFV600E, mediante la técnica de Fenol:Cloroformo:
Isoamilalcohol (F:CI:l) y mediante el kit comercial QiaAmp Circulating Nucleic

Acids de Qiagen.

Con el kit de Qiagen se obtuvieron los mismos resultados partiendo de un
volumen inicial de muestra de plasma de 100 ul que con la técnica de F:Cl:|
con un volumen mayor, de 500 pl, por lo que se considerd una técnica con

mayor eficiencia
Con este ultimo kit, se probaron también diferentes volimenes de partida de

la muestra, resultando 300 pl el volumen minimo para detectar

posteriormente el alelo mutado mediante dPCR (figura 23).
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Figura 23. Detecciéon mediante dPCR de la mutacion BRAFV600E
comparando dos métodos de extraccion de ADN circulante (F:Cl:l y Kit
de Qiagen) y diferentes volimenes de muestra de plasma de partida.

LI-19 P1 F:C:I 500 ul BRAF LI-19 P1

@ viC
@ FAM

Copies/ul

FCI 100 ul kit 300 ul kit 500 ul kit

LI-19 P1 100 ul kit Qiagen  LI-19 P1 300 ul kit Qiagen  LI-19 P1 500 ul kit Qiagen

O l/"f&( )
7 ool N et ..
!

Con el kit de Qiagen se obtienen los mismos resultados partiendo de un volumen inicial de
muestra de plasma de 100 pl que con la técnica de F:CI:l con un volumen mayor, de 500 pl.
A continuacion, se prueba la capacidad de deteccion del alelo mutado partiendo de ADN
circulante obtenido mediante el kit de Qiagen a partir de volimenes menores de plasma,
resultando 300 pl el volimen minimo para empezar a detectarse varias copias del alelo

mutado (sefiales FAM detectadas en color verde)

3. Aislamiento de ADN circulante en las muestras de biopsia liquida

Posteriormente, se procedié al aislamiento del ADN de manera
sistematica mediante el kit comercial QiaAmp Circulating Nucleic Acids de
Qiagen en las muestras de biopsia liquida de nuestra cohorte.

A continuacion, se describe detalladamente (tabla 5), las caracteristicas de
las muestras obtenidas en cada uno de los 38 pacientes de la cohorte inicial,
el volumen inicial obtenido, asi como los datos referentes a la extraccion de

ADN en cada una de las muestras de suero, plasma y LCR (volumen final y
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concentracion obtenida expresada en ng/microLitro), resaltando los
pacientes y sus muestras correspondientes utilizadas en el estudio final
(N=29).

Tabla 5. Total de muestras obtenidas de cada paciente y extracciéon de
ADN circulante realizada en cada una de ellas (N=38).

DATOS MUESTRA EXTRACCION DNA CIRCULANTE
ID JE&_:?:A MUESTRA Vi Vf ng/ul
LCR L.1.-01.LCR1 2ml 25ul 0,261
Suero L.1.-01.51 4ml 25 pl 0,72
Ll.01 Suero L.1.-01.52 6ml 25 ul 2,13
Suero L.1.-01.53 <4ml 25 pl 4,62
LI.02 Suero L.1.-02.51 6ml 25 ul 14,5
Suero L.1.-04.51 3ml 25 pl 0,74
Suero L.1.-04.54 500 ul 55 pl 2,16
L1.04 Plasma L.1.-04.P1 500 pl 55 pl 2,26
LCR L.1.-04.LCR1 500 pl 55 ul 2,08
LCR L.1.-03.LCR1 420 pl 50 pl 0,592
LCR L.1.-03.LCR2 300 pl 50 ul 0,0624
LI.O3 LCR L.I.-03.LCR3 850 l 50 ul 0,839
Plasma L.1.-03.P1 870 ul 40 pl 0,365
Suero L.1.-03.52 1,89ml 60 pl 1,61
LI.05 LCR L.1.-05.LCR1 1,65ml 60 ul 0,228
LCR L.1.-06.LCR1 100ul 25 pl 0,171
LI.06 Plasma L.1.-06.P3 1,3ml 50 pl 1,94
Suero L.1.-06.S5 1,3ml 60 pl 46,3
LCR L.1.-10.LCR1 800ul 50 ul 0,101
LI.10 Plasma L.1.-10.P2 1,1ml 50 pl 0,4
Suero L.1.-10.52 1,6ml 60 pl 5,65
LCR L.1.-11.LCR1 2,5ml 80 pl 1,48
LI.11 Plasma L.1.-11.P3 1,3ml 50 pl 0,767
Suero L.1.-11.53 1,85ml 60 pl 14,6
LI.13 Plasma L.1.-13.P1 500 pl 55 ul 2,54
LI.15 Suero L..-15.S3 500 ul 55 pl 10,5
Plasma L.1.-15.P3 500 pl 55 ul 441
LIl.16 Plasma L.1.-16.P1 500 pl 55 ul 2,61
LI.17 Suero L.1.-17.52 500 pl 55 ul 55
Plasma L.1.-17.P2 500 pl 55 ul 39,9
LI.18 LCR L.I.-18.LCR1 890 ul 50 pl 0,111
Plasma L.1.-18.P1 1,95ml 50 ul 0,456
LI.19 Plasma L.1.-19.P1 500 pl 55 pl 2,75
LI.20 Plasma L.1.-20.P1 500 pl 55 ul 3,09
Plasma L.1.-21.P2 1,58ml 50 ul 0,531
Suero L.1.-21.S52 1,6ml 60 pl 4,64
L1.21 LCR L.1.-21.LCR1 1ml 50 ul 17,1
LCR L.1.-21.LCR1 500 pl 30 ul 35,4
Plasma L.1.-22.P1 1,1ml 50 pl 0,57
L1.22 Suero L.1.-22.51 1,3ml 60 pl 22,8
LCR L.1.-22.LCR1 500 pl 30 ul 2,54
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DATOS MUESTRA EXTRACCION DNA CIRCULANTE
ID I\;IrIJE(;'II'):A MUESTRA Vi Vvf ng/ul
L.23 Suero L.1.-23.51 500 pl 55 ul 7,8
) Plasma L.1.-23.P1 500 ul 55 pl 3,49
LI.25 Suero L.1.-25.51 500 pl 55 ul 5,9
Plasma L.1.-25.P1 500 pl 55 ul 2,2
LCR L.1.-26.LCR1 1ml 50 pl 0,071
LI.26 Plasma L.1.-26.P1 1,85ml 50 ul 0,393
Suero L.1.-26.51 1,1ml 60 pl 1,58
LI.27 Suero L.1.-27.51 500 pl 55 ul 4,86
L1.28 Suero L.1.-28.51 500 pl 55 ul 7,2
Plasma L.1.-28.P1 500 pl 55 ul 2,29
1129 Suero L.1.-29.51 500 pll 55 ul 2,27
Plasma L.1.-29.P1 500 pl 55 pl 2,2
LCR L.1.-30.LCR1 3ml <35 pl 1,68
LI.30 Plasma L.1.-30.P1 2ml <30 pl 0,84
Suero L.1.-30.51 1,16ml <25 pl 2,51
L.31 Suero L.1.-31.51 500 pl 55 ul 1,93
Plasma L.I.-31.P1 500 pl 55 ul 1,97
LI.32 Plasma L.1.-32.P1 500 ul 55 pl 2,38
1133 Suero L.1.-33.51 500 pl 55 ul 1,22
Plasma L.I.-33.P1 500 pl 55 ul 1,38
L34 Suero L.1.-34.51 500 pl 55 pl 3,7
Plasma L.1.-34.P1 500 pl 55 ul 2,49
1135 Suero L.1.-35.51 500 pl 55 pl 5,43
Plasma L.1.-35.P1 500 pl 55 pl 2,21
LI.36 Suero L.1.-36.51 500 pl 55 pl 2,64
Plasma L.1.-36.P1 500 pl 55 ul 2,09
Suero L.1.-37.51 500 pl 55 ul 4,38
LI1.37 Plasma L.1.-37.P1 500 ul 55 pl 5,38
LCR L.1.-37.LCR1 550 pl 55 pl 2,54
LI.38 Suero L.1.-38.51 500 pl 55 ul 2,8
Plasma L.1.-38.P1 500 pl 55 pl 1,87
1139 Suero L.1.-39.51 500 pl 55 ul 2,74
Plasma L.1.-39.P1 500 pl 55 pl 1,97
L1.40 Suero L.1.-40.51 500 pl 55 pl 2,45
Plasma L.1.-40.P1 500 pl 55 ul 0,76
L4l Suero L.1.-41.51 500 pl 55 pl 0,42
Plasma L.1.-41.P1 500 pl 55ul 0,225
Suero L.1.-42.51 500 pl 55 ul 2,91
LI.42 Plasma L.1.-42.P1 500 ul 55 pl 0,306
LCR L.1.-42.LCR1 900 ul 55 pl 0,178
Suero L.1.-43.51 500 pl 55 pl 0,487
LI.43 Plasma L.1.-43.P1 500 ul 55 pl 0,232
LCR L.1.-43.L.CR1 750 pl 55 pl 0,122
Suero L.1.-44.51 500 pl 55 ul 1,41
Ll.44 Plasma L.1.-44.P1 500 pl 55 pl 0,214
LCR L.1.-44.LCR1 Iml 55 pl 0,131

En amarillo se indican los pacientes y sus muestras correspondientes que se
incluyeron en el estudio definitivo (N=29). ID: Identificacion del paciente. Vi: volumen
inicial. Vf: volumen final.
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4. Desarrollo de técnicas de deteccion molecular

Paralelamente a la obtencion de muestras, se llevaron a cabo
multiples ensayos y pruebas de validacion de diferentes herramientas de
deteccion de las mutaciones puntuales BRAF V600E y H3K27M (K27M de
H3F3 y K27M de HIST1H3B) a partir del ADN purificado a partir de las

muestras de suero, plasmay LCR.

Inicialmente se llevaron a cabo pruebas de PCR convencional, no
resultando una técnica suficientemente sensible que aportase resultados
satisfactorios en nuestro estudio, por lo que se centré el trabajo en la dPCR
(figura 24).

Figura 24. Flujo de trabajo realizado en el desarrollo de técnicas de
deteccidon molecular

Desarrollo de técnica de PCR digital (dPCR)
para mutaciones V600E de BRAF y
H3K27M (de H3F3Ay HIST1H3B)

H3K27M / v

‘ Validacion de sondas para dPCR en tejido solido

y

Pruebas de determinacion de sensibilidad de dPCR
para la deteccion de VEOOEBRAF en biopsia liquida

Y

Evaluacion de la posibilidad de deteccion de mutaciones
en el ADN circulanteaislado en suero, plasma y LCR
de pacientes pediatricos diagnosticados de tumores cerebrales de dificil acceso

Evaluacion de VEOOEBRAF Evaluacion de VEOOEBRAF Evaluacion de VEOOEBRAF
en muestras de tejido sélido en muestras de biopsia liquida en linea germinal

Concordanciaentre el estado mutacionalde BRAF
del tumor sélido con el detectado en las muestras
de biopsia liquida
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4.1. Pruebas de validacion de sondas para BRAFV600E y H3K27M para
dPCR en tejido soélido

Se procedid a realizar las pruebas de validacion de las sondas para
dPCR de las mutaciones V600E de BRAF, K27M de H3F3 y K27M de
HIST1H3B en ADN aislado de muestras de tejido sélido FPEE (tejido fijado
con formalina e incluido en parafina).

En los casos de BRAFV600E y de K27M de H3F3 se realiz6 la validacion
en ADN aislado de muestras de controles conocidos positivos para dichas
mutaciones (TCGBM 18 y L.I.-1.b respectivamente).

En el caso de la sonda para la mutacion V600E de BRAF, la dPCR en tejido
detecté adecuadamente la existencia del alelo mutado en la muestra (figura
25).

Figura 25. Validacién de la sonda para la mutacién V600E de BRAF por
dPCR en tejido sdlido.

— FAM: 4723 VIC: 2650 FAM+VIC: 4878 UNDETERMINED: 339 ]

En azul aparecen las copias en las que se ha sido amplificado el alelo mutado. En rojo
aparecen las copias en las que solo ha sido amplificado el alelo no mutado. En verde
aparecen las copias en las que se ha detectado tanto el alelo mutado como el no mutado.En
amarillo aparecen las copias en las que no ha habido amplificacion de ADN. En gris:

indeterminado.
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En el caso de la sonda para K27M de H3F3, esta dPCR de prueba se repitio
dos veces (figuras 26 y 27) ya que los diferentes clusters o grupos
obtenidos no resultaron tan evidentes como los obtenidos para la sonda de
BRAF.

Figura 26. Validacién de la sonda para la mutacion K27M de H3F3 por
dPCR en tejido so6lido. Réplica 1.

FAM: 727 VIC: 13 FAM+VIC: 0 UNDETERMINED: 0

Figura 27. Validacién de la sonda para la mutacion K27M de H3F3 por
dPCR en tejido so6lido.Réplica 2.

FAM: 418 VIC:4 FAM+VIC: 35 UNDETERMINED: 853

Fam
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Posteriormente, para analizar la sensibilidad de la sonda disefiada para
K27M de H3F3, se mezclé ADN de tejido sin la mutaciéon con ADN del tejido
con la mutacion en 3 ratios diferentes: 50:50, 90:10 y 99:1 (WT:Mut.), con
resultados no satisfactorios, ya que la sefial de amplificacién para el alelo
mutado se fue perdiendo hasta no detectarse a partir del ratio 90:1 (figuras
28-30).

Figura 28. dPCR para la mutacion K27M de H3F3 en mezcla de tejidos
con y sin mutacion, con ratio WT:Mut 50:50.

H3F3A50:50

FAM: 36 VIC:99 FAM+VIC: 10 UNDETERMINED: 110

En azul: copias en las que se ha sido amplificado el alelo mutado. En rojo: copias en las
que solo ha sido amplificado el alelo no mutado. En verde: copias en las que se ha
detectado tanto el alelo mutado como el no mutado. En amarillo:copias en las que no ha

habido amplificacién de ADN. En gris: indeterminado.

78



RESULTADOS

Figura 29. dPCR para la mutacion K27M de H3F3 en mezclas de tejidos
con y sin mutacién, con ratio WT:Mut 90:10.

H3F3A90:10

FAM:0 VIC:0 FAM+VIC:0 UNDETERMINED: 26

Figura 30. dPCR para la mutacion K27M de H3F3 en mezclas de tejidos
con y sin mutacién, con ratio WT:Mut 99:1.

H3F3A99:1

FAM: 0 VIC:0 FAM+VIC:0 UNDETERMINED: 3

La sefal de amplificacion para el alelo mutado (FAM) se fue perdiendo segin se iba
aumentando el porcentaje de cantidad de ADN de tejido no portador de la mutacion, hasta

no detectarse con ratio WT/mut de 90:10.
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En el caso de K27M de HIST1H3B, al no disponer de muestras control que
contuviesen la mutacion, se llevé a cabo una dPCR de prueba con un tejido
seleccionado al azar para comprobar que al menos detectase el alelo no
mutado (figura 31). En este caso la dPCR no detecté practicamente la

existencia de alelo no mutado (VIC).

Figura 31. dPCR para la mutacion K27M del gen HIST1H3B por dPCR.

HISTIH3BWT

FAM: 2 VIC:2 FAM+VIC:1 UNDETERMINED: 0

Tras el andlisis de estos ensayos para la validacién de las sondas de dPCR
en tejido solido, se optd por orientar el trabajo en la deteccién en biopsia
liguida hacia el andlisis de BRAFV600E, ya que los resultados de las

mutaciones H3K27M como se ha mostrado, no resultaron satisfactorias.

4.2. Pruebas de determinacion de sensibilidad de la dPCR para la
deteccién de la mutacion V600OE de BRAF en biopsia liquida

Posteriormente, se llevaron a cabo pruebas de puesta a punto de dPCR

digital en muestras de biopsia liquida con la sonda para la mutacién
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BRAFV600E, con el objetivo de poder realizar posteriormente el analisis
sistemético de las muestras de nuestra cohorte de pacientes definitiva.

Para ello, se probd la capacidad de la técnica de dPCR de detectar el alelo
mutado representado en una proporcion cada vez menor en la muestra a
estudio. Esto se llevd a cabo mediante diluciones progresivas de controles
mutados con controles WT, llegandose a detectar en proporcién de 0,1%
(figura 32).

Figura 32. Deteccion de la mutacién V600E de BRAF mediante dPCR en
diluciones progresivas de controles mutados.

0.1% 1%

10% 50%

Los porcentajes referidos en la parte superior representan la proporcion de moléculas
mutadas frente a las WT, por ejemplo, el porcentaje 1% significa que hay un 1% de
moléculas de ADN mutadas frente 99% WT. En azul aparecen las copias en las que se ha
sido amplificado el alelo mutado. En rojo: copias en las que so6lo ha sido amplificado el alelo
no mutado. En verde: copias en las que se ha detectado tanto el alelo mutado como el no
mutado. En amarillo aparecen las copias en las que no ha habido amplificacion de ADN. En

gris: indeterminado.
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Tras los ensayos referidos, se disponia de muestras simultaneas de suero,
plasma y LCR en 29 de los 38 pacientes iniciales, por lo que nuestra
cohorte definitiva de pacientes para estudio de detecciéon de mutacion
de BRAF, mediante dPCR, tenia una N total de 29. Se aporta un resumen
de las caracteristicas y muestras disponibles de esta cohorte de pacientes
en la tabla 6.

Tabla 6. Descripcion de las caracteristicas clinicas de los pacientes
pediatricos a estudio con tumores del SNC y fuente de biopsia liquida
obtenida en cada uno de ellos. Anédlisis de BRAF por PCR en linea
germinal.

Paciente Edad Diagndstico Biopsia liquida Linea
(afios) Plasma Suero LCR | germinal
L3 5 Meduloblastoma + + + SN
Ll.4 7 Meduloblastoma + + + WT
L6 17 Glioma anaplastico + + + WT
LI.10 3 Glioma difuso + + + WT
LI.11 17 Astrocitoma pilocitico + + + WT
LI.15 7 DIPG + + WT
LI.17 6 Ependinoma + + WT
LI.18 15 DIPG + WT
LI.21 6 Glioma difuso + + + WT
LI.22 2 Astrocitoma pilomixoide + + + WT
LI.23 8 DIPG + + WT
LI.25 8 Xantoastrocitoma pleomorfico + + WT
LI.26 15 Oligodendroglioma + + + WT
LI.28 7 DIPG + + WT
LI.29 9 DIPG + + WT
LI.30 12 Glioma difuso + + + WT
LI.31 2 Ganglioglioma + + WT
LI.33 10 DIPG + + WT
L.34 4 DIPG + + WT
LI.35 6 DIPG + + WT
LI.36 6 Astrocitoma pilomixoide + + WT
LI.37 18 Meduloblastoma + + + WT
LI.38 11 Astrocitoma pilocitico + + WT
LI.39 3 PNET + + WT
LI.40 15 Astrocitoma pilocitico + + WT
LI.41 14 GBM + + WT
LI1.42 1 GBM + + + WT
LI.43 12 Glioma difuso + + WT
L.44 21 Astrocitoma pilocitico + + + WT

SN: muestra no disponible. WT: “Wild Type”.
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5. Evaluacion de la posibilidad de detectar mutaciones en el ADN
circulante aislado en suero, plasma y LCR de pacientes pediatricos y
adolescentes diagnosticados de tumores cerebrales de dificil acceso

5.1. Estado mutacional del tumor en muestras sdlidas

Como punto de partida, para disponer informacion adicional que
contribuyese a poder determinar la capacidad de deteccion del estado
mutacional de BRAF del tumor a partir del andlisis de biopsia liquida, se
evaluo el estado mutacional del tumor en las biopsias sélidas disponibles de

los pacientes a estudio.

Se disponia de tejido tumoral al diagnostico en 23 de los 29 pacientes de
nuestra cohorte definitiva (79% de los pacientes).

Este tejido se obtuvo principalmente mediante resecciones del tumor en el
65% de los casos (15 de los pacientes). El resto de muestras se obtuvieron
a partir de biopsias.

En los casos de reseccion quirdrgica, se realizaron resecciones subtotales
(reseccion del 90-99% del volumen tumoral) en 6 de los pacientes, parciales
(50-90% de resecciéon tumoral) en 5 de los pacientes, siendo completa
Gnicamente en el 26% de los pacientes (4 casos).

Se determind el estado mutacional de BRAF en 13 de las 23 muestras

tumorales, detectandose la mutacién V600E en 4 de ellos (tabla 7).

83



RESULTADOS

Tabla 7. Descripcion de disponibilidad de tejido tumoral y andlisis de la
mutacion BRAF V600E en biopsia solida en la cohorte de pacientes a
estudio (N=29).

DETECCION DE

ID DIAGNOSTICO LOCALIZACION OBTENCION TEJIDO BRAFV600E
LI1.03 Meduloblastoma Cerebelo Reseccién subtotal No realizado
LI.04 Meduloblastoma Cerebelo Reseccion completa BRAFV600E-
LI.O6 Glioma difuso linea media Talam? v Biopsia BRAFV600E-

mesencéfalo

LI.10 Glioma difuso linea media Talamo Biopsia BRAFV600E-
LI.11 Astrocitoma pilocitico Diencéfalo Reseccién parcial BRAFV600E-
LI.15 DIPG Protuberancia Biopsia BRAFV600E-
LI1.17 Ependimoma anaplasico Fosa posterior Reseccion completa No realizado
L1.18 DIPG Protuberancia - No biopsiado
LI1.21 Glioma difuso de linea media Talamo y pedunculo Biopsia No realizado
LI.22 Astrocitoma pilomixoide Hemisferio y talamo Reseccidn subtotal BRAFV600E-
LI.23 DIPG Protuberancia - No biopsiado
LI.25 Xantoastrocitoma pleomorfico Lébulo temporal Reseccion subtotal BRAFV600E+
LI.26 Oligodendroglioma Fosa posterior Reseccion completa No realizado
LI.28 DIPG Protuberancia - No biopsiado
LI.29 DIPG Protuberancia - No biopsiado
LI.30 Glioma difuso linea media Talamo Biopsia H3K27M+

LI.31 Ganglioglioma anaplasico Cerebelo y tronco Biopsia BRAFV600E+
LI.33 DIPG Protuberancia - No biopsiado
LI.34 DIPG Protuberancia Biopsia H3K27M+

LI1.35 DIPG Protuberancia Biopsia H3K27M+

LI.36 Astrocitoma pilomixoide Taldmico izdo Reseccién subtotal BRAFV600E+
LI.37 Meduloblastoma Fosa posterior Reseccidn subtotal No realizado
LI.38 Astrocitoma pilocitico Fosa posterior Reseccidn parcial BRAFV600E+
LI.39 PNET Hemisférico Reseccidn parcial No realizado
LI.40 Astrocitoma pilocitico Fosa posterior Reseccion completa Desconocido
L.41 Glioblastoma Fronto temporal Reseccidn parcial BRAFV600E-
LI.42 Glioblastoma Lébulo frontal Reseccion subtotal BRAFV600E-
LI1.43 Glioma difuso linea media Cerebelo y pedunculo Reseccidn parcial BRAFV600E-

cerebeloso
LI.44 Astrocitoma pilocitico Fosa posterior - No disponible
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5.2. Evaluacién de la mutacion BRAFV600E en linea germinal

Con el objetivo de descartar mutaciones en linea germinal, se llevo a
cabo la secuenciacion del ADN obtenido de la suspension leucocitaria (buffy
coat), salvo para el paciene L.I 3, que no estaba disponible, no resultando
ninguna de estas muestras portadora de la mutacion BRAF V600E (tabla 8y
figura 33).

Tabla 8. Datos de la extraccién de ADN a partir de las muestras de buffy
coat.

BUFFY COAT. DATOS
MUESTRA EXTRACCION ADN

MUESTRA Vi Vf ng/ul
L.1.-04.BC1 1 alic. 100ul 27,2
L.1.-06.BC3 1 alic. 100ul 22,6
L.1.-10.BC2 1 alic. 100ul 46,2
L.1.-11.BC2 1 alic. 100ul 62,8
L.1.-15.BC3 1 alic. 100ul 23

L.1.-17.BC2 1 alic. 100ul 29,2
L.1.-18.BC1 1 alic. 200ul 17,6
L.1.-21.BC2 1 alic. 100ul 40

L.1.-22.BC1 1 alic. 100ul 300
L.1.-23.BC1 1 alic. 100ul 36

L.1.-25.BC1 1 alic. 100ul 24,2
L.1.-26.BC1 1 alic. 100ul 29,8
L.1.-28.BC1 1 alic. 100ul 25,4
L.1.-29.BC1 1 alic. 100ul 9,22
L.1.-30.BC1 1 alic. 100ul 18,8
L.1.-31.BC1 1 alic. 100ul 14,7
L.1.-33.BC1 1 alic. 100ul 13,8
L.1.-34.BC1 1 alic. 100ul 12,2
L.1.-35.BC1 1 alic. 100ul 10,4
L.1.-36.BC1 1 alic. 100ul 22,6
L.1.-37.BC1 1 alic. 100ul 15,6
L.1.-38.BC1 1 alic. 100ul 9,4

L.1.-40.BC1 1 alic. 100ul 13,5
L.1.-41.BC1 1 alic. 80ul 95,9
L.1.-42.BC1 1 alic. 80ul 60,3
L.1.-43.BC1 1 alic. 80ul 54,4
L.1.-44.BC1 1 alic. 80ul 64,8

Vi: volumen inicial. Vf: volumen final.
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Figura 33. Comatogramas de secuencias de BRAF obtenidas de linea

germinal.
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En todos los pacientes se detect6 el alelo salvaje (wild type) del gen de BRAF (Timina en

lugar de la adenina en la forma mutada, codon 600 del exon 15) en linea germinal.
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5.3. Evaluacion de la mutacion BRAFV600E en diferentes fuentes de
biopsia liquida

En este punto, se evalud la capacidad de detectar la mutacién BRAF en el
ADN libre circulante aislado de las muestras de suero, plasma y LCR de los

pacientes de nuestra cohorte (tabla 9).

En cuanto a la muestras de suero, se llevo a cabo esta evaluacion en todos
los pacientes del estudio, excepto para LI1.18, paciente del cual esta muestra
no estaba disponible, siendo por tanto la N de 28. Se detectd la mutacion
V600E de BRAF en 3 de los pacientes (LI1.31, L1.33 y L1.38).

Asimismo, se estudiaron las muestras de plasma en la totalidad de los
pacientes de nuestra cohorte (N=29) y se identific6 la mutacion en 3
pacientes (LI1.10, LI1.11 and LI1.36).

En cuanto al estudio mutacional del LCR, desafortunadamente, no se
detecté amplificaciéon en un 35,7% del ADN aislado a partir de las muestras
de LCR, y solo dos muestras (L.1.4 y L.1.37) mostraron la presencia de la

mutacion puntual de BRAF.

De forma sorprendente e inesperada, en todos aquellos pacientes en los que
se obtuvo un resultado positivo en la deteccion de la mutacion, éste solo se
determiné en una de las fuentes de biopsia liquida, no detectandose en el

resto de muestras disponibles de ese paciente en concreto.

Con los resultados obtenidos, se procedié a analizar la concordancia entre el

estado de la mutacién BRAF en el tumor original y en la biopsia liquida.
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Tabla 9. Analisis de BRAF V600E en ctADN aislado en suero, plasma,
LCR por dPCR y en tumor original por PCR convencional.

BRAF VBOOE p-valor
Paciente ctDMA ctDMA ctDMA  Biopsia ctDMA ctDMA ctDMA
suero  plasma LCR solida SUETD plasma LCR
LI.3 WT WT WT 5N 575x101 3.89 x107 508 x101
Ll.4 MA WT MUT WT MNA 4.71x101 9.13x10=>
L& WT WT MA WT 1 8. 50x101 MA
LI.10 WT MUT MA WT 454x101 2.10x10 MA
LI.11 WT MUT WT WT TEDx 101 2.56x10% E.66x101
LI.15 WT WT 5N WT 26dx101 3.15x101 -
LI.A7 WT WT SN 5N 551 x101 1 -
LI.L1B 5N WT MA 5N - 2.30x101 MNA
LI.21 WT WT WT 5N 5.56x101 &.17x101 g.87x101
LI.22 WT WT WT WT 7.58x101 ¢.34x101 2.46x101
LI.23 WT WT 5N 5N 3.00x101 G40 x101 -
LI.25 WT WT SN MUT 8.27x101 S.54 X100 -
LI.26 WT WT MA 5N 6 20x101 7 23x101 MA
LI.28 WT WT SN 5N 5 7Bx101 51 x101 -
LI.2G WT WT SN 5N 7.74x101 558 x101 -
LI.30 WT WT WT 5N g 74x101 g.00x101 S48 x101
LI.31 MUT WT SN MUT 174 =102 4 50x101 -
LI.33 MUT WT 5N 5N 4.64x102 2.88x101
LI.34 WT WT 5N 5N B47Tx 101 283x101
LI.35 WT WT SN 5N 3.60x101 1.17x104
LI.3& WT MUT SN MUT 3.64x101 6. 72 x10 -
LI.37 WT WT MUT 5N 3.85x101 5.53x101 2.17 x10#=
LI.38 MUT WT SN MUT 233 x10 5.02x101 -
LI.39 WT WT 5N 5N 461x101 §.13x101
LI.40 WT WT SN 5N B 76x102 452 x101
Ll.41 WT WT SN WT 4591 x101 8.56x101 -
LI.42 WT WT WT WT &.38x101 5.24x101 6.85x101
LI.43 WT WT WT WT 2.73x101 296x101 403 x101
Ll.44 WT WT MA 5N g.B1x101 7.23x10% MA

WT: Wild type. NA: No amplificado. SN: Muestra no disponible.

En las columnas del apartado de la izquierda, se muestran los resultados de las dPCR para

la deteccion de BRAFV600E en las diferentes fuentes de biopsia liquida de los pacientes de

nuestra cohorte y se compara con los resultados de la deteccidon de la mutacion en tejido

sélido (por PCR convencional). En las columnas del apartado de la derecha, se muestran

los valores obtenidos de p mediante el analisis estadistico basado en la distribucion de

probabilidad de Poisson para determinar los resultados de la técnica de dPC en biopsia

liquida, bien como mutado o bien como wildtype, tal y como se indica en el apartado de

material y métodos.
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5.4. Concordancia del estado mutacional de BRAF en tumor solido y en
biopsia liquida

Para afianzar la utilidad de las biopsias liquidas para la deteccidén de
biomarcadores, se analizo la concordancia entre el estado de la mutacion
BRAF en el tumor original y en la biopsia liqguida para asi definir los
parametros de exactitud diagndstica de la técnica (tabla 10).

Al disponer Uunicamente de cinco muestras pareadas entre LCR y tejido, el

estudio se realiz6 en ctDNA aislado de suero y plasma.

Segun los resultados de dPCR, el ctDNA del suero representa mejor el
estado de la mutacion BRAF en tumores sdélidos emparejados que en

plasma.

La informacion genética encontrada en el plasma mostré una sensibilidad
del 25% y una especificidad del 77,8%, mientras que el ctADN del suero
tuvo una sensibilidad del 50% y una especificidad del 100% para la
deteccion de la mutaciéon BRAF V600E.

Por lo tanto, se encontré que el suero era mas representativo del tumor

original.

Sin embargo, los hallazgos de nuestro estudio deben interpretarse con
cautela ya que el andlisis correponde a una pequefia cohorte.

En particular, hubo discrepancias en las muestras del paciente LI1.25, en
cuya biopsia sélida se detectd previamente la mutacion, mientras que los

resultados de dPCR ofrecieron fenotipo WT en muestras de suero y plasma.
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Tabla 10. Concordancia entre biopsia so6lida y biopsia liquida (N=13).

BIQPSIA
SOLIDA
MUT WT SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VPP VPN | EXACT
MUT 1 2
25% 77,8% 333% | 70% 61,5%
WT 3 7
Plasma
LIQUIDA
MUT 2 0
50% 100% 100% 80% 83,3%
WT 2 8
Suero
Total 4 8

MUT: Mutado. WT: Wild Type. VPP: Valor predictivo positivo. VPN: Valor predictivo

negativo. EXACT: Exactitud.
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5.5. Respuesta al tratamiento dirigido de un paciente diagnosticado de
ganglioglioma con mutacién V600E de BRAF

Con el objetivo de expresar la relevancia del valor clinico que
conllevaria el poder detectar las alteraciones moleculares a partir de una

muestra de biopsia liquida, se presenta el caso clinico del paciente LI.31.

Este paciente fue diagnosticado de, ganglioglioma cerebeloso irresecable a
los 2 afios de edad, en el afilo 2012 y se objetivo la progresion lenta de su
enfermedad con marcadas secuelas neurolédgicas, a pesar del tratamiento
con quimioterapia y radioterapia.

A los dos afios de evolucion, se procedié a realizar estudio mutacional de
BRAF en la biopsia solida extraida al diagnéstico, detectdndose la mutacion
BRAFV600E por PCR convencional.

En ese momento, la RM evidenciaba un gran tumor cerebeloso que se
extendia hacia el tronco encefélico, cruzando la linea media, con gran efecto
masa que originaba obliteracion del cuarto ventriculo.

El paciente inicié el tratamiento dirigido a la alteracion molecular detectada
con un inhibidor de BRAF, dabrafenib, a dosis de 2 mg / kg, dos veces al
dia, por via oral.

El paciente mejoré clinicamente de forma significativa, pudiendo llevar a
cabo las actividades habituales para su edad. El control de imagen con RM a
los 6 meses confirmd una reduccion significativa del volumen y realce
tumoral, del efecto masa, consistente con una respuesta parcial basada en
los criterios de RANO (Response Assessment in Neuro-Oncology Working
Group).

Actualmente, el paciente se mantiene en una situacion clinica y radiologica
estable con terapia de mantenimiento (figura 34). Cuando se analizaron las
biopsias liquidas de este paciente (tabla 9), solo la muestra de suero
demostré concordancia con los resultados obtenidos en la biopsia sélida
anterior, positivo para mutacion BRAFV600E, mientras que el analisis de

plasma reveld un estado mutacional WT.
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Figura 34. Imagenes de RM del paciente LI.31 antes y durante el
tratamiento con dabrafenib.

a. Pre-tratamiento

b. Control a los 6 meses

c. Control a los 18 meses

d. Control a los 5 anos

(a) Iméagenes previas al tratamiento. La imagen FLAIR axial muestra una gran masa que
afecta el hemisferio cerebeloso izquierdo y la protuberancia con un marcado efecto masa en
el cuarto ventriculo. La imagen de difusién axial (DWI) revela una difusién restringida
intratumoral. La imagen axial T1 poscontraste muestra un intenso realce. (b, ¢) Seguimiento
a los 6 y 18 meses. FLAIR axial, DWI y poscontraste demuestran una disminucién en la
extension de la masa y en la masa efecto con una contraccién en progresiva mejoria. (d)
Seguimiento a los 5 afios. No se aprecia progresién en FLAIR axial, e incluso, si reaparece

el realce, la restriccion de la difusiobn permanece ausente.
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DISCUSION

En el presente estudio, se ha disefiado y validado una técnica para la
identificacion de la mutacion V600OE en el gen BRAF a partir de ADN
circulante en muestras de biopsias liquidas de pacientes pediatricos y
adolescentes con diagnostico de tumores cerebrales de dificil acceso y/o
inoperables. Dado que la mutacion en el gen BRAF es un biomarcador de
sensibilidad a terapias dirigidas como los inhibidores de MEK y de BRAF, la
aplicacion de esta técnica ofreceria una herramienta de gran utilidad en el

manejo clinico en estos pacientes.

1. Disponibilidad de muestras para la validacion.

Se realiz6 un disefio de estudio con el objetivo de reclutar de forma
prospectiva, en un periodo de 3 afios, 30 pacientes pediatricos y
adolescentes diagnosticados de tumores cerebrales de dificil acceso
y/o inoperables. Dada la dificultad tanto de reclutar pacientes debido a
la baja incidencia de la patologia, como de la obtencién de las

muestras?®?°

, Se procedio a dar difusidn al proyecto de investigacion a
través de la SEHOP, con el objetivo de aumentar asi el nimero de

pacientes.
2. Caracteristicas de la cohorte a estudio.

En cuanto a la distribucion por sexo, existe un claro predominio de
varones, y esto concuerda con los datos existentes de mayor
prevalencia en el sexo masculino, tanto del cancer infantil de forma
global, como del subgrupo de tumores cerebrales descrita en la
poblacion general, aunque el ratio hombre/mujer es mas alto en

nuestra serie (1,9 vs 1,2)%.
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La edad de incidencia de los tumores cerebrales varia con el subtipo
histologico. En la cohorte definitiva a estudio, el tumor predominante
fue el glioma difuso, representando un 41% de los casos. Aunque este
subtipo se describe en cualquier edad pediatrica, la edad media de
aparicion se describe en torno a los 7 afios, lo que se aproxima a la
edad media de nuestra cohorte (9 afios) **°.

En cuanto a los tumores a estudio, todos ellos fueron catalogados de
dificil acceso quirurgico y/o inoperables. Estos criterios se definieron en
base a criterios anatomicos definidos por RM, valorados por
especialistas en neurocirugia, neurorradiologia y oncologia pediatrica
de sus hospitales de origen, siendo unidades de referencia en el
manejo de estas patologias.

La localizacion en linea media fue el criterio mas predominante para
considerar el dificil el acceso quirdrgico (62%). Este hecho explica la
alta prevalencia de gliomas de alto grado de nuestra cohorte (48%), ya
gue es una localizaciéon predilecta por este tipo de tumores en la edad

infantil®3°,

. Procedimientos preanaliticos.

Para lograr un uso clinico eficiente de esta técnica, los expertos
coinciden en que resulta fundamental la estandarizacion de los
procedimientos preanaliticos y analiticos para cada componente de
las biopsias liquidas.

Ya se han llevado a cabo diversos trabajos dirigidos en este camino, y
hay que mencionar las redes pertinentes como es el caso del Cancer-
ID en Europa (https://www.cancer-id.eu/the-project/overview/).
Cancer-ID es un consorcio europeo recién creado por la Iniciativa de
Medicamentos Innovadores (IMI) en el afo 2015, que cuenta
actualmente con 36 socios de 13 paises, cuyo objetivo es el
establecimiento de protocolos estandar y la validacion clinica de

biomarcadores circulantes en sangre™**.
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En el presente estudio, se ha seguido de manera escrupulosa los
protocolos de laboratorio establecidos de acuerdo a las
recomendaciones vigentes en cuanto a procedimientos de recoleccion,
manipulacion y almacenamiento de las muestras para evitar la
degradacion del ADN*,

En referencia al trabajo prenalitico, se utilizaron los tubos de extraccion
de sangre tipo EDTA (anticoagulante) para el posterior aislamiento del
plasma, y tubos con gel separador para el posterior aislamiento del
suero, respetando el tiempo recomendado entre la extraccién y el
procesamiento de entre 2 y 6 horas con el uso de estos tubos, para
evitar la lisis leucocitaria y el consiguiente aumento de ADN circulante
no tumoral, asi como la técnicas de doble centrifugacion para la
correcta separacion de los componentes celulares y liquidos de las
muestras.

Asi mismo, se respetaron las condiciones de almacenamiento para
obtener la mejor conservacion posible del ADN circulante™*.

Se llevo a cabo la congelacién de las muestras de plasma y suero en
alicuotas de un solo uso, ya que se ha comprobado que la exposicién a
un solo ciclo de congelacién-descongelacién no afecta posteriormente
al analisis de ADN circulante, pero mdultiples ciclos de congelacion-
descongelacién si pueden ocasionar degradacion de los &acidos
nucleicos, y por tanto disminuir la capacidad de deteccion de las
mutaciones a estudio*?.

No obstante, hay que indicar que la mayor experiencia obtenida por
estos grupos de expertos hasta el momento, proviene de tumores
sélidos del adulto, principalmente de pulmén y mama, y que en el caso
de otros tipos tumorales, como son los cerebrales, no existen
protocolos estandarizados para toda la comunidad investigadora,

existiendo, por tanto, mucho trabajo por desarrollar al respecto.
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4. Disefio de herramientas para la deteccibn de marcadores

moleculares.
4.1. Aislamiento y cuantificacion de ADN circulante.

Para la deteccion de mutaciones puntuales como es el caso de la
V660E de BRAF, se opto por el andlisis de ADN libre circulante.

En cuanto a no haber optado por el estudio de las células
tumorales circulantes (CTCs) en el presente estudio, con mayor
estabilidad y vida media en comparacion al ADN circulante, hay que
sefalar que su aislamiento representa un enorme desafio tecnolégico.
En el caso de tumores de tipo epitelial, el estudio de las CTCs resulta
algo menos complejo, dado que se pueden identificar proteinas de
membrana a las cuales dirigir anticuerpos para su “captura”, como la
EpCAM (molécula de adhesién de células epiteliales)****>. Pero en el
caso de tumores primarios del SNC, estos marcadores no son sencillos
de identificar, y ademas, se precisa de una mayor cantidad de biofluido
a estudio para poder detectarlas, requerimiento que es complicado de
aplicar en la poblacién pediatrica®.

Se han reportado detecciones de CTCs en glioblastomas del adulto,
pero indudablemente no es la técnica mas éptima para el estudio de
biomarcadores mediante biopsia liquida en el caso de tumores del
SNC. Ademas, hay que referir que las células liberadas probablemente
tampoco sean representativas de todo el tumor en su conjunto, tal y

como ocurre con las biopsias sélidas®’ 414,

Otra alternativa, u opcién a considerar, para intentar aumentar la
sensibilidad en la identificacion de biomarcadores en biopsia liquida en
aguellos casos con una baja frecuencia de alelo mutado, como es el
caso de los tumores cerebrales infantiles, seria completar el analisis

con el aislamiento del ADN contenido especificamente en el
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interior de vesiculas extracelulares (EVs), habiéndose comprobado
que estos elementos tienen la capacidad de atravesar la BHE y

detectarse en sangre periférica’®®*?,

En relacion a la cantidad de ADN circulante de nuestra cohorte
definitiva a estudio, se obtuvieron menores concentraciones en sangre
a las descritas en otros estudios de biopsia liquida en tumores
extracraneales, como higado, colon o mama, debido al conocido efecto
aislante de la BHE™’. En los pacientes con estos tumores, existe
relacion entre la cantidad de ctADN aislado en plasma con el
pronéstico clinico, observandose una menor supervivencia en aquellos
con mayor concentracion’*®. Dicha observacién puede ser objeto de

estudio en proximos proyectos en tumores cerebrales.

4.2. Eleccion de dPCR en comparacion a otras técnicas como

herramienta de deteccién molecular.

Para que los biomarcadores circulantes sean clinicamente Gtiles, deben
ser altamente especificos del tumor y ademas deben estar presentes
en concentraciones que puedan ser detectables con las herramientas
disponibles®*°.

En el presente estudio, la mutacién V60OE de BRAF cumple con el
requisito de alta especificidad para el tumor a estudio, y en cuanto a la
sensibilidad para poder detectar la mutacién, nos enfrentamos a una de
las principales limitaciones en los intentos de deteccion de
aberraciones genéticas a partir de muestras de biopsia liquida®.

Para intentar solventar este problema, se ha optado por la dPCR, ya
gue ha demostrado ser mas eficiente en la deteccion de alelos de baja
frecuencia, en comparacion con los métodos tradicionales'*°.

La qPCR (PCR en tiempo real) tradicional, amplifica todas las
moléculas diana presentes en la muestra, y ofrece una sefial promedio,

en la cual, una secuencia infrarrepresentada, como son las secuencias
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mutadas de origen tumoral presentes en una fuente de biopsia liquida,
puede ocultarse por las secuencias WT, altamente representadas™®’.
En contraste, en la dPCR, la muestra de DNA aislado se divide de tal
manera que, cada compartimento contiene una Unica secuencia diana,
gue se amplifica ofreciendo sefiales individuales que son detectadas y
cuantificadas mediante el andlisis de fluorescencia™®, aumentandose
por lo tanto de forma muy significativa la sensibilidad de la prueba
respecto a los métodos convencionales. La sensibilidad en esta técnica
depende, por tanto, del nUmero de compartimentos que se es capaz
crear y analizar, asi como del ratio de FP de cada ensayo.

Ademas, partiendo de la base de la dPCR, se ha trabajado con el
sistema Quantstudio, que disminuye los volimenes de reaccion,
utilizando microcamaras, pudiendo aumentar de esta forma el nimero
de compartimentos analizados, incrementando, por tanto, la
sensibilidad de deteccion.

A pesar de la aplicacion de esta herramienta, para alcanzar nuestro
objetivo de conseguir un biomarcador 6ptimo, seria deseable obtener
aun mas sensibilidad de deteccion.

Técnicamente se podria conseguir afiadiendo sistemas de PCR en
emulsién (ePCR o ddPCR) al uso de microcamaras utilizadas en
nuestro estudio. Estos sistemas ya estan comercializados, y se basan
en la compartimentacion mediante gotitas acuosas dispersas en aceite,
gue varian desde pocos femtolitros a nanolitros, abriendo la posibilidad
de disponer de un nlimero teéricamente ilimitado de compartimentos*®2.
No obstante, se debe tener en cuenta que esta técnica es altamente

compleja para un futuro uso clinico de rutina.
Otra opcion que se podria considerar para la deteccion de mutaciones

en biopsia liquida en nuestra cohorte, seria una técnica de NGS en
lugar de dPCR.
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La ventaja que ofrece la NGS es la posibilidad de aumentar el nimero
de mutaciones detectadas. Esta técnica ya se ha utilizado en biopsia

liquida en adultos (incluyendo casos de glioblastoma)'**

y en nifios, en
el caso del neuroblastoma®*,

Los métodos basados en dPCR estan limitados por el nidmero de
mutaciones que pueden detectarse y son mas eficaces cuando se
utilizan dirigiéndose a una Gnica mutacién®.

Como hemos desarrollado previamente, los tumores cerebrales
pediatricos pueden ser portadores de varias mutaciones, tanto en un
mismo gen, diferenciados por un cambio de un nucledtido Unico, como
en varios genes®™ "8 Este hecho justifica el planteamiento de utilizar
la NGS en biopsia liquida para el estudio de las aberraciones genéticas
en estos pacientes, no sélo en el diagnostico, sino en el analisis
posterior de posibles mutaciones adquirididas durante su evolucion, o
incluso en el caso de desconocer el perfil molecular.

No obstante, es importante sefalar que la NGS, en comparacién con la
dPCR, es menos sensible, mas cara y requiere mas tiempo en su

realizacion®.

. Validacion de dPCR para la determinacién de la mutacién
BRAFV600E en biopsia liquida.

En cuanto a las limitaciones que encontramos en nuestro estudio, la
principal es es la probabilidad de encontrar falsos negativos en el
analisis de las muestras liquidas, aunque como hemos referido,
también se pueden encontrar en el andlisis estandar de oro, ya que las
biopsias sélidas no reflejan necesariamente toda la variabilidad clonal
del tumor'®.

Ademas, estos resultados constituyen de momento una prueba de
concepto para el uso de suero y plasma como fuentes de
biomarcadores en pacientes pediatricos, precisandose cohortes de

mayor tamafo para poder consolidar dicha herramienta.
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Con objeto de afianzar la utilidad de las biopsias liquidas para la
deteccion de biomarcadores, se analiz6 la concordancia entre el
estado de la mutacion BRAFVGE600E en el tumor original y en la
biopsia liquida, para asi definir los parametros de exactitud
diagnédstica de la técnica.

La PCR convencional y la secuenciacion posterior, revelaron la
presencia de la mutacion BRAFV600E en las biopsias sélidas de cuatro
gliomas de bajo grado.

Estos resultados corroboran estudios previos, mostrando que, esta
mutacion, aparece en mas de la mitad de los casos de
xantoastrocitomas pleomorficos® (como el paciente LI.25), en el 20%
de los gangliogliomas, y hasta en el 10% de los astrocitomas

pilociticos™®

(que corresponden con los pacientes LI.31 y LI.38,
respectivamente). La otra muestra mutada en nuestra cohorte
corresponde a un astrocitoma pilomixoide (LI.36), entidad considerada
actualmente variante del astrocitoma pilocitico, pero de curso
generalmente menos indolente. Tanto los astrocitomas pilociticos como
los pilomixoides presentan activacion de la via Ras/ERK de forma
predominante a través de la fusion KIAA1549-BRAF, no analizada en
nuestro estudio, pero se describe también la existencia en algunos

E157

casos de la mutacion puntual V600 , como se refleja en los casos

de estos dos pacientes.

En todos los casos, excepto para LI.25, BRAFV600E fue

confirmado en nuestro estudio por dPCR en suero o plasma.

Aungue estudios recientes muestran que el LCR es una fuente éptima
para la caracterizacibn molecular de los tumores cerebrales, y mas
representativa del tumor original que el plasma, debido a que se
encuentra en intimo contacto con el tumor y elude la BHE®"**%° |3

capacidad de deteccién mutacional de la técnica en LCR no se ha
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podido evaluar en el presente estudio, ya que solo se disponia de cinco
muestras pareadas cuyas biopsias solidas hubieran sido analizadas
para la mutacion de BRAF.

No obstante, destaca que el analisis de los resultados obtenidos en
LCR, previos al analisis estadistico para definir con fiabilidad el estado
mutacional de BRAF (que como referimos, no se pudo llevar a cabo en
este biofluido), no detectdé amplificacion en un 35,7% de las muestras.
Estos datos son similares a limitaciones reportadas por otros grupos,
con problemas en la amplificacion del ctDNA en el 33% de las
muestras de LCR, dependiendo del procedimiento de obtencion de
éste’®,

La escasez de muestras pareadas para estudio de BRAF en LCRy
en tejido solido, se debe, por una parte, a la dificultad de obtencion de
LCR en comparacion a las muestras de sangre, motivo por el cual no
se sometio al participante a este procedimiento con el Unico objetivo de
obtener muestra para el estudio, sino que se obtuvieron las muestras
en el mismo acto indicado por su médico responsable como parte del
manejo clinico habitual. Y por otra parte, sélo disponiamos de
informacion sobre el estado mutacional de BRAF en tejido sélido en 13
de los 29 pacientes, ya que la indicacion de realizar este analisis se
llevé a cabo bajo el criterio de un patélogo ajeno a nuestro proyecto de
investigacion, guiado por la prevalencia de esta mutacion en el tumor

concreto a estudio.

De forma inesperada, las dos Unicas muestras de LCR en las cuales se
detect6 la mutacibn de BRAF corresponden a casos de
meduloblastomas, tumores en los cuales no esta descrita esta
mutacion. Ello nos conduce a pensar en tres posibilidades.

En primer lugar, un error en el procesamiento de las muestras que
haya originado una contaminacion.

Otra posibilidad, seria la existencia de un falso positivo debido a falta

de especificidad de nuestra técnica, lo que resulta poco probable, ya
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que como sefialaremos mas adelante, la especificidad obtenida en
suero es del 100%.

Y por ultimo, podria deberse a la existencia de la mutacion de BRAF en
este tipo tumoral, hasta ahora no descrita.

Estas consideraciones nos conducen a la necesidad de realizar, tanto
un andlisis mas detallado en estos casos, como a un estudio con mayor

namero de pacientes.

Aunque como se ha referido, el LCR representaria hasta el momento
la fuente que ofrece mejor rendimiento a la hora de realizar una
aproximacion a la caracterizacion molecular de los tumores cerebrales,
diferentes estudios recientes han demostrado la capacidad de detectar
diferentes aberraciones moleculares de estos tumores a partir de las
bajas concentraciones de &cidos nucleicos detectados en sangre®?"**,
Uno de los impulsos en seguir trabajando en el desarrollo y validacion
de técnicas que aumenten la sensibilidad de deteccibn en este
biofluido, es la mayor accesibilidad a la hora de extraer las muestras en
comparacioén a los procedimientos de obtencion de LCR, mas invasivos
y en ocasiones contraindicados segun las caracteristicas y el estado
clinico del paciente. Este aspecto resulta de suma importancia en la
practica clinica habitual, mas si cabe en el caso de pacientes
pediatricos, en los que frecuentemente requieren ser sometidos a

técnicas de sedacién para poder llevar a cabo estos procedimientos.

Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio que
compara diferentes fuentes de biopsias liquidas en los canceres
pediatricos 2.

Nuestros datos revelan que, la obtencién de ADN circulante a partir de
biofluidos sanguineos, como el suero y el plasma, podria utilizarse para
la deteccibn de biomarcadores mediante dPCR en pacientes
pediatricos.
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Ademas, basandonos en nuestros resultados, el ADN circulante
derivado del suero representa con mayor precision el estado
mutacional de BRAF del tumor que el plasma, utilizando la
comparaciéon con los datos disponibles en el estudio de la biopsia
solida.

Esta conclusion la inferimos de los datos de sensibilidad y la
especificidad. En la deteccidén de la mutacion V60OEBRAF en plasma,
fueron de un 25% y 77,8% respectivamente, mientras que los mismos
parametros en suero resultaron de un 50% y un 100%.

Estos resultados deben ser interpretados con cautela, debido
principalmente a que la cohorte analizada es pequefa.

Nuestros valores de sensibilidad de deteccion de BRAFV600E en
biopsia liquida son ligeramente inferiores a los observados por
otros autores en otras patologias'®, no existiendo datos sobre este

valor en el andlisis de tumores cerebrales.

Una posible explicacion, es que estos tumores rara vez metastatizan
fuera del SNC*®, por lo que el ctDNA liberado al torrente sanguineo
esté restringido, y hace que la deteccion de alelos minoritarios sea mas

complejo™® .

Existen estudios de deteccion de la mutacion V60OE de BRAF en ADN
circulante en poblacién infantil, como es el caso de la histiocitosis de
células de Langerhans (HCL) en la edad pediatrica. Héritier et al
demuestra que, en los pacientes con HCL y afectacién de al menos
algun érgano de riesgo (higado, bazo y médula 6sea), BRAFV600E se
podria detectar, mediante ddPCR en sangre, en el 100% de los casos.
En aquellos nifios con enfermedad multisistémica y sin afectacion de
organos de riesgo se detectaria con significativamente menos
frecuencia (42%), y unicamente en un 14% en aquellos con

166

enfermedad localizada™", generalmente a nivel cutdneo u 6seo.

Li et al, realiza un analisis de BRAFV600E en biopsia liquida similar a

nuestro estudio. Estudian la concordancia entre el estado mutacional
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de BRAF en tejido y en ADN libre circulante en plasma en pacientes
con carcinoma papilar de tiroides, mostrando unos datos de
sensibilidad y especificidad para la técnica de dPCR en biopsia liquida
similares a los nuestros: 61,54% y 90,91% respectivamente. Asi
mismo, hace referencia a las dificultades que han presentado otros

grupos en poder detectar las mutaciones en sangre'®’.

Aln a pesar de no alcanzar mayores niveles de sensibilidad, esta
técnica podria resultar util cuando no se dispone de una biopsia solida
y como herramienta de prediccién de respuesta a terapia'®, como ha
sido aprobado por la FDA y la EMA en pacientes con carcinoma de
pulmén de células no pequefias®, en los que los valores obtenidos
para las mutaciones de EGFR fueron 100% de especificidad y 65,7%

de sensibilidad *°°.

Otro aspecto a discutir, son los mejores resultados obtenidos en
el presente estudio, en cuanto a sensibilidad y especificidad en
suero respecto al plasma

Estos datos se deben interpretar con cautela debido al recortado
namero de pacientes a estudio, y también porque, hasta el momento,
segun otros grupos de investigacion, el plasma se considera la fuente
mas 6ptima para estudios de biopsia liquida de forma global*™.

No obstante, hay que destarcar de nuevo, que el presente estudio es el
primero publicado que compara diferentes fuentes de biopsias liquidas
en tumores cerebrales infantiles.

El suero es la fraccién acelular de la sangre obtenida tras un proceso
de coagulacion y contiene agua, albumina, globulinas, lipoproteinas,
aminoacidos, enzimas, hormonas, compuestos nitrogenados, iones y
acidos nucleicos principalmente. El plasma es la fraccion acelular de la
sangre no sometida a ese proceso de coagulacion, diferenciandose por
tanto del suero por contener ademas fibrindégeno y otras proteinas de

coagulacion®™.
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Se describe que el proceso de coagulacion origina cierta lisis del
contenido leucocitario, produciendo un aumento de la proporcion de
ADN no tumoral de la muestra, es decir, una mayor concentracion de
ADN WT de fondo que dificultaria la deteccion de las mutaciones
tumorales a estudio en suero en comparacion al plasma*’?.

Pero hay que incidir en el hecho de que, el contenido de ADN
circulante también aumenta si las condiciones de almacenamiento y
procesamiento no son las Optimas, y que ademas, los métodos de
extraccion de ADN son pasos criticos que influyen en la eficiencia de
su aislamiento, por lo que es fundamental aplicar escrupulosamente
procesos preanaliticos estandarizados*">.

Ademas, existen estudios recientes que sefialan una correlacion entre
la expresion de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular)
detectada en suero, y no asi en plasma, en pacientes diagnosticados

de glioblastoma, con la eficacia del tratamiento con antiangiogénicos’*.

Por todo ello, aunque la recomendacién actual mas general es el uso
del plasma para deteccion de biomarcadores, ya que teéricamente
representaria mejor el estado in-vivo que el suero, no descartamos
segun los resultados obtenidos en nuestro estudio, que el suero
resulte también una buena opcién para el estudio de biopsia

liquida.

Posibilidad de determinacién de otras mutaciones en biopsia

liquida de nifios con tumores cerebrales.

Como se ha revisado en el apartado introductorio de alteraciones
moleculares en gliomas infantiles, ademas de la mutacion puntual de
BRAF, destaca de la fusiébn del gen BRAF con KIAA1549 como
mecanismo activador de la via MAPK y diana terapéutica para los
inhibidores de MEK®*®”,

105



DISCUSION

El material genético 6ptimo en biopsia liquida para el estudio de genes
fusion, es el mMARN circulante derivado del tumor, pero su estructura
monocatenaria le confiere una gran vunerabilidad a la degradacion en
comparacién al ctADN'’®. Esta complejidad técnica afiadida nos ha
orientado a la deteccion de la mutacion BRAFV600E en el presente
estudio, pero supone un reto a conseguir en préximos proyectos,
debido a la relevancia del gen de fusion como diana molecular para los
inhibidores de MEK.

En cuanto a la posibilidad de detectar la mutacion H3K27M, con
importante valor prondstico en gliomas infantiles y diana para futuros
farmacos dirigidos®, desafortunadamente no se pudo llevar a cabo con
éxito en el presente estudio, debido a problemas derivados en la
amplificacion con las sondas especificas disefiadas para dPCR,

constituyendo un objetivo a conseguir en préximos proyectos.

Recientemente, otros grupos han llevado a cabo estudios de deteccion
de la mutacion H3K27M en plasma y LCR de pacientes pediatricos con
gliomas difusos. Un punto interesante a destacar en estos trabajos, es
el aumento de ADN circulante y la capacidad de deteccion de la
mutacion en plasma en el periodo de seguimiento, tras la aplicacién de
terapias como la radioterapia, hecho que presumiblemente se debe a la

alteracion de la integridad de la BHE y la necrosis celular originada’®.

Todas estas consideraciones nos conducen a plantear una interesante
secuencia de estudio para un futuro uso clinico de la biopsia liquida en
tumores cerebrales: Un andlisis inicial al diagnostico del LCR, v,
posteriormente, un analisis seriado de muestras de sangre, mas
accesibles, como método de seguimiento de la respuesta tumoral a las

diferentes terapias.
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Utilidad en la préctica clinica de nuestro estudio.

El analisis de la mutacion BRAFV600E en ADN circulante aislado en
suero, identificaria un subconjunto de pacientes que podrian
responder a farmacos inhibidores dirigidos, a destacar los
resultados obtenidos hasta el momento con dabrafenib*’’ (como fue el

observado en el paciente LI1.31), mejorando asi su prondstico.

Ademas, debido a la inaccesibilidad de algunos tumores del SNC y la
agresividad de la cirugia, la obtencidbn de muestras soélidas para su
analisis molecular esta extraordinariamente limitado. El uso de las
biopsias liquidas podria superar estas dificultades e influir no sélo en el
tratamiento, sino también en el seguimiento de la enfermedad *’®,
identificando mecanismos de resistencia durante la terapia o como

método de control de progresion o recaida de la enfermedad®”.

El uso de la biopsia liquida para seguimiento de la evolucién de los
pacientes con tumores cerebrales de nuestra cohorte inicial, era un
objetivo que se planteé en el disefio del estudio. Para ello, era
necesario obtener muestras liquidas seriadas al diagnéstico y tras los
diferentes tratamientos recibidos, como cirugia, radioterapia y/o
guimioterapia, asi como en el momento de progresion de la
enfermedad.

Esta cronologia en la recogida de muestras no se pudo realizar en la
mayoria de los casos, resultando ampliamente heterogénea en la
cohorte inicial, no permitiendo realizar el analisis previsto de la

deteccion del estado mutacional a lo largo de la evolucién del tumor.

Para evitar el posible sesgo originado en el tiempo de recogida,
sélo se analizaron las muestras disponibles de aquellos pacientes
en los cuales la muestra liguida se obtuvo simultaneamente a la

sélida*®.
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Al haberse recogido la muestra de biopsia liquida de forma simultanea
con la cirugia (realizada al diagnostico o en momento de progresion),
se homogeneizan las muestras en relacion a la carga tumoral, siendo
ésta la mayor disponible en cada paciente durante el tiempo del
estudio. No obstante, hay que sefalar que existian diferencias
significativas en los volumenes tumorales de los diferentes pacientes,

hecho que influye en la cantidad de ADN circulante®®®.
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Los tumores cerebrales suponen la primera causa tanto de
mortalidad, como de secuelas a largo plazo en la poblacion infantil afectada
por cancer. Esta importante morbimortalidad no solo es secundaria a la
propia enfermedad, sino también a las diferentes técnicas diagndsticas y a
los tratamientos a los que se someten estos pacientes de naturaleza tan

vulnerable.

Los tumores cerebrales infantiles difieren radicalmente, al igual que el resto
de tumores solidos, de los tumores del adulto. Los recientes avances en el
estudio de las alteraciones moleculares subyacentes en estos tumores
ponen de manifiesto estas diferencias, y abren un amplio campo de
posibilidades terapéuticas mediante el uso de farmacos dirigidos, que
evitarian los efectos secundarios no deseados del uso de las clasicas

terapias, con efecto mas indiscriminado.

No sélo resulta de suma importancia en el manejo clinico el conocimiento de
esos biomarcadores, sino también el poder acceder a esa informacion de la
manera mas inocua posible para el paciente, asi como obtenerla en tiempo

real.

La biopsia liquida cumple esa doble funcion, y su aplicaciéon en el estudio de
neoplasias dificilmente accesibles como son los tumores del SNC, supondria

un avance extraordinario en el manejo de estas patologias.

Esta innovadora técnica ha sido estudiada hasta el momento de manera
mucho mas exhaustiva en adultos que en nifios, y ademas, en mucha
menor medida en tumores cerebrales con respecto a tumores en otras

localizaciones. Es por ello que, el presente estudio, ofrece informacion
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valiosa para el futuro desarrollo de la biopsia liquida en este subgrupo de
pacientes.

Universalmente, para conseguir la aplicacion de una nueva técnica en la
practica clinica habitual, es preciso asegurar una adecuada exactitud
diagnéstica que permita ofrecer seguridad en la toma de decisiones
terapéuticas basadas en la informacion obtenida.

En el caso de las biopsias liquidas, este objetivo de alcanzar una alta
precision en la deteccion de biomarcadores, resulta ser uno de los
principales desafios a los que se enfrenta su validacion y al cual nos hemos
enfrentado en este trabajo de investigacion.

Cada biomarcador es unico, y cada uno de ellos requiere un extenso y
complejo trabajo de andlisis de los diferentes métodos de deteccion segun el
material y la fuente utilizada.

En el presente estudio, el suero se presenta como la alternativa mas
prometedora para la deteccion de la mutacion BRAFV600E mediante dPCR
en biopsia liquida, en comparacion al plasma, en pacientes pediatricos con
tumores del SNC.

En cuanto al estudio del LCR, debido a la falta de muestras derivada de la
menor accesibilidad en su obtencién, no se ha podido realizar el analisis
programado para asi poder extraer conclusiones, y se requieren mas

estudios que aumenten el nimero de ctDNA derivado de este biofluido.

El disponer de esta técnica para su uso en la practica clinica seria de gran

interés por su gran potencial en el manejo de los pacientes.

Para ello es preciso una validacion mas robusta mediante el estudio de un

mayor numero de pacientes.
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