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Hice un resumen de dos conferencias que
nos parecieron importantes. Para que tengan en
cuenta, San Antonio cada vez se vuelve mas
molecular; hacer resumen de biologia molecular
en San Antonio es practicamente todo San An-
tonio.

Elegimos estas dos conferencias porque son
bastante representativas. La primera es de Laura
J. van’t Veer, en el primer dia del Congreso, en
una sesion educacional, en donde se hizo una
revisién de cada uno de los temas. Esta era so-
bre ciencia bésica y ella hablé principalmente de
todas las variaciones genéticas y de la hetero-
geneidad de los cénceres de mama. Fue una
conferencia de media hora, con muchas diapo-
sitivas. Traté de resumir algunos aspectos que
son los mas interesantes de la conferencia, como
fue el concepto de heterogeneidad del tumor, ya

sea entre pacientes o intratumor.

Ella habla de la heterogeneidad primero en-
tre pacientes; para este concepto hablé mucho
sobre los subtipos tumorales. Subtipos, que to-
dos conocemos, de un carcinoma ductal infil-
trante a un subtipo especial, un tubular. Gené-
ticamente cémo son distintos un carcinoma tu-
bular y un carcinoma lobulillar infiltrante, pero
que cada vez mas tenemos manera de diferen-
ciarlos.

Y conté un poquito la historia desde el mi-
croscopio; ella es holandesa, ha trabajado du-
rante mucho tiempo en este hospital que ahora,
cuando se cumplieron 350 anos del microsco-
pio, le pusieron el nombre del inventor del mi-
croscopio, Antoni van Leeuwenhoek. Entonces
hablaba de las diferencias en el diagnéstico del
cancer, del microscopio digital, que se esta utili-

The Microscope, 350 years

Van Leeuwenhoek microscope,
17th century

(Hospital of Netherlands Cancer Institute
is named Antoni van Leeuwenhoek Hospital)

Digital microscope,
20th century
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Microarray test of Breast Cancer

Patient

activity
pattern

TUMORALES

* PRONOSTICO O RESPUESTA A
TRATAMIENTO

* PERMITEN RECONOCER SUBTIPOS

* MICROARRAYS VS SECUENCIAMIEN

MICROARRAYS DE ADN Y
SECUENCIADORES

Comprehensive set shows the picture

Gene Microarrays and Sequencers

Figura 2

zando ahora, pasando por los microarray, que
es lo ultimo que se esta haciendo en los paises
desarrollados, que es diagnéstico molecular por
secuenciadores de préxima generacidén (next
generation sequencers) (Figura 1).

¢Que hacen?, ven todos los genes de ese tu-
mor o de esa muestra, no un grupo como hace
una plataforma genética. Entonces empieza a
contar un poco las diferencias, qué es lo que ha-
ce una plataforma genética, cébmo se detectan,
cémo ponemos los genes, cémo se eligen los

genes, cdmo esa plataforma genética usa un al-
goritmo matematico para hacer esa unién, sacar
ecuaciones y sacar un riesgo. Nos permite reco-
nocer subtipos tumorales, una plataforma gené-
tica, nos puede dar pronéstico, nos puede dar
una respuesta a tratamiento.

En la Figura 2 ella trata de ver cémo cuando
uno estudia un gen solo (yo estudio el Ki67), por
inmunohistoquimica o por una plataforma, va a
dar una punta, van a resultar parecidos los tu-
mores. Cuando hago la secuenciacién completa
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Kaplan-Meier Survival Curves

,
0.8 ) .
\\ l 30% die o reas cancer
- 5 -
é >
A 04

~70% s

Which Breast Cancers Return?
After surgery and Radiotherapy:
1) Who to treat, 2) How to treat
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Tumor samples

Van't Veer et al, Nature 2002
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Figura 4

de todos los genes me voy a dar cuenta que el
cuadro es bastante distinto, aunque parecia pa-
recido. Por supuesto ella habla de su conflicto
de interés, ya que fue creadora de una de las
plataformas genéticas que se utilizan comercial-
mente en Estados Unidos y en Europa. Enton-
ces, conté un poco cémo fue la historia, qué es

lo que se busca con una plataforma genética, a
quién tenemos que tratar y cdbmo tenemos que
tratar, y poder identificar pacientes de alto riesgo
y de bajo riesgo (Figura 3).

Ella publicé su primer trabajo en el 2002,
cuenta un poco sobre esta plataforma, que en
estos 70 genes se estudian genes de prolifera-

International Validation MammaPrint

TransBIG - retrospective 5 European Hospitals, 302 pts, adjuvantly untreated
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PERFILES DE EXPRESION GENETICA
DISPONIBLES EN EUROPA'Y USA

Gene Expression Application
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Figura 6

cién, de angiogénesis, de adhesién extracelular,
de invasion local, de metéastasis v de lo que se
estd hablando mucho ahora, que es el micro-
ambiente de lo que pasa alrededor del tumor
propiamente dicho, la adhesién y la migracién
(Figura 4).

Refiriéndose a la Figura 5 hablé de los pri-
meros estudios retrospectivos que hubo sobre
esta plataforma, en el ano 2006, esto fue sobre
un trabajo en el TransBIG.

Empezé a contar y a diferenciar cada una de
las plataformas que estan ahora disponibles en
distintas partes del mundo, ya sea en Europa
como en Estados Unidos (Figura 6). Hablé, por
ejemplo, que la de 70 genes es un microarray;
estd basada en técnicas de microarray. Expli-
¢6 un poco la diferencia, qué es una técnica de
RT-PCR y qué es una técnica de microarray,
que ahora no se los voy a contar. Basicamente
algunas estan basadas en técnicas de RT-PCR y

PLATAFORMA 70 GENES

SEGUIMIENTO A 5 ANOS

* 427 PACIENTES ENTRE 2004 Y
2006

* SEGUIMIENTO MEDIO 61.6
MESES

* 33 EVENTOS CANCER

* 11 MUERTES/9 POR CA DE
MAMA

ESTUDIO RASTER PROSPECTIVO 70 GENES
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CONCLUSIONES ESTUDIO RASTER A 5 ANOS
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* Grupo bajo por 70 genes —
alto AOL: 100% de sobrevida
libre de enfermedad a 5 afios.

* 80% de este grupo RE + HER2-
grado Il 1-2 cm

* El grupo de pacientes de alto
riesgo se redujo a 20% en
este Estudio (y se estima en
general que puede bajar
hasta 30%)

Figura 8

otras en técnicas de mircroarray; algunas hablan
de pronéstico, otras de prondstico y tratamiento.
Esta, que es bastante novedosa, son solamente
dos genes, es un ratio entre el gen HOXB vy el
IL17, se estd utilizando mucho en Europa. El
Genomic Grade que usa 97 genes. Por tltimo la
que se esta viniendo (la voy a comentar en la
préxima conferencia de Charles Perou), que es
la PAM50, que es una plataforma genética que
estd basada en la clasificacién molecular del
cancer de mama. Son 50 genes aislados de esa
primer plataforma que se hablé de la clasifica-
cién molecular.

Cont6 un poco los estudios prospectivos que
habia sobre la plataforma de 70 genes, que es
en la que ella trabaja (Figura 7).

Se refiri6 al estudio RASTER, que sali6 en el
ano 2013, donde dividen a las pacientes con
criterio de plataforma genética; o sea, las divi-
den en alto riesgo y bajo riesgo, de acuerdo al
MammaPrint o a criterios clinicos. De acuerdo a
eso, ellos deciden si es de bajo riesgo o de alto
riesgo, concordante en ambos métodos o discor-
dante. Pone énfasis aca en esta parte en las pa-
cientes de bajo riesgo. Las que estan en blanco
son las que no tuvieron terapia adyuvante sis-

témica, las otras son las que concordaron en
ambos y estan solamente las de bajo riesgo por
MammaPrint (Figura 8).

Lo interesante de esto era lo que le pasa a
esta plataforma y lo que le pasa a muchas pla-
taformas. En general, es que cuando uno le ha-
ce la plataforma genética y la compara con vali-
daciones clinicas, se reduce el grupo de alto ries-
go. O sea, una plataforma genética en general
tiende a agrandar el grupo de bajo riesgo y achi-
car el grupo de alto riesgo, entre un 20% y un
30%. En este estudio especificamente se vio que
se redujo el grupo de alto riesgo en un 20% de
los casos y que el grupo de bajo riesgo, sola-
mente medido por plataforma, tenfa un 100%
de sobrevida libre de enfermedad a 5 afnos. Ob-
viamente, 5 anos no es mucho para céncer de
mama, pero es un dato interesante.

El otro dato que comentaba es que el 80%
de las pacientes de este grupo, eran tumores re-
ceptores de estrégeno positivos, HER2 negativo,
grado Il y entre 1 y 2 cm, que es la mayoria de
los canceres de mama.

Ahora vienen las preguntas. ¢Qué hacemos
con las de alto riesgo?, écémo las vamos a tra-
tar? Es ahi donde viene el cambio de concepto y
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ENCONTRAR BLANCOS “DROGABLES” POR
SECUENCIAMIENTO GENETICO

Finding druggable targets by sequence analysis

A tumor cell’s genome = 25,000 genes

patient eligible for EGFR targeted therapy

druggable targets — 30-300 genes
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Figura 9

de esto hablaron en casi todas las conferencias
de San Antonio, no solamente Laura van’t Veer,
sino también Charles Perou y todos los que ha-
blaron, que lo que se viene es el tratamiento
personalizado.

Yo le hago un estudio al tumor de esa pa-
ciente y de acuerdo a lo que me dé voy a decidir
qué tratamientos le voy a dar, especificamente
basandome en la biologia de ese tumor, v no
como hacemos actualmente, cuando no se tiene
disponibilidad de estos métodos. Usamos los tra-
tamientos estandar, probando primero la droga
A, después la droga B y vamos viendo. Aca va
vamos seleccionando tumores y vamos selec-
cionando tratamientos de entrada.

Hablé de un concepto que hubo en muchas
conferencias en San Antonio y de hecho hubo
todo un simposio sobre el microambiente y so-
bre lo que pasa alrededor del tumor. Ya no nos
estamos focalizando en las células del cancer,
sino en las células que estan alrededor, del es-
troma. Qué estd pasando con la angiogénesis,
con los macréfagos, con los linfocitos T, y en-
tonces estan desarrollando estrategias para tu-
mores con drogas que atacan el microambiente.

Rev Arg Mastol 2014; 33(121): 349-403

Ahora estan trabajando mucho en otros cance-
res, no sélo en mama, que inhiben a los macré-
fagos, reprograman el ambiente inmune, cémo
desarrollar activaciones en linfocitos T, regula-
torios, natural killer. Hay muchas empresas far-
macéuticas que estan poniendo mucho dinero
en muchas de estas drogas.

De todas estas drogas que se estan desarro-
llando, por supuesto, no va a quedar ni un 10%,
que realmente sean validadas y nos sirvan, pero
el pay plan de las compaiiias es muy amplio.
Hay inhibidores de células madre, los PI3 kinasa
que los conocemos (por ejemplo, el everolimus),
que se estan trabajando ahora desde otros ge-
nes, y por supuesto el target de HER2 que se es-
td ampliando cada vez mas, ya no sdélo es anti-
HERZ2 son Pan-HER o HERZ2/3, anticuerpos, in-
hibidores de tirosina quinasa; son muchas nove-
dades.

Y éste es el concepto que se viene (que tan-
to lo hablé Laura J. van’t Veer como Charles
Perou), sobre el blanco druggable o actionable;
blancos a los cuales yo les puedo dar una droga
(Figura 9).

Si tenemos en cuenta que el genoma de un
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PROGRESION DE DISTINTOS CLONES
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* ELTUMOR EVOLUCIONA
ADQUIRIENDO MUTACIONES

* ESTAS MUTACIONES ACUMULADAS
Y LA INTERACCION CON EL
AMBIENTE DEFINE LOS TIPOS
TUMORALES Y HETEROGENEIDAD
INTRATUMOR

* PUEDE RESULTAR EN RESISTENCIA
ADQUIRIDA A LAS TERAPIAS

* FUTURO: SECUENCIAMIENTO DE
UNA CELULA : IMPLICANCIAS

Breast cancer progression and heterogeneity
stability of genomic alterations

CLINICAS Nature Rev Cancer, 2012

Figura 10

tumor tiene aproximadamente 25.000 genes,
nosotros los estudiamos todos. De todos estos
genes, probablemente entre 30 y 300 solamente
nos pueden llegar a servir para darle una droga
especifica, o tenemos una droga para darle an-
ti ese mecanismo de accién o anti ese gen. Un
ejemplo que ponen es el HER1 o EGFR que es
una mutacién bastante frecuente. Hay drogas
que se estan utilizando (por ejemplo, para can-
cer de pulmén), no especificamente para cancer
de mama. Si se ve que un cancer de mama tie-
ne una mutacién de esto, se le podria asociar al
tratamiento alguna droga anti-HER1, que es lo
que se estd haciendo ahora en muchos de los
institutos en Estados Unidos.

La Figura 10 muestra un concepto muy in-
teresante del que también hablé y tiene que ver
con la oncogénesis y con los clones que van cre-
ciendo en un gen. El tumor va evolucionando,
adquiriendo mutaciones. Estas mutaciones acu-
muladas y ademas la interaccién con el ambien-
te, define el tipo tumoral y la heterogeneidad
que tenga el tumor dentro de si mismo. Esto
puede resultar en resistencia adquirida a las tera-
pias, porque el tumor sigue evolucionando mas
alla del tratamiento que nosotros le vayamos
dando y probablemente eso va ir seleccionando

clones de células que van a sobrevivir y otras
que no. Y acé ella explica de un tumor que en el
ano 1 va a dar una metastasis en el hueso. De
las células que vemos celestes y verdes, la célula
verde es la que va a migrar y va a dar esto que
después se va a transformar en células verdes y
rosas. A su vez el tumor puede seguir evolucio-
nando, en la metéastasis o fuera de la metastasis,
y 2 anos después puede dar una metastasis en
el higado o en el pulmén de otro clon que no
estaba presente en un primer momento, que
fue evolucionando a lo mejor después del trata-
miento que yo le di para la metéstasis dsea.

Esto ella lo hablé, pero ademéas hubo varios;
hace poco yo di la clase de oncogénesis. Hay
todo el proyecto genoma humano que se llama
TGCA, proyecto genoma del cancer, habla de la
nueva teoria del la oncogénesis de los clones, y
como hay un clon que se va dividiendo y va for-
mando varios clones dentro del mismo tumor y
cuando uno estudia el tumor, puede ser HERZ2+
en una parte y triple negativo en otra parte.

La Figura 11 ilustra lo que muchos mostra-
ron, de la sefiora que va a la farmacia con la lis-
ta de genes y el farmacéutico que la mira alli lle-
no de drogas, y ella que le dice: "bueno, estos
son mis genes, {qué me va a dar?"
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FARMACIA

* MEDICINA PERSONALIZADA “A
MEDIDA”
* DATOS CLINICOS
* DATOS MOLECULARES
* PREFERENCIA DEL PACIENTE

LTV FUTURO: ACA ESTAN MIS GENES

Figura 11

Es un poco lo que se viene, es la medicina
personalizada o a medida. Esta es una mezcla
de datos clinicos, datos moleculares y obvia-
mente de hablar con la paciente, y ver cuél es la
preferencia y la preferencia del médico.

Charles Perou no necesita mucha presenta-
cién, fue el creador de lo que nosotros utiliza-
mos ahora como clasificacién molecular del can-
cer de mama, luminal A, luminal B. Hablé de su
conflicto de interés, porque a partir de eso, desa-

rrollaron una empresa y una plataforma genéti-
ca que se llama PAM50. Hace el ultimo dia del
Congreso, el resumen de todo lo que es medici-
na traslacional, en la sesién final del Congreso,
en donde habia una de investigacién clasica (la
de él), otra de cancer de mama inicial y una de
cancer de mama metastésico.

En la agenda habla de cascadas de senali-
zacién, inmunidad v genémica. Con respecto a
cascadas de senalizacién, comienza diciendo: "si
ustedes me hubieran preguntado que en el afno

AGENDA

* Cascadas de seiializacion
* Receptores hormonales Ey P
*» Cascada de RB (retinoblastoma)
* Inmunidad
* Infiltracion linfocitaria tumoral
* Blancos Inmunitarios
para estrategias antitumorales

* Genomica

* Plataformas genéticas
* Secuenciamiento de ADN libre en plasma

para deteccién y monitoreo de la enfermedad
* Paneles de secuenciamiento genético para la “Medicina Personalizada”

Outline of Highlights

Pathways
— Hormone Receptor Pathway
— RB Pathway

Immunity
— Tumor Infiltrating Lymphocytes
— Targeting Inmune Checkpoints as an Anti-Tumor Strategy

Genomes
— Gene Expression Assays Update

— Sequencing of Cell Free DNA from the Blood to Detect
and Monitor Disease

— Gene Sequencing Panels for Personalized Medicine

Figura 12
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RECEPTORES HORMONALES

* MUTACIONES GEN ESR1 :RECEPTOR
ESTROGENO a

* En enfermedad metastasica
Hormonorefractaria

* Todos los grupos encontraron la misma
mutacion (Y537S)

* Alta Frecuencia 17% al 22% de los casos

hace 10 afios atras.

* Reportada por Susanne Fuqua PhD ( Baylor)

Hormone Receptor Pathway (ESR1)

* Activating ESR1 mutations in hormone-resistant metastatc breast cancer.
Robinson et a, Naturo Geesics, 2013, PMID:24185510 : *Through.a prosgestive linical sequencing program for

‘advanced ancers, e enfoled 11 patens with ERostive metasat breast cancer. Whole-exome and
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* ESR1 hgand-binding domain mutatons In hormensesistant breast cancer.
Toy etal, Naturs Genatcs, 2013, PUID 24185512 “We conducted a comprehensive genetic analysis cf wo
independentcoharts ofmelastati ER 9osive breasttumors and dentled mulations in ESRY afectng the igand
binding domain (LED) i 14of 80 cases (17%) mutant eceptors v ER Sepencert ranscipbon and
prlferafion inthe absenceof o and reduc the ffcacy of R aniagenss”. (fund YS375)

+ Endocivethorapy-eelstant ESRA variantsrevealed by genoie haraeerzation of breastcancerderved
Renograt. Letal, Col Repors, 2013, PMD: NSNS
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Figura 13

2013 iba a hablar, como novedad, de receptores
hormonales, no les hubiera creido" (Figura 12).

Pero aparentemente salieron varias noveda-
des. La mas interesante es la que se resume en
la Figura 13 en un montén de trabajos. Es que
encontraron mutaciones en el gen que codifica
el receptor de estrégeno o, que es el que mas
nos interesa en cancer de mama. Muchos traba-
jos encontraron importantes mutaciones, pero
hubo una que llamé la atencién y que la tenfan
todos. Casualmente Susanne Fuqua que era la
Chairman de este Simposio (trabaja en Baylor),
la habia encontrado 10 afios atrés.

Esta mutacién fue de alta frecuencia y tenia
que ver siempre con enfermedad metastasica
hormono-refractaria. Cuando habia pacientes
con enfermedad metastésica que eran resisten-
tes a tratamientos hormonales, encontraron esta
mutacién.

Después hablé de receptor de progestero-
na y Ki67, sefialando que el Consenso de Saint
Gallen de 2013 incluyd el uso de receptor de
progesterona y de Ki67, para definir clinicamen-
te tumores luminal A y luminal B.

Hubo varios trabajos también en los que se
hablé del Ki67. Lo més interesante fue que to-

PALBOCICLIB ES IN INHIBIDOR DE TIROSIN
KINASA INTRACELULAR

BENEFICIOS EN SOBREVIDA LIBRE DE
PROGRESION EN CANCER DE MAMA RE
POSITIVOS

ESTUDIO TCGA de C Perou:

* LA MAYORIA DE TUMORES RE POSITIVOS
TIENEN INTACTA LA CASCADA RB

LA DROGA PUEDE FUNCIONAR SI LA CASCADA
ESTA INTACTA

CASCADA RB RETINOBLASTOMA
NUEVAS DROGAS: INHIBIDORES DE CDK4/6

RB1 Pathway Analysis
TCGA et al., Nature 2012 (PMID:23000897)

—— |‘ e
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hl b (TR

Figura 14
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FASE 3 METASTASICOS RE +
FULVESTRANT CON O SIN PALBOCICLIB
PENELOPE: FASE 2 POST
QUIMIONEOCADYUVANCIA 800
PACIENTES RE +

TREND : FASE 2 AVANZADO

PALOMA: LETROZOL+ PALBOCIBLIB EN
AVANZADO (ABRIL 2014)

ENSAYOS CLINICOS CON PALBOCICLIB: INHIBIDORES DE CDK4/6

RB-Pathway New Trials

* SABCS Publication Number = OT3-2-10

* Title: Phase 3, multicenter, randomized, double-blind, placebo-controlled tral of
fulvostrant with or without PD-0332091

* (albociclib)  goserelin in women with hormone receptor-positive, HER2-negetive
metastatic breast cancer (MBC) whose diseaso progressed after prior endocrine therapy

* Nicholas Tumer et al., Target accrual is 417 pationts

* SABCS Publication Number = OT2-6-11

* Title: PENELOPE: Phase Il study evaluating palbociclib (PD-0332991), a cyclin-
dopondent kinase (CDK) 4/6 inhibitor in patients

+ with hormone-recaptor-positive, HER2 normel primary breast caficer wittligh relapse risk
after neoadjuvant chemotherapy (GBG-7&/BIG1-13)

* Gunter von Minckwitz et al, Target accrual Is 800 pationfs:

* SABCS Publication Number = OT2-6-01

*  Title: Phase 2 study of palbociclib (CDK 4/6 inhibitor) for ER positive, HER2- negative
post-menopausal advanced breast cancer

*  patients recurring after hormonal therapy (to reverse endocrine resistance - TREnd trial)

* Luca Malorni et al., Target accrual is 100 patients

Figura 15

dos hablaban de la dificil reproducibilidad que
tiene el estudio de Ki67 y la inmunohistoquimi-
ca, y que no se pueden comparar resultados.
Hubieron muchos trabajos, se hizo como una
especie de metaandlisis para el valor kappa, pa-
ra ver los puntos de corte, y si 14% era un punto
de corte que valiera la pena. A pesar de todas
las dificultades que hay en su determinacién, se
sigue recomendando igual al Ki67. Aca hace un
comentario personal y dice: "resalta las grandes
ventajas que tienen las plataformas genéticas
sobre la inmunohistoquimica, enfatizando sobre
la reproducibilidad".

Hablé sobre la cascada de retinoblastoma y
que es algo un poco méas complicada, no se las
voy a contar, dijo. Basicamente hay una nueva
droga que se llama palbociclib; él hizo un estu-
dio (Charles Perou del TCGA). Dijo que forma
parte de ese consorcio del The Cancer Genome
Atlas. Mostré todos los trials y que estan tratan-
do de aprobar esta droga para tumores hormo-
no-dependientes (Figura 14).

La Figura 15 muestra el ultimo que agregué
yo. Salié en abril de este ano, del letrozol mas
palbociclib, fulvestrant. Son todos avanzados,
metastasicos y para tratamiento neoadyuvante.

Patent 20

Taken from Dawson et al.,
NEJM, 2013. PMID:2348479

* DAWSON: PARA MONITOREO DE
TRATAMIENTO

* REVIEW DE APARICIO/Editorial Kent osborne

SECUENCIAMIENTO DEL ADN LIBRE TUMORAL DE LA SANGRE

Sequencing of Cell Free DNA from the Blood

Detection of chromosomal alterations in the circulation of cancer
patients with whole-genome sequencing.
Leary et al., Sci Transl Med. 2012. PMID:23197571

Non-invasive analysis of acquired resistance to cancer therapy by
sequencing of plasma DNA.
Murtaza et al., Nature 2013, PMID:22649089

Analysis of circulating tumor DNA to monitor metastatic breast
cancer.

Dawson et al., New England Journal of Medicifie, 2013.
PMID:2348479

Review

The implications of clonal genome evolution for cancer medicine.
Aparicio and Caldas. New England Joumal'of Medicine, 2013.
PMID:23445095

Figura 16
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* FACTOR PRONOSTICO

INDICADOR DE BENEFICIO DE
TRASTUZUMAB: FIN HER TRIAL

INDICADOR DE BENEFICIO DE
ADICION DE CARBOPLATINO

NEOADYUVANTE PARA TRIPLE
NEGATIVOS

INDICADOR DE RESPUESTA
PATOLOGICA COMPLETA ( PCR)

MINI SIMPOSIUM EN DESARROLLO
DE TRATAMIENTO CON CELULAS T
(CAMBRIDGE , MA) 2013

INFILTRACION LINFOCITARIA DE LOS TUMORES

Tumor Infiltrating Lymphocytes

B $1-05 Tumor infitrating lymphocytes (TILs) indicate
uastuzumab benefi in early-stage HER2-positive breast
cancer (HER2+ BC). Lo et al.

$1-06. Increased tumor-assodiated lymphocytes predict

§  benefit from addition of carboplatin to neoadjuvant
therapy for triple-negative and HER2-positive early
breast cancer in the GeparSixto trial (GBG 66). Denkert
etal.

§1-07. Prognostic value of tumor-infiltrating lymphocytes
(TILs) in two phase Iil randomized adjuvant breast
cancer irials: ECOG 2197 and ECOG 1199 Adams et.
al.

Poster Discussion on “Tumog Celland Molecular
Biology: Immunology and Preclinical
Immunotherapy”

Mini-Symposium.on Adoptive T-cell Treatment
B T-Cell receplor geneitnerapy for the treatment of cancer
Richard A. Morgan, Bluebird Bio, Cambridge, MA

Artificial regeplors and the cellular therapy of cancer
Maleolm K. Brenner, Baylor Colloge of Medicine.
Houston, TX.

Figura 17

La secuencia del ADN libre tumoral en san-
gre, para el desarrollo de biomarcadores. De es-
to van a escuchar mucho. Personalmente estoy
trabajando en un proyecto con esto. Se separan
las células de la sangre, se deja el plasma y se
buscan marcadores de ADN libre en plasma; de
esto hay mucho. En la Figura 16 se observa un
trabajo pivot en donde el azul es el ADN libre
en plasma, el verde que no se movid era el CA
15-3, y el amarillo son las células tumorales cir-
culantes que han traido bastante problemas para

su determinacién. Les recomiendo ver el review.

La Figura 17 muestra lo que también fue un
simposio muy importante sobre la infiltraciéon
linfocitaria de los tumores y como les decia del
microambiente, como factor de prondstico, co-
mo indicador de beneficio de trastuzumab. Las
pacientes en tratamiento con trastuzumab que
tenian infiltracién linfocitaria de los tumores an-
duvieron mucho mejor que las que no lo tenian,
lo cual habla de la respuesta inmune del pacien-
te para el Herceptin.

BLANCOS INMUNOLOGICOS

CTL4: IPILIMUMAB
PD L1: NIVOLUMAB

INFILTRACION LINFOCITARIA DE LOS TUMORES

)

Immune Checkpoints

CTLA- Targeted
Hodi et al, NEJM 2010
T, (ipilimumab) PMID:20525992
s.180L

N Roberts et al., NEJM 2011

PD1: LAMBROLIZUMAB

EN TRIPLE NEGATIVOS
METASTASICOS

EFICACIA DEMOSTRADA EN
MELANOMA

oo,
MHC \‘ \ OXx# .. i
4188 & "
com 16, Lot 1% b Jtecns
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[oure taks from Ot et al,, CCR. PMID:24089443

TR (ipilimumab) PMID:21639810
T

PD-L1 Targeted
Brahmer et al., NEJM 2012
(BMS-93559) PMID:22653128

PDA Targeted
Topalian et al., NEJM 2012,
(nivolumab, BMS-936558)
PMID: 22658127

Hamid et al, NEJM 2013
PMID. 23724846
(Iambrolizumab, MK-3475

Figura 18
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SEGUN C. PEROU

USUARIOS O LABORATORIOS?

SESGO NO INTENCIONAL?

GUIAS PARA ENTENDER Y ANALIZAR LAS PLATAFORMAS GENETICAS

* EL TEST ESTA APROBADO? POR QUIEN ?

CUAL ES LA REPRODUCIBILIDAD? EN MULTIPLES SITIOS , MULTIPLES DIAS Y MULTIPLES

CUAL ES “BODY OF DATA” EN LA LITERATURA PARA ESE TEST ESPECIFICAMENTE?

ES UN “CLINICAL GRADE TEST” CON UN MODELO CERRADO O “RESEARCH GRADE
TEST” O SEA QUE PUEDE CAMBIAR EL PUNTO DE CORTE O ALGUN COMPONENTE?

QUE USARON EN ESTUDIOS COMPARATIVOS? SET DE MUESTRAS CONTROLADAS DE
UN CLINICAL TRIAL O DE SET DE MUESTRAS OBSERVACIONALES QUE PUEDEN TENER

Figura 19

Acerca del Indicador de respuesta patoldgica
completa, hubo todo un simposio. La Figura 18
describe los mecanismos de accién (no se los
voy a contar porque es muy largo), pero para
triple negativo metastasico estan saliendo todas
estas nuevas drogas "mumab", que son anticuer-
pos monoclonales humanizados.

En cuanto a plataformas genéticas, no hablé
detalladamente de cada una de ellas. En cambio
conté que hay guias para entender y analizar.
En realidad, él armo una especie de guia, para

que todos mentalmente sepamos qué tenemos
que preguntar y qué no, en cada una de las pla-
taformas nuevas que estan apareciendo, por-
que estan apareciendo muchas. Si el test esta
aprobado, quién lo aprobé (la FDA, la CLIA, la
EMEA), cudl es su reproducibilidad, cuél es la
literatura que la esta avalando, si es clinico o es-
ta en investigacién todavia (ya que puede cam-
biar algiin punto de corte o algin gen) y qué
estudios comparativos se usaron; si un set de
muestras que venian de un clinical trial o un set

COMPARACION DE PAM 50 ROR CON ONCOTYPE DX Y IHC4 PARA
PREDECIR EL RIESGO DE RECURRENCIA A DISTANCIA LUEGO DE
TERAPIA ENDOCRINA

Comparison of PAM50 Risk of Recurrence Score with OncotypeDX and
IHC4 for Predicting Risk of Distant Recurrence after Endocrine Therapy
Dowsett et al., JCO Aug 1;31(22):2783-90, 2013. (PMID:23816962)
TransATAC (1007 FFPE Samples)

09

CTS = Clinical Treatment Score (model based upon node, size, grade, age. and Al or tamoxifen)
ROR = PAM50 Risk of Recurrence Model (nCounter version)

RS = OncotypeDX Recurrence Score
IHC4 = IHC-based Model using ER. PR, HER2, and Ki67 (this is the training set for IHC4)

Figura 20
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Risk groups — ROR score
HR (95% CI)

Low (N=1183 (55.4%)) -

Intermediate (N=! 3.26 (2.07-5.13)

High (N=416 (19.5%)) 6.90 (4.54-10.47)

Distant recurrence (%)

Follow-up time [years]

T rosaraon 1 h e 1y f o s presrio. Conkac v 5wk Qe .Uk 0 porislon et o

PAM 50: PREDICCION DE RECURRENCIA A DISTANCIA TARDIA LUEGO
DE 5 ANOS DE TRATAMIENTO ENDOCRINO
ANALISIS DE 2137 PTES DEL ABSG-8 Y Trans ATAC USANDO ROR

Annual hazard rates — ROR score

Annual hazard rate (%)

~

&

Figura 21

de muestras observacionales que pueden tener
sesgo (Figura 19).

Comenté un estudio (Figura 20) en donde
se compara PAM50 con Oncotype y IHC4, que
son cuatro receptores inmunohistoquimicos (es-
trégeno, progesterona HERZ y Ki67) y unos da-
tos clinicos que llama Clinical Treatment Score.
Observé que en realidad todas tenian bastante
buena performance. Aparentemente el PAM50
tenia un poco mejor que el Oncotype en esta
demostracién. El THC4, esto llama mucho la
atencién, una determinacién por inmunohisto-

quimica estandarizada, tuvo muy buena perfor-
mance.

La Figura 21 muestra a largo plazo qué pasa
con las pacientes a las que le hicieron PAM50
después de los 5 anos. ¢Qué pasd?, si seguian
teniendo el alto o bajo riesgo, o cémo se lo ha-
bia clasificado en la plataforma genética. Si des-
pués de 5 a 10 anos seguian manteniendo su
clasificacién de alto o bajo riesgo.

Lo que se viene son los paneles de secuen-
ciacién completa. Lo que les decia, esto es del
proyecto TCGA. Ustedes van a ver estos graficos

* CUALES SON LAS
MUTACIONES
CONDUCTORAS?

* CUALES PUEDEN SER
ACTIVADORAS?

* CUALES PUEDEN SER
BLANCO
TERAPEUTICOS?

TP53 H168R
mutation €

KRAS region
amplification

PANELES DE SECUENCIACION COMPLETA PARA LA MEDICINA
PERSONALIZADA: PROYECTO TCGA THE CANCER GENOME ATLAS

Gene Sequencing Panels for Personalized Medicine

4

MALAT1 mutation

RAD17 +
RADSO loss

MLL3 mutation
1 l)p region

amn |||canon C Myc amplification

Figura 22
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ESTUDIO BOLERO 2

* PARA PREDECIR LA EFICACIA
PARAFINA FFPE
PI3K MUY FRECUENTE 47.6%
CCND1 ( CASCADA RB) 31.3%
PTEN /AKT
ESR1

POR SEPARADO NO SON PREDICTORES

PERFILES GENOMICOS COMPLETOS
ALTERACIONES GENETICAS Y EFICACIA DEL EVEROLIMUS

PANEL DE 182 GENES EN MUESTRAS EN

COMBINANDO 4 O MAS MUTACIONES SI

Frequency of Genetic Alterations in
Key Pathways (182 genes tested by NGS on FFPE)

ewaca oo MO RO AR
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Figura 23

de todos los cromosomas y cada uno de los ge-
nes. De cada tumor se busca cuél es la mutacién
importante y cual es una mutacién "drogable";
por ejemplo, en la Figura 22 la de AKT. ¢Pue-
den ser blancos terapéuticos?

En el BOLERO 2, que es un estudio que
analizé el everolimus hicieron eso. Se secuen-
ciaron todos los tumores, vieron que habia va-
rias mutaciones que podian predecir la eficacia
del everolimus, pero méas combinadas que suel-
tas (Figura 23).

Por dltimo, el Comité de Tumores Mole-
culares, es el concepto que se viene. Contaba
Charles Perou que se juntan 20 médicos, des-
pués de haber secuenciado completamente a los
tumores (claro que ellos tienen la ventaja que los
pueden secuenciar), a discutir cuél mutacién es
importante de todas las que tienen y cuéles pue-
den ser "drogables" o "accionables" (Figura 24).

Y acé viene la gran discusién sobre ¢qué es
"accionable"? Por ejemplo, tener HER2+ y que
yo tenga una droga aprobada Herceptin para

EN PARAFINA

Y SE EMITE UN INFORME

PUEDE SER BLANCO TERAPEUTICO

COMITE DE TUMORES MOLECULAR
SECUENCIACION COMPLETA PARA LA MEDICINA PERSONALIZADA

* SE SECUENCIA EL TUMOR, SE CATALOGA

* SE JUNTAN A DISCUTIR CUAL MUTACION

* SE DISENA EL TRATAMIENTO A MEDIDA
DE ESE TUMOR

Gene Sequencing Panels for Personalized Medicine

-~

Figure taken from Frampton et al., Nature Biotechnology, 2013. PMID: 24142049

Figura 24
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O “DRUGGABLE”

QUIEN PAGA POR ESTA NUEVA DROGA?

CUAL DEBERIA SER EL ENDPOINT?
* RESPUESTA CLINICA
¢ SOBREVIDA LIBRE DE PROGRESION
* SOBREVIDA GLOBAL
* CUAL SERIA EL GRUPO CONTROL?

QUE ES UNA MUTACION CLINICAMENTE “ACTIONABLE™

DROGAS APROBADAS POR LA FDA PARA ESE TUMOR?
DROGAS APROBADAS POR LA FDA PARA OTRO TUMOR?
DROGA /BIOMARCADOR EN INVESTIGACION FASE 3/1?

Challenges for Personalized Medicine
using Genome or Exome Sequencing

1) Whatis “clinically actionable” for breast cancer patients today?

FDA approved drug for unapproved tumor type
Drug andlor Biomarker in Phase ll testing

Drug and/or Biomarker in Phase | or Phase |l festing
Drug andlor Biomarker in Preclinical testing

‘ FDA approved drug for approved tumor type (standard of care)

2) Who pays for the novel biomarker test andlor for the drug(s)?

3) Whatis the clinical endpoint to assess benefit?
«clinical response rate?
~ progression free survival?
- overall survival?
«is clinical efficacy assessed? if so, what was the control group?

Figura 25

cancer de mama. En este ejemplo nadie lo du-
da. Ahora qué pasa si me sale BRAF+, donde
hay drogas aprobadas para cancer de colon. {Le
voy a dar a esa paciente una droga para cancer
de colon? Qué pasa si hay otras drogas, como
todas estas que les mostré, que todavia estan en
fase II o fase IIl, ¢ése las voy a dar igual o no?
¢Quién lo va a pagar si no entra en un protocolo
de investigacién? Qué es lo que voy a buscar,
que tenga buena respuesta clinica. ¢Cémo voy a
medir si anduvo bien o mal?

Son todas preguntas que no tienen respues-
ta, pero es lo que se viene y todos hablan de es-
te Comité de Tumores Moleculares (Figura 25).

Conclusiones: mutaciones de receptores;
cascada de retinoblastoma; infiltraciéon linfoci-
taria; blancos inmunoldégicos, en melanoma hay
varios que estan funcionando bien; las plata-
formas; los paneles. Y no hablé de proteémica
ni de epigenética con marcadores de investiga-
cién, porque obviamente no le daba el tiempo,
pero contdé que habia varias cosas importantes

CONCLUSIONES

CASCADA RB INHIBIDORES CD4/6

MARCADOR DE PRONOSTICO O PCR

PLATAFORMAS GENETICAS
ADN CIRCULANTE TUMORAL

DROGAS

AREAS NO CONTEMPLADAS:
PROTEOMICA
EPIGENETICA: MARCADORES METILACION

MUTACIONES RECEPTOR ESTROGENO ESR1

INFLITRACION LINFOCITARA TUMORAL COMO

BLANCOS INMUNOLOGICOS ( MELANOMA)

PANELES SECUENCIAMIENTOS GENOMICOS
COMPLETOS COMO MARCADORES DE NUEVAS E

) } Translational Medicine Conclusions

Pathways
Hormone Receptor Pathway (ESR1 mutations and PgR loss)
RB Pathway (CDK4/6 inhibitors and polential biomarkers)

Immunity

Tumor Infiltrating Lymphocytes (important biology and a
possible new biomarker of pCR andior a better prognosis)

Targeting Immune Checkpoints (monoclonal antbodies
targeting CTLA-4, PD-1, and PD-L1)

angmgg
Gene Expression Assays (established biomarkers with
growing utility)
Cell Free DNA Sequencing from the Blood (possible new
biomarker to detoct and monitor disease progression)
. Gene Sequencing Panels (possible new biomarker for a
multitude of drugs)

Other Important Research Areas Not Discussed
Proteomics (kinase signaling adaptation to drug treatment)
Epigenetics (chromatin and methylation marks, and new drugs)

Figura 26
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para comentar (Figura 26).

Dr. Elizalde: Esta claro que en el mapeo,
el atlas habla de hasta 200 genes posibles impli-
cados en el cancer de mama. Con lo cual vamos
a terminar pensando que el cancer de mama es
una enfermedad huérfana, porque va a tener

Rev Arg Mastol 2014; 33(121): 349-403

tan poca expresién. Quiere decir que, uno va a
poder decir que hay tantos canceres de mama
como personas lo padezcan, porque es tanta la
diversidad con que un mismo tumor se presenta
y se reproduce, que finalmente el tumor inicial
nunca mas es el tumor que inicialmente fue.



