VNIVERSITAT
[® VALENCIA

FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA

PROGRAMA DE DOCTORADO EN MEDICINA
LINEA DE INVESTIGACION: ONCOLOGIA

TITULO DE TESIS DOCTORAL:
LIGANDOS DE NOTCH EN CELULAS MIELOIDES SUPRESORAS
CIRCULANTES COMO BIOMARCADORES DE RESPUESTA A ANTICUERPOS
ANTI-PD1/PD-L1 EN CANCER DE PULMON NO MICROCITICO AVANZADO

Doctorando:
JOSE GARCIA SANCHEZ

Directores:
Dr. Agustin Lahoz Rodriguez

Dr. Oscar José Juan Vidal

Tutor:
Julian Carretero Asuncion

Valencia, Octubre de 2024



VNIVERSITAT [717(] N .
© VALENCIA LY 7t | Facultat de [\/Jedicina i (Jdontologia

INFORME DIRECTORES/AS Y TUTOR/A PARA DEPOSITO DE TESIS

Codirector (es):

1.- Apellidos y nombre: Lahoz Rodriguez, Agustin N.I.F. 07566860K,

Departamento/Instituto: Unidad de Biomarcadores y Medicina de Precision. Centro: IiS Hospital La Fe.

2.- Apellidos y nombre: Juan Vidal, Oscar Juan N.LF. 25395444V,

Departamento/Instituto: Servicio de Oncologia Médica. Centro: Hospital Universitari i Politécnic La Fe.

Tutor.
Apellidos y nombre. Carretero Asuncion, Julidn .N.L.F. 526862995,

Departamento/Instituto: Departamento de Fisiologia. Centro: Facultad de Farmacia. Universidad de Valencia.

Directores y tutor, respectivamente, de la tesis doctoral: “Ligandos de Notch en Células Mieloides Supresoras
Circulantes como biomarcadores de respuesta a Anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 en Céncer de Pulmén No Microcitico
avanzado” de D. Jose Garcia Sinchez, estudiante del Programa de Doctorado 3139 Medicina (RD99/2011) en

Medicina de la Universitat de Valéncia, emiten informe favorable para |a realizacion del depdsito y la defensa de la

tesis doctoral.
Fecha: Valencia, 15 de Octubre de 2024.
Fdo.: Agustin Lahoz Rodriguez Fdo.: Oscar José Juan Vidal Fdo.: Julidn Carretero Asuncion
o Frmado Fevado
gg’:;yq e B OSCAR  gaimerse par JULIAN|  soesimerte poe
ST G5! ARG OSCAR JO5E] JULANCARSETERD
tcenconcoz  JOSEPUANI ion CARRETERO Joriy™

LAHOZI LAHOZACOROUEZ
Fecha: 2024 10.°S VIDAL Feche 202410.17 |ASUNC'0N Fecha 2024015
RODRIGUEZ »:3¢17 -02m0 075828 <0200 219542 €707

Director Director Tutor

ESCUELA DOCTORAL
UNIVERSITAT DE VALENCIA

Facultat de Medicina | Odontologia, Av.Blasco.lbafez n® 15, 46010-Valencia, Tel 3864100 - Fax: 963864173
email: doctorado.medicina@uv.es
Web; www.uv.esidectoratmedicns




DEDICATORIAS

A mi familia, a mis padres y hermanos, por apoyarme incondicionalmente en
todo lo que me he propuesto a lo largo de mi vida y ayudarme a conseguirlo. Gracias
por todo lo que me habéis dado vy, sin lugar a dudas, sin vosotros no hubiese sido
posible alcanzar mis metas.

A mis hijas, Claudia y Olivia, el motor de mi vida, quiero transmitirles que todo
lo que uno se propone puede conseguirlo con dedicacion y constancia y que, al final,
todo esfuerzo tiene su recompensa.

A mi mismo, porque aunque haya pasado por momentos dificiles en los que
hubiese tirado la toalla, finalmente he sacado fuerzas y motivacidn para seguir
adelante y finalizar este proyecto.



AGRADECIMIENTOS

Llegar hasta aqui no ha sido un camino facil. Ha requerido un enorme esfuerzo
por mi parte y por todo el equipo de magnificos profesionales del que tengo la suerte
de rodearme, sin ellos, este trabajo no hubiese sido posible. La investigacidn siempre ha
despertado en mi un interés especial y esa fue la motivacién principal que hizo
embarcarme en este proyecto. Con ello pretendo aportar mi granito de arena a la
investigacion en cancer de pulmon con el objetivo de conocer mejor al enemigo al que
nos enfrentamos y ayudar en su lucha a tantos y tantos pacientes diagnosticados cada
dia. Llegados a este punto, me gustaria dedicar unas palabras de agradecimiento a todas
aquellas personas que han contribuido, en mayor o menor medida, a la consecucién de
esta meta.

En primer lugar quiero agradecer a los pacientes, a sus familiares y cuidadores que hayan
participado de forma altruista y sin dudarlo en este proyecto con la mera ilusién de
poder ayudar, en el futuro, a otras personas. De su lucha contra la enfermedad y su
capacidad de superacién aprendo todos los dias en mi profesion.

A mis directores de tesis, Agustin Lahoz y Oscar Juan, y a mi tutor, Julian Carretero, por
darme la oportunidad de poner en marcha este proyecto cuando ya pensaba que iba a
qguedar archivado en un cajén y por motivarme a seguir adelante todos estos afios. A
Marta Benet y a todo el equipo de la Unidad de Biomarcadores y Medicina de Precisién
del Hospital La Fe. Sin lugar a dudas Marta ha sido la figura clave para que esta tesis
doctoral haya llegado a buen puerto. Gracias por tu disponibilidad a cualquier hora del
dia, por tu motivacién constante y por contagiarme tu pasion por la investigacion.

A Antonio Llombart, por transmitirme su enorme capacidad de trabajo, esfuerzo y
dedicacidn a la investigacion en oncologia. Es una auténtica satisfaccion crecer a su lado
como profesional y formar parte de su equipo de trabajo en el Hospital Arnau de
Vilanova de Valencia que se ha convertido en una verdadera familia para mi. Agradecer
especialmente a mis compaiieros, Javier Garde y Nuria Piera, su implicacién en este
proyecto y su apoyo durante todos estos anos, no sélo en el ambito profesional sino
también personal y a Leonor Fernandez por impregnarme de su amplio conocimiento
en el campo de lainvestigacidny su interés y ayuda en este proyecto. No puedo tampoco
dejar de recordar al resto del equipo del que formo parte, Juan Manuel Campos, Vicente
Caranana, Ana Albert, Enrique Cabrera, Jose Mufioz, Sara Marin, Tamara Fenollosa,
Paula Llor, Neus Cuadra, Ana Fortea y auxiliares de consultas, asi como, a todos los
residentes de Oncologia que se han formado en nuestro servicio a lo largo de todos
estos afos y han colaborado con el proyecto.



Al equipo humano que forma y que ha formado parte en estos afios la Unidad de
Ensayos Clinicos de Oncologia y del Hospital de Dia del Hospital Arnau de Vilanova,
especialmente a Angela Real, Mara Osacar, Maria Portero y Andrés Moret, por hacer
gue todo el engranaje y logistica de la obtencién, procesamiento y envio de las muestras
del estudio funcionara cada dia a la perfeccién.

A Alfredo Sanchez, Maria de Julian, David Lorente, Maria Fonfria y resto de companeros
del Hospital Provincial de Castellén que han colaborado en el proyecto reclutando
pacientes durante todo este tiempo. Gracias por hacer las cosas tan sencillas.

Al Dr. Jose Ferrando, Maribel y Cristina, del servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital
Arnau de Vilanova por su inestimable colaboracién en la preparacién de las muestras de
tejido para el estudio.

Finalmente, tengo que agradecer a Roche SA el soporte econémico proporcionado para
la financiacion de este trabajo de investigacion.

GRACIAS a todos, sin cada uno de vosotros
este proyecto no hubiese salido adelante.



INDICE GENERAL

I. INTRODUCCION GENERAL 14
1. INMUNOTERAPIA EN CANCER DE PULMON 14
1.1. Cancer de Pulmoén No Microcitico avanzado e Inmunoncologia ---------------=--=----- 14
1.2.  Puntos de control inmunolégicos -------==-==-mmmmmm oo oo 15
1.3. Anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 en monoterapia-----------===-===-==smmmmmmmmmo oo 15
1.4. Anticuerpos anti-PD1/PD-L1 en combinaciOn---------=--=====mnsmmmmmmm oo 16
2. BIOMARCADORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA A INMUNOTERAPIA-------------- 17
2.1. Biomarcadores basados en tejido-----=-====-==-mmmm oo 18
2.2. Biopsia liquida y biomarcadores basados en sangre ----------=-=--=-==-=-msmcmoomemeeo 19
0 T U o 0] o) U] s B et 22
3. LA VIA NOTCH COMO POTENCIAL BIOMARCADOR EN INMUNOTERAPIA:
IMPLICACION DE VIA NOTCH EN EL SISTEMA INMUNE 23
3.1. LA SENALIZACION A TRAVES DE LA VIA NOTCH ----------nnsmmmmmmmmmmcmmmcm e 23
3.1.1.  Estructura de la via Notch: Receptores y ligandos de la via Notch ------------------- 24
3.1.2. Activacién de la via Notch mediada por ligandos---------------====-==-mnsmmmmmmcmomuoo- 25
3.1.3.  Genes diana de 1a via NOtCH ----------=-mnmmn oo oo 26
3.1.4. Activacion de la via Notch no canonica ------------==========mmmm oo 27
3.1.5. Efecto bioldgico de la sefializacion de NOtch--------==-=-=====nmmnmmmmmmmmmmcm e ee 28
3.2. LA VIANOTCH EN LA HOMEOSTASIS DEL SISTEMA INMUNE ----------nnneemmmmmeea- 28
3.2.1.  Células mieloides ----------=-==mnmmm oo o 29
3.2.2.  Celulas linfoides -----------==mmmmmmm oo o 33
4. MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL
MEDIADOS POR LA SENALIZACION DE LA ViA NOTCH 39
4.1. INDUCCION DE INMUNOSUPRESION MEDIADA POR LA VIA NOTCH ----------------- 40
4.1.1. Células Derivadas Mieloides SUPIreSOras ---------=-======nnmnmmmmm oo 41
4.1.2. Macréfagos Asociados @ TUM O --=-=-=-===mnmmmmmm e 47
4.1.3.  Células T requladoras ----------=-==== = o e e o 49
4.2.  PROMOCION DE UN MICROAMBIENTE PRO-TUMORAL --------==-znnnnnsemmmmmeeaaa- 50
4.2.1. Fibroblastos Asociados @ CANCer----------====nmnmmmmm oo oo 51
4.2.2. Neutrdfilos ASociados @ TUMOT ----=--===mnmmm e o e 51
4.2.3.  Angiogeénesis tUMOI Al ---------=nmnmmmmm e oo o 51
4.2.4. Transicion Epitelio-Mesénquima y desarrollo de metdstasis--------------=-=---------- 52
4.3. DISFUNCION DE LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL ADAPTATIVA ----------- 53
4.3.1. Células Dendriticas -------=-==-======mmmmmmmm oo e e 53
4.3.2. LINfOCILOS T ------mmmmmmm oo oo 54
4.3.3.  Puntos de control INMUNES ----=-==========mmmmmmm e 56
Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 58
1. HIPOTESIS 58
2. OBIJETIVOS 59
2.1. Objetivos primarios =--=-==-===-emmemm oo e 59
2.2.  Objetivos Secundarios -----=--=--=-nmm o 59
lIl. MATERIALY METODOS 60
1. DISENO DEL ESTUDIO 60
2. POBLACION DEL ESTUDIO 61
2.1. Criterios de Inclusion especificos: --===========mmmmmm oo 61



3. TAMANO MUESTRAL 62

4. PLAN TERAPEUTICO 63
5. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO 63
5.1. VARIABLES CLINICAS ----nnmnmnmmm e 64
5.2.  PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIOQ ------n-mnmnmmmmm oo oo 65

5.2.1. Metodologia para obtencion y procesamiento muestras en sangre ------------------ 65

5.2.2.  Metodologia para obtencion y procesamiento muestras en tejido-------------------- 71
6. ANALISIS ESTADISTICO 74
6.1. Analisis de los datos clinicos---=-==-=======mmmmm oo 74
6.2. Andlisis de las poblaciones celulares y variables génicas en la poblacién de MDSCs 74
7. ASPECTOS ETICOS 75
7.1. Consideraciones Generales-------------mmmm oo o e 75
7.2. Hoja de Informacién y Formulario de Consentimiento Informado -------------------- 75
7.3.  Confidencialidad de 10S Datos --------===smmmmmmmmmoooe oo 76
7.4. Comité Etico de Investigacion con medicamentos ------------=--==-=--mmmmmmmmmmmmmeo- 76
IV. RESULTADOS 77
1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES 77
2. DATOS DE EFICACIA 80
3. ASOCIACION ENTRE VARIABLES CLINICAS Y SUPERVIVENCIA 81
4. RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS POBLACIONES CELULARES INMUNES -------- 84
4.1. Asociacion entre poblaciones celulares circulantes y respuesta ------------=--=------- 86
4.2. Asociacién entre poblaciones celulares mieloides circulantes y supervivencia ----- 86
4.3. Asociacién entre poblaciones celulares linfoides circulantes y supervivencia------- 87
4.4. Analisis multivariante regresion de COX -----------==-mmmmmmmm oo 88
4.5. Asociacion entre MDSCS y RNL -------ommmmm oo oo oo 90
5. RESULTADOS ANALISIS DE VARIABLES GENICAS EN MDSCs 93
5.1. Asociacion entre expresion de genes en MDSCs y respuesta--------------=---=---=-oox 94
5.2. Asociacion entre expresion de genes en MDSCs y supervivencia ---------------------- 95
5.3. Combinacién de genes de la via Notch en MDSCs y supervivencia --------------------- 97
5.4. Evolucion dindmica expresion de JAG1 en MDSCs y supervivencia -------------------- 99
5.5.  Analisis multivariante regresion de COX ----------mmmmmmmm oo oo 99
5.6. Analisis multivariente de COX conjunto:----=--=-==-=====smmmmmmmm oo 101
5.7. Correlacidén entre genes via Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 en MDSCs------------=----- 102
6. RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS VARIABLES GENICAS EN TEJIDO --------=----- 103
6.1. Asociacion entre expresion de genes en tejido y respuesta -----------=--=--ocmmommmmen 103
V. DISCUSION 104
1. ANALISIS DE POBLACIONES CELULARES CIRCULANTES 104
1.1. RNL como biomarcador pronéstico y predictivo a ICls en CPNMa-------------------- 104
1.2. MDSCs como biomarcador pronéstico y predictivo a ICIs en CNMPa ---------------- 105

1.2.1. MDSCs como biomarcador prongstico------=--=-=========zmmmzmmmmmmm e momoeooeoe 105

1.2.2. MDSCs como biomarcador predictivo de respuesta a ICIs en CPNMaq -------------- 106
1.3.  Correlacion entre RNL y MDSCs-------nmmnmmmmmm oo o oo oo oo 109
1.4. Treg como biomarcador prondstico y predictivo a ICIs en CPNMa ------------------- 111
1.5. IrAEs como factor predictivo de respuesta a ICIs en CPNMa----------------ocmmmmemm- 112



2. ANALISIS DE VARIABLES GENICAS EN MDSCs 113
2.1. LA EXPRESION DE LIGANDOS DE NOTCH JAGGED EN MDSCs CIRCULANTES Y EN EL

MAT PREDICEN RESISTENCIA A INMUNOTERAPIA EN CPNMa ----=-==szzseemmmmmmmmmmmnnas 114
2.1.1. Expresion de Jagged1 en MAT y prongstico ----------=-========zmmmmmmmmmmmmmmmmee 114
2.1.2. Expresion de JAG1 e inmuno-evasion en el MAT-----------====-mcmmmmmmmmmm e 114
2.1.3.  Expresion de JAG1 en células tumorales y resistencia a antineopldsicos ---------- 118

2.2. LA ACTIVACION DE LA VIA NOTCH EN MDSCs CIRCULANTES Y EN EL MAT

PREDICEN RESISTENCIA AL TRATAMIENTO CON ICIs Y PEOR SUPERVIVENCIA --------- 120
2.2.1. La activacién de la sefializacién Notch en MDSCs en cdncer se asocia a un fenotipo
M-MDSCs con mayor capacidad de inmunosupresion ----------=-=========z=zmmzmmmmmmmmmmmonoo- 120
2.2.2. La activacion de la sefializacion Notch en el MAT se asocia a infiltracion de células
inmunosupresoras y progresion tUmoral --------------- s 122
2.2.3.  La activacién de la via Notch en MAT y respuesta a ICls en cdncer----------------- 124

2.3. LA EXPRESION DE IDO1 EN MDSCs CIRCULANTES Y EN EL MAT SE ASOCIA CON LA

RESPUESTA Y SUPERVIVENCIA A TERAPIA BASADA EN ICIs --------=-----mmmmmmm oo 125
2.3.1. Expresion de IDO1 en MAT y pronostico ---------=-======nmnmmmmmmmmm oo 126
2.3.2. Expresion de IDO1 en MAT e inmuno-evasion -----------=======zmmmmmmmmmmmmemme 126
2.3.3.  Expresion de IDO en células inmunes circulantes y respuesta a ICIs --------------- 127

2.4. POSIBLES APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LA MODULACION DE LA VIA NOTCH

EN IMUNO T ERAPI A --- oo oo o oo oo o e 128
2.4.1.  Anticuerpos anti-Jagged -----=---==-====mmmm e 128
2.4.2. Inhibidores de la sefializacion Notch en MDSCS -----------======-mnmnmmmmmmmm e 130

2.5. Fortalezas y limitaciones del estudio----------=--=-===m-m oo 131

VI. CONCLUSIONES 133

. Andlisis de las poblaciones celulares inmunes -------=--=-==-=-==m-mcmomom e 133

II. Andlisis de la expresion de genes en MDSCs y tejido --------------==--mmmmmmmmmmmmeen 133

VIl. BIBLIOGRAFIA 135

VIIl. ANEXOS 156

IX. ACTIVIDADES CIENTIFICAS RELACIONADAS 175

BEC AS - oo oo o e 175

PREMIOS =--mmmmmmmm oo 176

COMUNICACIONES A CONGRESOQS - mmmm oo e e o e oo oo oo e 177



LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS Y SIGLAS

AEMPS Agencia Espafiola del Medicamente y Productos Sanitarios

CDp Células Dendriticas plasmocitoides

CDs Células Dendriticas

CLI Células linfoides innatas

CPA Células Presentadoras de Antigenos

CPNMa Carcinoma de Pulmdn No Microcitico avanzado

CSCs Cancer Stem-like Cells

CTCAE-NCI Criterios de toxicidad del National Cancer Institute, versidn 5

CTCs Células Tumorales Circulantes

ctDNA DNA tumoral circulante

CTLA-4 Molécula 4 asociada a linfocitos T citotoxicos

DAMPs Patrones Moleculares asociados a Dafio

DICN Dominio IntraCelular de Notch

DI Delta-like

DSL Dominio Delta/Serrate/Lag-2

EE Enfermedad Estable

EGF Factor de Crecimiento Epidérmico

EMA European Medicines Agency

FDA US Food and Drug Administration

Hes Hairly and Enhancer of Split

Hey Hairy and Enhancer of Split with YRPW motif

HPV Virus del Papiloma Humano

HSCs Progenitores hematopoyéticos/stem cells mieloides, del inglés
Hematopoietic Stem Cells

ICls Anticuerpos monoclonales inhibidores de puntos de control inmune, del
inglés Immune Checkpoint Inhibitors

IDO 2,3-dioxigenasa indolamina

IHQ InmunoHistoQuimica

10 InmunOncologia

irEAs Efectos Adversos inmuno-relacionados

ITK Inhibidores Tirosin Kinasa

Jag Jagged

Kyn Quinurenina

LPS Lipopolisacaridos

Maml Mastermind-like

MAT MicroAmbiente Tumoral

MDSCs Células supresoras derivadas de células mieloides, del inglés Myeloid-derived
Suppressor Cells

MHC Complejo Mayor de Histocompatibilidad

miRNAs microARN

MMPs Metaloproteinasas de matriz




MMRD Deficiencia en el sistema de reparacion MisMatch Repair

mSG mediana de Supervivencia Global

msl Inestabilidad de microsatélites, del inglés MicroSatellite Instability

mSLP mediana de Supervivencia Libre de Progresién

NK Células asesinas naturales, del inglés Natural Killers

NO Oxido nitrico

NRARP Notch-regulated ankyrin repeat protein

PAMPs Patrones Moleculares Asociados a Patégenos

PBMCs Células mononucleares en sangre periférica, del inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cells

PD-1 Receptor de muerte celular programada 1

PD-L1 Ligando de muerte celular programada 1

PE Progresion de Enfermedad

PEST Dominio C-terminal de motivos ricos en prolina/acido
glutdmico/serina/treonina

QT Quimioterapia

RAM RBP-J-Association Module

RBP-Jk Recombining Binding Protein suppressor of hairless

RC Respuesta Completa

RECIST Response Evaluation Criteria in Solid Tumors

RNL Ratio Neutrofilo/Linfocito

ROS Especies reactivas de oxigeno

RP Respuesta Parcial

RPL Ratio Plaqueta/Linfocito

SG Supervivencia Global

SLP Supervivencia Libre de Progresion

TCGA Atlas del Genoma del Cancer, del inglés The Cancer Genome Atlas

TEM Transicion Epitelio-Mesénquima

TILs Linfocitos infiltrantes de tumores, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes

TMB Carga de mutaciones somaticas, del inglés Tumor Mutational Burden

TPS Expresion de PD-L1 en célula tumoral

TRO Tasa de Respuesta Objetiva

Trp Triptofano

uPA Uroquinasa activadora de plasmindgeno

10



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ligandos y receptores Notch 25
Figura 2. Sefializacion a través de la via Notch mediada por ligando 26
Figura 3. Sefalizacion a través de la via Notch no mediada por ligando 27

Figura 4. Regulacion de la diferenciacion de células mieloides mediada por Notch 29
Figura 5. Regulacion respuesta por células Ty expresion de ligandos Notch en CDs _ 31
Figura 6. Implicacion de la via Notch en el desarrollo y activacion de macréfagos 33
Figura 7. Via Notch en la diferenciacion y maduracion de la célula T 34
Figura 8. Implicacion de la via Notch en respuesta de células T mediada por CPAs __ 36
Figura 9. Implicacion de la via Notch en la activacion y funcion del linfocito TCD8 __ 36

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 23.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.

Implicacion de la via Notch en la diferenciacion del linfocito B 37
Implicacion de la via Notch en el desarrollo y activacion de células NK____ 38
Implicacion de la via Notch en el MAT y evasion en la respuesta inmune _ 39
Expresion de marcadores de superficie en poblaciones mieloides y MDSCs 42

Generacion, expansion, reclutamiento y activacion de MDSCs 43
Diferenciacion de las células mieloides en el MAT mediada por Notch 45
Implicacion de la via Notch en la activacion del linfocito T CD8+ 57
Inmunofenotipado de PBMCs y caracterizacion de poblaciones celulares _ 67
Esquema del protocolo de aislamiento de MDSCs de sangre periférica____ 68
Cartucho empleado para la formacidn de gotas 72
Proporciones de poblaciones celulares inmunes circulantes basales 85
Curvas SLP y SG en funcidn del porcentaje de PMN-MDSCs circulantes __ 87
Curvas de SLP y SG en funcion del porcentaje de Treg circulantes 87
Curvas SLP y SG del RNL dicotomizado por el punto corte de la mediana _ 90
Correlacion entre MDSCs y subpoblaciones con RNL/RPL 91
Expresion de genes Notch en MDSCs en HD y pacientes con CPNMa 93
Correlacion entre expresion de genes via Notch en MDSCs y respuesta___ 94
Correlacion entre expresion de PD-L1 e IDO1 en MDSCs y respuesta 94
Curvas de SLP en funcion de expresion de JAG1 y HES1 en MIDSCs 95
Curvas de SG en funcion de expresion de NOTCH1 y PD-L1 en MDSCs 96
Curvas de SG en funcion del nivel de expresion de IDO1 en MDSCs 96
Combinacidn de expresion entre diferentes genes via Notch y SLP/SG ___ 98
Curvas SLP y SG en funcidn de expresion JAG1 en MDSCs en basaly E1 99
Correlacion entre los niveles de expresion de genes Notch en MDSCs 102
Correlacion entre expresion genes Notch e IDO1 en tejido y respuesta __ 103
Implicacion de Jag1 en mecanismos de inmuno-evasion en cdncer 115

11



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Cdlculo tamaiio muestral y potencia 62
Tabla 2. Procedimientos del estudio 63
Tabla 3. Panel de Anticuerpos para inmunofenotipado de MDSCs y subpoblaciones _ 66
Tabla 4. Panel Anticuerpos para caracterizacion de subpoblaciones de células T 66
Tabla 5. Lista de reactivos para la PCR 69
Tabla 6. Lista de primers utilizados para ensayos de RT-PCR cuantitativa 70
Tabla 7. Condiciones requeridas para la RT-PCR cuantitativa 70
Tabla 8. Lista de reactivos para la ddPCR 72
Tabla 9. Lista de primers para la ddPCR 72
Tabla 10. Condiciones programa ddPCR 73
Tabla 11. Caracteristicas basales de los pacientes (N = 105) 78
Tabla 12. Grupos en funcion de respuesta RECIST (N = 95) 80
Tabla 13. Asociacion entre variables clinicas y resultados de supervivencia 82
Tabla 14. Proporciones de poblaciones celulares inmunes circulantes basales 84
Tabla 15. Andlisis univariante para SLP y SG de las poblaciones celulares inmunes __ 88
Tabla 16. Resumen andlisis multivariante SLP de variables clinicas y citométricas___ 89
Tabla 17. Resumen andlisis multivariante SG de variables clinicas y citométricas 89
Tabla 18. Medianas de expresion de genes Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 en MDSCs __ 93
Tabla 19. Andlisis univariante Kaplan-Meier para SLP y SG 97
Tabla 20. Resumen andlisis multivariante del modelo de Cox para SLP 100
Tabla 21. Resumen andlisis multivariante del modelo de Cox para SG 100
Tabla 22. Resumen andlisis multivariante conjunto del modelo de Cox para SG ___ 101

12



LISTA DE ANEXOS

ANEXO 1. Hoja de Informacidn al Paciente (HIP) 156
ANEXO 2. Consentimiento Informado 159
ANEXO 3. Informe del CEIm Hospital Arnau de Vilanva 165
ANEXO 4. Informe del CEIm Hospital La Fe 167
ANEXO 5. Clasificacion estudio clinico por la AEMPS 169
ANEXO 6. Resolucion del Comité Autondmico de Estudios Postautorizacion

Observacionales Prospectivos con Medicamentos de la Comunidad Valenciana 172

13



INTRODUCCION GENERAL

1. INMUNOTERAPIA EN CANCER DE PULMON

1.1. Cancer de Pulmon No Microcitico avanzado e Inmunoncologia

El cdncer de pulmdn es la principal causa de muerte relacionada con cancer en
todo el mundo. Con casi 2,5 millones de nuevos casos y 1,8 millones de muertes en 2022,
representa aproximadamente 1 de cada 10 (12,4%) canceres diagnosticados y 1 de cada
5 (18,7%) muertes por cancer (1), Este mal prondstico es consecuencia de la agresividad
biolégica de la enfermedad, la alta tendencia a la diseminacion temprana y a una larga
latencia asintomatica. Por estas razones, la mayoria de los pacientes se presentan con
enfermedad metastdsica en el momento del diagndstico y menos del 20% estan vivos a
los 5 afios (?). Este prondstico tan desfavorable hace que el desarrollo de terapias activas
en esta patologia sea una prioridad médica.

El tratamiento del Cancer de Pulmén No Microcitico avanzado (CPNMa) depende de la
histologia y perfil molecular del tumor. El CPNM representa del 80 al 85% de los casos e
incluye dos subtipos histolégicos principales: carcinoma de células escamosas y
carcinoma no escamoso, fundamentalmente adenocarcinoma ). Un subconjunto de
CPNMa alberga alteraciones definidas molecularmente que son dianas terapéuticas
para inhibidores de tirosina quinasa (ITK), y varios estudios han demostrado una mayor
eficacia y un mejor perfil de seguridad para estos farmacos que la quimioterapia (QT).
Sin embargo, la mayoria de los pacientes tienen una enfermedad sin una alteracion
diana por lo que no pueden beneficiarse de las terapias dirigidas y, en estos casos, la QT
muestra un efecto limitado en las tasas de supervivencia. En este sentido, el desarrollo
de la inmunoterapia contra el cancer ha cambiado drasticamente el panorama del
tratamiento y ha mejorado el prondstico de estos pacientes. Aunque todavia es dificil
estimar con precision el beneficio de la supervivencia global (SG), algunos estudios han
informado de un aumento de las tasas de supervivencia hasta 5 veces mayor que las
obtenidas con QT . Sin embargo, solo una minoria de pacientes logra una respuesta
prolongada con inmunoterapia, mientras que, la mayoria no responde o desarrolla una
progresion de enfermedad durante el tratamiento.

En la actualidad no se dispone de ningun biomarcador totalmente fiable que permita
seleccionar a los pacientes con CPNMa que van a obtener un mayor beneficio con
inmunoterapia. Por tanto, es prioritario encontrar y validar nuevos biomarcadores
predictivos mas sensibles y especificos y, para ello, es necesario profundizar en el
conocimiento de los procesos que pone en marcha la célula neoplasica, tanto a nivel
sistémico como en el microambiente tumoral (MAT), que le permiten evadir al sistema
de inmuno-vigilancia y progresar en su crecimiento, invasion y diseminacion.
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1.2. Puntos de control inmunoldgicos

La inmunooncologia (I0) moderna consiste en diferentes estrategias, destinadas
a movilizar y activar el sistema inmunitario para reconocer y destruir a las células
cancerosas ). En la practica clinica actual, el principal enfoque terapéutico es el uso de
anticuerpos monoclonales que actian sobre moduladores clave en la respuesta inmune
de las células T. Estas moléculas, también conocidas como puntos de control
inmunitario, estan presentes en las células T, las células presentadoras de antigenos
(CPAs) y las células tumorales. Su interaccién permite poner en marcha vias de
sefalizacion inmune inhibidoras o activadoras. Los puntos de control mas relevantes son
las vias inhibidoras, tales como, la molécula 4 asociada a linfocitos T citotdxicos (CTLA-
4), el receptor de muerte celular programada 1 (PD-1) y el ligando de muerte celular
programada 1 (PD-L1) ®). Para los pacientes con CPNMa, los mayores éxitos se han
logrado con anticuerpos monoclonales inhibidores del eje PD-1/PD-L1 (ICls). Los
anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 han demostrado un beneficio significativo sobre la QT,
incluyendo un perfil de seguridad favorable, mayor actividad antitumoral, induccién de
respuestas duraderas y mejor supervivencia. Varios ensayos han evaluado su eficacia,
tanto en monoterapia como en combinacién con otros agentes, y han llevado a
modificar los algoritmos de tratamiento. Actualmente, un anticuerpo anti-CTLA4
(ipilimumab) y varios anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 (nivolumab, pembrolizumab,
atezolizumab y cemiplimab), han sido aprobados por las agencias reguladoras FDA y
EMA para el tratamiento del CPNMa tanto en primera linea de tratamiento como tras
progresion a QT basada en platino (7).

1.3. Anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 en monoterapia

Nivolumab es un anticuerpo monoclonal IgG4 completamente humano contra
PD-1. En dos grandes ensayos fase Ill, CheckMate 017 ® y CheckMate 057 ), nivolumab
mostro una mejor supervivencia frente a docetaxel tras progresién a QT de primera linea
basada en platino en CPNMa escamoso y no escamoso, respectivamente. En base a
estos resultados, nivolumab fue el primer ICI en recibir la aprobacién de la FDA como
tratamiento de segunda linea para la enfermedad avanzada. Posteriormente, otros dos
ICls confirmaron la superioridad de la inmunoterapia sobre docetaxel en pacientes pre-
tratados con QT. Atezolizumab es un anticuerpo monoclonal que se une a PD-L1. En el
ensayo OAK 19 |os pacientes tratados previamente con QT se aleatorizaron para recibir
atezolizumab o docetaxel. La SG fue significativamente mayor en el grupo de
atezolizumab en comparacion con el grupo de docetaxel. Atezolizumab fue aprobado
como terapia de segunda linea independientemente del nivel de expresion de PD-L1
medido por inmunohistoquimia (IHQ) en célula tumoral (TPS). Pembrolizumab, un
anticuerpo monoclonal humanizado anti-PD-1, fue el primer ICl que mostré una eficacia
diferenciada basada en la expresion de PD-L1. El ensayo Keynote 010 (V) se realizé en
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pacientes con CPNMa previamente tratados y expresion de PD-L1 en al menos el 1% de
las células tumorales. Pembrolizumab demostré mejorar la SG en comparaciéon con
docetaxel en la poblacion total, pero con beneficio significativo, especialmente en
pacientes con al menos una expresién de PD-L1 del 50%.

En el contexto de la primera linea de tratamiento, el ensayo Keynote 024 *2) exploré el
tratamiento con pembrolizumab en pacientes con alta expresion de PD-L1 (TPS 250%).
La inmunoterapia se asocid con una supervivencia libre de progresién (SLP) y una SG
significativamente mas prolongadas, y un mejor perfil de seguridad que la QT basada en
platino. Estos resultados establecieron a pembrolizumab como una terapia estandar de
primera linea en pacientes con alta expresion de PD-L1. Recientemente, otros dos
anticuerpos anti-PD-1/PD-L1, cemiplimab y atezolizumab, han mostrado beneficios en
supervivencia en el tratamiento de primera linea de CPNMa con expresion PD-L1 TPS
>50% en comparacion con la QT (13 14),

1.4. Anticuerpos anti-PD1/PD-L1 en combinacion

A pesar de los avances, solo una minoria de pacientes responde a ICls en
monoterapia. Para mejorar la eficacia, se ha explorado la combinacion de QT e
inmunoterapia con el objetivo de conseguir un aumento de las tasas de respuesta y
prolongar ain mas la SG. La combinacién de ICls con QT aprovecha la potencial sinergia
de ambas estrategias terapéuticas a través de varios mecanismos ). Varios ensayos
clinicos aleatorizados han demostrado un beneficio en SG al asociar ICls a la QT basada
en platino. El estudio KEYNOTE-189 (1) es un ensayo fase 3 en pacientes no escamosos.
Pembrolizumab en combinacién con platino y pemetrexed mejord la SLP y la SG. Las
tasas de SG a los 5 afios fueron del 19% en el grupo de pembrolizumab frente al 11% en
el grupo de QT sola. El beneficio en SG fue independiente de la expresiéon de PD-L1. La
superioridad de la estrategia de combinacién también se demostr6 en CPNMa
escamoso. En el ensayo KEYNOTE-407 (17, |a adicién de pembrolizumab a carboplatino
y paclitaxel o nab-paclitaxel mejord la mediana de SG. Las tasas de SG a los 5 afios fueron
del 18% vy del 9,7% con pembrolizumab/QT y placebo/QT, respectivamente. EMPOWER-
Lung 3 18, un ensayo fase 3, comparé cemiplimab mdas QT con doblete de platino versus
QT sola como tratamiento de primera linea para CPNMa, independientemente de
histologia y expresién de PD-L1. El ensayo cumplié con los criterios de eficacia de SG
preestablecidos. Las combinaciones de anticuerpos anti-PD-L1 y dobletes de QT basados
en platino también han demostrado en el ensayo fase Ill IM-power130 9, |a
superioridad en términos de SLP y SG de atezolizumab en combinacién con carboplatino
y nab-paclitaxel en comparacion con la QT sola como tratamiento de primera linea para
la enfermedad metastdsica no escamosa.
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También se han explorado combinaciones de ICls, especialmente anticuerpos anti-PD-
1y anti-CTL-4, con y sin QT. Se ha descubierto que el bloqueo simultaneo de CTLA-4 y
PD-1/PD-L1 da como resultado una respuesta inmune sinérgica y mejorada contra el
cancer. En comparacion con la QT, muestra un beneficio en la supervivencia,
especialmente en algunos subgrupos de pacientes. El ensayo fase |l Checkmate 568 (20
probé con éxito la eficacia y seguridad de nivolumab mas ipilimumab como tratamiento
de primera linea del CPNMa. El beneficio de supervivencia sobre la QT se confirmé en el
ensayo CheckMate 227 V) y fue independiente del nivel de expresién de PD-L1. Un
ensayo mas reciente fase 3 Checkmate 9LA (22 exploré el efecto de nivolumab mas
ipilimumab combinado con dos ciclos de QT basada en platino en el entorno de primera
linea para el CPNMa. La combinacién QT-10 proporciond una mejoria significativa en la
SG y tuvo un perfil de seguridad favorable independientemente de la histologia y del
nivel de expresion de PD-L1.

En todos estos ensayos, el beneficio en la SG se observo en todos los subgrupos de
pacientes, incluidos aquellos con expresion baja o negativa de PD-L1. Ademas, aunque
la inmunoterapia afiade efectos adversos inmuno-relacionados (irEAs) a las toxicidades
relacionadas con la QT, los tratamientos combinados han mostrado perfiles de
tolerancia aceptables. Por tanto, los ICls combinados con doblete QT basada en platino
se han convertido en el estandar de tratamiento de primera linea para el CPNMa. Sin
embargo, los esquemas combinados sdlo se han comparado con la QT exclusiva. No se
ha realizado una comparacién directa con ICls como agentes Unicos en pacientes con
PD-L1 TPS >50%. Por lo tanto, la monoterapia con anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 sigue
siendo una opcion de tratamiento apropiada en este contexto.

2. BIOMARCADORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA A
INMUNOTERAPIA

Un gran nimero de células y moléculas participan en la interaccién tumor-
inmunidad. Se han investigado numerosos biomarcadores potenciales, incluido el MAT,
los puntos de control inmunitarios, los neoantigenos del cancer, la carga mutacional del
tumor, la inflamacién y multiples componentes asociados al tumor que circulan en el
torrente sanguineo (3. No obstante, solo unos pocos biomarcadores basados en el
analisis del tejido tumoral, principalmente la expresion de PD-L1 y la carga de
mutaciones somaticas (TMB), ayudan a predecir la eficacia de los ICls en pacientes con
CPNMa. Sin embargo, se siguen explorando en la actualidad otros biomarcadores
potenciales, tanto en muestras de tejido como en biopsias liquidas.
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2.1. Biomarcadores basados en tejido

El principal biomarcador utilizado en la practica clinica es la expresion de PD-L1
en las células tumorales y/o células inmunitarias, evaluada mediante tincién IHQ (24,
Varios ensayos prospectivos han demostrado su correlacion con la eficacia del
tratamiento anti-PD-1/PD-L1. La primera evidencia sélida proviene de los ensayos
Keynote 010 y Keynote 024, que condujeron a la aprobaciéon de pembrolizumab en el
entorno de segunda linea para pacientes con PD-L1 >1% y como tratamiento de primera
linea para pacientes con expresién de PD-L1 >50%, respectivamente (1% 12, En general,
la mayoria de los estudios muestran que la expresion de PD-L1 puede predecir la eficacia
de los anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 cuando se utilizan como agente unico 2. Sin
embargo, con el desarrollo de estrategias de combinacién, su valor predictivo se ve
significativamente disminuido. La combinaciéon de QT e ICIs aporta una mejoria en la
supervivencia independientemente de la expresiéon de PD-L1. Aunque la eficacia
aumenta con niveles mas altos de PD-L1, también se ha demostrado su beneficio en
tumores PD-L1 negativos (2. Si la expresién de PD-L1 es el mejor biomarcador para la
inmunoterapia en CPNMa sigue siendo un tema de debate, ya que varios factores
limitan su fiabilidad (?7). Los estudios han demostrado la heterogeneidad intra-tumoral
de la expresiéon de PD-L1, que puede ser variable en una misma muestra de tumor y se
puede modificar durante el tratamiento 8. Ademds, los ensayos clinicos han utilizado
varios puntos de corte y métodos de deteccidn, lo que ha llevado a la necesidad de una
estandarizacion de la técnica (2.

En los Ultimos afios, la TMB ha surgido como otro biomarcador para la inmunoterapia.
Se define como el numero total de mutaciones somdticas en una muestra tumoral. Un
alto nimero de mutaciones da como resultado un mayor nimero de neoantigenos
tumorales. Por lo tanto, TMB refleja la carga de neoantigenos y representa un marcador
subrogado de la inmunogenicidad del cancer 9. La evidencia de TMB como
biomarcador relacionado con el sistema inmunitario en CPNMa se origina
principalmente a partir de analisis retrospectivos o de analisis de subgrupos de ensayos
clinicos aletorizados. Asi, en el ensayo CheckMate 227 V), una TMB alta (=10 mutaciones
por megabase) se asocid con una SLP mas prolongada en pacientes que recibieron una
combinacion de nivolumab mas ipilimumab en comparacién con QT, pero no logré
predecir la SG. Dos revisiones sistematicas y metanalisis recientes han demostrado un
beneficio clinico y de supervivencia de los ICls en pacientes con TMB alta en
comparacién con aquellos con TMB baja % 32 pero se requieren mas datos
prospectivos. Ademas, no se ha demostrado una correlacion entre TMB y expresién de
PD-L1 y existen otros problemas que limitan su utilidad y validacién. Por tanto, en la
actualidad, no existe una estandarizacién entre plataformas para su determinacion, y
no hay consenso para definir TMB "alta" ya que se ha utilizado un valor de corte
diferente en los diferentes ensayos clinicos (33,
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La deficiencia en el sistema de reparacién MisMatch Repair (MMRD) y la inestabilidad
de microsatélites (MSI) se han asociado con un aumento de TMB y pueden ser
determinantes en la inmunogenicidad del tumor 4. En consecuencia, algunos ensayos
clinicos han estudiado su papel potencial como biomarcadores predictivos a
inmunoterapia. Tenemos evidencia reciente de una alta tasa de respuesta y una mayor
supervivencia con inmunoterapia en varios tumores sélidos cono alta MSI y MMRD, lo
que ha llevado a la primera aprobacién de un agente anti-PD1 independiente del
tejido/localizacién tumoral por parte de la FDA 3, Sin embargo, MMRD y MSI son raros
en cdncer de pulmoén y estdn poco estudiados como biomarcadores potenciales del
beneficio de ICls en este contexto.

Uno de los campos mas emergentes en biomarcadores relacionados con ICls surge de la
caracterizacion de las poblaciones de células en el MAT. Entre estas, los linfocitos
infiltrantes de tumores (TILs) se han correlacionado con la eficacia de ICls en varios tipos
de cancer, incluido el CPNMa 3, Los altos niveles de TILs, particularmente de células T
CD8+, reflejan una mayor respuesta inmune contra el cancer y caracterizan el fenotipo
inflamado, el denominado tumor “caliente”. La categorizacién de los tumores en
"calientes" y "frios" a través de la identificacién de biomarcadores tisulares podria
ayudar a la seleccién de pacientes que tienen mas probabilidades de beneficiarse de los
ICIs 7). Se ha definido una metodologia denominada "Immunoscore" para medir el
infiltrado de células T intra-tumorales y peri-tumorales y actualmente se estd
desarrollando un Immunoscore para pacientes con CPNM (38),

2.2. Biopsia liquida y biomarcadores basados en sangre

La biopsia de tejido es el método estandar para el diagndstico del cancer, la
clasificacién histoldgica y el diagndstico molecular. Sin embargo, requiere métodos
invasivos para su realizacion, y las lesiones tumorales a veces son dificiles de biopsiar.
Ademas, puede tener un papel limitado en el estudio de la evolucidn de la enfermedad
y en su capacidad para capturar la heterogeneidad del tumor. Para superar estas
limitaciones, la biopsia liquida se ha convertido en una oportunidad atractiva para el
diagndstico del cancer. Es una herramienta no invasiva y consiste en analizar elementos
asociados al cancer en fluidos bioldgicos, como sangre, orina y saliva. Principalmente, la
biopsia liquida basada en sangre es uno de los principales campos en la investigacion de
biomarcadores en ICls. Permite el aislamiento y andlisis de multiples componentes
derivados de tumores que circulan en el torrente sanguineo, incluidas células tumorales
circulantes (CTCs), células inmunitarias, ADN libre de células circulante (ctDNA),
vesiculas extracelulares y microARN (miRNAs) (39,
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Las poblaciones de células inmunitarias periféricas podrian reflejar la
interaccion entre el sistema inmunitario y el cancer. Las células mononucleares en
sangre periférica (PBMCs), el recuento absoluto de linfocitos, neutréfilos, eosindfilos o
monocitos, la ratio plaquetas/linfocitos (RPL) o la ratio neutrdéfilos/linfocitos (RNL) se
han investigado como predictores de respuesta a la inmunoterapia en diferentes
tumores sélidos 9. En particular, varios estudios han informado que una RNL alta tiene
un valor predictivo y prondstico negativo. Dos meta-analisis recientes encontraron que
una RNL elevada se asocié con una menor SLP y SG en pacientes con CPNMa tratados
con anticuerpos PD-1/PD-L1 %42, También se han explorado los cambios dindmicos en
los linfocitos T, especialmente en las células T CD8+/PD1+, como un marcador para
distinguir a los respondedores y no respondedores a inmunoterapia (3. En los ultimos
anos ha despertado especial interés como biomarcador potencial para la terapia con
ICIs, un grupo de células inmaduras denominadas células supresoras derivadas de
células mieloides (MDSCs) que se encuentran tanto en la sangre periférica como en MAT
y ejercen una actividad inmunosupresora. En particular, contribuyen a alterar a las
células T CD8+y las células asesinas naturales (NK) a través de la secrecidn de citoquinas
y la expresidon de marcadores de superficie de tipo inhibitorio. Las MDSCs periféricas se
han propuesto como predictores negativos de respuestay factores prondsticos en varios
tumores sélidos, pero existe todavia controversia de su papel en CPNMa ¥4 y se
requieren mas estudios para aclarar el papel potencial de las MDSCs y sus
subpoblaciones como biomarcadores relacionados con el sistema inmunitario.

La identificacidn del ctDNA en sangre, se basa en la deteccidn del ADN circulante
que liberan las células tumorales al torrente sanguineo que puede ser aislado
directamente a partir de una muestra de plasma >, En el contexto de la enfermedad
tumoral, el uso de ctDNA es particularmente util para pacientes en los que se han
agotado las muestras de tejido tumoral ya que Unicamente con una muestra de sangre
podria detectarse tanto la presencia de ADN tumoral como mutaciones especificas
tumorales, variantes estructurales, alteraciones de nimero de copias y caracteristicas
epigenéticas (“®). Se ha utilizado el ctDNA para evaluar la expresién de PD-L1, TMB y otras
firmas relacionadas con el sistema inmunitario. Una expresidn baja de PD-L1 soluble y
alta de TMB en sangre parecen correlacionarse con una buena respuesta a los ICls (47,
Sin embargo, la principal evidencia proviene de analisis exploratorios retrospectivos o
pequefias series prospectivas 48). Ademas, los estudios que evalGan la concordancia
entre el tejido y la biopsia liquida han producido resultados contradictorios 2 y los
protocolos de deteccidn no estdn estandarizados ©®%. Recientemente la utilidad de
ctDNA se ha ampliado para incluir la evaluacion de la respuesta temprana a la terapia
(respuesta molecular) y en los estadios precoces de CPNM, para la deteccion de
enfermedad minima residual y deteccién precoz de recaidas %),
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Los miRNAs constituyen otros biomarcadores circulantes de respuesta a ICls que
han levantado gran interés en los Ultimos afos. Las vesiculas extracelulares representan
un grupo heterogéneo de estructuras membranosas que son producidas y liberadas al
torrente sanguineo por diferentes tipos celulares, incluidas las células neoplasicas e
inmunes 52, Realizan funciones fisioldgicas de comunicacién intercelular pero, también,
estan implicadas en procesos patolégicos como el cancer promoviendo el crecimiento
tumoral, la metéstasis y la evasion inmune 354, Se diferencian 2 subtipos de vesiculas
extracelulares, los exosomas y las microparticulas derivadas de la membrana plasmatica
(microvesiculas). Parece que los principales reguladores de los procesos mediados por
vesiculas extracelulares en cdncer son fragmentos de RNA monocatenario no
codificantes denominados miRNAs. Los miRNAs actian a nivel postranscripcional y
postraslacional regulando diversas funciones celulares y, cada vez hay mds evidencia de
su implicacién en el desarrollo, maduracién y activacién de las células inmunes 3. Por
tanto, los miRNAs ejercen un papel clave en la regulacién de la inmunidad tumoral y
representan biomarcadores potenciales para la inmunoterapia basada en ICls. De esta
manera, disponemos de evidencia procedente de estudios que han explorado el papel
de firmas de miRNAs obtenidos del plasma de pacientes con CPNMa tratados con ICls
que se han asociado con respuesta y supervivencia a dicha terapia ¢, Sin embargo,
aunque los datos preliminares postulan a los miRNAs como biomarcadores
prometedores en inmunoterapia, se necesitan mds estudios para aclarar su papel e
identificar mejor qué firmas de miRNAs pueden predecir mejor la respuesta a ICls, asi
como, perfeccionar y estandarizar los métodos de deteccion.

Por tanto, los biomarcadores basados en biopsia liquida, a pesar de sus
potenciales ventajas, no se han validado e incorporado en la préctica clinica por el
momento, como consecuencia de una ausencia de estandarizacién en la metodologia 'y
unos hallazgos controvertidos en cuanto a la concordancia con biomarcadores en tejido
entre otros motivos.
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2.3. Microbiota

El tejido pulmonar alberga una comunidad compleja de microorganismos,
denominados microbiota, que regula la homeostasis del microambiente local. Los
pulmones sanos contienen una alta diversidad bacteriana y variabilidad a nivel de
especies. De esta manera la disbiosis del microbioma pulmonar da lugar a una
disminucién de la diversidad de la flora bacteriana y un aumento de las bacterias
patégenas y estd implicada en numeras patologias pulmonares, entre ellas, el cancer (6%
61), Recientemente, muchos estudios han puesto su punto de mira en la relacién entre
el microbioma pulmonar e intestinal, los cuales estan interconectados a través de una
compleja comunicacién bidireccional a nivel linfatico y sanguineo ®2). De esta manera,
existe una evidencia creciente sobre el papel de la composicion de la microbiota
intestinal en el respuesta inmune anti-tumoral y la eficacia de la inmunoterapia en
cancer. Sabemos que el tratamiento con antibidticos previo, durante o poco después de
la terapia con ICls tiene un impacto negativo en los resultados del tratamiento en
pacientes con CPNM (®3), En esta linea, se ha puesto de manifiesto una correlacién
positiva entre la abundancia de especies de Akkermansia mucinphila en la microbiota
intestinal y una mayor respuesta a ICls en pacientes con CPNMa (®4). En el mismo sentido,
los pacientes con CPNMa tratados con terapia anti-PD1 con alta diversidad del
microbioma intestinal alcanzaron una SLP mas prolongada comparada con aquellos con
una diversidad baja (®°). Por tanto, aunque todavia existe escasa evidencia sobre el papel
del microbioma como biomarcador predictivo de respuesta a ICls en CPNM, el racional
bioldgico y los datos preliminares disponibles lo convierten en un biomarcador muy
atractivo a investigar.
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3. LA VIA NOTCH COMO POTENCIAL BIOMARCADOR EN
INMUNOTERAPIA: IMPLICACION DE VIA NOTCH EN EL
SISTEMA INMUNE

3.1. LA SENALIZACION A TRAVES DE LA ViA NOTCH

El gen Notch fue identificado por primera vez a principios del siglo XX en estudios
con Drosophila melanogaster. En estos modelos, la haploinsuficiencia de Notch daba
lugar al desarrollo de Drosophila con muescas (“notches”, en inglés) al final de sus alas,
mientras que, la insuficiencia total del gen resultaba ser letal (%), El gen Notch no fue
aislado y secuenciado hasta la década de los 80s cuando se descubrié que el producto
del gen correspondia a una proteina transmembrana que contenia muchas repeticiones
similares al Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) (¢7). Posteriormente, se profundizé
en el conocimiento de la estructura de la via Notch (ligandos, receptores, genes diana 'y
regulacién transcripcional) tanto en D. melanogaster como en otros metazoos,
poniendo de manifiesto que se trata de una via de sefializacién altamente conservada
desde el punto de vista evolutivo (68,

La seifalizaciéon a través de la via Notch esta implicada en diversos procesos
fisioldgicos celulares tales como proliferacion, diferenciacién y destino celular,
apoptosis, angiogénesis y mantenimiento del estado stem cell, ademds de tener un
papel clave en la regulaciéon del sistema hematopoyético (¢ 79, La desregulacién de la
sefalizacion de Notch esta implicada en un amplio rango de enfermedades incluido el
cancer. La seializacién de la via Notch participa en muchos aspectos de la biologia del
cancer, que abarcan del mantenimiento de las Cancer Stem-like Cells (CSCs), la
angiogénesis tumoral, lainmunidad anti-tumoral, la invasion y metastasis, de tal manera
que, esta via puede desempefiar funciones tanto de promocidn como de supresién
tumoral en diversos tipos de cancer 7Y, En 1991, el gen Notch se vinculd por primera
vez con la leucemia linfoblastica aguda de células T humanas. Ademas, disponemos de
evidencia manifiesta de que esta via de sefializacion ejerce un efecto de doble filo sobre
la inmunidad tumoral al regular la abundancia y funcionalidad de diversas células
inmunes, incluidas las células supresoras derivadas de mieloides, los macroéfagos
asociados a tumores, las células dendriticas y células T (73),
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3.1.1. Estructura de la via Notch: Receptores y ligandos de la via Notch

El gen Notch codifica un receptor transmembrana de un Unico paso con multiples
dominios. Sus ligandos son también proteinas transmembrana. En mamiferos se
describen 4 isoformas del receptor Notch 1-4 y cinco ligandos agrupados en dos familias:
ligandos Delta homdlogos de Drosophila, denominados Delta-like (DLL 1, 3y 4), y
ligandos tipo Serrate like llamados Jagged (Jagl y Jag2). Todos estos ligandos son
denominados ligandos candnicos de Notch y se caracterizan por un dominio
Delta/Serrate/Lag-2 (DSL) conservado y repeticiones en tandem del factor de
crecimiento epidérmico (EGF like) en su dominio extracelular. Los receptores maduros
de Notch también poseen un dominio extracelular con repeticiones EGF like, un dominio
transmembrana y un dominio intracelular (DICN). Las repeticiones EGF like del dominio
extracelular de ligandos y receptores de Notch son las que estan implicadas en la
interaccion ligando/receptor. El DICN esta compuesto por un dominio de unién a RBP-
Jk (RAM: RBP-J-Association Module), siete repeticiones anquirina (ANK) que sirven de
union a cofactores, un dominio de transactivacién (TAD) y un dominio C-terminal de
motivos ricos en prolina/acido glutamico/serina/treonina (PEST) que es responsable de
su degradacién por el proteosoma (%8 747 (Figura 1). Los ligandos pueden tener un
efecto de activacidon o inhibicidn sobre la sefalizacién de la via Notch a través de
interacciones con el receptor de tipo trans o cis respectivamente. De esta manera, las
interacciones trans se producen entre dos células adyacentes induciendo una activacion
de la sefalizacion de la via, mientras que, las interacciones cis ocurren en una misma
célula ejerciendo un efecto inhibitorio /7). Después de la transcripcién y traduccidn, los
precursores de Notch se generan en el reticulo endoplasmico y luego se translocan al
aparato de Golgi 8. En el reticulo endoplasmatico, los precursores de Notch son
glicosilados por la enzima POFUT1, que une fucosa a residuos especificos de
serina/treonina en las repeticiones de EGF de la porcion extracelular del receptor.
Posteriormente, en el aparato de Golgi, la familia de glicosiltransferasas Fringe extiende
la O-fucosa, mientras que las xilosiltransferasas extienden la O-glucosa 7> ), La
glicosilacion de Notch es vital para su estabilidad y funcion, de tal manera que, la
interaccion de los receptores Notch con los ligandos Notch se puede modular mediante
la glicosilacion de los receptores Notch (7). El nivel de receptores Notch en la membrana
celular estd controlado por endocitosis constitutiva, promovida por las ubiquitina
ligasas. Una cantidad apreciable de receptores Notch seran ubiquitinados y degradados
en el proteosoma, mientras que el resto se expresa en la membrana celular para
transmitir sefiales 74 75),
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Figura 1. Ligandos y receptores Notch

Immunity, 2010 (Adaptada de Radtke F et al).

3.1.2. Activacion de la via Notch mediada por ligandos

La unién ligando-receptor entre células vecinas induce la liberacién, por
protedlisis regulada secuencial, del DICN al citoplasma. La primera escision del receptor
(S1) se produce en el aparato de Golgi antes de su migracion a la superficie celular por
una furin-proteasa y da como resultado un receptor heterodimérico formado por un
dominio extracelular unido de forma no covalente a un péptido transmembrana que
contiene el dominio transmembrana y el dominio intracelular. Cuando la activacion de
la via Notch depende del ligando, las fuerzas mecanicas de la unién ligando-receptor
expone el lugar de escision S2 a la accién proteolitica de una desintegrina vy
metaloproteasa de la familia de proteasas ADAM. ADAM17 y, especialmente, ADAM10
son las enzimas esenciales en la activacion de la via Notch dependiente de ligando. Tras
este segundo corte S2 se produce un cambio conformacional en el receptor de Notch
que lo hace accesible a la accién del complejo de proteasas gamma-secretasa

intramembrana. Esta escisién final conocida como S3, libera el DICN al citoplasma (7> 81
84)

25



El DICN migra al nucleo donde interacciona a través de su dominio RAM con factores de
transcripcion como CSL (CBF1/Suppressor of Hairless/LAG-1), en mamiferos RBP-Jk
(Recombining Binding Protein suppressor of hairless). En este proceso DICN desplaza co-
represores de CSL que lo mantienen inactivo y recluta co-activadores como Mastermind-
like y la histona acetiltransferasa para formar el complejo transcripcional de Notch que
regula la transcripcién de sus genes diana (7> 3% 83) (Figura 2).
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Figura 2. Sefalizacion a través de la via Notch mediada por ligando

Immunity, 2010 (Adaptada de Radtke F et al).

3.1.3. Genes diana de la via Notch

La via de Notch tiene diferentes genes diana que van a depender del tipo y
contexto celular (7> 8% 83);

- Genes que promueven la proliferacién celular: Cdknla, Myc y EGFR.

- Genes que promueven la supervivencia celular: bcl-2.

- Genes que controlan la propia via: Receptor Notch y, sobre todo, la expresion de
los genes de los ligandos de Notch. Notch-regulated ankyrin repeat protein (NRARP)
es un regulador negativo de la sefializacion de la via al unirse al complejo del DICN
activado y producir la pérdida de DICN.

- Genes de la familia Hes (Hairly and Enhancer of Split) y de la familia Hey (Hairy and
Enhancer of Split with YRPW motif), tales como, Hes1, Hes5, Hes7, Hey1, Hey2 y HeylL
que codifican para factores de transcripcién de tipo bHLH (represores
transcripcionales) y explican las funciones de la via mas caracteristicas en el adulto.
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Las principales particularidades de la via de sefializacién Notch son (75 81):

Los receptores y ligandos son proteinas transmembrana, por lo tanto, se trata de
una via de sefializacién entre células adyacentes para controlar destino celular por
medio de procesos competitivos de inhibicién lateral o de divisidon asimétrica.

El propio receptor de membrana actia como un factor de transcripcion nuclear, por
lo tanto, la via no presenta pasos intermedios de transduccidn de sefiales en el
citoplasma. Dado que no hay una cascada de amplificacion de la sefial en la via, es
la dosis y el tiempo de interaccion con el ligando la que va a determinar el grado de
activacion de esta.

DICN no es un transactivador de genes por si mismo, por tanto, tiene que unirse a
un factor de transcripcién (CSL) que en condiciones basales es un represor
transcripcional.

3.1.4. Activacion de la via Notch no candnica

La via de Notch también puede ejercer sus funciones de forma no canénica al

activarse receptores Notch en endosomas, independientemente de la unién a ligando y

de CSL, e interaccionar con otras vias de sefializacién como Wnt/beta-catenina, NF-
kB,TGFb, STAT3, PI3K, mTORC2 y HIFlalfa entre otras °. Ademas, se ha descrito una
via de Notch no candnica y no nuclear en la que DICN interacciona con mTORC2 en el

citoplasma para activar la sefalizacion de PI3K-AKT y promover la transcripcién de IL-10

e IL-12 ®9), El dominio intracelular Jagl puede promover el crecimiento tumoral y la

transicion epitelio-mesénquima (TEM) sin unirse a los receptores Notch &7 (Figura 3).

Figura 3. Seializacion a través de la via Notch no mediada por ligando (no candnica)

Cells, 2021 (Adaptada de Misiorek et al).
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3.1.5. Efecto biolégico de la seializacion de Notch

Debemos tener en cuenta que el efecto bioldgico de la sefializacién de Notch a
través de la via candnica o no candnica puede ser variable en funcién del momentoy de
la intensidad de la sefial, asi como, de la expresion diferencial de ligandos/receptores y
de los mecanismos de regulacidn transcripcional y postranscripcional. Ademas, hay que
considerar que el nimero de puntos de union potenciales del complejo Notch/RBP-J en
el genoma excede al numero de genes que la via regula dentro de un tipo celular. De
esta manera, el estado de la cromatina que va a controlar el acceso al genoma puede
condicionar la especificidad del efecto de la sefalizacion de Notch al determinar la unién
del complejo de transcripcion en zonas proximales a regidn promotora de sus genes
diana o en zonas regulatorias distales. Por tanto, el resultado final va a depender mucho
del contexto celular en el que nos encontremos (888, Otro elemento a tener en cuenta
en la sefializacion a través de la via son las diferencias en las sefiales enviadas a través
de diferentes combinaciones de interacciones ligando-receptor 9,

Desde un punto de vista oncogénico la disregulacion de Notch puede tener efectos
opuestos. De esta manera, puede presentar un efecto oncogénico por hiperactivacion
de la via (cancer de mama, leucemia linfoblascia aguda T, leucemia linfatica crénica B,
linfoma esplénico de la zona marginal) o tener un efecto supresor tumoral por pérdida
de funcién de la via dependiendo del tipo tumoral %),

3.2. LA VIA NOTCH EN LA HOMEOSTASIS DEL SISTEMA INMUNE

La sefalizacidn a través de la via Notch ocupa una posicién clave en la regulacion
del sistema inmune a nivel de hematopoyesis, diferenciacién de las células inmunes e
inflamacién y también estd implicada en diversos procesos patoldgicos como
autoinmunidad e inmunosupresiéon inducida por tumores. De esta manera, Notch puede
controlar la diferenciacion y funcién de células implicadas tanto en la inmunidad innata
(células mieloides y células NK) como adaptativa (linfocitos T CD4, CD8 y Treg) 2.
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3.2.1. Células mieloides

3.2.1.1. Progenitores hematopoyéticos/stem cells mieloides (HSCs) en la médula
Osea

Las células mieloides son esenciales en la homeostasis de la respuesta inmune
tanto innata como adaptativa. Estas células mieloides (granulocitos, macroéfagos y
células dendriticas) se desarrollan en condiciones fisioldgicas a partir de progenitores
hematopoyéticos pluripotenciales mediante un proceso secuencial de diferenciacion
en la médula dsea. Este proceso de diferenciacion esta regulado por una compleja red
de citoquinas y por la interaccién directa célula-célula entre HSCs y células del estroma.

Efectos de la via Notch en los HSCs mieloides
La sefializacién a través de la via Notch juega un papel fundamental en la

interaccion entre HSCs y estroma vy, por tanto, en el desarrollo y diferenciacidon de las
células mieloides. Las células HSCs expresan los cuatro receptores de la familia Notch e
interactyan constantemente con células estromales circundantes que expresan ligandos
de Notch ®3), Sin embargo, el efecto exacto de Notch sobre la diferenciacién de las
células mieloides a partir de HSCs todavia no se conoce en profundidad y sigue siendo
controvertido. De esta manera, la mayoria de las evidencias que encontramos en la
literatura soportan un papel critico de Notch en el mantenimiento de las HSCs
promoviendo su auto-renovacion como consecuencia del bloqueo de la diferenciacién
terminal de las células mieloides ®* %6 97) sin embargo, otros datos sugieren que la
senalizacion a través de la via es necesaria para el desarrollo de células mieloides
maduras > % %) Por tanto, parece que el impacto de la via Notch en la diferenciacién
de las células mieloides es critico pero puede depender de diferentes factores: el estadio
de diferenciacién en el que se desencadena su activacidn, la presencia de citoquinas
especificas o el tipo de ligando que activa la via (Figura 4).
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Figura 4. Regulacion de la diferenciacion de las células mieloides mediada por Notch

Protein Cells, 2016 (Adaptada de Shang et al).
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3.2.1.2. Células dendriticas

Las células dendriticas (CDs) son CPAs que reconocen, adquieren, procesan y
presentan antigenos a los linfocitos T para activar la respuesta inmune especifica de
antigeno. Las CDs juegan un papel clave en la respuesta inmune adaptativa frente a
patdégenos, células tumorales y auto-antigenos. Las CDs captan antigenos en tejidos y
6rganos linfoides y reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) por
medio de receptores PRR. El reconocimiento y la captura de patdgenos desencadenan
una cascada de eventos de sefializacién que conduce a la maduracidn de las CDs, lo que
implica el crecimiento de dendritas, una mayor expresién de complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il y moléculas coestimuladoras, secrecidon de
citoquinas y migracién a érganos linfoides para presentar el antigeno peptidico a las
células T virgenes (109101 por |o tanto, las CDs estan intimamente involucradas tanto en
la respuesta inmune innata como adaptativa. Dentro de las CDs podemos distinguir a las
CDs clasicas y a las CDs plasmocitoides (CDp). Ambas poblaciones celulares derivan de
HSCs que emigran de la médula dsea hasta los tejidos linfoides periféricos para
completar su diferenciacién terminal. Las CDs cldsicas constituyen la poblacién celular
dominante y se diferencian a partir del linaje mieloide mientras que las CDp representan
una pequefia proporcién y se diferencian a partir de progenitores linfoides (101,

Efectos de la via Notch sobre la diferenciacion de CDs

Varios estudios han evidenciado el papel clave de la sefializacion de Notch en la
diferenciacién y maduracion de las CDs (Figura 4). Existe evidencia, pero también cierta
controversia en torno al grado de participacion de la via Notch en la diferenciacién de
CDs clasicas. Varios grupos han descrito en estudios in vitro que la via Notch tiene un
efecto directo favoreciendo la diferenciacién de las CDs (192 193) En contra a estos
hallazgos, otros estudios in vivo en modelos murinos han puesto de manifiesto que el
bloqueo de la via Notch inhibe el desarrollo de células T pero no parece afectar al
desarrollo de las CDs. De esta manera, Radtke et al 1%, generaron ratones knockout
condicionales para Notchl y demostraron que el desarrollo de células T estaba
bloqueado en estos ratones. Sin embargo, el nimero de CDs en timo, CD clasicas y CDs
de Langerhans en la piel fue normal. En este sentido, los ligandos de Notch expresados
en las células del estroma parecen regular de forma opuesta la diferenciacion de las CDs,
de tal manera que, la expresion de DLL1 en el estroma esplénico promueve su
diferenciacién, mientras que, Jaggedl la inhibe al promover la acumulaciéon de sus
precursores inmaduros, como se puso de manifiesto en un modelo de mielopoyesis
inducida (105,
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Efectos de la via Notch sobre la maduracion de las CDs
La sefializacion a través de la via Notch esta involucrada tanto en la maduracion

funcional de las CDs como en sus funciones efectoras que median la respuesta de las
células T, comportdndose en general, como un regulador positivo. Las CDs expresan
receptoresy ligandos Notch, asi como receptores tipo toll-like (TLRs). Los TLRs estimulan
de forma potente la expresién de ligandos Notch en las CDs (1%), De esta manera, la via
Notch juega un papel critico en la maduracién de CD inducidas por péptidos o
lipopolisacaridos (LPS). Dos procesos esenciales en la maduracién de las CDs, como son
el crecimiento de las dendritas y la expresiéon de MHC de clase Il, se redujeron
significativamente en las CDs deficientes en RBP-J durante la maduracién mediada por
LPS (107),

Como se ha comentado previamente, la interaccién de los ligandos/receptores de la via
Notch entre las CDs y los linfocitos T puede modular la funcién de los linfocitos T
colaboradores naive y linfocitos T efectores y determinar la polarizacion de la respuesta
inmune Thl vs Th2/Th17/Treg (1%111), Durante la activacién de la célula T, el tipo de
ligando de Notch presentado en la superficie de las CDs puede determinar la
diferenciacién y polarizacion de la célula T. De esta manera, las CDs con alta expresion
de ligandos DLL1 o DLL4 pueden polarizar a los linfocitos T CD4+ hacia una respuesta
inmune de tipo Thl (antitumoral) y conducir a la diferenciacion de linfocitos T CD8+ en
células memoria. DLL4-Notch actua como una sefial de co-estimulacidén para potenciar
la cascada PI3K activada por TCR-CD28 necesaria para una respuesta antitumoral
efectiva (119, Por su parte, las CDs con alta expresién de ligandos Jag-2 y baja expresién
de ligandos DLL1 y 4 promueven el desarrollo de respuestas inmunes de tipo Th2 0 Th17,
mientras que, aquellas con una alta expresion de ligandos Jag-1 pueden inducir la
polarizacién de las células T hacia un fenotipo T regulador 1%, (Figura 5).
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Figura 5. Regulacidon de la respuesta mediada por células T segun la expresion de ligandos de
Notch en CDs

Journal for ImmunoTherapy of Cancer, 2020 (Adaptada de Tchekneva et al).
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3.2.1.3. Macrofagos

Los macréfagos constituyen una poblacidén celular heterogénea que pueden
ejercer funciones como células fagociticas y CPA vy, por tanto, ejercen un papel clave
tanto en la respuesta inmune innata como adaptativa asi como en la remodelacion e
inflamacién de los tejidos. El cdncer es otra area en la que los macréfagos han surgido
como un actor crucial en la creacién de un MAT que promueve el crecimiento tumoral
y la metastasis, en oposicidn a su papel tradicional como una célula inmune innata (2
113) Los macréfagos se caracterizan por su plasticidad fenotipica, de tal manera que, se
han descrito al menos dos fenotipos segln su via de activacidn: macréfagos con
activacion cldsica (M1) y macréfagos con activacién alternativa (M2). Los macréfagos
M1 son activados por PAMP y estan especializados en respuestas inmunes innatas
contra patégenos intracelulares. Los receptores TLR en los macréfagos M1
desencadenan la activacion de NF-kB, AP-1 y STAT1 y promueven la liberacién de
citocinas proinflamatorias y quimioquinas que conllevan a un incremento en la
capacidad de presentacion antigénica y una respuesta inmune Th1. Los macréfagos M2
secretan citoquinas antiinflamatorias e inmunosupresoras como IL-10 y TGF- y su
funcion fisiolodgica consiste en limitar el dano tisular causado por la inflamacién vy
promover la reparacion y remodelacion tisular. Los efectos de los macrofagos sobre la
respuesta inmune adaptativa son mds complejos y pueden condicionar efectos
contrapuestos, tanto anti-tumorales como pro-tumorales, dependiendo del contexto
del microambiente (112 113),

Efectos de la via Notch sobre la diferenciacion y maduraciéon de Macréfagos

La sefalizacion a través de la via Notch juega un papel importante en la
diferenciacién, polarizacion y activacion de los macrofagos (Figura 6). En lineas
generales, podemos decir que la sefalizacidén a través de la via de Notch favorece la
activacidn y las funciones efectoras de los macréfagos con un fenotipo pro-inflamatorio
(M1) (114-118) parece que la via de Notch puede estar también implicada en la activacién
alternativa de los macréfagos hacia un fenotipo anti-inflamatorio M2. En un modelo
de macrofagos con delecion de Rbpj, se requirid la senalizacion de la via de Notch a
través de CSL/RBP-Jk para la activacién de macrofagos con fenotipo M2, asi como, para
la transcripcidon de sus genes diana como il4 y Argl 7. En la misma linea, otros
investigadores han descrito la activacién de Notch en macréfagos con fenotipo anti-
inflamatorio que producen elevadas cantidades de IL-10 y bajos niveles de IL-12 para
amortiguar la respuesta inmunitaria ('8, Por tanto, la via de Notch puede estar
implicada en la activacion tanto clasico como alternativa de los macréfagos y su efecto
puede depender del contexto celular (114115, 119),
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Figura 6. Implicacion de la via Notch en el desarrollo y activacién de macréfagos

Journal of Hematology & Oncology, 2023 (Adaptada de Li et al).

3.2.2. Células linfoides

3.2.2.1. Linfocitos T

Durante la respuesta inmune, las CPAs activan las células T naive y desencadenan
su expansion clonal diferenciandose en linfocitos T colaboradores o helper (Th).
Funcionalmente, las células Th1 son necesarias para la eliminacidn de virus y patégenos
intracelulares. Las células Th2 median la inmunidad contra los pardsitos helmintos y las
reacciones alérgicas. Las células Th17 son criticas para controlar las infecciones fungicas
y bacterianas extracelulares y mediar la autoinmunidad mientras que las células Treg
estan involucradas en la regulacién de la auto-tolerancia periférica y lainmunosupresion
tumoral.

Efectos de la seializacion de la via Notch en la fisiologia del linfocito T

Cabe destacar el papel de la via Notch en la fisiologia del linfocito T tanto a nivel
central, donde estd implicada en determinar el destino de la célula T en diferentes
etapas de su desarrollo evolutivo, como a nivel periférico, en la que es necesaria en toda
la linea de desarrollo del linfocito T para su proliferacidn, supervivencia y diferenciacion
(120) (Figura 7).
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Figura 7. Via Notch en la diferenciacién y maduracion de la célula T

Immunology Letters, 2019 (Adaptada de Chiplunkar et al).

A nivel central los progenitores linfoides multipotentes proT y proB se
diferencian hacia un linaje de célula T en detrimento del linaje B mediante un proceso
de inhibicién lateral que implica una expresion diferencial de ligandos de Notch en
médula 6sea 121, Por otra parte, una vez que los progenitores linfoides migran al timo,
la interaccion DLL1-Notch promueve la supervivencia de células T pre-CD4-CD8
mediante la regulacién de su metabolismo en el tejido timico. De esta manera,
diferentes modelos han puesto de manifiesto que la sobreexpresion de los ligandos DLL1
o DLL4 en los HSCs en la médula ésea in vivo o la expresion de DLL1 o DLL4 en el
microambiente timico conduce a la induccion del desarrollo de células T y la supresion
de células B 122, Posteriormente al establecimiento de la identidad del linaje T, de nuevo
la sefalizacion de Notch también estd implicada en la diferenciacion y maduracion de
los linajes de células T af versus yé y CD4+ versus CD8+. De esta manera, la expresion
de Jag2 en las células epiteliales timicas activan la sefalizacion de Notch3 en los
linfocitos favoreciendo la generacion de células T y8 frente a o 123, La activacién de la
via Notch también parece estar implicada en la decision del linaje CD4+ versus CD8+. Los
estudios iniciales mostraron que la expresién constitutiva del DICN1 en los timocitos
inmaduros resultaba en un mayor nimero de timocitos CD8+ y CD4+/CD8+ (dobles
positivos) (124),

A nivel periférico la sefializaciéon a través de la via de Notch regula varias
funciones de las células T maduras virgenes, tales como, su diferenciacion, proliferaciéon
y polarizacién. A pesar de que la actividad de la via Notch disminuye tras la fase de
diferenciacion linfoide doble positivo (CD4+/CD8+) en el timo, las células CD4 y CD8+
maduras virgenes expresan receptores Notchl y Notch2 en la periferia. De esta manera,
si bloqueamos la via de Notch en linfocitos T maduros activados se produce un descenso
de su activacioén, proliferacion, supervivencia, citotoxicidad y capacidad de produccién
de citoquinas (122,
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Linfocito T CD4+

El papel de la via de Notch en la regulacién de la diferenciacién y funcion del
linfocito T CD4+ estd bien establecido. De esta manera, la interaccion de los
ligandos/receptores de la via Notch entre las CPAs y los linfocitos T puede modular la
funcion de los linfocitos T colaboradores naive y linfocitos T efectores y determinar la
polarizacion de la respuesta inmune Th1 vs Th2/Th17/Treg 'Y (Figura 8). Las células T
expresan en su superficie el complejo del receptor de célula T (TCR) y receptores de
Notch, mientras que, las CPAs expresan moléculas de co-estimulacién y ligandos de
Notch. Durante la activacion de la célula T, el tipo de ligando de Notch presentado en la
superficie de las CPAs puede determinar la diferenciacion y polarizacion de la célula T.
De esta manera, las CPAs con alta expresién de ligandos DLL1 o DLL4 pueden polarizar
a los linfocitos T CD4+ hacia una respuesta inmune de tipo Th1 (antitumoral) y conducir
a la diferenciacion de linfocitos T CD8+ en células memoria. De echo, el DICN esta
directamente implicado en la expresién del factor transcripcional T-bet asi como en la
produccién de IFNg en el linfocito T CD4+, fendmenos claves en la respuesta inmune de
tipo Thl. Por su parte, las CPAs con alta expresidn de ligandos Jag-2 y baja expresion de
ligandos DLL1 y 4 promueven el desarrollo de respuestas inmunes de tipo Th2 o Th17
mediante la activacidon de genes como /4 y Gata3 e /17 y RORgt respectivamente (108
109 mientras que, aquellas con una alta expresion de ligandos Jag-1 pueden inducir la
polarizacién de las células T hacia un fenotipo T regulador (119,

Linfocito T CD8+

Por su parte, el papel de la via de Notch en la activacién y funcidn del linfocito T
CD8 citotoxico, aunque menos conocido, también parece clave. La via Notch regula
directamente la produccion de moléculas efectoras y citoquinas en el linfocito T CD8
(granzima, perforina, interferén gamma) (126129 |3 diferenciacién hacia células T
efectoras de vida corta, asi como el mantenimiento de células T memoria (3% (Figura 9).
Asi, la activacion de la via de Notch en el linfocito T CD8 a través de anticuerpos agonistas
de Notch o proteinas de fusién del ligando DLL4 conducen a un aumento de la respuesta
antitumoral (139 131 sygiriendo el potencial efecto terapéutico de promover la
sefalizacion de Notch en las células T CD8 del microambiente tumoral. Otros trabajos
describen un papel supresor de la via sobre el linfocito T CD8 cuando se activa a través
del ligando Jagged-1 32, Por tanto, podemos ver como los ligandos de Notch parece
que tienen un efecto opuesto sobre la sefializacion de la via en la célula T: la unién de
ligandos DLL en las en las CPAs a los receptores Notch del linfocito T CD8+ inducen una
respuesta citotdxica antitumoral mientras que la unién a ligandos tipo Jagged resultan
en una sefal inhibitoria sobre la via.
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3.2.2.2. Linfocitos B

La via de Notch también estd implicada en la regulacion de la diferenciacion y
funciones de los linfocitos B. La sefializacién a través de la via Notch parece
fundamental para guiar una diferenciacion apropiada en diferentes etapas del
desarrollo de las células B desde las células progenitoras hematopoyéticas en la médula
6sea hasta las células B diferenciadas que participan en las respuestas inmunes (134
(Figura 10). Estudios in vitro han demostrado que la sefalizacién de Notch1 conduce a
la diferenciacion de las células T y NK a partir de las células progenitoras
hematopoyéticas linfoides humanas (CD34+), mientras que inhibe la diferenciacidon de
las células B (13%), De esta manera, el bloqueo de Notch1 interrumpe completamente el
desarrollo de células T e incrementa la acumulacién de células B ectdpicas en el timo.

A nivel periférico, una vez que las células B inmaduras migran desde la médula ésea al
bazo, se requiere un incremento en la actividad de la via mediada por la sefalizacidn
DLL1-Notch para la maduracién de un subgrupo de células B que residen en la zona
marginal. Estas células B generan rapidamente células plasmaticas en respuesta a
patdgenos, sobre todo, en lo que respecta a bacterias encapsuladas (139),
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3.2.2.3. Células asesinas naturales

Las células asesinas naturales (NK) son células antivirales y antitumorales
cruciales en el sistema inmunolégico innato. La sefializacién de Notch desempefia un
papel indispensable en la regulacién de su desarrollo y funciones efectoras (Figura 11).
De esta manera, los precursores CD34+ de la sangre del cordén umbilical humano se
diferencian en células NK in vitro después de ser estimulados con ligandos Notch
(principalmente DLL1, DLL4 y Jagged2) en presencia de citoquinas (IL-7, FIt3 e IL-15).
Estas células NK pudieron lisar células tumorales porque regulan positivamente su
transcripcién y liberacion de granzima B e IFN-y mediada por la activacién de Notchly
Notch2 137 A medida que las células NK humanas maduran, la sefializacién de Notch
mediada por DLL1 se activa para promover la expresién de CD16 y de los receptores tipo
lg asesinos (KIR), lo que produce citotoxicidad contra las células tumorales (138), En
células NK murinas, la activacion de las células NK mediada por CDs esta controlada por
la interaccién de Notch con Jagged2 (39, En comparacién con las células NK humanas
normales, la expresién de Notchl se redujo significativamente en las células NK de
pacientes con cancer de pulmén o cancer gastrico (149, En conjunto, estas observaciones
sugieren que la activacién de Notch puede mejorar significativamente las propiedades
antitumorales de las células NK.
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4. MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE
ANTITUMORAL MEDIADOS POR LA SENALIZACION DE LA
ViA NOTCH

Las células neoplasicas son capaces de poner en marcha una serie de procesos,
tanto a nivel sistémico como en el MAT, que pueden alterar la diferenciacién y funcién
de las células del sistema inmune con la finalidad de evadir al sistema de inmuno-
vigilancia y progresar en su crecimiento, invasién y diseminacion (142, La sefializacion a
través de la via de Notch esta implicada en la regulacion de todos los tipos celulares que
median la respuesta inmune innata y adaptiva antitumoral (CDs, neutrofilos, linfocitos
B, linfocitos T CD4+ Th1, CD8+ citotdxicos y células NK), asi como, de elementos clave
en lainmunosupresion del microambiente que las células tumorales utilizan en su favor
para evadir esa respuesta inmune (MDSCs, TAM tipo M2, linfocitos Treg y Breg, CAFs,
puntos de control del sistema inmune como PD1/PD-L1, ademas de, otras células del
microambiente como células endoteliales y células mesenquimales) 43). De ahi que,
Notch pueda ser un biomarcador de respuesta a terapia con ICIs en cancer atractivo para
evaluar (Figura 12).
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Figura 12. Implicacion de la via Notch en el MAT y evasion en la respuesta inmune

Front Immunol, 2024 (Adaptada de Wang et al).
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La sefializacién de Notch esta implicada en el desarrollo del cdncer a través de
multiples mecanismos de evasion del sistema inmune, entre los que destacan:

4.1. Induccién de inmunosupresion.
4.2. Promocion de un microambiente pro-tumoral.
4.3. Disfuncion de la respuesta inmune adaptativa anti-tumoral.

4.1. INDUCCION DE INMUNOSUPRESION MEDIADA POR LA ViA NOTCH

La via de Notch esta implicada en la regulacion de las dos principales poblaciones
celulares inmunosupresoras asociadas a cancer (células mieloides y células T
reguladoras).

CELULAS MIELOIDES

Las células mieloides diferenciadas (granulocitos, células dendriticas vy
macroéfagos) ejercen una funcién clave en la respuesta inflamatoria aguda presentando
antigenos, activando la respuesta inmune adaptativa mediada por células T y
fagocitando patdgenos y también contribuyen a la eliminacion de las células tumorales
en las fases iniciales de la carcinogénesis (sistema de inmuno-vigilancia). Sin embargo,
con el tiempo, las células neoplasicas pueden poner en marcha mecanismos para evadir
el sistema de inmuno-vigilancia, e incluso, utilizar los propios recursos del sistema
inmune para favorecer la progresion tumoral (inmuno-edicién). Existe una amplia
evidencia que avala el papel critico de las células mieloides en la progresion del cancer.
Los principales cambios que se producen en la poblacién mieloide, como consecuencia
de la liberacidon de multiples factores solubles por el MAT, incluyen la acumulacion de
MDSCs, defectos en la diferenciacion y maduracion de las células dendriticas y la
acumulacién y polarizacién de los macréfagos asociados a tumor (144,

Revisaremos la implicacién de la via Notch en las diferentes poblaciones de células

mieloides en cancer:

- Células derivadas mieloides supresoras (MDSCs del inglés Myeloid-Derived
Suppressor Cells).

- Células dendriticas (CDs).

- Macroéfagos asociados a tumor (TAM del inglés Tumor Associated Macrophages).
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4.1.1. Células Derivadas Mieloides Supresoras

MDSCs y cdancer

En el MAT se genera un entorno inflamatorio persistente que pone en marcha
multiples procesos, entre otros, hipoxia, privacion de nutrientes, acidificacion del
medio, niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (ROS) y liberacién de factores
de crecimiento. Estos procesos alteran la diferenciacion de las células mieloides y dan
lugar a la formacién de subpoblaciones celulares con una potente actividad
inmunosupresora y pro-tumoral, denominadas células derivadas mieloides supresoras.
Las MDSCs tienen importantes implicaciones, no sélo en cancer, sino también en otros
procesos patoldgicos como procesos inflamatorios e infecciones crdnicas,
autoinmunidad o reacciones alérgicas (14>,

Las MDSCs representan uno de los reguladores clave en el proceso de inmuno-edicion
en cancer a diferentes niveles. Pueden inhibir directamente las células T efectoras y las
células NK a través multiples mecanismos, generan un MAT mas inmunosupresor al
reclutar células inmunitarias inhibitorias (células Ty B reguladoras y TAM), promueven
la supervivencia de las células tumorales y favorecen su evasién inmune, remodelan el
MAT estimulando la invasién y la angiogénesis tumoral y también estan implicadas en
la formacidn del nicho pre-metastésico (14¢ 147) Por tanto, no es de extrafiar que exista
una amplia evidencia del rol de las MDSCs en la progresion tumoral y respuesta a los
tratamiento antineoplasicos. En diferentes tipos de tumores sélidos, los niveles
elevados de MDSCs se han relacionado con mal prondstico y estadios avanzados de la
enfermedad, asi como, un posible marcador predictivo de respuesta a inmunoterapia
basada en ICIs (148 149 De ahi que, exista un interés creciente en la actualidad en
desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas a contrarrestar los efectos
inmunosupresores de la poblacion de MDSCs.

Identificacion y clasificacion de MDSCs

La poblacion de MDSCs esta constituida por una poblacidon heterogénea de
células progenitoras mieloides y células mieloides inmaduras que tienen funciones
inmunosupresoras. Desde un punto inmunofenotipico, las MDSCs constan de dos
grandes grupos de células Ilamadas PMN-MDSC, que son fenotipicamente y
morfolégicamente similares a los neutréfilos y M-MDSC, que son fenotipica y
morfolégicamente similares a los monocitos. En la mayoria de las neoplasias sélidas,
entre ellas el CPNM, las PMN-MDSCs representan mas del 80% de todas las
subpoblaciones de MDSCs. Sin embargo, en otras neoplasias como el melanoma, las M-
MDSCs constituyen la subpoblacion dominante. Ademas de estas dos poblaciones
principales, las MDSCs incluyen a un pequefio grupo de células con actividad formadora
de colonias mieloides que abarcan una mezcla de precursores mieloides inmaduros que
se denominan MDSCs en etapa temprana (early-MDSCs) o inmaduras.
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En humanos, las MDSCs se describieron principalmente en sangre y tumores, asi
como, en la médula dsea en diferentes estadios. Los criterios para la caracterizacién
fenotipica de estas células por inmunofluorescencia y citometria de flujo ahora estan
relativamente bien definidos. Entre las PBMCs, las PMN-MDSCs se definen como
CD11b+ CD14- CD15+ o CD11b+ CD14- CD66b+, y las M-MDSCs como CD11b+ CD14+
HLA-DR-/low CD15-. CD33 se puede utilizar como marcador alternativo a CD11b,
puesto que, las M-MDSCs expresan niveles mas altos de CD33 que las PMN-MDSCs. Las
células Lin- (incluyendo CD3, CD14, CD15, CD19, CD56) HLA-DR- CD33+ contienen
grupos mixtos de MDSCs que comprenden progenitores mas inmaduros. Es importante
tener en cuenta que estos marcadores de superficie también se expresan en otras
células mieloides (% 151) (Figura 13). Por tanto, se han intentado identificar marcadores
mas especificos para diferenciar mejor las MDSCs de otras poblaciones mieloides
(especialmente PMN-MDSCs de neutrdfilos) y se han descrito marcadores de superficie
celular asociados con funciones especificas de MDSCs tales como CCR5, CD84, LOX1 o
FATP2 (15, Estas dos subpoblaciones de MDSCs también tienen diferentes formas de
suprimir la activacion de las células T. Las PMN-MDSCs expresan un alto nivel de ROS y
bajo nivel de NO, mientras que, en las M-MDSCs ocurre lo contrario. También se han
realizado analisis transcriptomicos de las células mieloides infiltrantes de tumores en
diferentes tipos de cancer y se ha podido observar que los transcriptomas de PMN-
MDSCs y M-MDSCs difieren entre si y entre los de neutréfilos y monocitos, tanto en
ratones como en humanos 1°2),

Cell- Myeloid cell type

f:;:izf Neutrophils Eosinophils PMN-MDSCs Monocytes M-MDSCs
CD11b + + + + +
CD14 - = - + +
CD15 i 8 = = =
CD66b + + + -/low -
HLA-DR - - - + -/low

MDSC, myeloid-derived suppressor cell; M-MDSCs, monocytic MDSCs; PMN-MDSCs,
polymorphonuclear MDSCs.

Figura 13. Expresidon de marcadores de superficie en poblaciones mieloides y MDSCs

Nature Reviews Clinical Oncology, 2024 (Adaptada de Lasser et al)

42



Generacion, expansion, reclutamiento y activacion de MDSCs en cdncer

Las MDSCs se generan a través de un complejo proceso que inicialmente conlleva
una fase de expansion y acondicionamiento en la médula ésea y el bazo, durante el cual
las células mieloides inmaduras se acumulan y se vuelven inmunosupresoras.
Posteriormente, se produce una fase de activacion en el MAT en la cual estas células
adquieren sus funciones inmunosupresoras maximas. Las MDSCs se reclutan, expanden
y activan a través de una compleja red de factores de crecimiento, citoquinas,
quimioquinas, patrones moleculares asociados a daifo (DAMPs) y PAMPs que derivan
tanto de las células tumorales como de las condiciones asociadas al MAT (hipoxia, déficit

de nutrientes, acidificacion e inflamacion crénica) (Figura 14) (133,

Processes in the tumour that MDSCs promote:

« Immune evasion and escape (via PD-L1,
ARG, ROS, NO, TGFB, TNF, IL-10, IL-1B, IL-6,
EVs and S100 proteins)

» Angiogenesis (via VEGF, PK2, FGF2 and
MMPs)

» Cancer cell stemness and EMT (via IL-6, NO,
TGFB and EVs)

» Cancer cell dissemination (via MMPs, TGFp,
PK2 and IL-1B)

» Metastatic niche formation (via MMPs,
CXCL12, IL-1B and S100 proteins)
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Figura 14. Generacion,

expansion, reclutamiento y activacion de MDSCs

Nature Reviews Clinical Oncology, 2024 (Adaptada de Lasser et al).

Mecanismos de progresion tumoral mediados por MDSCs

Las MDSCs estan implicadas en la progresion tumoral a través de multiples

mecanismos tanto inmunes como no inmunes (Figura 14):

a) Inmuno-evasion a través de la inhibicion de la proliferacion y de la actividad
antitumoral de las células T efectoras mediante la produccién de ROS, NO, arginasa
y 2,3-dioxigenasa indolamina (IDO). Ademas, las MDSCs suprimen la citotoxicidad de
la células NK e inducen la acumulacién y activacion en el MAT de otras células
inmunosupresoras como linfocitos Treg, Breg y TAM a través de la secrecién de

diferentes citoquinas. Las

generacion de linfocitos T exhaustos en el MAT a través de la expresion de altos
niveles de receptores inhibitorios de los puntos de control inmune como PD-L1.

MDSCs estan estrechamente relacionadas con la




b) Promocidon de angiogénesis tumoral a través de la liberacién de factores pro-
angiogénicos.

c) Estimulacion de Cancer Stem Cells y de la TEM a través de la produccion de IL-6, NO
y TGFb.

d) Favoreciendo invasion y diseminacion tumoral a través de la secrecion de
metaloproteinasas de matriz (MMPs).

e) Promoviendo la formacién del nicho pre-metastasico mediante la liberacidon de
quimioquinas como CXCL12 o0 S100 y el establecimiento de metdstasis a través de la
produccion de MMPs e IL-1b.

Implicacion de la via Notch en la generacion, expansion, reclutamiento y activacion
de MIDSCs en cancer

Efectos de la via Notch sobre la diferenciacion de células mieloides hacia MDSCs

Como se ha comentado previamente, el papel de Notch en la mielopoyesis no se
conoce con exactitud, pero varios estudios han mostrado que la sefializaciéon a través de
la via parece importante en la expansion y acumulacién de MDSCs (1>41%0)_ En el contexto
tumoral existen trabajos que demuestran que la inhibicién de la sefializacion de Notch
en HSCs, MDSCs y CDs esta directamente implicada en la diferenciaciéon anormal de las
células mieloides. En un modelo murino transgénico, se pudo apreciar que el bloqueo
de la escision S2 o S3 del receptor Notch regulado por ADAM10 en los HSCs codujo a
una inhibicién del desarrollo de células B y a una acumulacién de MDSCs (**7). Cheng et
al 13 evaluaron el papel de la sefializacidn de la via Notch en la diferenciacién de las
células mieloides en cancer estudiando 3 poblaciones celulares: CD34+ HSC en médula
Osea, Gr-1+CD11b+ MDSCs en bazo y CDs CD11c+ MHC ll+ en bazo. Observaron que la
expresion de genes diana de Notch (Hes1 y Hes5) estaba reducida significativamente en
las 3 poblaciones celulares comparada con los controles no tumorales. Estos
investigadores evaluaron también la expresién de Hesl en PMN-MDSCs de sangre
periférica obtenidas de pacientes con cancer y fue significativamente mas baja que la
procedente de donantes sanos. Ademads, los autores confirmaron una disminucion
significativa de todos los ligandos de Notch (Jagl, Jag2, DLL1, 3 y 4) en la médula 6sea
de un modelo tumoral murino comparado con ratones sanos. El grupo de Wang et al
(158) también confirmé en un modelo tumoral murino que la sefializacién de Notch estd
inhibida en las MDSCs. Aislaron MDSCs periféricas de los bazos de ratones y encontraron
qgue la expresion de receptores (Notchl y 2), ligandos (DII1, DIlI4 y Jagl) y genes diana
(Hes1 y 5 y Heyl y 2) de la via Notch estaba suprimida de forma significativa. Ademas,
también observaron que si se modulaba la sefializacidn a través de la via Notch se podia
influir en el proceso de diferenciacion y en la capacidad inmunosupresora de las MDSCs.
Observaron una reduccién en la proporcion de M-MDSCs a expensas de una mayor
proliferacién, expansién y acumulacién de PMN-MDSCs en drganos linfoides y MAT, las
cuales presentaron una menor capacidad inmunosupresora. Estos investigadores
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también observaron que la seiializacién a través de la via Notch juega un papel clave en
destino de las MDSCs hacia una diferenciacion monocitica o polimorfonuclear MDSC
(159 Finalmente otros estudios sugieren el potencial papel de los ligandos de Notch
Jagged-1 y DLL-1 en la generacién de MDSCs en la médula dsea. DLL-1 promueve la
diferenciacién de células dendriticas, mientras que, Jag-1 bloquea su diferenciacion a
través de un efecto opuesto sobre la via de Wnt e induce la acumulacién de células
mieloides inmaduras (162,

En conclusidn, parece clave el papel de la via Notch en la diferenciacion de las
células mieloides en el MAT siendo su expresion diferente en funcién de la poblacién
mieloide, pero en general, se describe una inhibicion de la via en MDSCs y TAM y una
activacion en CDs (Figura 15).
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Figura 15. Diferenciacidon de las células mieloides en el MAT mediada por Notch

Nature Reviews Clinical Oncology, 2024 (Adaptada de Lasser et al).

Efectos de la via Notch sobre Cancer Stem-like Cells mediados por MDSCs

Las células inmunes pueden promover la progresiéon tumoral a través de varios
mecanismos que incluyen la induccién de la proliferacién de CSCs. Las células madre o
células iniciadoras de tumores son una subpoblacion de células tumorales que median
la formaciéon de tumores primarios y metdstasis mediante propiedades de auto-
renovacion y evasion inmune. Ademas, estdn asociadas con la progresion, la resistencia
al tratamiento, y la supervivencia en pacientes con cancer (193, Las MDSCs pueden
favorecer la progresién tumoral y la resistencia a los tratamientos al promover las
propiedades de CSCs en las células tumorales y la via Notch estd implicada en este
proceso. Welte et al '** mostraron en un modelo murino de cancer de mama que la
produccién de G-CSF por las células tumorales mediada por la via mTOR promovia la
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acumulacién de MDSCs. Estas células aumentaban de forma reciproca la expresién de
genes relacionados CSCs en las células tumorales a través de la activacion de la via
Notch. En la misma linea, Peng et al 1% mostraron que la presencia de MDSCs en
muestras de tejido tumoral de cancer de mama se correlacionaban con la existencia de
CSCs y una mayor proporcion de ambas poblaciones predecian una peor supervivencia
de forma independiente. Estos autores sugieren que las MDSCs promueven y mantienen
propiedades de CSCs en las células tumorales a través de la intercomunicacion entre las
vias STAT3 y Notch.

Efectos de la via Notch sobre la migracion y reclutamiento de MDSCs

La via de Notch también esta implicada en la generacion del nicho metastasico a
través de la promocién de la migracion y reclutamiento de MDSCs. En este sentido cabe
destacar la relacion de la via de Notch con FBXW?7, una E3 ubiquitin protein ligasa
implicada en la degradacion de diferentes onco-proteinas implicadas en crecimiento
tumoral. El gen que codifica F-box protein FBXW?7 se comporta como un supresor
tumoral en el MAT y puede inhibir el desarrollo de metdstasis. Yumimoto et al (16
mostraron que la delecién de Fbxw?7 en células estromales inducia una acumulacién del
DICN1 y, consecuentemente, una activacion transcripcional de CCL2. CCL2 es una
quimioquina implicada en el reclutamiento de MDSCs y macréfagos en el nicho pre-
metastasico. En la misma linea Otani et al (1%7), describieron el reclutamiento de MDSCs
mediado por la activacion de Notch en TAMs y la consecuente liberacidn de quimioquina
CCL2 e IL-10 en un modelo de glioma. Se llegan a conclusiones similares en un modelo
de cancer colorrectal en el que Notch3 aumentd la expresidon de varias citoquinas y
promovid el reclutamiento de MDSCs y TAMs en el MAT (168),

Expresion diferencial de ligandos de Notch en MDSCs del MAT

La sefializacidn a través de la via Notch parece estar suprimida en los linfocitos T
CD8 del MAT y esa inhibicion podria estar mediada por la expresion diferencial de
ligandos de Notch en el estroma tumoral. Podemos destacar en este sentido, el papel
de las MDSCs en la generacion de un microambiente inmunosupresor mediante la alta
expresion de ligandos Jagged-1y 2. Asi Sierra et al (1 estudiaron la expresién de Jagly
2 en tumores cultivados in vitro y procedentes de ratones y detectaron una mayor
expresion de Jagly 2 en los tumores subcutdneos comparados con las células tumorales
cultivadas in vitro. Ademas, midieron la expresion de RNAm de Jagged1/2 en las 2
poblaciones celulares mayoritarias aisladas en un modelo murino 3LL de carcinoma de
pulmdén (células tumorales CD45-CD49+ y células mieloides CD45+CD11b+) y
encontraron unos niveles elevados de expresién en ambas poblaciones (179,
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La expresién de ligandos de Notch en MDSCs circulantes pueden potenciar la capacidad
de diseminacidn y metdstasis de las CTCs. Un trabajo reciente publicado por Sprouse et
al "1 nos muestra que las MDSCs circulantes pueden interaccionar directamente con
las CTCs y promover su supervivencia y potencial metastdsico a través de la interaccién
Jagged1-Notchl en los clusters CTCs/PMN-MDSCs. En este trabajo se aislaron por
citometria de flujo CTCs y PMN-MDSCs de muestras de sangre periférica de pacientes
con melanoma y cancer de mama. Los estudios de co-cultivo in vitro demostraron una
produccién aumentada de ROS y una alta expresion de Jaggedl en las MDSCs de los
clusters que condicionaba la sobrexpresion del receptor Notchl en CTCs a través del eje
ROS-NRF2-ARE. La inhibicion de la produccién de ROS bloqueaba las interacciones
CTC/MDSCs y conducia a una reduccién de la proliferacion y supervivencia de las CTCs.

En resumen, la sefializacidn a través de la via de Notch modula de forma decisiva
la biologia de las MDSCs en multiples puntos dependiendo del nivel de expresién de
receptores y ligandos implicados, del estadio de la diferenciacién mieloide, de factores
del MAT y de la subpoblaciéon de MDSCs considerada.

4.1.2. Macréfagos Asociados a Tumor

Los TAMs son uno de los componentes mds importantes del MAT y suelen
adquirir un fenotipo M2 aunque, al igual que ocurre en condiciones fisioldgicas, su
fenotipo es muy plastico y puede cambiar segun el contexto. Un recuento elevado de
TAMs se ha relacionado con aumento de la angiogénesis, mayor invasion de las células
tumorales, supresion de la inmunidad adaptativa antitumoral al reclutar MDSCs y
células Treg y, en definitiva, con mal prondstico en cancer (172:174),

Efectos de la via de Notch en la poblacién de TAMs

En general, como ya se ha comentado previamente, la seializacién a través de la
via de Notch se regula positivamente en los macréfagos activados determinando un
fenotipo M1. En el contexto tumoral, parece que la sefializacion a través de la via Notch
tiene un papel critico modulando la polarizacion M1 versus M2 de los macréfagos en la
respuesta inmune antitumoral. En este sentido, Wang et al *7°) mostraron en un modelo
tumoral que los TAMs con fenotipo M2 presentaban una supresidn de la sefializacién de
la via Notch con unos niveles mas bajos de ligandos DLL, receptores Notchly 2 y Hes1
respecto a la poblacion de macréfagos M1. En este modelo, la activacién de la
sefializacion de Notch en los macréfagos promovié un cambio de fenotipo a M1y una
respuesta inmune anti-tumoral Thl a través de un cambio en la expresidn de proteinas
de la familia SOCS3.

47



De nuevo, parece que la expresion diferencial de los ligandos de Notch en el MAT
puede tener su implicacion en la polarizacion de la poblacion de TAMs. En este sentido
tenemos varios trabajos en carcinoma de mama (176177) y en adenocarcinoma de pulmén
y pancreas (172:180) en |os que la expresion de Jagl en el estroma tumoral estaria asociada
con la infiltracion de TAMs. En estos estudios la expresién de RNAm de Jagl se ha
correlacionado con una alta densidad de infiltracién de TAMs con fenotipo M2 y con
peor SLE y SG. Diferentes IL y quimioquinas podrian estar implicadas en la polarizacion
de los TAMs mediada por Jagl. Asi, en otro modelo de cancer de mama, la sefializacion
de la via Notch mediada por Jagl aumento la secrecidén de IL-4 e IL-6 induciendo una
polarizacion de TAMs a un fenotipo M2 y favoreciendo la progresiéon tumoral (178, En
un modelo de ratones portadores de glioma, la terapia con virus oncoliticos indujo la
expresion de Jagl. La activacién de Notch en los TAMs mediada por Jagl promovio la
secrecion de CCL2, amplificando el reclutamiento de M-MDSC y atenuando la respuesta
inmune antitumoral de las células T (181182 Otra de las dianas de la sefializacién de la
via Notch implicada en |la polarizacidon de los macréfagos y en la generacion de TAMs
que se han descrito son los microRNAs. Varios de estos miRNAs, como miR-148a-3p (183)
y miR-125a (8%, se encuentran regulados por la via Notch y participan en la
diferenciacién y activacién de los macréfagos hacia TAMs.

La via de Notch parece también implicada en el proceso de reclutamiento de los TAMs
al MAT a partir de los monocitos circulantes. Diversas quimioquinas, tales como CCL2,
CCL5, CCL7, CXCL8 y CXCL12, liberadas por las células tumorales inducen la migracion,
diferenciacién y supervivencia de las células mieloides que infiltran el tumor. En
diferentes modelos de cancer de mama, se pone de manifiesto que la sefalizacién
CCR2/CCL2 parece clave en el reclutamiento de monocitos hacia el MAT y su
diferenciacién a TAMs (18>-186) En estos trabajos se muestra cdmo la via de Notch regula
la expresion de dos importantes citoquinas pro-inflamatorias (IL1b y CCL2) en la célula
tumoral, condicionando la adhesiéon de monocitos a los vasos sanguineos, su
extravasacion y migracidn hacia el MAT para diferenciarse hacia TAMs con un fenotipo
pro-tumoral. Ademas, la via Notch también regula la activacién de las células tumorales
mediada por la liberacidon de TGFb por parte de los TAMs potenciando la expresion de
Jaggedl. La sefalizacion Notch/Jaggedl amplifica de nuevo la secrecidon de
citoquinas/quimioquinas aumentando el reclutamiento de TAMs. De esta manera, se
establece un circuito de regulaciéon paracrina entre estas dos poblaciones celulares
dependiente de la sefializacion de Notch que promueve la supervivencia tumoral.
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4.1.3. Células T reguladoras

Las células Treg son un subconjunto de células T CD4+ que se encuadran dentro
de las denominadas células inmunitarias con funciones supresoras. Las Treg pueden
desarrollarse en el timo, como células Treg naturales (nTreg), y se caracterizan por la
expresion de la cadena alfa del receptor de IL-2 (CD25) y el factor de transcripcién
nuclear Foxp3, pero también pueden originarse a nivel periférico a partir de células T
CD4+ naive mediante la estimulacién por contacto directo con CPAs o por factores
solubles como TGFb e IL-2 (pTreg). Las células Treg regulan las respuestas inmunes al
prevenir la activacién y expansién de células T auto-reactivas, manteniendo, de esta
manera, la homeostasis inmunoldgica y evitando el desarrollo de enfermedades
autoinmunes, reacciones de hipersensibilidad o el rechazo de trasplantes. Las células
Treg pueden ejercer sus funciones supresoras sobre la poblacién T efectora mediante
diferentes mecanismos: contacto celular directo con células T CD4+ auto-reactivas,
eliminacién de células T efectoras o creacion de un microambiente inmunosupresor
mediante la liberacién de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGFb (187, |a
infiltracién de Treg se asocia con una disminucién en la proporcion de linfocitos T
citotéxicos, progresién tumoral y mal prondstico en diferentes tipos de cédncer (188 189),

Efectos de via Notch en la diferenciacion y expansion de células Treg

La via de Notch esta implicada en la diferenciacion de novo de células nTreg en
el timo, asi como, en la induccién y/o expansion de células pTreg a nivel periférico. En
cuanto al papel de Notch en la generaciéon de células nTreg en el timo la evidencia
disponible es escasa y contradictoria. Por un lado, tenemos trabajos que evidencian el
efecto de Notch en la regulacidn de la transcripcién de Foxp3 en nTreg (190-192) pPor otro
lado, encontramos otros trabajos en los que la delecién de Notch1 no tendria impacto
en la poblacién de células nTreg en el timo (193, Trabajos posteriores sugieren que la
activacion del TCR seria el principal responsable de la adquisicidon y mantenimiento del
fenotipo Treg a partir de los precursores timicos y que la via Notch tendria un papel
secundario en el desarrollo de las nTreg incidiendo en la expresién de Foxp3 (¥, En
cuanto a la implicacién de la via Notch en la induccién y/o expansidon de las pTreg, asi
como, en el mantenimiento de sus funciones inmunosupresoras a nivel periférico los
datos experimentales son mas robustos e implicarian tanto a la via candnica como no
candnica. Chatila et al 1% usaron diferentes modelos murinos en los que se bloqueaba
o activaba la sefializacién de la via Notch en la poblacidn de células Treg para evaluar el
efecto a nivel periférico en sus funciones inmunosupresoras. La sobrexpresion del DICN1
en Treg producia linfo-proliferacién, apoptosis de Treg, reprogramacion de Treg hacia
un fenotipo Th1l y autoinmunidad al suprimir la transcripcién de genes criticos en la
funcién inmunosupresora de las Treg tanto de forma directa (via candnica) como de
forma indirecta a través de Rictor-AKT-Foxo1l y su efecto sobre la regulacidn epigenética
de Foxp3 (via no candnica). En muchos casos, TGFb representa la via de sefializacién
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predominante, de tal manera que, la via de Nocth ejerceria un papel secundario
cooperando con TGFb en la induccién de Treg. Ambas vias de sefalizacién cooperan en
el mantenimiento de la poblacion pTreg a través de la activacién de la transcripcion de
Foxp3, mediante la interaccion de Notch1/CSL y pSMAD3 en su regién promotora (199,
Ademads, la interaccidn entre las vias de senalizacién de Notch y TGF-b también estaria
implicada en la regulacién de la funcidn inmunosupresora de las Treg sobre las células T
efectoras. Ostroukhova et al 2°0-201) demostraron que las células Treg que expresan en
su membrana TGFb son capaces de activar la via Notch en sus células diana y ejercer sus
funciones inmunosupresoras sobre la poblacion T efectora.

En diferentes modelos tumorales podemos comprobar la implicacién de la
senalizacidn de Notch en la expansidn y funcién inmunosupresora de las Treg. La alta
expresion de DLL3 en cdncer de mama se correlaciond con una proporcién elevada de
células Th foliculares y Treg y con un peor prondstico (1*7), Otros estudios en cancer
gastrico y melanoma muestran que la alta expresién de Notch en el MAT se asocia con
una menor infiltracion de células T CD8+ y un aumento de Treg y MDSCs mediante Ila
regulacién positiva de TGFb (198 202),

Efecto de la expresion de ligandos Jagged en el MAT en induccion/expansion de Treg

En este sentido, de nuevo, la expresiéon diferencial de los ligandos de Notch
puede ser clave en la homeostasis de la poblacidon de Treg en el MAT. Como se ha
comentado previamente, la interaccién de los ligandos/receptores de la via Notch entre
las CPAs v los linfocitos T puede modular la funcién de los linfocitos T colaboradores
naive y determinar la polarizacién de la respuesta inmune Thl vs Th2/Th17/Treg. De
esta manera, las CDs con una alta expresion de ligandos Jag-1 pueden inducir la
polarizacién de las células T hacia un fenotipo T regulador (2%3), Esta hipétesis se pone de
manifiesto en varios trabajos en los que la expresion de ligandos tipo Jagged en células
del microambiente, tales como CPAs, HSCs, células stem mesenquimales del estroma o
MDSCs, pueden determinar una activacion de la sefializacion de la via Notch y conducir
a una induccién de Treg a partir de células T CD4+ naive o a una expansion de células
Treg pre-existentes (204-208,209),

4.2. PROMOCION DE UN MICROAMBIENTE PRO-TUMORAL

La sefalizacidn a través de la via Notch esta implicada en la modificacién del
microambiente hacia un rol pro-tumoral ejerciendo un papel clave en la regulacién de
los tipos celulares responsables del soporte del MAT, asi como, en la angiogénesis
tumoral y el fendmeno de transicién epitelio-mesénquima. Analizaremos el papel de
Notch en dos poblaciones claves en el soporte del MAT:

- Fibroblastos asociados a cancer (CAFs, del inglés Cancer-associated fibroblasts).
- Neutréfilos asociados a tumor (TANSs, del inglés Tumor-associated neutrophils).
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4.2.1. Fibroblastos Asociados a Cancer

Los CAFs constituyen el principal componente celular en el MAT, existiendo una
evidencia creciente de su implicacion en la progresién tumoral en diferentes tipos de
cancer. Uno de sus principales mecanismos para promover un microambiente pro-
tumoral es el desarrollo de una angiogénesis aberrante y parece que Notch estaria
también implicada en este proceso. En un modelo celular de cancer de pulmén, el
contacto célula-célula entre CAFs y células tumorales, mediado por la sefalizacién
Jagl/Notch2, indujo la formacion de una red vascular aberrante que favorecid la
infiltracién de células tumorales y neutrdfilos tipo N2 en el MAT (210),

Tenemos mas evidencia de laimportancia de la via Notch en la interaccidn entre la célula
tumoral y los CAFs para promover un estroma pro-tumoral. Los CAFs liberan
estaniocalcina 1 (STC1) que interacciona directamente con receptores Notch1 en células
de hepatocarcinoma potenciando su progresién tumoral. Ademds, Notchl es capaz de
regular STC1 a nivel transcripcional promoviendo, de esta manera, la expansién del
estroma tumoral 'Y, En un modelo de cédncer de mama expuesto a radiacién, se
objetivé una expansion de CSCs que sobre-expresaban DLL1 y favorecian el
reclutamiento de CAFs en el MAT dependiente de IL-6. Posteriormente, la activacion de
la sefalizaciéon de Notch mediada por DLL1 en CAFs desencadend la activacién de la via
Wnt en CSCs con sobre-expresion DLL1 generando células tumorales mas
radiorresistentes (212, Sin embargo, también hay evidencia de que los CAFs activados
por Notch pueden ejercer un efecto de supresién tumoral (213 214),

4.2.2. Neutrofilos Asociados a Tumor

Los TANSs tienen un papel relevante en la migracidn y extravasacion de las células
tumorales, asi como, en la formacién del nicho pre-metastasico. Wood et al (%%
documentaron en tejido de cancer de colon metastdsico la presencia de neutréfilos con
activacion de la sefializacién Notch y TGF-b. En un estudio retrospectivo en muestras de
tejido parafinadas de cdncer de ovario se analizé la poblaciéon de TANs. Un nivel elevado
de TANSs se asocié con una disfuncion de células T CD8+ a través de la expresion de Jag2
condicionando un peor pronostico. IL-8 contribuyd al reclutamiento de TANs y a la
induccion de la expresion de Jag2 en TANs (216),

4.2.3. Angiogénesis tumoral

La angiogénesis tumoral es un evento clave en los procesos de progresién
tumoral, invasidén y metdstasis. La sefializacidn a través de la via Notch (DLL4-Notch1l)
regula de forma fisioldgica la angiogénesis, coordinando la formacioén correcta de brotes
y ramificaciones de neovasos a través del contacto directo célula-célula, del endotelio
tipo “tip” y “stalk” del brote angiogénico.
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Efectos de la via Notch en la angiogénesis tumoral

En el contexto tumoral, la via Notch estd implicada en dos funciones claves del
endotelio: el mantenimiento de las CSCs y la formacidn de nichos pre-metastasicos. En
este sentido, en un modelo de neoesferas de glioblasmoma se ha puesto de manifiesto
la expresion de ligandos de Notch en las células endoteliales y de receptores de Notch
en las células tumorales adyacentes. El co-cultivo de ambas poblaciones celulares daba
como resultado el crecimiento tumoral, asi como, un aumento en las propiedades de
auto-renovacion de las CSCs 217). En la misma linea, en modelos murinos de cancer de
ovario y carcinoma de cabeza y cuello destaca el papel clave de la expresion de ligandos
Jagged1 en el endotelio del MAT en la progresion tumoral, al favorecer la proliferacion
y resistencia al tratamiento de células neoplasicas, asi como, la angiogénesis tumoral
(218-219) | 3 sefializacién de Notch estd implicada en la promocién de un endotelio pro-
inflamatorio, lo que da como resultado la apertura de uniones gap y favorece la
adhesion de las células tumorales. En un trabajo de Wieland et al ?%%) se ha demostrado
que las células tumorales y las células mieloides pueden activar Notch1 endotelial en un
sitio metastasico distante. La activacion sostenida de Notch indujo un endotelio
inflamado que expresaba la molécula de adhesion VCAM1 promoviendo aun mas la
infiltracién de neutrdfilos, la adhesién de las células tumorales al endotelio y la intra-
vasacion en el tumor.

4.2.4. Transicion Epitelio-Mesénquima y desarrollo de metastasis

La capacidad de las células tumorales de invadir los tejidos adyacentes y de
colonizar drganos distantes son caracteristicas distintivas del cédncer. Las células
epiteliales, para poder escapar de su microambiente local, ponen en marcha un proceso
de desarrollo reversible denominado TEM, durante el cual la pérdida de caracteristicas
epiteliales (expresion de E-cadherina y moléculas de adhesion célula-célula) hace que
las células adquieran caracteristicas mesenquimales que les permiten invadir, resistir la
apoptosis, diseminarse y adquirir caracteristicas de CSCs (221,

Efectos de la via Notch en la TEM y desarrollo de metastasis

Notch es una de las vias de sefializacidon implicadas en la regulacion de la TEM. En este
sentido, varios estudios pre-clinicos demuestran el papel que puede tener la expresion
de ligandos de Notch Jagged en la activacion del proceso de TEM en la célula tumoral.
La expresidon de ligandos Jagl y activacion de Notchl es responsable de la TEM en
modelos de cancer de mama. Este proceso, parece estar dirigido por uno de los genes
diana de Notch, Slug, que actuaria como un represor transcripcional de E-cadherina y
conducirfa a la activacién de b-catenina (2?2), La implicacién de Jagl en el proceso de TEM
se ha descrito también en otros tipos tumorales como céncer de cérvix (%3,
hepatocarcinoma (2% y céncer de péancreas ??°. Jagl también esta implicado en la
capacidad de migracién y metastasis de la célula tumoral en cancer de mama (226,
prostata (229 y colon (239, asi como, en la especificidad de tejido en la diseminacién del
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cancer de mama (227-228) Como ya se ha comentado con anterioridad, la expresién de
Jagl por IHQ se correlaciond con mayor riesgo de recaida metastasica. Ademads, en este
trabajo, se obtuvieron muestras de sangre de pacientes con cancer de mama
metastasico y mas del 85% de las CTCs aisladas expresaban Jagl y se asociaron a una
SLP mas corta, lo que sugiere de nuevo la implicacién de Notch en la supervivencia de
las CTCs y su capacidad metastasica (176,

4.3. DISFUNCION DE LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL
ADAPTATIVA

La respuesta inmune antitumoral adaptativa esta mediada por:
- Células dendriticas.

- Linfocitos T.

- Puntos de control inmune.

4.3.1. Células Dendriticas

Los defectos en la diferenciacién, maduracion y funcion de las CDs constituyen
una de las principales alteraciones que se producen en la respuesta inmune adaptativa
en pacientes con cancer. En lineas generales, la seializacién a través de la via de Notch
promueve la diferenciacion, maduracién y funcion de las CDs.

Efectos de la via Notch sobre la diferenciacion de CDs

La diferenciacion de las CDs desde las HSCs esta controlada por una compleja red de
factores de crecimiento y citoquinas, asi como, por el contacto directo célula-célula en
el estroma de la médula dsea. En este sentido, varios estudios han evidenciado el papel
clave de la sefializacion de Notch en la diferenciacién y maduracién de las CDs (3, Asi,
los ligandos de Notch expresados en las células del estroma parecen regular de forma
opuesta la diferenciacion de las CDs, de tal manera que, DLL1 promueve su
diferenciacion mientras que Jagl la inhibe al promover la acumulacién de sus
precursores inmaduros, como se puso de manifiesto en un modelo de mielopoyesis
inducida 32, De nuevo, la expresidon diferencial de ligandos de Notch en el
microambiente puede condicionar la diferenciacién de las CDs y, probablemente, en el
contexto tumoral la expresién aumentada de ligandos Jagged en el MAT podria estar
implicada en los defectos de diferenciacién de las CDs.
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Efectos de la via Notch sobre la maduracidn de las células dendriticas

La sefializacion a través de la via Notch estd involucrada tanto en la maduracién
funcional de las CDs como en sus funciones efectoras que median la respuesta de las
células T. Como se ha comentado previamente, la interaccion de los ligandos/receptores
de la via Notch entre las CDs y los linfocitos T puede modular la funcién de los linfocitos
T colaboradores naive y linfocitos T efectores y determinar la polarizacién de la
respuesta inmune Th1 versus Th2/Th17/Treg. Por tanto, la expresion diferencial de los
ligandos de Notch en las CDs pueden modular la respuesta de la célula T en el contexto
de la inmunidad anti-tumoral. Esto se ha puesto de manifiesto por parte del grupo de
Tchekneva et al 23 en un estudio en el que usaron métodos genéticos y farmacoldgicos
para evaluar el papel de los ligandos DLL y Jag expresados en CDs en la regulacion de la
respuesta inmune mediada por célula T en un modelo murino de cancer de pulmdn LLC
y pancreas MT5. Estos investigadores generaron un modelo de ratén genéticamente
modificado con delecion homo o heterocigota de los alelos de DLL1 y Jag2 en CDs
CD11lc+ y observaron un crecimiento acelerado de los tumores y una menor
supervivencia en los ratones con delecién para ligandos DLL1 en CDs, pero no en el caso
de delecién de Jag2, comparado con los ratones wild-type. Estos hallazgos ponen de
manifiesto que las CDs que expresan DLL1, pero no Jag2, son indispensables para la
induccidon de una respuesta inmune especifica de antigeno y para la generacion de
linfocitos T efectores y memoria. Ademads, analizaron las poblaciones celulares inmunes
que infiltraban tumores primarios pulmonares humanos y observaron una correlacién
significativa entre la expresion de Jagl o Jag2 en CDs y la expresién de PD-1 en linfocitos
T CD8+ efectores y memoria, presentando Jagl la mayor correlacién. Estos efectos se
han podido reproducir en un modelo de cancer de colon, donde la inhibicién de Notch2
interfirié en la presentacion de antigenos a linfocitos T CD8+ a través de una supresion
del receptor de quimioquina CCR7 33, La via Notch también parece implicada en la
regulacién de las células NK mediad por CDs. La sobre-expresién de ligandos Jag2 en CDs
aumento la citotoxicidad de células NK y retrasé la proliferacion en un modelo de
linfoma de células B (3%,

4.3.2. Linfocitos T

La via de Notch en el linfocito T CD8+

Los linfocitos T CD8+ citotdxicos son el brazo efector de la inmunidad adaptativa
antitumoral y numerosos trabajos han mostrado que muchas de sus funciones
dependen de la sefializacion a través de la via Notch. De esta manera, podemos ver
como la supresion de la via Notch en el linfocito T CD8+ en diferentes modelos animales
conduce a una respuesta inmune antitumoral deficiente, siendo este uno de los eventos
clave dentro de los mecanismos de evasién del sistema inmune que promueve la célula
tumoral en el MAT (235-238),
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Expresion diferencial de ligandos de Notch en el estroma tumoral y respuesta anti-
tumoral mediadas por linfocito T CD8+

Esta supresién de la via de Notch en los linfocitos T CD8 que infiltran el tumor podria
estar mediada por la expresion diferencial de ligandos de Notch en el estroma tumoral,
y, en este sentido, Sierra et al *®® publicaron que el MAT suprime la expresion de Notch1
y 2 en las células T intra-tumorales pero no en el las células T periféricas aisladas del
bazo en un modelo tumoral murino. Podemos destacar, el papel de las MDSCs en la
generacion de un MAT inmunosupresor mediante mecanismos dependientes de NO y
por la alta expresion de ligandos Jag-1y 2. En la misma linea, en un modelo murino de
cancer de mama la activacion de Notch inducida por su ligando Jagl derivado de las
células tumorales fomenté la produccion de citoquinas, IL-6 y WISP-1, que
contribuyeron al reclutamiento de macréfagos al MAT. Los macréfagos activados por
Notch interactian con las células T infiltrantes para suprimir su proliferaciéon y
activacion, impulsando, de esta manera, la evasidon inmune adaptativa de las células
tumorales (23%), Varios estudios pre-clinicos avalan esta hipétesis y demuestran que la
reactivacion de la via de Notch en el linfocito T CD8+ es capaz de vencer la
inmunosupresion generada por el tumor en su microambiente:

- Una activacién selectiva de DLL1-Notch en los precursores de la médula dsea
aumentd la activacién de las células Thl resultando en un incremento de la
infiltracion intra-tumoral de células T CD8+, elevd el numero de linfocitos T CD8
memoria, disminuyd la poblacidon de Treg e inhibid el crecimiento tumoral en un
modelo murino de cancer de pulmén (240,

- La reactivaciéon de la via Notch mediante la transferencia adoptiva transgénica
condicional de su dominio intracelular en el linfocito T CD8+ aumentd su respuesta
citotdxica con una mayor produccidon de INFg y granzima B y permitié vencer la
inmunosupresion generada por MDSCs in vivo (169,

- El tratamiento con un inhibidor del proteasoma en un modelo tumoral murino
provocd una mayor expresion de INFg y otras moléculas efectoras en células T CD8
a través de la regulacidn positiva de varios componentes de la via Notch (241,

- El co-cultivo de células estromales con expresion de DLL1 con células T CD4+y CD8+
generd células T stem memoria altamente proliferativas y de larga duracidn.
Ademas, estas células dejaban de expresar marcadores de linfocito T exhausto y
tenia un efecto antitumoral (42,

Por el contrario, el bloqueo de la sefalizacidon de Notch en un modelo de glioma facilitd

la evasion inmune y la progresidn del tumor disminuyendo la expresiéon de citoquinas
dependientes de CMH tipo | y de IFNg, asi como, el reclutamiento de células T CD8+ (243),
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La via Notch en el linfocito T CD4+ y la polarizacion de la respuesta inmune

Como se ha comentado previamente, la interaccidn de los ligandos/receptores de la via
Notch entre las CPAs y los linfocitos T puede modular la funcién de los linfocitos T
colaboradores naive y determinar la polarizacién de la respuesta inmune Th1l vs
Th2/Th17/Treg. De esta manera, las CPAs con alta expresion de ligandos DLL1 o DLL4
pueden polarizar a los linfocitos T CD4+ hacia una respuesta inmune de tipo Thl
(antitumoral). Por su parte, las CPAs con alta expresidon de ligandos Jag-2 y baja
expresion de ligandos DLL1 y 4 promueven el desarrollo de respuestas inmunes de tipo
Th2 o Th17, mientras que, aquellas con una alta expresién de ligandos Jag-1 pueden
inducir la polarizacion de las células T hacia un fenotipo T regulador favoreciendo
mecanismos de evasion de la respuesta inmune en el MAT (203),

4.3.3. Puntos de control inmunes

PD-1 es un receptor de membrana que pertenece a la familia de CD28 y que se
expresa en linfocitos T activados, células NK y células mieloides. PD-1 interacciona con
2 ligandos de la familia B7, PD-L1 y PD-L2. PD-L1 se expresa ampliamente en CPAs y
HSCs. La interaccién PD-1 y PD-L1 activa una via inhibitoria que conduce a un bloqueo
de la respuesta inmune celular mediada por el linfocito T CD8, constituyendo un
mecanismo fundamental de evasion de la respuesta inmune en el contexto del cancer.
Los niveles de expresién de PD-1 vienen determinados por el grado de transcripcion de
su regién promotora Pdcd1. Se han descrito tanto factores que activan la transcripcidn
de Pdcd1 [NFATc], inducido por la activacion del TCR del linfocito T, o IRF9, inducido por
INF alfa] como factores que reprimen su transcripcion (244,

Efecto de Notch sobre la expresidon de puntos de control inmune como PD-1

La via de Notch también juega un papel clave en la expresidon de PD-1 al ejercer un
control directo en la transcripcién de Pdcd1 durante la activacion del linfocito T CD8+
(245) En modelos in vitro se ha demostrado que la inhibicion de Notch reduce la expresién
en superficie de PD-1 en linfocitos CD8 tras la estimulacién antigénica. Por tanto, la
induccion de la transcripcion de PD-1 durante la activacién del linfocito T CD8 estaria
mediada por la activacién del TCR y consiguiente translocacion del factor transcripcional
NFAT al nucleo, asi como, por la interaccién entre ligandos de Notch expresados por las
CPAs y receptores Notch expresados en el linfocito T CD8. Ademas de potenciar los
efectos antitumorales de las células T, la sefializacion de Notch podria acelerar el
agotamiento de las células T. Por tanto, la via de Notch podria tener también un efecto
negativo durante el proceso de activacién de la célula T CD8 y, de esta manera, la
presentacion antigénica mantenida por CPAs que expresan ligandos de Notch puede
conducir una activacién de la sefializacion de Notch sostenida que lleve a una inhibicidn
funcional del linfocito T CD8 al inducirse la expresion de PD1 de forma permanente en
el contexto del cancer e infecciones crénicas (249,
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En un modelo de cancer gastrico con alta expresion de ubiquitina-4, que se encarga de
la degradacién de un represor de la via Notch (Numb), se objetivé aumento de la
sefializacion de la via y una sobre-expresién de PD-1 en células tumorales (247). En el
mismo sentido, la sefializacion a través de Notch/c-Myc/EZH2 indujo la expresion de PD-
L1 en células de leucemia linfatica crénica (LLC), lo que contribuyé a una mayor
resistencia a las células T activadas en un modelo murino de LLC *®), En un modelo de
CSCs en cancer de mama, la activacion de Notch3 aumentd la expresién de PD-L1 a
través de mTOR y potencid las caracteristicas stem cells ?*°. En un estudio retrospectivo
con muestras tumorales de pacientes con cdncer de pancreas resecado, existid
correlacién entre una alta expresién proteica de DLL3 y la expresion de PD-L1 y se
asociaron con una disfuncién de linfocitos T (0,

Por tanto, podemos ver como la via Notch puede favorecer tanto la funcién supresora
de las células Treg como promover la adquisicidon de un fenotipo T exhausto a través de
la modulacién de los puntos de control inmune inhibitorios como PD-1, amortiguando
de esta manera la respuesta de las células Ty, en el contexto tumoral, favoreciendo la
evasion del sistema inmune (Figura 16).

T cells

\'“\ Notch1/2
0]
2

Figura 16. Implicacion de la via Notch en la activaciéon del linfocito T CD8+

Journal of Hematology & Oncology, 2023 (Adaptada de Li et al)
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1.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Nuestra hipétesis estd basada en las siguientes premisas:

1.1.

1.2.

1.3.

La sefializacién a través de la via de Notch estd implicada en la regulacién de todas
las poblaciones celulares que median la respuesta inmune innata y adaptiva anti-
tumoral (CDs, neutrofilos, linfocitos B, linfocitos T CD4+ Th1, CD8+ citotdxicos y
células NK), asi como, de elementos clave en la inmunosupresion del MAT (MDSCs,
TAM tipo M2, linfocitos Treg, CAFs, puntos de control del sistema inmune, ademas
de, otras células del microambiente).

Las MDSCs juegan un papel clave en el proceso de inmuno-edicién en cancer
mediante diversos mecanismos y existe evidencia de su implicacién en la progresion
tumoral y respuesta a los tratamientos antineoplasicos.

La expresion diferencial de ligandos de Notch, en el sentido de una alta expresion
de ligandos tipo Jagged, en el microambiente y, en particular, en MDSCs parece
mediar, en modelos pre-clinicos, un importante mecanismo de escape al sistema
inmune en el MAT (inhibicion de células CD8+, CD4+ y NK, expansion de Treg,
disfuncién de CDs, polarizacion de TAMs a fenotipo M2, inducciéon de puntos de
control inmunoldgico inhibitorios).

Dadas estas premisas nuestra hipotesis sostiene que los niveles de MDSCs circulantes,

asi

como, la expresién de ligandos, receptores y genes diana de la via Notch en las

mismas y en tejido tumoral de pacientes con CPNMa pretratados con QT basada en

platino puede identificar aquellos con mayor probabilidad de respuesta y supervivencia

al tratamiento con ICls.
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2. OBJETIVOS

2.1.

2.1.1.

2.1.2.

2.13.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Objetivos primarios

Explorar la correlacion entre la proporcion basal de poblaciones celulares
inmunes circulantes (MDSCs totales y subpoblaciones, linfocitos Treg, CD8+,
CDA4+, B, células NK, NKT y monocitos) y respuesta radiolégica, SLP y SG tras
tratamiento con ICIs en pacientes con CPNMa pretratados con QT basada en
platino.

Explorar la correlacion entre RNL pre-tratamiento y SLP/SG tras tratamiento con
ICIs en pacientes con CPNMa pretrados con QT basada en platino.

Explorar la correlacion entre los niveles de expresion de ligandos (DLL y JAG),
receptores (DLL y JAG) y genes diana (HES1y HEY1) de la via Notch, asi como, los
niveles de expresion de IDO1, ARG1 y PD-L1 en MDSCs circulantes y respuesta
radioldgica, SLP, SG y tasa de supervivencia a largo plazo tras tratamiento con
ICIs en pacientes con CPNMa pretratados con QT basada en platino.

Objetivos Secundarios

Explorar la asociacién entre la proporcion basal de MDSCs totales y
subpoblaciones circulantes y RNL pre-tratamiento con ICls en pacientes con
CPNMa pretratados.

Explorar la correlacién entre los niveles de expresién de ligandos, receptores y
genes diana de la via Notch, asi como, los niveles de expresién de IDO1, ARGl y
PD-L1 en tejido tumoral y la respuesta radioldgica al tratamiento con ICls en
pacientes con CPNMa pretratados con QT basada en platino.
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. MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Esta tesis doctoral ha sido desarrollada a partir de un estudio observacional de
seguimiento prospectivo multicéntrico sobre muestras de pacientes con CPNMa
tratados con ICls dentro de la préctica clinica habitual entre marzo de 2018 y noviembre
de 2021. Se trata de un estudio integrativo de andlisis de biopsias liquidas de tipo
traslacional. Se han obtenido muestras seriadas de sangre periférica y de tejido tumoral
de pacientes tratados con anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 para analizar la expresiéon de
biomarcadores en MDSCs circulantes y su asociacién con la respuesta al tratamiento y
supervivencia (Figura 17).

Este proyecto se ha llevado a cabo en los servicios de Oncologia Médica de 3 hospitales
publicos de la Comunidad Valenciana dentro del Grup de Investigacio i Divulgacid en
Oncologia (GIDO):

-Hospital Arnau de Vilanova, Valencia.

-Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia.

-Consorcio Hospitalario Provincial de Castelldn, Castelldn.

El andlisis de biomarcadores se ha llevado a cabo en la Unidad de Biomarcadores
y Medina de Precision (UBMP) del Instituto de Investigacidn Sanitaria La Fe.

Progresion

Seguimiento
(supervivencia)
CPNM estadio IV
Practica clinica
habitual
Basal (pre-tratamiento) 12 evaluacién de Ala progresion
respuesta (8-12 semanas)
Muestra de sangre periférica Muestra de sangre periférica
Tejido tumoral Muestra de sangre periférica Evaluacion radioldgica
(biopsia archivo o reciente) Evaluacién radiolégica Tejido tumoral (opcional)

Figura 17. Diseiio del estudio
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2. POBLACION DEL ESTUDIO

La poblacién que se ha incluido en el estudio estd constituida por pacientes
diagnosticados de CPNMa (estadio Ill irresecable o estadio IV) que han iniciado
tratamiento con anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 tras progresion, al menos, a una linea de
tratamiento con QT basada en platino y no tuviesen contraindicacion para el
tratamiento con ICls.

2.1. Criterios de Inclusion especificos:

- Consentimiento informado por escrito para participar en el estudio, antes de la
inclusion en el mismo y en el cual se autorice a la extraccion de muestras de sangre
periférica. ise

- Edadigual o mayor de 18 afios.

- Estado funcional aceptable y compatible con un tratamiento onco-especifico activo:
ECOG 0-1.

- Diagnéstico de CPNMa no resecable, metastasico o recidivante documentado
histolégicamente o citolégicamente.

- Tratamiento previo con QT para la enfermedad localmente avanzada o avanzada.
Los pacientes con mutaciones de EGFR o reordenamientos de ALK/ROS1 podian ser
incluidos si habian recibido tratamiento anti-PD-1/PD-L1 tras progresion a terapia
dirigida y, al menos, una linea de QT basada en platino.

- Pacientes candidatos a recibir una >22 linea de tratamiento y para los cuales, a
criterio del médico tratante, la opcion terapéutica mas adecuada fuese el
tratamiento con un anticuerpo anti-PD1/PD-L1 (nivolumab, pembrolizumab o
atezolizumab), siguiendo siempre las especificaciones de las fichas técnicas de los
farmacos mencionados.

- Enfermedad medible por criterios RECIST 1.1.

- Pacientes en los que se haya podido obtener muestras de sangre periférica y
tuviesen disponibilidad de tejido tumoral previo a tratamiento con anti-PD1/PD-L1.

- Pacientes con metadstasis cerebrales fueron elegibles si las metastasis habian sido
tratadas y no habia evidencia de progresién por TC y/o RM.

- Funcién hematoldgica, hepatica y renal aceptables, y sin contraindicacién para la
administracién de inmunoterapia de acuerdo con ficha técnica.

- Notratamiento previo con anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-PD-L2, anti-CTLA-4 o cualquier
otros anticuerpo o farmaco dirigido a puntos de control del sistema inmune o co-
estimilacion de células T.

- Pacientes con capacidad de adhesién a los procedimientos del estudio vy
seguimiento.
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3. TAMANO MUESTRAL

Se ha estimado un tamafo muestral de 100 pacientes. La tasa de respuesta
global de los pacientes tratados en el estudio CheckMate 057 (CPNM no escamoso) y
CheckMate 017 (CPNM escamoso) fue de aproximadamente el 20%. Tomando estos
datos como referencia, esperariamos encontrar aproximadamente 20 respondedores y
80 no respondedores en nuestro conjunto de datos. Definimos la respuesta como se
hace en los ensayos CheckMate 057 y 017 (respuestas completas y parciales por criterios
RECIST v1.1, segun la evaluacién del investigador). La IHQ de PD-L1 fue capaz de
discriminar los respondedores de los no respondedores en el ensayo CheckMate 057.
En este ensayo, la tasa de respuesta RECIST fue de 37% en los pacientes con una
expresion de PD-L1 210% y del 11% en los pacientes con expresion de PD-L1 <10%. Por
ello, hemos asumido que, para ser clinicamente relevante, nuestro biomarcador debe
tener al menos un rendimiento equivalente a la de la expresion de PD-L1 en el ensayo
CheckMate 057.

Hemos asumido una hipdtesis HO (tasa de respuesta en el grupo con biomarcador
negativo) del 10% y una hipdtesis H1 (tasa de respuesta RECIST 1.1 en el grupo con
biomarcador positivo) del 40%. Suponiendo una tasa de error alfa del 10%, la potencia
de acuerdo con la diferente distribucién del biomarcador positivo/negativo seria (Tabla
1):

Tabla 1. Calculo tamaifo muestral y potencia

Biomarcador (+) Biomarcador (-)

Two-sided test One-sided test
25% 75% 80.4% 88.9%
50% 50% 88.7% 94.3%
75% 25% 80.4% 88.9%

*H0=0.1; H1=0.4; alpha=0.1. ArcSinus method para potencia/calculo tamafio musetral.
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4. PLAN TERAPEUTICO

Los pacientes han sido tratados con anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 en ciclos de 15
o 21 dias segun las dosis recomendadas y la prdctica clinica habitual de cada centro
participante, manteniendo el tratamiento hasta progresion de la enfermedad, toxicidad
inaceptable o a consideracion del clinico segun practica habitual.
- Nivolumab a dosis de 3 mg/kg en infusién de 60 minutos en ciclos cada 15 dias.
- Pembrolizumab a dosis de 2 mg/kg en ciclos cada 21 dias en pacientes con expresion

de PD-L1 > 1%.

- Atezolizumab dosis fija 1200 mg iv en ciclos cada 21 dias.

La administracion del farmaco, modificacidn de dosis, retraso del tratamiento y manejo
de la toxicidad inmuno-relacionada se ha llevado a cabo de acuerdo a las
recomendaciones del laboratorio y practica clinica habitual de cada centro.

5. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Se han recogido las siguientes variables en diferentes etapas del estudio:

Tabla 2. Procedimientos del estudio

Basal Visitas 12 valoracion  Discontinuacion Seguimiento
de respuesta tratamiento (2)
tratamiento (1)
Consentimiento X
informado
Datos demograficos e X
historia clinica
Criterios de seleccion X
ECOG X X
Variables de laboratorio X X X
Dosis anti-PD1/PD-L1 X
Muestra de sangre X X X
periférica
Muestra de tejido X X
(OPCIONAL)

Evaluacion de respuesta X X X
Supervivencia X

(1) Valoracion de respuesta: Se realizard segun la practica clinica habitual cada 8-12 semanas.
El método para la valoracion radioldgica de la respuesta tumoral debe ser el mismo en todas
las visitas.

(2) Visitas de seguimiento: Se han realizado segun la practica clinica habitual.
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5.1.

Var

Var

VARIABLES CLINICAS

iables clinicas en la evaluacion basal

Se han recogido los siguientes datos de la historia clinica y oncolégica del paciente:
Variables demograficas: Edad al inicio del tratamiento. Sexo. Historia familiar de
cancer. Habito tabaquico.

Historia oncoldgica: Fecha del primer diagndstico. Tipo histoldgico. Estadio de la
enfermedad segun el sistema TNM. Localizacion de las metdstasis. Tratamientos
previos para el cancer de pulmén (cirugia, radioterapia y/o QT).

Variables clinico-patoldgicas basales: ECOG. Peso. Talla. Pérdida de peso (=10%,
<10% o no pérdida de peso). Patologias relevantes. Medicacién concomitante.
Analisis de sangre: Recuento absoluto de leucocitos, neutréfilos, hemoglobina y
Pruebas de imagen. Todos los enfermos disponian de una tomografia
computerizada (TC) que abarcara al menos el térax y el abdomen y/o TC-PET
realizadas en el mes previo al inicio del tratamiento.

iables clinicas durante el tratamiento, en la evaluacién de respuesta al

tratamiento y en la progresion de la enfermedad o interrupcion del tratamiento

Variables que se han recogido durante el tratamiento con ICls:

Descripcion del esquema, nimero de ciclos, fecha inicio y duracién.

Lineas de tratamiento previas.

Toxicidad desarrollada durante el tratamiento. Reacciones adversas desde el inicio
del tratamiento, segun los criterios de toxicidad del National Cancer Institute,
version 5 (CTCAE-NCI).

En todos los pacientes se ha realizado una evaluacion de respuesta al tratamiento con

TC o TC-PET entre 8 y 12 semanas del inicio del tratamiento con ICls. Se han recogido las

siguientes variables:

Lesiones diana y no diana (fecha de la evaluacion, localizacién, tamafio).

Mejor respuesta obtenida, por RECIST 1.1: Respuesta completa (RC), respuesta
parcial (RP), enfermedad estable (EE) o progresion de la enfermedad (PE).

Fecha de la progresion de la enfermedad (segun RECIST) o interrupcion del
tratamiento.

Tipo de respuesta por RECIST 1.1: Respondedor o no respondedor.

Causa de interrupcién del tratamiento: Toxicidad, tratamiento completado, pérdida
de seguimiento, progresion de la enfermedad, fallecimiento o decision médica.
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Seguimiento

Se ha llevado a cabo una actualizacion periddica de la supervivencia de cada paciente
segun el desarrollo del estudio. Se han recogido las siguientes variables:

- Estado del paciente: Vivo sin evidencia de enfermedad, Vivo con evidencia de
enfermedad, exitus o pérdida de seguimiento.

- Sivivo, se recoge fecha de la ultima visita.

- Si ha fallecido, fecha de su muerte y causa de su muerte: Cancer de pulmdn o sus
complicaciones (incluyendo efectos adversos relacionados con el tratamiento
oncoldgico) u otras causas.

5.2. PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

5.2.1. Metodologia para obtencidon y procesamiento muestras en sangre

Se obtuvieron 3 tubos de sangre venosa por venopuncion de pacientes con
diagndstico de CNMPa previo al tratamiento con anti-PD-1/PD-L1. De los 3 tubos, 2 de
ellos estaban heparinizados para la obtencidon de células mononucleares en sangre
periférica, mientras el otro tubo se obtuvo para la preparacion de suero. Las muestras
se enviaron al laboratorio de referencia través de un circuito logistico disefiado al efecto,
de tal modo que, el tiempo maximo desde la extraccién de la sangre hasta su
procesamiento ha sido inferior a 6 horas, a fin de preservar el material a analizar
(PBMCs, del inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells). Las muestras de sangre
periférica (plasma y suero) se obtuvieron en diferentes fases:

- Basal: Previa al inicio de tratamiento.
- Primera evaluacion radioldgica: 8-12 semanas tras inicio de tratamiento.
- En el momento de la interrupcion del tratamiento por progresion u otras causas.

Inmunofenotipado de PBMCs y caracterizacion de las poblaciones celulares

El aislamiento de PBMCs se realizé utilizando un método de centrifugacion en gradiente
de densidad Ficoll (Hystopaque). Para ello, se diluye la muestra de sangre 1:1 con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) con un 2% de suero bovino fetal (SBF),
antes de estratificacion sobre Ficoll. Después de centrifugar 20 minutos a 1200 x g, las
PBMCs se recolectan en la interfase de plasma. Las células se lavan 2 veces con 15 ml de
PBS + 2% SBF, y se lisan con un buffer de lisis de eritrocitos (eBioscience RBC Lysis buffer,
Thermofisher). Una vez lisados los eritrocitos, se resuspenden en tampén MACS (PBS,
0,5% de BSA, EDTA 2 mM) al que se afiade los anticuerpos especificos y se incuban
durante 10 minutos a 42C. Tras el marcaje, se centrifugan a 300 g 10 minutos y se
resuspenden en 0.3 ml de PBS para su andlisis. El andlisis multicolor se llevd a cabo
utilizando un Citémetro de flujo analizador FACSCanto-II (Becton Dickinson).
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Para el inmunofenotipado de las PBMCs se han utilizado anticuerpos monoclonales anti-
humanos conjugados con fluorocromo frente a diferentes moléculas (Milteny Biotech).
Para la caracterizacién de las MDSCs y sus subpoblaciones se utilizaron los anticuerpos
anti-CD33, anti-CD11b, anti-CD14, anti-CD15 y anti-HLA-DR (Tabla 3). Las MDSC
humanas expresan los marcadores mieloides CD11b+ y CD33+, pero son habitualmente
negativas para HLA-DR (receptor de superficie celular de CMH clase Il). Las MDSCs se
pueden clasificar en, al menos, dos subpoblaciones: monociticas (M-MDSCs) vy
polimorfonucleares (PMN-MDSCs). En humanos, las M-MDSCs se caracterizan por un
fenotipo HLA-DR-, CD11b+, CD33+ y CD14+ (los monocitos maduros expresan HLA-DR).
Las PMN-MDSCs se caracterizan por un fenotipo HLA-DR-, CD11b+, CD33+, CD14- and
CD15+. Se ha descrito una tercera poblacién en estadio temprano de MDSCs, early-
MDSCs (e-MDSCs), que comprenden mas progenitores inmaduros y que carecen de la
expresion tanto de CD14 como de CD15.

Tabla 3. Panel de Anticuerpos para inmunofenotipado de MDSCs y subpoblaciones

Fenotipo CD11b CcDh14

Fluoréforo VioBright PE PE-Vio770 PerCp-Vio APC
(FITC)

Milteny 130-111-027 130-110-553 130-111-791  130-110-523  130-113-482

(ref)

Para las subpoblaciones de células T se utilizaron los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4,
anti-CD8 y anti-CD56. Dentro de la poblacion de células T se determinaran la poblacién
de células Treg: anti-CD45, anti-CD4, anti-CD25, anti-CD127 (Tabla 4).

Tabla 4. Panel Anticuerpos para caracterizacion de subpoblaciones de células T

Fenotipo Treg detection kit
Fluoréforo PerCp PE-Vio770 APC-Vio770 CD45-VioBlue
CD4-FITC
CD25-APC
CD127-PE
Milteny 130-113-131  130-110-680  130-114-548 130-096-082
(ref)
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Cada medida contenia al menos 100,000 eventos y los porcentajes de cada poblacién se

calcularon sobre la poblacién de singletes. Los andlisis se realizaron con el software

InfinicytTM (Cytognos, Salamanca, Espaia) y las estrategias de gateo tanto para las

poblaciones de MDSCs como de leucocitos se muestran en la Figura 18. De cada

paciente obtuvimos el porcentaje de cada una de las subpoblaciones celulares en las

PBMCs. Para el caso de las MDSCs totales, se obtiene el porcentaje respecto al total de
las PBMCs. En el caso de las subpoblaciones de MDSCs (PMN-MDSCs, M-MDSCs vy e-
MDSCs) también se calcula el porcentaje respecto al total de las PBMCs. Para realizar las

estimaciones de Kaplan-Meyer, se calcula el valor de la mediana de los porcentajes de

cada subpoblacion celular y se clasifican como “low” a los pacientes cuyos porcentajes

son inferiores al valor de la mediana y “high” a los que tienen valor superior.
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Figura 18. Inmunofenotipado de PBMCs y caracterizacion de poblaciones celulares
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Aislamiento de las células MDSCs de sangre periférica

El método de aislamiento de las MDSCs de sangre total se realizé utilizando una
modificacién de la técnica publicada en 2016 (Myeloid-Derived Suppressor Cells Express
Brutons Tyrosine Kinase and Can Be Depleted in Tumor-Bearing Hosts by Ibrutinib
Treatment, 2016). Con esta técnica, se parte de 10 ml de sangre y se afiaden 500 ul de
HLA Mpyeloid enrichment (stemcell) (Figura 19). Este reactivo comprende una
combinacion de anticuerpos de células sanguineas dispuestas en forma de tetramero,
de tal manera que, se van a unir a todas las células, excepto las que presentan el
marcador CD33 en la membrana. Tras el tiempo de incubacion, se diluye 1:1 con PBS +
2% SBF y se afiade a una solucién de ficoll especifica para estas células y se centrifugan
a 1200 g durante 20 minutos. Los tetrameros de anticuerpos adheridos a las células,
caerdn al fondo junto a los eritrocitos y las células CD33 se quedan en la interfase. Las
células se lavan 2 veces con PBS + 2% SBF y se incuban con las beads magnéticas de HLA-
DR para obtener la fraccidn negativa. Las células se transfieren a una columna magnética
que se coloca en un iman, de tal forma que, todas las células que atraviesan la columna,
sin ser retenidas, son la fraccion HLA-DR negativa. Una vez obtenidas las células MDSCs
con esta metodologia se caracterizan en un citdmetro de flujo, al igual que las PBMCs,
para estudiar el rendimiento y la pureza del método.

-Afiadir Rosette cocktail (50ul/mL sangre)
-Incubacién 20 minutos T2 ambiente.
-Centrifugar 1200g 10minutos con freno
-Volcar la fase del plasma y la interfase.
-Dos lavados con PBS 2% SBF

-Células CD33+

Incubacién con beads
magnéticas HLA-DR

4— MS column
Analisis Citometria:
CD33+ HLA-DRneg

<— Magnetic separator

RT-PCR cuantitativa

AACS sl::d i HLA-DR negative cells

Figura 19. Esquema del protocolo de aislamiento de MDSCs de sangre periférica
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Andlisis transcriptomico en MDSCs

El aislamiento de RNA de las células MDSCs se llevd a cabo utilizando un kit de
Omega bio-tek (E.Z.N.A. Total RNA kit). Una vez extraido el RNA se cuantificé con el
instrumento nanodrop.

El primer paso es transcribir el RNA a DNA complementario (cDNA). Para realizar la
retrotranscripcidn se utilizaron 500 ng de RNA por reaccién. El cDNA obtenido se diluyd
10 veces con agua libre de RNAsas y DNAsas para realizar las PCRs cuantitativas con SYBR
green de los genes a analizar. En este proyecto planteamos el estudio de genes
inmunomoduladores de la respuesta inmunitaria como son ARG1, IDO1y PD-L1y genes
implicados en la via Notch como JAG1, JAG2, NOTCH1, NOTCH2, HES1 y HEY1.

Tras obtener el ADNCc, se llevé a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(gPCR) para amplificar las secuencias de ADN de los genes que se querian estudiar. Para
ello, se emplearon placas de PCR de 96 pocillos (PCR Microplate, PCR-96-AB-C, Axygen)
en las que se cargaron triplicados de las muestras para cada pareja de cebadores o
primers del gen correspondiente. De tal modo, en cada pocillo se mezclaron los reactivos
indicados en la Tabla 5. Los primers utilizados en este ensayo se indican en la Tabla 6.
Tras cargar la placa, se centrifugd para descartar cualquier burbuja y se introdujo en el
termociclador ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) donde se realizé la PCR
(siguiendo el programa indicado en la Tabla 7). En ultimo lugar, los datos y resultados
adquiridos fueron analizados por el ViiA™ 7 Software y normalizados en archivos de
Excel.

Tabla 5. Lista de reactivos para la PCR

Reactivo Cantidad

ADNc muestra 2 ul
Primer Forward (10 uM) 0.3 ul
Primer Reverse (10 uM) 0.3 ul
TB Grenn Premix Ex Taq 2x (SYBR Takara) 5ul
ROX dye Il 0.2 ul
Agua libre de RNasas 2.2 ul
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Tabla 6. Lista de primers utilizados para ensayos de RT-PCR cuantitativa

Gen Secuencia
h-ACTB-Forward ACAGAGCCTCGCCTTTGC
h-ACTB-Reverse CGCGGCGATATCATCATCCA
h_JAG1 Forw CTGTCATCGGGGGCAACAC
h_JAG1 Rev CATTACTGGAATCCCACGCCT
h_JAG2 Forw CGTCATCCCCTTCCAGTTCG
h_JAG2 Rev CCTCATTCGGGGTGGTATCG
h_NOTCH1 Forw GCTCGAGGACGAATGTGAGG
h_NOTCH1 Rev TCTAGGCATCGGCATTCACC
h_NOTCH2 Forw GGGGCCAACTATGCTTGTGA
h_NOTCH2 Rev CACAGTAGGTGCCCGTGAAT
h_HES1 For CTGGAGAAGGCGGACATTCT
h_HES1 Rev TACTTCCCCAGCACACTTGG
h_HEY1 For GAGTGCGGACGAGAATGGAA
h_HEY1 Rev AATCTGGGAAGATGTAGTTGGGG
h_ARG1 Forw CCGTGCCCAGATTCTGACTT
h_ARG1 Rev ACATTCTGGCTCTGTTGGGG
h_IDO1 For ATGAAGAAGTGGGCTTTGCTCT
h_IDO1 Rev TTCTCAACTCTTTCTCGAAGCTGG
h_PDL1 Forw CCTACTGGCATTTGCTGAACG
h_PDL1 Rev GACAATTAGTGCAGCCAGGTC

Tabla 7. Condiciones requeridas para la RT-PCR cuantitativa

Programa Tiempo Temperatura
Calentamiento 2 minutos 502C
Desnaturalizacién 1 minuto 952C
Amplificacién 15 segundos 95¢C
40 ciclos 35 segundos 602C
Melting 15 segundos 95¢C
1 minuto 602C
15 segundos 95eC
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5.2.2. Metodologia para obtencidn y procesamiento muestras en tejido

Extraccion de ARN de tejido parafinado

Antes del procesamiento, las secciones del blogue de tejido desparafinado se
han tefido con hematoxilina-eosina y han sido evaluadas por un patélogo para
confirmar la idoneidad del contenido de células tumorales. Para el andlisis posterior se
han utilizado muestras tumorales que contenian al menos 50% de células tumorales
después de observacién microscopica.

El tejido tumoral fue fijado y embebido en parafina y cortado en [dminas de 5-10 um. Se
utilizaron de 3 a 5 laminas para cada extraccion de ARN. Para extraer el ARN del tejido
parafinado se utilizé el kit de Qiagen RNeasy FFPE Kit. Brevemente, se utiliza la solucién
de deparaffinizacidn para eliminar completamente la parafina de las secciones de tejido
FFPE. Para liberar el ARN de las secciones, las muestras se incuban en un tampdn de lisis
optimizado que contiene proteinasa K. La incubacién breve a una temperatura mas alta
revierte parcialmente la reticulacion de formalina de los acidos nucleicos liberados,
mejorando el rendimiento y la calidad del ARN y mejorando su rendimiento en los
ensayos anterégrados enzimaticos. Después de esto, se sigue el tratamiento con
ADNasa |, que esta disefiado para eliminar el ADN gendmico y eliminar los fragmentos
de ADN muy pequefios que se encuentran en las muestras FFPE después de una fijacion
prolongada en formalina o tiempos de almacenamiento prolongados. El lisado se mezcla
luego con el buffer RBC. Para crear las condiciones de unién adecuadas para el ARN, se
agrega etanol y luego la muestra se aplica a una RNeasy MinElute Spin Column. En este
punto, el ARN total se une a la membrana y el lavado elimina los contaminantes de
manera efectiva. Luego se extrae el ARN en al menos 14 pl de agua libre de ARNasa.

Niveles de expresion de genes de la via Notch en tejido parafinado mediante la
técnica de Droplet digital PCR (ddPCR)

La ddPCR es una técnica cuantitativa que consiste en fraccionar el ADN a
amplificar y los reactivos de la PCR en 20.000 gotas. Por tanto, en cada una de las gotas
ocurriran reacciones de PCR independientes entre si, de manera que, se consigue una
mayor sensibilidad para la deteccién de eventos poco frecuentes en una muestra de
partida. En este estudio se utilizd el kit de RT-ddPCR de un solo paso (Bio-Rad) para
realizar la retrotranscripcion de ARN a ADNc en un solo paso. La mezcla de los diferentes
enzimas estd optimizada para permitir la particion de muestras de ARN en las gotas de
manera que mantiene las enzimas inactivas hasta que se realiza la reacciéon de
transcripcién inversa a 502C. Esto mejora la especificidad y la eficacia al garantizar la
activacidon completa de la enzima para la conversion del ADNc mediada por el cebador.
La mezcla enzimatica ademas contiene un inhibidor de RNasa que protege el ARN
durante toda la reaccién.
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La reaccion se llevd a cabo en pocillos de placas de 96 pocillos de PCR, de tal modo que,

en cada pocillo se mezclaron los reactivos indicados en la Tabla 8. Los primers que se

utilizan estan marcados fluorescentes con la sonda fluorescente HEX o con la sonda

fluorescente FAM. El gen normalizador, b-actina (ACTB), ird con la sonda fluorescente
HEX y los genes de interés irdan marcados con FAM (Tabla 9). Para la formacion de gotas
se empled el QX200™ Droplet Generator (Bio-Rad). Se utilizaron cartuchos en los que se

prepararon las muestras en tandas de 8 en 8 (Figura 20).

Tabla 8. Lista de reactivos para la ddPCR

RNA muestra 1l
Primer-HEX 1l
Primer-FAM 1ul
Supermix 5l
Transcriptasa reversa 2ul
DTT 300mM 1l
Agua libre de RNasas 11 pl

Tabla 9. Lista de primers para la ddPCR

Gen Referencia Bio-Rad Sonda fluorescente
ACTB dHsaCPE5190200 HEX
JAG1 dHsaCPE5033718 FAM
HES1 dHsaCPE5034924 FAM
IDO1 dHsaCPE5036376 FAM
PD-L1 dHsaCPE5058502 FAM
ARG1 dHsaCPE5035384 FAM
NOTCH1 dHsaCPE5050282 FAM
i
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Figura 20. Cartucho empleado para la formacion de gotas y orden de los componentes
Adaptada de https://www.bio-rad.com.
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Los triplicados se realizaron en diferentes cartuchos para asegurarnos de que si algun
cartucho fallaba tuviéramos muestra de todos los pacientes. En los pocillos inferiores se
colocé el aceite generador de gotas (Bio-Rad), en los intermedios se anadidé la muestra
y gracias a la presién aplicada al cartucho, el aceite se dirigid hacia las muestras a través
de unos capilares que se encuentran en el cartucho, generando micelas que acabaran
pasando al pocillo superior formando las gotas de reaccién. Las gotas que se han
formado en el paso anterior, se trasladan a una placa de 96 pocillos especifica para
ddPCR (Bio-Rad). La placa se sella con aluminio para evitar que se evaporara la muestra
y se somete a las siguientes condiciones (Tabla 10).

Tabla 10. Condiciones programa ddPCR

Programa Tiempo Temperatura
Inicio 3 minutos 25¢C
Transcripcion reversa 60 minutos 502C
Activacion de la enzima 10 minutos 95eC
Desnaturalizacién Amplificacion 30 segundos 95¢C
40 ciclos 1 minuto 552C
Desactivacion de la enzima 10 minutos 982C
Mantenimiento Infinito 4°C

Después de la amplificacién de la muestra, se ley6 la placa en el QX200 Droplet Reader
(Bio-Rad) y se empled para el analisis y la lectura el software QuantaSoft™, con el que
se fijaron las condiciones del experimento. Se definié el marcaje de cada una de las
sondas (HEX y FAM), se indicé el tipo de SuperMix utilizada y se empled la opcidn de
RED (Rare Event Detection) para el anadlisis. La cuantificacion se llevé a cabo con el
software QuantaSoft™. Se descartaron aquellas muestras que no alcanzaron un minimo
de 7.000 eventos o gotas. En el resto de los casos, se fueron ajustando en cada pocillo
las poblaciones positivas para FAM y para HEX. A partir de ahi, se extrajeron los datos
de concentracidn para cada una de las sondas y se calculd el ratio de gen interés/actina
siguiendo esta ecuacion:

copias) FAM (Gen de interés)
- copias * 1000
Concentracion (ET) HEX (ACTB)

Concentracion (

Se ha evaluado el perfil de expresion a nivel de RNAm de ligandos, receptores y genes
diana de la via Notch, asi como, el nivel de expresion de IDO1, ARG1y PD-L1.

Determinacion por inmunohistoquimica: Expresion PD-L1 por TPS en células tumores
Se ha realizado en muestra de tumor parafinado mediante un método IHQ
validado (Dako) la expresion de PD-L1 por TPS en célula tumoral. Las muestras se han
clasificado segun el porcentaje de tincidn de las células tumorales en la membrana en
<1%, 1-49% y 250% en una seccion de células con un minimo de 100 células valorables.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

6.1. Analisis de los datos clinicos

En el cuaderno de recogida de datos especifico para este estudio, se han incluido
los parametros demograficos, estado basal de la enfermedad, datos de cada ciclo de
tratamiento, respuesta al tratamiento y fechas de progresion y/o muerte especificados
en el apartado de variables clinicas. Las variables cualitativas se han resumido mediante
calculos de frecuencias absolutas y relativas, expresadas en porcentajes. Para las
variables cuantitativas se han calculado las medidas de tendencia central (mediana) y la
dispersidn (cuartiles, rango). Antes de iniciar el tratamiento, se obtuvo el RNL y RPL
dividiendo los recuentos absolutos de neutréfilos y plaquetas, respectivamente, y el
recuento de linfocitos en el hemograma basal. Las frecuencias y porcentajes de las
poblaciones celulares se recogen en medianas con rango y cuartiles.

La evaluacion de respuesta se ha realizado de acuerdo con los criterios RECIST 1.1 como
RC, RP, EE y PE. La TRO se ha definido como la suma de las RC y RP. Se han clasificado a
los pacientes como respondedores o no respondedores en funcion de la mejor
respuesta radioldgica que hayan obtenido segun criterios RECIST 1.1:

- Grupo respondedores: RC, RP o EE > 6 meses como mejor respuesta RECIST.

- Grupo no respondedores: PE o EE < 6 meses como mejor respuesta RECIST.

La SG se ha calculado desde la fecha del primer ciclo de tratamiento con ICls hasta la
muerte (evento) o Ultimo seguimiento (censurado). La SLP se ha calculado desde la fecha
del primer ciclo de tratamiento con ICls hasta la progresion por RECIST 1.1 o muerte por
cualquier causa (evento) o ultimo seguimiento (censurado). La SG y SLP se han estimado
con el método de Kaplan-Meier y el log-rank test se ha utilizado para estudiar las
diferencias.

6.2. Andlisis de las poblaciones celulares y variables génicas en la
poblacion de MDSCs

La asociacion de la variable independiente (proporcion de poblaciones celulares
inmunes circulantes o nivel de expresion de genes de la via Notch en MDSCs) con la
variable dependiente (respuesta por RECIST) se ha analizado usando el test Chi-
cuadrado. Tanto la proporcidon de poblaciones celulares inmunes circulantes o nivel de
expresion de genes en MDSCs como la respuesta por RECIST se han definido como
variables binarias (nivel “high”/”low” en funcién del punto de corte determinado
(mediana) y respuesta/no respuesta respectivamente). La comparacién de poblaciones
celulares inmunes o nivel de expresiéon de genes segun el nivel high o low con la SLP y
SG se ha evaluado con el test de log-rank.
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Los resultados presentan en tablas que reflejan los resultados globales y los obtenidos
del sub-andlisis realizado segun los niveles de MDSCs circulantes estudiados, con el
objetivo de identificar y describir posibles grupos de pacientes con una mayor asociacién
con los resultados obtenidos con las técnicas de biologia molecular. Se ha utilizado el
modelo de HR proporcionales univariante y multivariante de Cox para estimar el efecto
de las poblaciones inmunes circulantes o de la expresiéon de genes Notch y varios
factores prondstico clinico-patolégicos conocidos en cancer de pulmén (edad, género,
ECOG, descriptor M1, expresion de PD-L1 en tumor, RNL, desarrollo de toxicidad
inmunomediada) sobre la SLP y SG. Se obtuvo el modelo pronéstico final para SLP y SG
al incorporar al modelo multivariante de Cox sélo aquellas variables que mantuvieron la
significacion estadistica en el modelo univariante. El coeficiente de correlacion de
Pearson se ha utilizado para estudiar la asociacion entre los niveles de MDSCs totales
circulantes y la RNL. Se describen HR ajustados con IC del 95% y se ha considerado una
p <0,05 como significativa. Todos los andlisis se han llevado a cabo con el software
GraphPad Prism 7.0, mediante el cual se obtiene el p-valor para cada gréafica. El analisis
de regresién logistica se ha realizado con el paquete estadistico SPSS 25.0 (SPSS,
Chicago, IL).

7. ASPECTOS ETICOS

7.1. Consideraciones Generales

Este estudio se ha conducido de acuerdo con las normas de buena practica clinica
(Directiva 2005/28/CE) y la Declaracion de Helsinki y sus modificaciones posteriores. La
recogida y almacenamiento de datos se ha realizado de acuerdo con lo estipulado en la
Ley Organica de Proteccion de datos de caracter personal (Ley organica 3/2018, de 5 de
diciembre de proteccidon de datos personales y garantia de los derechos digitales) y
siempre respetando el principio de confidencialidad (todos los datos han sido
almacenados y analizados tras su anonimizacion mediante la asignacién de un
identificador Unico para el estudio). Previo al inicio del estudio se ha obtenido un
informe favorable de los comités éticos y de investigacion de los centros involucrados.

7.2. Hoja de Informacion y Formulario de Consentimiento Informado

A cada sujeto que se le ha propuesto participar en el estudio, se le ha entregado
un documento escrito denominado “Hoja de Informacién al Paciente”, que contiene
toda la informacién relevante y necesaria para el paciente, tal como se presenta en el
Anexo 1 de este documento. Los investigadores participantes en el estudio han
informado al sujeto, contestado a sus dudas y preguntas y, de acuerdo con la normativa
vigente, han obtenido el consentimiento del sujeto o en su defecto, de un tutor legal
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(Anexo 2). Los sujetos participantes en el estudio han tenido la oportunidad de revocar
en cualquier momento su consentimiento para la utilizacién de sus datos en el analisis,
sin expresion de causa y sin que por ello se derive para ellos responsabilidad ni perjuicio
alguno.

7.3. Confidencialidad de los Datos

El contenido del cuaderno de recogida de datos, asi como la base de datos donde
se ha registrado la informacion son andénimos, y estan protegidos de usos no permitidos
por personas ajenas a la investigacidon y, por tanto, considerados estrictamente
confidenciales. Los datos del Investigador y de las muestras del estudio han sido
introducidos y tratados en un fichero propiedad de GIDO, que se ha tratado conforme a
lo que dispone la Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre de Proteccion de Datos de
Caracter Personal y garantia de los derechos digitales y el Reglamento (UE) General de
Proteccion de Datos de 2016/679, exclusivamente para el desarrollo y buen fin del
estudio. En todo momento se ha seguido la normativa espafiola vigente en cuanto a la
obtencidn, conservacién y almacenamiento de las muestras sanguineas obtenidas, asi
como el manejo de los datos que se obtengan (Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion Biomédica).

7.4. Comité Etico de Investigacién con medicamentos

El proyecto ha sido evaluado favorablemente por el CEIm del Hospital Arnau de
Vilanova de Valencia con fecha del 29 de marzo de 2017 (anexo 3) y por el CEIm del
Hospital La Fe (anexo 4). Asi mismo, el estudio fue clasificado por el departamento de
Medicamentos de Uso Humano de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS) como un Estudio Posautorizacidon de seguimiento prospectivo con
cddigo 1IS-N1V-2017-01 con fecha 3 de marzo de 2017 (anexo 5). Finalmente, con fecha
de 26 de junio de 2017, obtuvo el informe favorable por parte del Comité Autondmico
de Estudios Postautorizacion Observacionales Prospectivos de Medicamentos de la
Comunidat Valenciana a la Direccién General de Farmacia y Productos Sanitarios (anexo
6) por no contravenir las directrices establecidas en el articulo 24 del RD 577/2013, de
26 de julio, del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad por el que se regula
la farmacovigilancia de medicamentos de uso humanoy el articulo 8 de la Resolucidn de
16 de junio de 2009, de la Conselleria de Sanitat, de regulacién de los procedimientos,
documentacidn y plazos a observar en la presentacidon y modificaciones en procesos
relacionados con los ensayos clinicos y estudios post-autorizacidon observacionales de
medicamentos en la Comunitat Valenciana.
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IV. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES

Se ha seleccionado un grupo homogéneo de 105 pacientes consecutivos
diagnosticados de CPNMa entre marzo de 2018 y noviembre de 2021 en los que se han
obtenido muestras de sangre periférica previas al inicio de tratamiento con ICls
(nivolumab, pembrolizumab o atezolizumab) tras progresion, al menos, a una linea de
tratamiento con QT basada en platino.

La mediana de edad de la serie ha sido de 63 afios (rango 38-80 afios) y 77% fueron
varones. El 92% de los pacientes tuvieron historia de tabaquismo (activo o exfumadores)
y el 36% presentaron antecedentes de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
(EPOC) en cualquiera de sus grados. Un 8,6% de los pacientes tuvieron, al menos, un
antecedente de enfermedad con base autoinmune. Sesenta pacientes (57%) tuvieron
una histologia de adenocarcinoma y 38 (36%) de carcinoma escamoso. El 90% de los
pacientes disponian de tejido tumoral de archivo, bien de la biopsia del diagndstico
(62%) o de la rebiopsia previa al inicio de inmunoterapia (38%), para la determinacidn
de la expresidon de PD-L1 en célula tumoral por IHQ (Dako clon 22C3). En el 58% de los
pacientes la expresion de PD-L1 se determind en la biopsia del tumor primario, en el
9,5% en adenopatias locorregionales y en el 22% en la biopsia de una lesién metastasica.
La expresion de PD-L1 fue clasificada de la siguiente manera: PD-L1 <1% (42%), PD-L1 1-
49% (39%), PD-L1 >50% (12%) y PD-L1 no determinado (7%). Dos pacientes presentaron
una alteracién molecular diana: una mutacion de EGFR (19Del) y una mutacién de BRAF
V600 respectivamente.

El estadio inicial de los pacientes fue lll en el 31% y IV en el 54%, presentado el 58% un
descriptor M1cy el 32% tres o mas localizaciones metastasicas previamente al inicio del
tratamiento con inmunoterapia. Todos los pacientes recibieron, al menos, un
tratamiento previo con QT basado en doblete de platino en el contexto de un
tratamiento neo/adyuvante (11%), concomitante o secuencial con radioterapia (26%) o
como esquema de 12 linea de enfermedad avanzada (80%). El 19% de los pacientes
progresaron en los 3 primeros meses desde el inicio de la QT. El 77% de los pacientes
recibieron inmunoterapia en el contexto de una 22 linea de tratamiento con ICls con
nivolumab (n = 37), pembrolizumab (n = 18) o atezolizumab (n = 50). Veinte (19%) de los
105 pacientes tuvieron un ECOG PS 2 y catorce (13%) y veinte (19%) presentaron
metastasis cerebrales y hepaticas previas al inicio del tratamiento con inmunoterapia
respectivamente. El 14% requirieron dosis de corticoides orales >10 mg de prednisona
0 equivalente previo al tratamiento con anti-PD1/PD-L1, generalmente en el contexto
del tratamiento sintomatico de metdstasis cerebrales. Las caracteristicas basales de los
pacientes se resumen en la Tabla 11.
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Tabla 11. Caracteristicas basales de los pacientes (N = 105)

Tabla 11. n=%

Edad, afos (mediana, rango) 63 (38-80)
Género

Varones 81(77,1%)
Mujeres 24 (22,9%)
Habito tabaquico

Fumadores activos 44 (41,9%)
Exfumadores 53 (50,5%)
No fumadores 8 (7,6%)

Historia familiar de cancer de pulmén

11 (10,5%)

Antecedente de neoplasia

31(29,5%)

Sincronica 7 (6,7%)
Metacrénica 22 (21%)
Ambas 2 (1,9%)
Enfermedad autoinmune 9 (8,6%)
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC)

No 67 (63,8%)
Grado leve 15 (14,3%)
Grado moderado 16 (15,2%)
Grado grave 7 (6,7%)
Enfermedad cardiovascular 27 (25,7%)
Histologia

Adenocarcinoma 60 (57,1%)
Escamosa 38 (36,2%)
Otra 7 (6,7%)

Estadio inicial
I-11
1
\%

15 (14,3%)
33 (31,4%)
57 (54,3%)

Rebiopsia previa a inicio de inmunoterapia

40 (38,1%)

Tejido en el que se analiza expresion de PD-L1 al diagndstico
Tumor primario

Adenopatia regional (N1-N3)

Metastasis

No analizado o desconocido

61 (58,1%)
10 (9,5%)
23 (21,9%)
11 (10,5%)

Expresion PD-L1 (célula tumoral)

<1% 44 (41,9%)
1-49% 41 (39%)
>50% 13 (12,4%)
Desconocida 7 (6,7%)
Biomarcadores (mutaciones)

EGFR 1/60 (1,6%)
ALK/ROS1 0/60 (0%)
BRAF 1/60 (1,6%)
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Descriptor M1 previo a inicio de inmunoterapia

MO 8 (7,6%)
M1la 20 (19%)
M1b (oligometastdsico) 16 (15,2%)
Mlc 61 (58,1%)
N2 localizaciones metastasicas previas al inicio inmunoterapia

0 8 (7,6%)
1 36 (34,3%)
2 27 (25,7%)
>3 34 (32,4%)
Carga tumoral basal pre-inmunoterapia, mm (n = 87)

Media 80,29
Mediana 65
Rango (11-222)
Localizaciones metastasicas previas al inicio inmunoterapia

Adenopatias no regionales 21 (20%)
Pulmdn contralateral 48 (45,7%)
Higado 20 (19%)
Hueso 40 (38,1%)
Cerebro 14 (13,3%)
Suprarrenal 19 (18,1%)

Pleura/pericardio
Partes blandas
Linfangitis carcinomatosa

30 (28,6%)
9 (8,6%)
7 (6,7%)

ECOG PS previo a tratamiento con inmunoterapia
0

12 (11,4%)

1 73 (69,5%)
2 20 (19%)
Tratamiento anti-PD1/PD-L1

Nivolumab 37 (35,2%)

Pembrolizumab
Atezolizumab

18 (17,1%)
50 (47,6%)

Linea de tratamiento anti-PD1/PD-L1
22 linea
>32 |inea

81 (77,1%)
24 (22,9%)

Contexto quimioterapia previa a inumunoterapia
Neoadyuvancia/adyuvancia

Quimiorradioterapia concomitante radical
Quimiorradioterapia secuencial radical

12 (11,4%)
15 (14,3%)
12 (11,4%)

Quimioterapia paliativa de 12 linea 84 (80%)
Tratamiento quimioterapia previo

Platino-pemetrexed 42 (40%)
Carboplatino-paclitaxel 20 (19%)
Platino-vinorelbina 20 (19%)
Platino-gemcitabina 15 (14,3%)
Carboplatino-paclitaxel-bevacizumab 4 (3,8%)
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Tiempo a la progresion desde inicio de quimioterapia

< 3 meses 20 (19%)
3-6 meses 29 (27,6%)
6-12 meses 36 (34,3%)
> 12 meses 18 (17,1%)
Desconocido 2 (1,9%)
Corticoesteroides orales previos al tratamiento con inmunoterapia

No 82 (78,1%)
Si (< 10 mg de prednisona o equivalente) 8 (7,6%)
Si (> 10 mg de prednisona o equivalente) 15 (14,3%)
Antibioticos previos al tratamiento con inmunoterapia (30 dias) n = 97 18 (17,1%)

2. DATOS DE EFICACIA

La mediana de seguimiento de la serie fue de 11,7 meses (rango intercuartilico
4,5-22,4 meses). La Tasa de Respuesta Objetiva (TRO) fue del 20%. La tasa de control de
enfermedad fue del 49,5%, 31 pacientes (29,5%) alcanzaron una estabilizacién de la
enfermedad como mejor respuesta a inmunoterapia. Nueve pacientes no fueron
evaluables por fallecer antes de la primera evaluacién de respuesta. El grupo de
respondedores incluyd a 8 pacientes con RC (7,6%), a 13 pacientes con RP (12,4%) y a
22 pacientes con EE durante mas de 6 meses (20,9%), mientras que, el grupo de no
respondedores incluyd a 8 pacientes con EE durante menos de 6 meses (7,6%) y a 44
pacientes con PE como mejor respuesta (41,9%). Un paciente no fue evaluable en esta
agrupacion por fallecer antes de los 6 meses con EE (Tabla 12). La mediana de SLP y SG
de los 105 pacientes fue de 3 meses (IC 95% 1,1-4,8) y 12,3 meses (IC 95% 10,3-14)
respectivamente (Figura 21). La tasa de SLP a los 12, 24 y 36 meses fue del 22,3%, 13,2%
y 12,1% y la tasa de SG a los 12, 24 y 36 meses fue del 49,1%, 23,6% y 14,5%
respectivamente. La tasa de largos supervivientes fue del 10,2% a los 4 afios. En el
momento del anadlisis de los datos (2-Agosto-2022), 6 pacientes estaban todavia en
curso de tratamiento sin evidencia de progresién, 8 pacientes no habian progresado
pero no continuaban tratamiento con inmunoterapia por toxicidad o por cumplir el plan
terapéutico pre-establecido (35 ciclos), 2 estaban vivos tras haber progresado a
inmunoterapia y 89 habian fallecido.

Tabla 12. Grupos en funcidon de respuesta RECIST (N = 95)

Tabla 12 RC RP EE EE PE

> 6 meses < 6 meses
Grupo de respondedores 8/95 13/95 22/95 - -
(N=43)
Grupo de no respondedores - - - 8/95 44/95
(N =52)
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Figura 21. SLP y SG del total de la serie de pacientes (n=105)

3. ASOCIACION ENTRE VARIABLES CLINICAS Y
SUPERVIVENCIA

Analisis univariante Kaplan-Meier para SLP y SG

La tabla 13 muestra los resultados del analisis Kaplan-Meier univariante para
SLP y SG en funcidn de variables clinicas. La dicotomizacién de las variables clinicas
introducidas para el analisis univariante en el modelo fue la siguiente: edad (<63 vs 263
afios (mediana) y <70 vs 270 aios), género (vardn vs mujer), presencia de comorbilidad
como EPOC o enfermedad autoinmune (si vs no), ECOG-PS previo a inmunoterapia (0-1
vs 2), tipo histoldgico (carcinoma escamoso vs no escamoso), descriptor M1 previo al
inicio de inmunoterapia (M0-M1a-M1b vs M1c), nimero de localizaciones metastasicas
(<3 vs 23), carga tumoral (< 65 mm vs > 65 mm —mediana-), presencia de metastasis
cerebrales o hepaticas previas al inicio de inmunoterapia (si vs no), estadio inicial
(estadio I-1I-Ill vs IV), expresiéon de PD-L1 (<1% vs 21% y <50% vs 250%), tiempo a la
progresion desde el inicio de la QT de 12 linea (<3 meses vs 23 meses), linea de
tratamiento de inmunoterapia (22 linea vs 232 linea), respuesta objetiva a
inmunoterapia (RC o RP vs EE o PE), tipo de respuesta (respondedor vs no respondedor),
necesidad de corticoides orales >10 mg de prednisona o equivalente o de antibiéticos
previos a inicio de inmunoterapia (si vs no), desarrollo de toxicidad inmunomediada de
cualquier grado o grado 3/4 con el tratamiento (si vs no) y RNL en funcidn de punto de
corte del valor de la mediana (<4 vs >4).
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El analisis univariante para SLP mostré una mayor SLP para aquellos pacientes
con ECOG-PS 0-1 (p=0,005), descriptor M0-M1a-M1b (p=0,012), carga tumoral <65 mm
(p=0,043), PD-L1 >50% (p<0,0001), tiempo a la progresion desde el inicio de
guimioterapia de 12 linea >3 meses (p=0,023) y presencia de toxicidad inmunomediada

(p <0,0001) de forma estadisticamente significativa (Tabla 13).

El analisis univariante para SG objetivd una mayor SG para aquellos pacientes
con ECOG-PS 0-1 (p <0,0001), descriptor MO-M1a-M1b (p=0,014), carga tumoral <65
mm (p=0,006), expresion de PD-L1 >50% (p=0,001), tiempo a la progresién desde el
inicio de QT de 12 linea 23 meses (p=0,011), respuesta objetiva (RC o RP; p<0,0001) o
paciente respondedor (RC-RP-EE >6 meses; p<0,0001), ausencia de toma de antibidticos

previo a inmunoterapia (p=0,04), desarrollo de toxicidad inmunomediada de cualquier
grado (p<0,0001) y RNL <4 (p=0,028) de forma estadisticamente significativa (Tabla 13).

Tabla 13. Asociacidn entre variables clinicas y resultados de supervivencia

Variables clinicas mSLP mSG
Edad mediana 2,99 vs 2,89 meses 12,68 vs 11,72 meses
(<63 vs 263) p=0,556 p=0,264
Edad 70 afios 2,59 vs 5,94 meses 12,68 vs 10,84 meses
(< 70vs 270) p=0,368 p=0,316
Género 2,76 vs 4,56 meses 12,15 vs 11,82 meses
(varon vs mujer) p=0,515 p=0,319
Enfermedad autoinmune 4,83 vs 2,89 meses 5,65 vs 12,15 meses
(si vs no) p=0,313 p=0,532
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (si vs 2,99 vs 2,89 meses 11,66 vs 12,64 meses
no) p=0,862 p=0,66
ECOG-PS 4,83 vs 1,87 meses 13,53 vs 2,89 meses
(0-1vs 2) p=0,005 p<0,0001
HR 2,06 (1,23-3,45) HR 3,31 (1,95-5,6)

p=0,006 p<0,0001
Histologia 5,32 vs 2,72 meses 10,87 vs 12,64 meses
(escamosa vs no escamosa) p=0,378 p=0,8
Descriptor M 6,4 vs 2,56 meses 14,78 vs 9,79 meses
(M0-M1a-M1b vs M1c) p=0,012 p=0,014

HR 1,71 (1,11-2,63) HR 1,7 (1,1-2,61)

p=0,014 p=0,016
Localizaciones M1 4,83 vs 2 meses 12,68 vs 6,14 meses
(<3vs2>3) p=0,068 p=0,067
Carga tumoral 6,4 vs 2,79 meses 14,91 vs 9,88 meses
(< 65vs 265 mm) p=0,043 p=0,006
N=87 HR 1,59 (1,009-2,51) HR 1,89 (1,18-3,01)

p=0,046 p=0,007
Estadio inicial 4,6 vs 2,59 meses 11,82 vs 12,15 meses
(1-1-11 vs 1V) p=0,239 p=0,649
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Expresion PD-L1
(< 1% vs = 1%)
N=98

2,07 vs 5,02 meses
p=0,137

2,56 vs NR meses

10,67 vs 14,91 meses
p=0,09

10,87 vs NR meses

Expresion PD-L1 p<0,0001 p=0,001
(<50% vs = 50%) HR 0,19 (0,07-0,49) HR 0,24 (0,09-0,6)
p<0,0001 p=0,002
Linea inmunoterapia 2,76 vs 4,07 meses 11,72 vs 12,68 meses
(22 linea vs 232 linea) p=0,336 p=0,546
Tiempo a la progresion tras 12 linea QT 4,6 vs 2,03 meses 12,68 vs 4,6 mese
(= 3 meses vs < 3 meses) p=0,023 p=0,011
HR 1,82 (1,07-3,1) HR 1,95 (1,15-3,31)
p=0,026 p=0,013
Metastasis cerebrales 2,03 vs 3,94 meses 7,65 vs 12,28 meses
(si vs no) p=0,666 p=0,618
Metastasis hepaticas 2,49 vs 4,07 meses 7,65 vs 12,28 meses
(si vs no) p=0,231 p=0,178
Respuesta objetiva NR vs 10,87 meses
(RC o RP vs EE o PE) - p<0,0001
HR 7,28 (3,28-16,13)
p<0,0001
Tipo de respuesta 24,67 vs 7,22 meses
(respondedor vs no respondedor) - p<0,0001
HR 4,11 (2,53-6,67)
p<0,0001
Corticoides pre-inmuno 3,94 vs 2,26 meses 12,35 vs 3,02 meses
(no 0 < 10 mg prednisona vs = 10 mg prednisona) p=0,499 p=0,102
Antibidticos preinmuno 1,84 vs 4,56 meses 8,67 vs 13,5 meses
(si vs no) p=0,085 p=0,04
HR 1,74 (1,01-3,00)
p=0,043
Toxicidad inmunomediada 2,13 vs 9,56 meses 9,88 vs 20,27 meses
(no vs si) p<0,0001 p<0,0001
HR 0,33 (0,21-0,53) HR 0,34 (0,21-0,55)
p<0,0001 p<0,0001
No toxicidad o G1 vs 2G2 2,59 vs 10,11 meses 10,84 vs 20,83 meses
p<0,0001 p<0,0001
HR 0,36 (0,22-0,61) HR 0,37 (0,22-0,62)
p<0,0001 p<0,0001
Toxicidad grado 3-4 7,19 vs 4,07 meses 17,84 vs 12,68 meses
(si vs no) p=0,892 p=0,616

RNL mediana
(< 4,07 vs 24,07)

5,97 vs 2,13 meses
p=0,136

14,55 vs 8,67 meses
p=0,028

HR 1,58 (1,04-2,41)
p=0,03
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4. RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS POBLACIONES
CELULARES INMUNES

Se llevaron a cabo analisis de las poblaciones celulares circulantes en 14 Healthy
Donors (HD). La mediana del porcentaje de MDSCs totales para 14 HD fue de 1,97% y
para Treg fue de 0,79%. La mediana de MDSCs totales con respecto a las PBMCs de
nuestra serie fue del 6,6% (rango 0,5-39,8%) siendo la subpoblacion predominante las
PMN-MDSCs (mediana 3,09%; rango 0,02-38,39%). La mediana de MDSCs totales fue
significativamente mayor en los pacientes con CPNM con respecto a los HD, tanto en la
poblacién MO (p=0,015) como M1 (p=0,001) (Figura 22). La poblacién de linfocitos Treg
supuso un 1,15% (mediana) respecto a la celularidad total (rango 0,05-4,2%) (Tabla 14,
Figura 23).
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Figura 22. Proporcion de MDSCs totales en HD y pacientes con CPNM MO y M1

Tabla 14. Proporciones de poblaciones celulares inmunes circulantes basales

Poblacion celular Mediana Minimo Maximo Desviacion Coeficiente de
estandar variacion
Monocitos 12,07 2,22 50,74 9,14 63,3%
MDSCs totales 6,64 0,54 39,84 7,39 83,3%
PMN-MDSCs 3,09 0,02 38,39 6,65 125,5%
M-MDSCs 1,48 0,06 10,33 1,82 91,6%
e-MDSCs 1,24 0,06 7,02 1,24 80,1%
Linfocitos CD4+ 24,18 0,04 53,95 11,73 47,4%
Linfocitos CD8+ 17,56 0,05 46,75 9,44 51,2%
Linfocitos Treg 1,15 0,05 4,2 0,79 60%
Células NK 7,75 0,05 30,08 6,18 69,4%
Células NK-T 1,3 0,01 25,51 5,68 164,9%
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Figura 23. Proporciones de poblaciones celulares inmunes circulantes basales
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4.1. Asociacidn entre poblaciones celulares circulantes y respuesta

No se encontraron diferencias en la proporcion de MDSCs totales vy
subpoblaciones basales entre el grupo de respondedores y el grupo de no
respondedores a inmunoterapia (Test Chi-cuadrado, p=NS). No se encontraron
diferencias en la proporcidn basal de otras poblaciones celulares circulantes (linfocitos
T CD4+, CD8+, Treg, monocitos, células NK y NKT) entre el grupo de respondedores y el
grupo de no respondedores a inmunoterapia (Test Chi-cuadrado, p=NS).

4.2. Asociacion entre poblaciones celulares mieloides circulantes y
supervivencia

La tabla 15 muestra los resultados del analisis Kaplan-Meier univariante para
SLP y SG en funcidn de las poblaciones inmunes circulantes basales. La proporcion de
las diferentes poblaciones celulares (MDSCs totales, PMN-MDSCs, M-MDSCs, e-MDSCs,
monocitos, Treg, CD4+, CD8+, NK y NT-K) estad dicotomizada en funcién del punto de
corte del valor de la mediana del porcentaje de células respecto a la celularidad total
(“high” vs “low”, alto vs bajo).

En el analisis de las poblaciones celulares mieloides (MDSC totales y subpoblaciones),
no encontramos diferencias estadisticamente significativas en las medianas de SLP
(mSLP) en los pacientes con unos niveles basales totales de MDSCs “high” vs “low”. Sin
embargo, si que observamos una mayor mediana de SG (mSG) en el andlisis con test log-
rank en los pacientes con una proporcién basal de MDSCs totales y PMN-MDSCs “low”
respecto al grupo de MDSCs totales y PMN-MDSCs “high” (MDSCs totales: 14,8 vs 9,6
meses; p=0,01) (Figura 24) y PMN-MDSCs: 14,2 vs 10,7 meses; p=0,04) (Figura 25). No
encontramos diferencias en las mSG en el resto de subpoblaciones de células mieloides
basales (monocitos, M-MDSCs y e-MDSCs).
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Figura 24. Curvas de SLP y SG en funcidn del % de MDSCs totales circulantes basales

MDSC': Proporcion MDSCs totales low. MDSC": Proporcion MDSCs totales high.
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Figura 25. Curvas Kaplan-Meier de SLP y SG en funcidn del porcentaje absoluto de PMN-
MDSCs totales circulantes basales

PVIN-MDSC': Proporcién PMN-MDSCs low. PMN-MDSC": Proporcién PMN-MDSCs high.

4.3. Asociacion entre poblaciones celulares linfoides circulantes y
supervivencia

En el andlisis de las poblaciones celulares linfoides (linfocitos T CD4+, CD8+,
Treg, NK y NK-T), no encontramos diferencias estadisticamente significativas en las
mSLP en los pacientes con unos niveles basales totales “high” vs “low”. Sin embargo, si
que observamos una mayor mSG en el analisis con test log-rank en los pacientes con
una proporcién basal de Treg “high” respecto al grupo de Treg “low” (14,8 vs 9,8 meses;
p=0,02) (Figura 26). No encontramos diferencias en las mSG en el resto de poblaciones
de células linfoides basales (CD4+, CD8+, NK y NK-T) (Tabla 15).
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Figura 26. Curvas de SLP y SG en funcion del porcentaje de Treg circulantes
(%Treg': Proporcidn Treg low. %Treg": Proporcién Treg high)
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Tabla 15. Analisis univariante para SLP y SG de las poblaciones celulares inmunes (N=105)

Poblaciones celulares circulantes basales mSLP mSG
MDSCs totales 4,56 vs 2,49 meses 14,78 vs 9,59 meses
(L: <6,6% vs H: 26,6%) p=0,119 p=0,012
HR 1,71 (1,12-2,62)
p=0,013
PMN-MDSCs respecto a PBMCs 3,25 vs 2,89 meses 14,22 vs 10,67 meses
(L: < 3% vs H: > 3%) p=0,333 p=0,041
HR 1,55 (1,01-2,37)
p=0,043
e-MDSCs respecto a PBMCs 2,56 vs 4,6 meses 10,21 vs 12,35 meses
(L: <1,2% vs H: 21,2%) p=0,603 p=0,76

(L: <1,5% vs H: > 1,5%)

M-MDSCs respecto a PMBCs

3,94 vs 2,56 meses
p=0,252

12,35 vs 10,84 meses
p=0,227

Treg respecto a celularidad total

2,56 vs 5,97 meses

9,79 vs 14,78 meses

(L:<1,1% vs H: 2 1,1%) p=0,228 p=0,025
N=97 HR 0,60 (0,38-0,94)
p=0,027

NK
(L: <7, 7% vs H: 2 7,7%)
N=103

2,89 vs 3,25 meses
p=0,437

11,82 vs 12,35 meses
p=0,42

CD4+
(L: <24,2% vs H: > 24,2%)

2,79 vs 5,94 meses

11,66 vs 14,78 meses

N=103

N=98 p=0,746 p=0,274
CD8+ 2,13 vs 4,6 meses 10,67 vs 12,68 meses
(L: <17,6% vs H: > 17,6%) p=0,291 p=0,319

Monocitos
(L: <12% vs H: = 12%)

2,76 vs 4,56 meses
p=0,783

12,64 vs 11,72 meses
p=0,302

4.4. Analisis multivariante regresion de COX

En el andlisis multivariante de Cox se confirmd que las Unicas variables clinicas
gue mantenian significacion estadistica de forma independiente para una mayor SLP
fueron el desarrollo toxicidad inmunomediada de cualquier grado comparado con la no
aparicién de toxicidad (HR 0,36; p<0,0001) y la expresién de PD-L1 TPS 250% (HR 0,25;
p=0,009), mientras que, el descriptor M1c frente a M0-M1a-M1b se asocié de una forma
independiente a una menor SLP (HR 1,84; p=0,015) (Tabla 16).
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En el andlisis multivariante de Cox para SG se incluyeron en el modelo las
variables clinicas y citométricas en las que encontramos diferencias estadisticamente
significativas en SG en el andlisis univariante. Los Unicos factores que mantienen la
significaciéon estadistica de forma independiente para una menor SG fueron el tipo de
respuesta (no respondedor vs respondedor: HR 6,41; p<0,0001), ECOG (2 vs 0-1: HR
6,08; p<0,0001), el descriptor M1 previo a inmunoterapia (M1c vs M0-M1a-M1b: HR
3,04; p=0,001), el RNL (24 vs <4: HR 3,35; p < 0,01) y las MDSCs totales circulantes
basales (26,3% vs <6,3%: HR 2,18; p=0,015) (Tabla 17).

Tabla 16. Resumen analisis multivariante de Cox para SLP de variables clinicas y citométricas

Factor Comparacion EVETL] IC 95% p valor
Ratio

Toxicidad inmunorelacionada Sivs No 0,36 0,21-0,60 <0,0001
Expresion PD-L1 <50% vs 250% 0,25 0,08-0,70 0,009
Descriptor M1 MO0-M1a-M1b vs M1c 1,84 1,12-3,02 0,025
ECOG 0-1vs?2 p=0,322
Tiempo a la progresion desde <3 vs 23 meses p=0,169
inicio QT 12 linea

Tabla 17. Resumen analisis multivariante de Cox para SG de variables clinicas y citométricas

Factor Comparacion Hazard IC 95% p valor
Ratio
Tipo de respuesta Respondedor vs No 6,41 3,36-12,21 <0,0001
respondedor
ECOG 0-1vs2 6,08 2,20-16,75 <0,0001
Descriptor M1 previo a MO0O-M1a-M1b vs Mlc 3,04 1,59-5,81 0,001
inmunoterapia
RNL <4vs>4 2,35 1,22-4,51 0,01
(punto corte mediana)

MDSC totales High vs low 2,18 1,16-4,12 0,015
Antibidticos preinmuno Si vs No 0,219
Toxicidad inmunorelacionada Sivs No 0,247
Expresion PD-L1 <50% vs 250% 0,051
PMN-MDSCs basales High vs low 0,645
Treg basales High vs low 0,492
Tiempo a la progresion desde < 3 meses vs > 3 meses 0,598
inicio QT 12 linea
Carga tumoral <65 mmyvs 265 mm 0,098
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4.5. Asociacion entre MDSCs y RNL

Se disponia del recuento de neutrdfilos y linfocitos totales para el cdlculo de la
RNL previa al inicio de inmunoterapia de los 105 pacientes de nuestra serie. La mediana
de RNL fue de 4,07 (rango 1,07-31,09). No encontramos diferencias en las mSLP en
funcién de RNL basal. Sin embargo, en el andlisis univariante de supervivencia se
objetivé que los pacientes con RNL por encima del punto de corte de la mediana (=4)
presentaron una mSG inferior al grupo de pacientes con RNL <4 de forma
estadisticamente significativa (HR 1,58; p=0,03) (Figura 27).
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Figura 27. Curvas de supervivencia que muestran el impacto en SLP y SG de RNL basal
dicotomizado por el punto de corte de la mediana

(NLR': Ratio Neutréfio/Linfocito low. NLR": Ratio Neutréfilo/Linfocito high).

PMN-MDSCs constituyen la subpoblacién mayoritaria de MDSCs en pacientes con
CPNMa, podemos observar, una correlacion fuerte entre ambas poblaciones celulares
en nuestra serie (r de Pearson = 0,88 [IC 95% 0,83-0,92]; p<0,0001). Tanto la proporcién
de MDSC totales (r de Pearson = 0,39 [IC 95% 0,21-0,54]; p<0,0001) como de PMN-MDSC
basales circulantes (r de Pearson = 0,38 [IC 95% 0,20-0,53]; p<0,0001) presentaron una
correlacién directa con el RNL (Figura 28). Los pacientes con una proporcién “low” de
MDSCs totales tuvieron también valores “low” de RNL (p=0,0007) y RPL (p=0,01), de esta
manera, el 64% de los pacientes con una proporcion de MDSCs “low” tuvieron también
unos niveles bajos de RNL y RPL (Chi-cuadrado; p=0,02) (Figura 29).
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Si combinamos estas variables (RNL y RPL) con la proporcion de MDSCs totales
mejoramos considerablemente la capacidad predictiva de supervivencia tras
inmunoterapia como podemos observar en la figura 30. De esta forma, los pacientes
con unos niveles “low” de MDSCs, RNL y RPL alcanzaron mSLP y mSG mayores que
aquellos pacientes con niveles “high” para las tres variables (mSLP: 8,9 vs 2,2 meses;
p=0,02 y mSG: 20,3 vs 7,2 meses; p=0,0008). Ademds, agrupando las tres variables
podemos identificar a los pacientes con mayor probabilidad de presentar una
supervivencia prolongada tras inmunoterapia, asi, el 83% de los pacientes MDSCs, RNL
y RPL “low” tuvieron una supervivencia superior a 2 anos, mientras que, el 82% de los
pacientes con niveles “high” de las 3 variables fallecieron en los 3 primeros meses (Chi-
cuadrado; p=0,003) (Figura 31).
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Figura 28. Correlacion entre MDSCs y subpoblaciones con RNL/RPL
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Figura 29. Correlacion entre proporcion de MDSCs high/low y RNL/RPL high/low
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Figura 30. Curvas de SLP y SG en funcién de proporciéon de MDSCs y RNL/RPL high vs low
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Figura 31. Correlacion entre niveles de MDSCs, RNL y RPL high vs low con probabilidad de larga
supervivencia (>24 meses) y muerte precoz (<3 meses)
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5.

RESULTADOS ANALISIS DE VARIABLES GENICAS EN MDSCs

Se llevé a cabo un andlisis de transcriptdomica en las MDSCs circulantes aisladas

de 14 HD y de 100 pacientes con CPNMa tratados con ICls. En la tabla 18 se resumen las

medianas de expresion y rangos de los genes de la via Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1

analizados en las MDSCs aisladas de los pacientes de nuestra serie. No encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre las medianas de expresion de genes de
la via Notch en MDSCs en los pacientes con CPNMa con respecto a HD (Figura 32).

Tabla 18. Medianas de expresion de genes via Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 en MDSCs

Gen via Notch Mediana Rango
NOTCH1 1,13 <0,0001-7,19
NOTCH2 1,32 0,07-19,65
JAG1 1,31 0,38-19,04
JAG2 0,42 0,008-5,57
HES1 1,03 0,74-46,09
HEY1 1,22 0,07-10,94
PD-L1 1,39 0,021-14,97
ARG1 2,07 0,03-14,95
IDO1 0,44 0,006-11,10
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Figura 32. Expresion de genes Notch en MDSCs en HD y pacientes con CPNMa
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5.1. Asociacion entre expresion de genes en MDSCs y respuesta

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de respondedores y

el grupo de no respondedores a inmunoterapia, ni en los genes de la via Notch (Test Chi-
cuadrado, p=NS) (Figura 33), ni en la expresion de PD-L1, ARG1 e IDO1 en MDSCs
circulantes basales (Test Chi-cuadrado, p=NS) (Figura 34).

3017

I JAGL1 low
I JAG1 high

NUmero de pacientes

Respondedor No respondedor
Test Chi-square
Chi-square, df | 0.02404, 1
z 0.1550
P value 0.8768

Figura 33. Correlacion entre expresion de genes via Notch en MDSCs y respuesta
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Figura 34. Correlacion entre expresion de PD-L1 e IDO1 en MDSCs y respuesta

94



5.2. Asociacion entre expresion de genes en MDSCs y supervivencia

La tabla 19 muestra los resultados del analisis Kaplan-Meier univariante para
SLP y SG en funcién de la expresion de genes de la via Notch en MDSCs circulantes
previas al inicio del tratamiento. La expresion de los diferentes genes de la via Notch
(NOTCH1-2, JAG1-2, HES1, HEY1) esta dicotomizada en funcién del punto de corte del
valor de la mediana (“high” vs “low”).

En el analisis de expresion de genes en funcion de las mSLP, encontramos diferencias
estadisticamente significativas en los pacientes con unos niveles de expresién de JAG1
y HES1 en MDSCs “high” vs “low”. De esta manera, observamos una mayor mSLP en el
analisis con test log-rank en los pacientes con un nivel de expresién de JAG1 y HES1 en
MDSCs “low” respecto al grupo con un nivel de expresion “high” (JAG1: 4,56 vs 2,9
meses; p=0,03 y HES1: 5 vs 2,2 meses; p=0,004) (Figura 35). No encontramos diferencias
significativas en las mSLP en la expresion del resto de genes.

En el anadlisis de expresion de genes en funcion de las mSG, encontramos
diferencias estadisticamente significativas en los pacientes con unos niveles de
expresion de NOTCH1, PD-L1 y HES1 en MDSCs “high” vs “low”. De esta manera,
observamos una mayor mSG en los pacientes con un nivel de expresion de NOTCH1 y
PD-L1 en MDSCs “low” respecto al grupo con un nivel de expresion “high” (NOTCH1:
13,8 vs 11,8 meses; p=0,04 y PD-L1: 15,4 vs 11,7 meses; p=0,01) (Figura 36). Por su parte,
los pacientes con un nivel de expresién de IDO1 en MDSCs “high” presentaron una
mayor mSG respecto al grupo con un nivel de expresion “low” (14,2 vs 7 meses; p=0,05)
(Figura 37). No encontramos diferencias en las mSG en la expresidn del resto de genes

analizados.
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Figura 35. Curvas de SLP en funcion de expresion de JAG1 y HES1 en MDSCs
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Tabla 19. Analisis univariante Kaplan-Meier para SLP y SG

Gen via Notch en MDSCs mSLP mSG
Expresion NOTCH1 5,02 vs 2,76 meses 13,86 vs 11,82 meses
(L: <1,13 vs H: 21,13) p=0,273 p=0,047
HR 1,56 (1,00-2,43)
p=0,048
Expresion NOTCH2 3,25 vs 2,79 meses 10,84 vs 13,53 meses
(L:<1,32 vs H: 21,32) p=0,870 p=0,749
Expresion JAG1 4,56 vs 2,89 meses 12,35 vs 12,64 meses
(L:<1,31 vs H: 21,31) p=0,03 p=0,094
HR 1,61 (1,04-2,49)
p=0,032
Expresion JAG2 2,89 vs 4,07 meses 12,74 vs 12,15 meses
(L: <0,42 vs H: 20,42) p=0,961 p=0,701
Expresion HES1 5,02 vs 2,23 meses 12,74 vs 9,88 meses
(L: <1,03 vs H: 21,03) p=0,004 p=0,217
HR 1,85 (1,2-2,86)
p=0,005
Expresion HEY1 4,56 vs 2,23 meses 11,82 vs 12,74 meses
(L: <1,22 vs H: 21,22) p=0,348 p=0,831
Expresion PD-L1 3,94 vs 2,76 meses 15,37 vs 11,72 meses
(L: <1,39 vs H: 21,39) p=0,202 p=0,015
HR 1,71 (1,10-2,65)
p=0,017
Expresion ARG1 5,97 vs 2,23 meses 13,50 vs 11,66 meses
(L: <2,07 vs H: 22,07) p=0,067 p=0,231
Expresion IDO1 2,49 vs 3,94 meses 7,06 vs 14,22 meses
(L: <0,44 vs H: 20,44) p=0,461 p=0,056
HR 0,65 (0,4-1,01)
p=0,056

5.3. Combinacidon de genes de la via Notch en MDSCs y supervivencia

Si combinamos la expresion de diferentes genes de la via Notch en MDSCs
podemos mejorar la capacidad predictiva de SLP y SG tras inmunoterapia tal y como
observamos en las figuras 38A, 38B, 38Cy 38B.
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Figura 38. Combinacion de expresion entre diferentes genes via Notch y SLP/SG
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5.4. Evolucion dinamica expresion de JAG1 en MDSCs y supervivencia

Determinamos los niveles de expresion de JAG1 en MDSCs circulantes previo al
inicio del tratamiento con IClIs (basal) y en el momento de la primera evaluacién de
respuesta (E1) en 19 pacientes con CPNMa en los que disponiamos de datos completos
y analizamos si existian diferencias en SLP y SG seguln unos niveles de expresidon “high”
o “low” en ambos momentos. De esta manera, la mSLP y la mSG de los pacientes que
mantenian una alta expresién de JAG1 en MDSC tanto en el momento basal como en E1
fueron menores que aquellos que mantenian una baja expresién de forma
estadisticamente significativa (p=0,01 y p=0,02, respectivamente) (Figura 39).
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Figura 39. Curvas de SLP y SG en funcién de expresion de JAG1 en MDSCs en basal y E1

5.5. Andlisis multivariante regresion de COX

En el analisis multivariante de Cox para SLP y SG se incluyeron en el modelo las
variables clinicas y de transcripcién de genes de la via Notch en las que encontramos
diferencias estadisticamente significativas en el analisis univariante (n=100).

En el andlisis multivariante de Cox, se confirmo que las Unicas variables que mantenian
significacion estadistica de forma independiente para una mayor SLP fueron el
desarrollo toxicidad inmunomediada de cualquier grado comparado con la no aparicion
de toxicidad (HR 0,34; p<0,0001) y la expresion de PD-L1 >250% (HR 0,19; p=0,007),
mientras que, una alta expresién de JAG1 en MDSCs circulantes se asocid de una forma
independiente a una menor SLP (HR 1,72; p=0,03) (Tabla 20).
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En el analisis multivariante de Cox para SG los Unicos factores que mantienen la
significaciéon estadistica de forma independiente para una menor SG fueron el tipo de
respuesta (no respondedor vs respondedor: HR 4,38; p<0,0001), el ECOG (2 vs 0-1: HR
3,7; p=0,003), el descriptor M1 previo a inmunoterapia (M1c vs MO-M1a-M1b: HR 2,46;
p=0,002) y un nivel de expresion alto de PD-L1 en MDSCs circulantes (High vs low: HR
2,25; p=0,004), mientras que, una alta expresion de IDO1 en MDSCs (High vs low: HR
0,45; p=0,006) y el desarrollo de toxicidad inmunomediada (si vs no: HR 0,49; p=0,03) se
asocioé de forma independiente con una mayor mSG (Tabla 21).

Tabla 20. Resumen analisis multivariante del modelo de Cox para SLP

Factor Comparacion Hazard IC 95% p valor
Ratio

Toxicidad inmunorelacionada Sivs No 0,34 0,20-0,58 <0,0001
Expresion PD-L1 <50% vs 250% 0,19 0,05-0,63 0,007
Expresion JAG1 High vs Low 1,72 1,04-2,85 0,035
Expresion HES1 High vs low 0,264
ECOG 0-1vs2 0,22
Descriptor M1 MO0-M1a-M1b vs M1c 0,054
Tiempo a la progresion desde <3 meses vs >3 meses 0,078
inicio QT 12 linea

Tabla 21. Resumen analisis multivariante del modelo de Cox para SG

Factor Comparacion Hazard IC 95% p valor
Ratio
Tipo de respuesta Respondedor vs No 4,38 2,24-8,56 <0,0001
respondedor

ECOG 0-1vs2 3,7 1,57-8,72 0,003
Descriptor M1 previo a MO-M1a-M1b vs Mlc 2,46 1,4-4,31 0,002
inmunoterapia
Expresion PD-L1 High vs low 2,25 1,3-3,89 0,004
Expresién IDO1 High vs low 0,45 0,26-0,79 0,006
Toxicidad inmunorelacionada Si vs No 0,49 0,26-0,94 0,032
Expresion PD-L1 <50% vs >50% 0,077
Expresion NOTCH1 High vs low 0,574
Tiempo a la progresion desde <3 meses vs >3 meses 0,686

inicio QT 12 linea
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5.6. Analisis multivariente de COX conjunto:
Variables clinicas, citométricas y transcriptomicas

Llevamos a cabo un analisis multivariante de Cox para SG en aquellos pacientes
en los que disponiamos de datos completos de variables clinicas, citométricas y
transcriptomicas (n=100). Los Unicos factores que mantienen la significacion estadistica
de forma independiente para una menor SG fueron el tipo de respuesta (no
respondedor vs respondedor: HR 4,7; p<0,0001), el descriptor M1 previo a
inmunoterapia (M1c vs M0-M1a-M1b: HR 3; p<0,0001), un nivel de expresion alto de
PD-L1 en MDSCs circulantes (High vs low: HR 2,8; p=0,001), el ECOG (2 vs 0-1: HR 2,62;
p=0,04), una proporcion alta de MDSCs totales (High vs low: HR 2; p=0,02), mientras
gue, una alta expresion de IDO1 en MDSCs (High vs low: HR 0,52; p=0,02) y el desarrollo
de toxicidad inmunomediada (si vs no: HR 0,39; p=0,009) se asocié de forma
independiente con una mayor mSG (Tabla 22).

Tabla 22. Resumen andlisis multivariante conjunto del modelo de Cox para SG

Comparacién Hazard IC 95% p valor
ratio
Tipo de respuesta Respondedor vs No 4,70 2,36-9,34  <0,0001
respondedor
Descriptor M1 previo a MO0-M1a-M1b vs Mic 3,03 1,66-5,55 <0,0001
inmunoterapia
Expresion PD-L1 High vs low 2,79 1,50-5,20 0,001
ECOG 0-1vs2 2,62 1,03-6,63 0,042
MDSCs totales basales High vs low 2,06 1,10-3,85 0,023
Expresion IDO1 High vs low 0,52 0,29-0,93 0,028
Toxicidad inmunorelacionada Sivs No 0,39 0,20-0,79 0,009
Expresion PD-L1 <50% vs >50% 0,184
Expresion NOTCH1 High vs low 0,460
Tiempo a la progresion desde <3 meses vs >3 meses 0,708
inicio QT 12 linea
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5.7. Correlacion entre genes de la via Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 en

MDSCs

En la figura 40 se resumen los coeficientes de correlacién r de Pearson con su

nivel de significacion (p-valor) entre los niveles de expresion de los diferentes genes de
la via Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 en MDSCs circulantes aisladas de los pacientes (n=100).
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Figura 40. Correlacion entre los niveles de expresion de genes via Notch en MDSCs
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6. RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS VARIABLES GENICAS EN
TEJIDO

Llevamos a cabo un andlisis de transcriptomica en genes de la via Notch, PD-L1,
ARG1 e IDO1 en muestras de biopsias de tejido tumoral parafinado obtenidas previas al
tratamiento con ICls en un total de 25 pacientes con CPNMa.

6.1. Asociacion entre expresion de genes en tejido y respuesta

Encontramos una correlacién entre una alta expresion de JAG1, HES1 e IDO1 en
tejido tumoral parafinado y ausencia de respuesta a inmunoterapia (Test Chi-cuadrado,
JAG1: p=0,01; HES1: p=0,02; IDO1: p=0,04) (Figura 41). No encontramos diferencias en
la expresién del resto de genes en biopsias tumorales entre el grupo de respondedores
y el grupo de no respondedores a inmunoterapia (Test Chi-cuadrado, p=NS).

Biopsias parafinadas Biopsias parafinadas
121 127 129
B HESL low = (DO1 low

. JAGL low
- i N
= JAGL high HESL high = D01 high

Biopsias parafinadas

Numero de pacientes
o
Numero de pacientes
(2}
Numero de pacientes

0 0- -
Respondedores  No respondedores Respondedores  No respondedores Respondedores  No respondedores
Test Chi-square Test Chi-square Test Chi-square
Chi-square, df  6.579, 1 Chi-square, df  4.812, 1 Chi-square, df  4.196, 1
z 2.565 z 2.194 z 2.048
P value 0.0103 P value 0.0283 P value 0.0405

Figura 41. Correlacion entre expresion de genes via Notch e IDO1 en tejido y respuesta
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V. DISCUSION

1.  ANALISIS DE POBLACIONES CELULARES CIRCULANTES

Durante las ultimas dos décadas, la inmunoterapia en diferentes modalidades se
ha incorporado en el arsenal terapéutico de los pacientes con CPNM alcanzado
respuestas profundas y duraderas en algunos casos. Sin embargo, muchos pacientes
presentan una resistencia, tanto primaria como adquirida, a estos tratamientos lo que
limita enormemente su eficacia. Dadas las limitaciones de los principales biomarcadores
predictivos de respuesta a terapia anti-PD1/PD-L1 de los que disponemos en la
actualidad (expresién de PD-L1 y TMB), existe un gran interés en la investigacion pre-
clinica y clinica en identificar marcadores inmunolégicos en sangre periférica. En este
sentido, se han publicado diferentes trabajos que evaltan la capacidad predictiva de
respuesta a ICls en CPNMa de distintas poblaciones celulares inmunes circulantes, asi
como, diferentes ratios entre estas poblaciones, entre los que cabe destacar el RNL (>,
Las células inmunosupresoras, tales como las MDSCs y Treg, interfieren en multiples
puntos de la respuesta inmune antitumoral. De esta manera, la eficacia de diferentes
estrategias de inmunoterapia basadas en células T, se correlaciona negativamente con
una proporcion elevada de MDSCs (252 233), Los ICls se disefiaron para promover la
reactivacion de células T anérgicas al interrumpir las interacciones entre receptores
inhibidores especificos de estas células y sus ligandos; sin embargo, la diversa gama de
funciones inmunosupresoras mediadas por las MDSCs puede impedir la capacidad de
estos agentes para inducir un efecto antitumoral (>4,

1.1. RNL como biomarcador pronostico y predictivo a ICls en CPNMa

La RNL constituye un marcador del grado de inflamacion sistémica y su elevacion
se ha asociado de forma consistente con un prondstico desfavorable en CPNM,
sugiriendo que la RNL se podria utilizar como un potencial biomarcador para predecir
la respuesta al tratamiento con anti-PD1/PD-L1, siendo particularmente ventajoso
dada su disponibilidad y naturaleza no invasiva. Esta hipdtesis ha sido puesta de
manifiesto en un metanalisis de 24 estudios publicado por Huang et al >3, en el cual se
ha mostrado que una RNL elevada previa al tratamiento con anti-PD1/PD-L1 fue
predictor de menor SG (HR=2,17; p<0,001), SLP (HR=1,54; p<0,001) y TRO (HR=0,64;
p=0,027) en CPNMa. Ademads, en un meta-analisis previo de 14 estudios en pacientes
con CPNM publicado por Gu et al %%, una RNL elevada antes del tratamiento también
mostré una peor SG y SLP (SG: HR 1,70; p <0,001 y SLP: HR 1,63; p <0,001). Estos
resultados estan en linea con los publicados en otros meta-analisis previos aunque con
un tamafio muestral relativamente pequefio (£10) y con los obtenidos en nuestro
trabajo en el que una RNL elevada (24) se comportd como un factor prondstico
independiente para una peor SG en el analisis multivariante (HR 2,35; p=0,01).
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No obstante, el valor de la RNL como biomarcador pronédstico y predictivo no esta
exento de criticas. En primer lugar, el punto de corte de la RNL varia ampliamente en los
diferentes estudios, lo que limita su utilidad clinica ?*”). Aunque un valor elevado de RNL
es claramente perjudicial, no sabemos cudl es el punto de corte dptimo para estimar el
prondstico en los pacientes tratados con ICls. Ademas, la RNL es un marcador dindmico
que varia a lo largo del tiempo durante el tratamiento de un paciente. Si bien en este
trabajo sélo hemos analizado la utilidad prondstica de los valores basales de RNL, otros
estudios también han explorado el cambio en la RNL durante el tratamiento para evaluar
tanto su valor prondstico como predictivo (%8 239 Por tanto, todavia no se ha
establecido de forma definitiva si una Unica determinacion de RNL o varias a lo largo del
tiempo es mejor para estimar el prondstico en pacientes tratados con ICls. En segundo
lugar, la mayoria de los estudios evaluados fueron de disefio retrospectivo, lo que puede
introducir un sesgo inevitable en la seleccidn de pacientes y la recopilacién de datos (269,

1.2. MDSCs como biomarcador prondstico y predictivo a ICls en CNMPa

Una de las poblaciones circulantes que mas interés ha despertado en los ultimos
afios en relacion con la terapia anti-PD1/PD-L1 en tumores sélidos y, en particular, en el
cancer de pulmon, es la poblacién de MDSCs. Cada vez hay mayor evidencia disponible
del papel clave de las MDSCs en la resistencia al tratamiento con anticuerpos que
intervienen en los puntos de control inmunoldégico. Nuestro estudio mostré que las
PMN-MDSCs constituyen la subpoblacién mayoritaria dentro de las MDSCs en
comparacion con M-MDSCs y e-MDSCs. Estos hallazgos estan en linea con publicaciones
previas en CPNM (261),

1.2.1. MDSCs como biomarcador pronostico

Diferentes estudios han evaluado el papel prondstico de las MDSCs circulantes
en cancer. En nuestro estudio la mediana de MDSCs totales fue significativamente
mayor en los pacientes con CPNM con respecto a los HD, tanto en la poblacion MO como
M1. Numerosos estudios muestran que los pacientes con CPNM tienen unos niveles de
MDSCs circulantes significativamente mds altos respecto a pacientes sanos, y una
frecuencia mayor de MDSCs se correlaciona con un estadio mas avanzado del cancer,
con una mayor carga metastdsica, y con una peor respuesta a la QT (262-267) También
existe evidencia de que la monitorizacidn de los niveles de MDSCs puede ser efectiva
para evaluar la respuesta a la QT en pacientes con CPNM. En pacientes tratados con QT
basada en platino, los niveles de M-MDSCs circulantes varian en funcidn de la respuesta
al tratamiento, con una mayor proporcidn en los pacientes que progresan en relacion a
aquellos pacientes que presentan RP o EE (263, Otros estudios han llegado a conclusiones
similares y han encontrado que los niveles altos de M-MDSC son un factor prondstico
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independiente para una menor SLP y SG (SLP: HR 2.41; p=0.002 y OS: HR 2.35; p=0.008)
en pacientes tratados con QT (26> 26) por |o tanto, la proporciéon de MDSCs podria ser
util para detectar la progresion de aquellos pacientes con CPNM que reciben QT
estandar. Recientemente se ha publicado un metanalisis de 14 estudios (n=905) en el
que se analiza el impacto prondstico de las MDSCs circulantes y sus subpoblaciones en
pacientes con CPNMa (2%8), Unos niveles bajos de MDSCs totales se asociaron a una
mejor SLP (HR 1,84) y SG (HR 1,78), mientras que, en el andlisis de subpoblaciones de
MDSCs, solo alcanzaron significacion estadistica en SLP y SG la poblacién de M-MDSCs.
De esta manera, los pacientes con CPNMa con unos niveles altos de M-MDSCs
circulantes presentaron peor prondstico que aquellos con niveles bajos tanto en
términos de SLP como SG.

1.2.2. MDSCs como biomarcador predictivo de respuesta a ICls en CPNMa

Los datos son mucho mas limitados en cuanto al papel de las MDSCs circulantes
como marcadores predictivos de respuesta a inmunoterapia. Segun la evidencia
disponible en la literatura, parece que la poblacion total de MDSCs no se asocia con la
respuesta a la terapia anti-PD1/PD-L1 ni con la supervivencia en CPNM, tal y como se
describe en nuestra serie. Sin embargo, nosotros si que encontramos diferencias
estadisticamente significativas en las mSG en funcién de los niveles basales totales de
MDSCs low vs high. De hecho, en el analisis multivariante las MDSCs totales circulantes
basales high fueron uno de factores que mantienen la significacién estadistica de forma
independiente para una menor SG (HR 2,18; p=0,015). Hay 2 trabajos publicados en los
gue no se encuentra correlacion entra la poblacion total de MDSCs, respuesta y
supervivencia. Mazzaschi et al ?®® han publicado un estudio prospectivo con 31
pacientes con diagndstico de CPNMa tratados con nivolumab en 22 6 32 linea tras
progresion a QT basada en platino. No encontraron diferencias en los niveles de
linfocitos T, B, Treg y MDSCs totales basales entre el grupo de beneficio clinicoy el grupo
de no respondedores a nivolumab. Tampoco hubo diferencias en SLP ni SG en funcién
de los niveles basales de linfocitos T, B y MDSCs. Si que hubo diferencias significativas
en SLP y SG en aquellos pacientes con niveles altos de NK basales (SLP p=0,025 y SG
p=0,014) comparado con aquellos pacientes con niveles bajos, asi como, en funcién de
los niveles de linfocitos PD1-CD8+ altos o bajos (p<0,01). Otro estudio publicado por
Zhuo et al %79 gnaliza los niveles de MDSCs totales circulantes en 10 pacientes con
CPNMa tratados con atezolizumab en 22 6 32 linea. No se encontrd asociacidn entre los
niveles basales de MDSCs totales y la respuesta al tratamiento con atezolizumab, SLP o
SG.
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Parece que las subpoblaciones de MDSCs circulantes previas al inicio del tratamiento
con anti-PD1/PD-L1 pueden tener mayor interés a la hora de predecir la repuesta y
supervivencia a ICls, aunque los resultados publicados en los estudios son
contradictorios. En nuestra serie, no encontramos diferencias en los niveles de
subpoblaciones de MDSCs basales (PMN-MDSCs, M-MDSCs y e-MDSCs) entre el grupo
de respondedores y el grupo de no respondedores a inmunoterapia ni en el analisis de
supervivencia, salvo en el caso de una proporcion basal de PMN-MDSCs high (23%) que
se asocié con una menor mSG de forma estadisticamente significativa. Sin embargo,
ninguna de las subpoblaciones mantuvo la significacion estadistica como factores
independientes de SG en el analisis multivariante de Cox.

Se han publicado otros estudios con un menor numero de pacientes incluidos en los que
se analizan las subpoblaciones de PMN y M-MDSCs presentando, en la mayoria,
resultados superponibles a los nuestros en el sentido que una proporcién alta de estas
poblaciones mieloides se asocia con una peor supervivencia tras el tratamiento con ICls
y viceversa 271-273) Asj, en el estudio Koh et al ?’%) se analizaron las subpoblaciones de
MDSCs pre-tratamiento en 83 pacientes con CPNMa tratados con inmunoterapia
(nivolumab o pembrolizumab). El andlisis mostré que unos niveles bajos de PMN-MDSC,
M-MDSC y TAMs se asociaron con una mayor SLP y SG en comparacién con unos niveles
altos pre-tratamiento. Cuando realizaron un analisis combinado de las tres
subpoblaciones inmunes supresoras, los pacientes que tenian una proporcién baja de
las tres subpoblaciones mostraron una mayor diferencia en SLP (6,7 meses vs 2 meses;
p=0,006), SG (8,5 meses vs 4,2 meses; p=0,004) y tasa de respuesta (94,5% vs 50%) en
comparacion con pacientes con unos niveles elevados basales. Y en el mismo sentido, el
aumento de la proporcién de M-MDSCs durante el tratamiento con anti-PD1 se observd
en pacientes no respondedores en otros dos estudios (274 273, Sin embargo, también
encontramos algunos trabajos en los que se observan resultados opuestos a los
nuestros. Passaro et al *7® publicaron una serie de 53 pacientes con CPNMa tratados
con Nivolumab en 22 linea en la que analizan las subpoblaciones de MDSCs circulantes
pre-tratamiento. En este estudio los niveles basales de PMN-MDSCs se asociaron con la
respuesta al tratamiento, de tal manera que, unos niveles altos de PMN-MDSCs se
asociaron con una mejor TRO (p=0,02). También encontraron una asociacion
estadisticamente significativa entre valores basales de PMN-MDSC altos, eosinoéfilos
altos, RNL < 3 y neutrdfilos bajos y una mayor SLP y SG. En el andlisis multivariante las
diferencias en SLP y SG se mantuvieron estadisticamente significativas tras ajustar por
factores prondstico en cuanto a las variables basales niveles altos/bajos de PMN-MDSCs.
En una poblacién similar de pacientes con CPNMa tratados con pembrolizumab o
nivolumab, Feng et al 77) encontraron que los pacientes que experimentaban una RP a
inmunoterapia tenian niveles basales mas altos de M-MDSCs.
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Otros estudios han investigado el ratio de subpoblaciones de MDSCs con otras
poblaciones inmunes circulantes (NK, Treg) como marcadores predictivos de respuesta
a inmunoterapia en CPNMa (78 279 E| grupo de Kim et al ¥’ publicaron un estudio
prospectivo con 34 pacientes con CPNMa tratados con Nivolumab en 22 linea.
Analizaron las subpoblaciones de MDSCs y determinaron la expresion de Lox-1+
(Lecitin-type oxidized LDL receptor-1) en PMN-MDSCs para distinguir las PMN-MDSCs
de los neutréfilos. No encontraron diferencias significativas en la proporcién de Lox-1+
PMN-MDSCs y M-MDSCs entre los grupos de respondedores y no respondedores.
Evaluaron también la ratio Treg/Loxl1+ PMN-MDSCs entre respondedores y no
respondedores tras el tratamiento con nivolumab. La ratio identificé mejor al grupo de
respondedores y no respondedores que la proporcidon de Treg y MDSCs por si solas,
utilizando el punto de corte de 0,39 con una capacidad de sensibilidad y especificidad
para predecir respuesta del 87,5% y 72,2%, respectivamente. Validaron los resultados
en una cohorte de pacientes independiente y el VPP y VPN en la cohorte global (n=63)
fue del 69,2% y 91,8%, respectivamente. Los pacientes con una ratio Treg/PMN-MDSCs
>0,39 tuvieron una SLP mayor de forma significativa con respecto a los pacientes con
ratio <0,39 (103 vs 35 dias; p=0,007). No se describe en el articulo asociacion entre la
subpoblacion de M-MDSCs y supervivencia.

Existen todavia menos datos publicados en relacién al potencial papel predictivo de
respuesta a inmunoterapia de las e-MDSCs. Delaunay et al ?73 comunicaron un estudio
prospectivo con 54 pacientes con CPNM tratados con nivolumab. Analizaron los niveles
basales de 3 subpoblaciones de MDSCs y los correlacionaron con supervivencia. Unos
niveles basales pre-nivolumab altos de M-MDSCs se asociaron a una peor SLP y SG. Sin
embargo, los niveles basales de e-MDSCs y PMN-MDSCs no se asociaron con
supervivencia. También se han comunicado datos sobre el papel predictor de respuesta
a agentes anti-PD1/PD-L1 en CPNMa de otra poblacidén inmune en estadio temprano,
los neutréfilos inmaduros. Mezquita et al 289 analizaron una serie de 58 pacientes con
CPNMa tratados con ICls y evaluaron la proporcion de neutrdfilos inmaduros circulantes
(CD15+ CD244- CD16"Y) pre-tratamiento. Una proporcién de neutréfilos inmaduros
circulantes >0,22% se asocié con una peor SLP (p=0,0004), SG (p=0,0007) y mayor tasa
de muerte precoz antes de 12 semanas.

Uno de los hallazgos mdas importantes en nuestro estudio fue que niveles altos de
MDSCs (HR 2,18; p=0,015) y NLR (HR 2,35; p=0,01) se comportaron como factores
prondstico independientes para SG en el analisis multivariante. Estos hallazgos enfatizan
la necesidad de una mayor validacién y exploracidn del papel de MDSCs circulantes en
CPNMa como biomarcadores prondsticos y predictivos de respuesta a terapia anti-
PD1/PD-L1.
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1.3. Correlacion entre RNL y MDSCs

Los mecanismos por los cuales una RNL elevada se asocia con un prondstico
pobre no se comprenden bien, sin embargo, las MDSCs podrian proporcionar una
explicacion para este fendmeno. Ademads de darnos una idea global de la inflamacidn
asociada al tumor, es probable que la RNL sea también un marcador subrogado de la
proporcién y actividad de las MDSCs. El valor prondstico de la RNL en los pacientes
tratados con ICls podria ser atribuido a la relacion existente entre neutréfios/linfocitos
y MDSCs con la via PD-1/PD-L1. Se han comunicado trabajos en los que se muestra que
la expansion de neutrdfilos circulantes se correlaciona con un aumento de la infiltracion
de neutrdfilos intra-tumorales en pacientes con CPNM resecados. Este aumento de
neutrdfilos circulantes se asocid con un incremento en los niveles de citoquinas pro-
granulopoyéticas (IL-1b, IL-17, TNFalfa, IL-6) circulantes y, a nivel del MAT, con una
reduccion de la infiltracion de linfocitos T CD8+ intra-tumorales, asi como, una menor
expresion de genes de citotoxicidad mediada por célula T y de genes relacionados con
IFN gamma (281, Entre estas citoquinas, el G-CSF tumoral promueve un aumento de la
mielopoyesis que conduce a neutrofilia 82 y a un aumento de MDSCs e induce la
expresién de PD-L1 en ambas poblaciones celulares (283, Los neutrdfilos activados y
MDSCs podrian inhibir la proliferacién y actividad citotdxica de las células T en el MAT a
través de la interaccion de PD-L1 de su superficie con los receptores PD-1 del linfocito T
y, por lo tanto, limitando el numero de linfocitos circulantes, favoreciendo la inmuno-
evasion y crecimiento tumoral y, finalmente, conduciendo a una menor supervivencia
de los pacientes con cancer. En conjunto, estos procesos elevan el numerador y reducen
el denominador de la ratio para aumentar el valor de RNL. De esta manera, tanto un
valor alto de la RNL como de MDSCs circulantes se correlacionarian con un mal
prondstico, tal como encontramos en el analisis multivariante para SG de nuestro
trabajo (RNL <4 vs > 4: HR 2,35; p=0,01 y MDSCs totales high vs low: HR 2,18; p=0,015).

En nuestro estudio investigamos la correlacién entre las subpoblaciones de MDSCs y la
RNL. Encontramos una asociacion directa entre la RNL y las MDSC totales y PMN-MDSC
basales circulantes. Los pacientes con una proporcion baja de MDSCs totales tuvieron
también valores bajos de RNL (p=0,0007) y RPL (p=0,01). Si combinamos estas variables
(RNL y RPL) con la proporciéon de MDSCs totales mejoramos considerablemente la
capacidad predictiva de supervivencia. Agrupando las tres variables podemos identificar
a los pacientes con mayor probabilidad de presentar una supervivencia prolongada tras
inmunoterapia, asi, el 83% de los pacientes MDSCs, RNL y RPL bajos tuvieron una
supervivencia superior a 2 afios, mientras que, el 82% de los pacientes con niveles
elevados de las 3 variables fallecieron en los 3 primeros meses (p=0,003).
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Hasta el momento, pocos estudios han evaluado la relacion entre RNL y MDSCs
circulantes en cancer de pulmén. En un estudio de 58 pacientes con CPNM sometidos
a cirugia del tumor primario (%®7), los pacientes con cancer presentaron recuentos de
neutrdéfilos mas altos (p<0,001), menor cantidad de linfocitos T CD4+ naive (p<0,001) vy,
por tanto, RNL mas altas (3,1 frente a 1,95; p<0,001), asi como, frecuencias mas altas de
M-MDSCs (p<0,001) comparados con el grupo control de voluntarios sanos. Aunque este
estudio no evalué la relacion directa entre MDSCs y RNL, si que observé una correlacidn
positiva entre MDSCs y el recuento de neutroéfilos (r=0,434; p <0,001) y una correlacion
negativa entre MDSCs y células T CD4+ naive (r= -0,248; p=0,01). Ademas, una mayor
frecuencia de M-MDSCs (>3%) se asocié con una menor SG (HR 8.3; p=0.046), y el mismo
comportamiento se observé con un menor numero de células T CD4+ (p=0.037) y CD8+
naive (p=0.041). En linea con estos hallazgos, otros autores han observado recuentos
absolutos de neutréfilos mds bajos en pacientes con respuestas objetivas frente a
aquellos pacientes con EE o PE (p=0,01) y una correlacién inversa entre MDSCs vy
linfocitos T CD8+ (r2=-0,31; p=0,03) y CD4+ (r2= -0,3; p=0,006) (26> 266, 287) En yn trabajo
publicado por Sheng et al 28, si que se estudia especificamente la correlacién entre las
MDSCs circulantes y la RNL en una serie de 76 pacientes con carcinoma urotelial
avanzado. Estos autores encuentran una asociacion significativa inversa entre la ratio e-
MDSC/PMN-MDSCs y la RNL (rho=-0,28; p=0,02) y una menor supervivencia en aquellos
pacientes con niveles mas altos de e-MDSCs en sangre (HR 3,78; p=0,002) y una mayor
RNL (HR 2,6; p=0,017).

Por tanto, la RNL podria ser un reflejo de la proporcién de MDSCs circulantes vy,
especificamente de PMN-MDSCs que constituyen la subpoblacién mayoritaria de
MDSCs en CPNMa (47% en nuestra serie). Una RNL elevada implicaria de una forma
indirecta una mayor proporcion de MDSCs circulantes que tendria un efecto critico en
la evasion del sistema de inmuno-vigilancia en el MAT implicando, por tanto, un peor
prondstico y respuesta a ICls. Diferentes estudios han mostrado que una mayor carga
tumoral se asocia con niveles mas altos de PMN-MDSCs, una RNL mayor y una SG menor
(284-288) En nuestro trabajo encontramos una mayor proporcidon de MDSCs totales y
PMN-MDSCs entre los pacientes con una RNL elevada y también con una mayor carga
tumoral (<3 vs >3 localizaciones metastasicas).
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1.4. Treg como biomarcador prondstico y predictivo a ICls en CPNMa

Las células Treg juegan un papel clave en la inmunosupresién en el MAT al
promover la diferenciacion, proliferacion y secrecion de factores inmunosupresores, de
tal manera que, la infiltracion de células Treg intra-tumorales se asocia, en diferentes
tipos tumores, con un mal prondstico. En CPNMa una alta proporcién de células Treg
naive circulantes se ha asociado también a un peor prondstico 39, Sin embargo, en
otros tipos de cancer una alta proporcion de células Treg circulantes o en el MAT puede
tener un significado opuesto. Se han comunicado resultados en este sentido, asi,
Lukesova et al ?°°) demostraron que una alta proporcién de células Treg podria utilizarse
como un marcador prondstico favorable en pacientes con carcinomas escamosos de
cavidad oral y orofaringe HPV positivos, y Correale et al ?®Y) obtuvieron resultados
similares en pacientes con cancer de colon avanzado sometidos a QT y QT-10. Ademas,
las Treg que infiltraban el tumor se asociaron con respuestas inmunitarias citotéxicas y
una supervivencia prolongada en pacientes con céancer de mama RE negativo (?°2. Por
tanto, mientras que las células Treg se consideran predominantemente mediadores de
la inmunosupresion, ejercen efectos tanto negativos como positivos sobre el sistema
inmunoldgico (293 294),

Si nos centramos en el efecto de la terapia con ICls en las Tregs circulantes en pacientes
con CPNM los datos son controvertidos. Encontramos estudios, en los que la proporcion
de células Treg aumenta en pacientes en progresion de la enfermedad. De esta
manera, en pacientes con CPNM tratados con ICls, la proporcién de Tregs previa al
tratamiento fue mayor en pacientes no respondedores a inmunoterapia, mientras que,
el recuento de Treg circulantes, especialmente la subpoblacién de Treg PD1+, disminuyd
1 semana tras el tratamiento con anti-PD1/PD-L1 sélo en los pacientes respondedores
(295, 2%)  Sin embargo, en otros trabajos, unos niveles elevados de células Treg se
asociaron, de manera consistente, con una supervivencia prolongada. En este sentido,
Kim et al ?7°) encontraron que un aumento de ratio Treg/PMN-MDSC en sangre
periférica a expensas de una proporcién mayor de células Treg en pacientes con CPNM
tratados con nivolumab se correlacionaba mejor con los resultados clinicos
(respondedores vs no respondedores) y se asociaba con una mayor SLP de forma
significativa. En otro trabajo, Koh et al *’Y), mostraron que, una alta proporcién de
células Treg efectoras una semana después de la inmunoterapia (nivolumab o
pembrolizumab) en 83 pacientes con CPNM avanzado se asocid a una SLP y SG
prolongadas en comparacidn con pacientes con una frecuencia baja de células Treg. Los
resultados obtenidos en nuestro trabajo van en la misma linea, una proporcion alta de
células Treg circulantes basales se asocid con una tendencia, no estadisticamente
significativa, a una mayor SLP y una mayor SG en el andlisis univariante (HR 0,6; p=0,02),
aungue no se mantuvo como variable prondstica independiente en el andlisis
multivariante para SG (p=0,49).
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Una explicacion de los resultados favorables asociados con niveles altos de células
Treg podria tener que ver con la funcion especifica que tienen las células Treg para
prevenir la autoinmunidad y atenuar una respuesta inmune sobre-activada
potencialmente peligrosa después de reacciones inmunes prolongadas. La expansién de
las células Treg depende estrictamente de los niveles de IL-2 producidos por linfocitos
efectores activados por antigenos, ya sean células T CD4+ o CD8+ (2°7:2%8)_En base a estos
hallazgos, se podria plantear la hipdtesis de que la infiltracion de células Treg en el MAT,
asi como un nivel elevado de células Treg circulantes, podrian ser un indicador indirecto
de una respuesta inmune antitumoral potente para prevenir una reaccién inmune
inespecifica prolongada una vez que el sistema inmune esta activado. De esta manera,
las células Treg circulantes podrian proporcionar informacién dindmica del estado del
MAT cuando no se dispone de una biopsia tumoral. Por lo tanto, los niveles de las
células Treg podrian usarse como biomarcadores no invasivos para predecir la
respuesta de inmunoterapia anti-PD-1/PD-L1 en pacientes con CPNMa.

1.5. IrAEs como factor predictivo de respuesta a ICls en CPNMa

En nuestro estudio, encontramos que el desarrollo de irAEs se asocid
significativamente con un mejor resultado clinico en pacientes con CPNMa tratados
con ICls. Los pacientes que experimentaron al menos un irAE tuvieron una SLP y SG
significativamente mds prolongada en comparacién con el grupo sin irAEs (SLP: HR 0,33;
p <0,0001 y SG: HR 0,34; p<0,0001). Es importante destacar que el desarrollo de irAEs
se comportd como un factor independiente de SLP y SG en el analisis multivariable lo
que indica que los irEAs relacionados con el tratamiento representan un predictor
independiente de la eficacia de agentes anti-PD1/PD-L1. Nuestros resultados van en el
mismo sentido que un metanalisis de 30 estudios que incluye a 4971 pacientes con
diferentes tipos de neoplasias, fundamentalmente CPNM y melanoma, tratados con ICls
publicado por Zhou et al ?. Los pacientes con cdncer que desarrollaron irAEs
experimentaron un aumento significativo de la SLP y SG en comparaciéon con los
pacientes que no desarrollaron irAEs (SLP: HR 0,52; p<0,001 y SG: HR 0,54; p<0,001). Los
mecanismos subyacentes a la asociacion entre los irAE y el impacto en supervivencia no
se han dilucidado por completo. Sin embargo, los datos disponibles parecen sugerir un
posible mimetismo molecular antigénico entre las células neopldsicas y los tejidos
implicados en los irAEs. Estudios preclinicos han identificado multiples epitopos que se
comparten tanto en el melanoma como en los melanocitos normales #%), La liberacién
de antigenos compartidos mediante la terapia con ICls podria dar lugar a la activacion
de una respuesta inmune secundaria a los antigenos del huésped, lo que ha sido
respaldado por el hallazgo de clones de células T que se infiltraban en las lesiones
asociadas a irAEs y los tumores que se superponia de forma significativa entre los
pacientes tratados con ICls con melanomay CPNM (301,
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2.  ANALISIS DE VARIABLES GENICAS EN MDSCs

Los ICls han supuesto una auténtica revolucién en el tratamiento del cancer vy,
en particular, han cambiando el escenario terapéutico del CPNMa. La EMA ha aprobado
hasta el momento 6 agentes ICls para su uso en el tratamiento del CPNMa en la practica
clinica que incluyen anticuerpos monoclonales anti-CTLA4 (ipilimumab), anti-PD1
(pembrolizumab, nivolumab y cemiplimab) y anti-PD-L1 (atezolizumab y durvalumab),
en monoterapia o como terapia combinada con QT. El principio basico de estas terapias
es mejorar la funcién de los componentes del sistema inmune o neutralizar las sefiales
inmunosupresoras producidas por las células tumorales o por otras células del MAT.
Cuanto estas terapias funcionan logran alcanzar supervivencias prolongadas no vistas
hasta ahora en pacientes con CPNMa 392, Sin embargo, estas respuestas duraderas sélo
se observan en su subgrupo de pacientes y, con el tiempo, se pueden desarrollar
resistencias adquiridas a los ICls. Este fendmeno puede ser atribuido a la gran
heterogeneidad del microambiente inmune entre individuos (3% 394, Por tanto, es
fundamental conocer en profundidad los mecanismos que regulan el MAT para poder
desarrollar estrategias que permitan optimizar los resultados de la terapia con ICls en
CPNMa.

La senalizacidn alterada de la via Notch estd implicada en muchos aspectos de la
biologia tumoral, desde la angiogénesis hasta el mantenimiento de las CSCs y la
inmunidad tumoral. El papel de Notch en el desarrollo y modulacién de la respuesta
inmune es complejo e involucra a una intrincada red de interacciones entre CPAs,
subpoblaciones de células T, células tumorales y otros componentes del MAT. Hemos
revisado numerosos trabajos que demuestran que las alteraciones (activacion o
inhibicidon) en la sefializacion de Notch de las células tumorales o de las células
estromales influyen en las funciones efectoras de las células inmunitarias en el MAT,
permitiendo la evasién de la respuesta inmune anti-tumoral y, por tanto, constituyendo
una importante barrera para la eficacia de terapias basadas en ICls 3%), Globalmente los
principales hallazgos en la parte del andlisis transcripcional de las MDSCs circulantes y
del tejido tumoral que hemos encontrado en nuestro trabajo se resumen en 4
apartados:

2.1. La expresion de ligandos de Notch Jagged en MDSCs circulantes y en el MAT
predicen resistencia al tratamiento con ICls en CPNMa.

2.2. La activacion de la via Notch en MDSCs circulantes y en el MAT predicen
resistencia al tratamiento con ICls y peor supervivencia.

2.3. La expresion de IDO1 en MDSCs circulantes y en el MAT se asocia con la
respuesta y supervivencia a terapia basada en ICls.

2.4. Posibles aplicaciones terapéuticas de la modulacion de la via Notch en
inmunoterapia.
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2.1. LA EXPRESION DE LIGANDOS DE NOTCH JAGGED EN MDSCs
CIRCULANTES Y EN EL MAT PREDICEN RESISTENCIA A
INMUNOTERAPIA EN CPNMa

La principal hipdtesis de esta tesis doctoral se basa en que la expresién
diferencial de ligandos de Notch en MDSCs circulantes pone en marcha mecanismos de
inmuno-evasion implicados en la resistencia a la terapia con ICls en CPNMa. En el anélisis
de transcriptomica en la poblacién de MDSCs circulantes, una alta expresién de JAG1
previa al tratamiento con ICls se asocié con una menor SLP de forma significativa con
respecto al grupo de baja expresion y, este efecto, se mantiene tras ajustar por variables
clinicas prondstico en un modelo de regresiéon multivariante (HR 1,72; p=0,03). Los
pacientes que mantienen una alta expresién de JAG1 en MDSC tanto en el momento
basal como en la primera evaluaciéon de respuesta presentan una mSLP y mSG
significativamente menor que aquellos con una baja expresion. Este efecto deletéreo de
la expresidon de Jagl en MDSCs circulantes también podemos observarlo en el MAT. En
la misma linea, el analisis de transcriptomica en tejido tumoral evidencia que una alta
expresion de JAG1 basal se correlaciona con menor probabilidad de respuesta al
tratamiento con ICls (p = 0,01).

2.1.1. Expresion de Jaggedl en MAT y prondstico
La expresion de JAG1 se correlaciona con un prondstico desfavorable en

multiples tipos de cancer (%312 En el caso del CPNM disponemos de datos de
expresion de RNAm de JAG1 en muestras de adenocarcinoma procedentes de la base
de datos del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) y podemos observar una supervivencia
claramente inferior en el grupo de alta expresién de JAG1 (JAG1 high vs low; p=0,0009).
Ademads, la expresion de JAG1 en 517 muestras de adenocarcinoma de pulmén tiende a
correlacionarse con la proporcion de MDSCs en sangre (Rho Spearman = 0,1; p=0,02)
(313) Sin embargo, esta correlacién entre la expresién de JAG1 en tejido y la proporcién
MDSCs circulantes no la encontramos en nuestro estudio (n=14; p=NS).

2.1.2. Expresion de JAG1 e inmuno-evasion en el MAT
La mayoria de la evidencia de la que disponemos hasta la fecha avala el papel

pro-oncogénico de la sefalizaciéon candnica JAG1/NOTCH mediante mecanismos que
implican la evasion del sistema inmune. La alta expresion de JAG1 estaria implicada en
la acumulacidn y activacién de MDSCs, la polarizacidn de la respuesta inmune mediada
por células T CD4+ hacia una respuesta tipo Th2/Treg, la polarizacién de los TAMs hacia
fenotipo M2, promocion de angiogénesis tumoral mediada por activacion de TANs y
CAFs, la activaciéon del proceso de TEM, invasiéon y diseminacién metastasica,
supervivencia de CTCs, mantenimiento de CSCs, asi como, resistencia a inmunoterapia
(Figura 42). En cuanto a los mecanismos de sefializacién mediada por JAG1 en células
tumorales, parecen estar involucrados muchos factores y vias de sefializacién pro-
oncogénicas, incluyendo citoquinas, via Hippo, Wnt/B-catenina y NF-kB 314,
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Figura 42. Implicacion de Jagl en mecanismos de inmuno-evasion en cancer

Advances in Medical Sciences, 2022 (Adaptada de Pancewicz et al).

2.1.2.1. Acumulacion y activacion de MDSCs

Ya se ha comentado con anterioridad que la sefializacién a través de la
via Notch esta suprimida en los linfocitos T CD8+ del MAT y esa inhibicién parece
estar mediada por la expresion diferencial de ligandos de Notch en el estroma
tumoral. Podemos destacar en este sentido, el papel de las MDSCs en la
generacidon de un microambiente inmunosupresor mediante la alta expresion
de ligandos Jagged-1y 2 (169, Existe evidencia pre-clinica del papel del ligando
de Notch JAG1 en la generacion de MDSCs en la médula ésea, bloqueando la
diferenciacion de HSCs e induciendo la acumulacién de células mieloides
inmaduras 162, A nivel del MAT, |a expresion de JAG1 y 2 fue mayor en tumores
subcutaneos implantados en ratones comparada con las células tumorales
cultivadas, a expensas fundamentalmente de las 2 poblaciones celulares
mayoritariamente aisladas (células tumorales y MDSCs) en un modelo de
carcinoma de pulmdén. Ademas, las MDSCs que infiltran el tumor sobrexpresan
ligandos JAG1 en mayor medida que las MDSCs periféricas circulantes aisladas
del bazo. Este fendmeno parece estar mediado por una expresion nuclear
aumentada de NF-kB-p65 en MDSCs del MAT con respecto a las MDSCs
circulantes. NFkB-p65 actia como un factor de transcripcion que regula la
expresion de Jagged al unirse a su regién promotora 1%, Los investigadores
observaron una importante actividad terapéutica in vivo al utilizar anticuerpos
anti-Jagged 1/2 en varios modelos tumorales de ratdn, entre ellos, el modelo 3LL
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de carcinoma de pulmdn, al aumentar la infiltracién de linfocitos T CD8+ intra-
tumorales, inducir muerte celular inmunogénica y retrasar el crecimiento
tumoral. Observaron que el bloqueo de Jagged reprograma a las MDSCs hacia un
fenotipo menos inmunosupresor que presentaban una menor capacidad de
bloquear la proliferacién de células T, asi como, una menor expresidon de
marcadores inmunosupresores de MDSCs (iNOS y Argl) comparado con las
MDSCs de controles (179),

2.1.2.2.  Polarizacion de la respuesta inmune hacia fenotipo Th2/Treg

En este sentido, de nuevo, la expresion diferencial de los ligandos de
Notch puede ser clave en la homeostasis de la poblacion de Treg en el MAT.
Durante la activacién de la célula T, el tipo de ligando de Notch presentado en la
superficie de las CDs puede determinar la diferenciacién y polarizacion de la
célula T CD4+. De esta manera, las CDs con alta expresion de ligandos JAG2 y baja
expresion de ligandos DLL1 y 4 promueven el desarrollo de respuestas inmunes
de tipo Th2 o Th17, mientras que, aquellas con una alta expresion de ligandos
JAG1 pueden inducir la polarizacion de las células T CD4+ hacia un fenotipo T
regulador 2%3), Esta hipdtesis se pone de manifiesto en varios trabajos pre-
clinicos en los que la expresion de ligandos tipo Jagged en células del
microambiente, tales como CPAs, HSCs, células stem mesenquimales del
estroma o MDSCs, pueden determinar una activacion de la sefializaciéon de la via
Notch y conducir a una acumulacion y activacion de Treg a partir de células T
CD4+ naive o expandiendo células Treg pre-existentes (2°4-208) De esta manera,
el bloqueo farmacolégico del ligando JAG1 inhibié el crecimiento tumoral y se
acompafié de una reduccidn de la infiltracién de Treg y MDSCs en el MAT (209),
Estos datos identifican a la sefializacion de JAG1 como un factor clave en la
inmunosupresion mediada por Treg y MDSCs.

2.1.2.3. Polarizacion de TAMs hacia fenotipo M2

En este sentido tenemos varios trabajos en diferentes tumores sdélidos en
los que la expresidon de JAG1 en el estroma tumoral estaria asociada con una
mayor infiltracion tumoral de TAMs con fenotipo M2. En estos trabajos la
expresion de JAG1 medida por RNAm o IHQ se correlaciona con tumores de
mayor tamafo e indice proliferativo, asi como, con una mayor infiltracion de
TAMs tipo M2 y peor prondstico (176-182),
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2.1.2.4. Promocion de angiogénesis tumoral mediada por CAFs y TANs

La expresion de ligandos Jagged en el MAT tiene un rol pro-angiogénico.
Tenemos evidencia de estudios pre-clinicos en cancer de pulmaén, entre otros, de
que la sobre-expresion de JAG1 en células tumorales o en el endotelio promueve
la formacion de una red vascular aberrante que favorece la infiltracion de células
tumorales y pro-tumorales como TANs tipo N2 (210 216, 219) Ep este sentido
parecen jugar un papel clave en la promocién de la angiogénesis tumoral dos
poblaciones celulares del estroma: CAFs y TANs. La interaccién célula-célula
entre CAFs y células tumorales, mediado por la sefalizacién JAG1/NOTCH2,
indujo la formacién de vasos aberrantes en un modelo de cancer de pulmén (219,
mientras que, la expresion de JAG2 en TANs, mediada por IL-8, se asocid a
disfuncidn de células T CD8+ y peor prondstico en un modelo de cancer de ovario
(216) En las células tumorales de carcinoma escamoso de cabeza y cuello la
expresion de JAG1 estimula a las células endoteliales, promoviendo la
angiogénesis y el crecimiento tumoral 219),

2.1.2.5. Transicion epitelio-mesénquima y desarrollo de metadstasis

Varios estudios pre-clinicos demuestran el papel que puede tener la
expresion de ligandos Jagged en la activacion del proceso de TEM en la célula
tumoral. La expresiéon de ligandos JAG1 y la activacién de NOTCH1 es
responsable de la TEM en modelos de cdncer de mama. Este proceso, parece
estar dirigido por uno de los genes diana de Notch, SLUG, que actuaria como un
represor transcripcional de E-cadherina y conduciria a la activacién de b-catenina
(222) | 3 implicacién de JAG1 en el proceso de TEM se ha descrito también en otros
tumores sélidos como cancer de cérvix 223, hepatocarcinoma (224 y céncer de
pancreas (22, JAG1 también esta implicado en la capacidad de migracién y
metastasis de la célula tumoral. De esta manera, JAG1 puede incrementar la
capacidad migratoria e invasividad de la célula tumoral mediante la induccién de
uroquinasa activadora de plasmindgeno (uPA), un marcador de recaida vy
metastasis en cancer (22), Ademas, la expresién de JAG1 estaria implicada en la
especificidad de tejido en la diseminacién del cdncer de mama, teniendo un
papel importante en el desarrollo de metastasis en cerebro y hueso (227.228) En
otros tumores sdélidos, como cancer de préstata y colon, la alta expresion de JAG1
también se ha asociado con migracion celular y desarrollo de metastasis (22%230),
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2.1.2.6. Expresion de JAG1 en MDSCs circulantes y supervivencia de CTCs

La expresion de JAG1 se correlacioné con mayor riesgo de recaida
metastdsica en un estudio en el que se analizé su expresidn por IHQ en muestras
tumorales de cancer de mama. Ademas, en este trabajo, se obtuvieron muestras
de sangre periférica de pacientes metastasicas y se aislaron las CTCs. Mas del
85% de las CTCs expresaban JAG1 y se asociaron a una SLP mas corta (7%, o que
sugiere de nuevo la implicacién de Notch en la capacidad metastasica y
supervivencia de las CTCs. Disponemos de mas evidencia de que la expresion de
ligandos Jagged en MDSCs circulantes puede promover la supervivencia de las
CTCs. Las MDSCs circulantes pueden interaccionar directamente con las CTCs y
promover su supervivencia y potencial metastdsico a través de la interaccion
Jagged1-Notchl en los clusters CTCs/PMN-MDSCs asilados de muestras de
sangre periférica de pacientes con melanoma y cancer de mama. Los estudios de
co-cultivo in vitro demostraron una produccién aumentada de ROS y una alta
expresion de JAG1 en las MDSCs de los clusters que condicionaba la sobre-
expresion del receptor NOTCH1 en CTCs. La expresion de JAG1 en PMN-MDSCs
contribuye a la activacién de Notch en CTCs, y a su vez, las CTCs promueven las
funciones pro-tumorales de las MDSCs. De tal forma que, la inhibicién de la
produccién de ROS bloqueaba las interacciones CTC/MDSCs y conducia a una
reduccidn de la proliferacién y supervivencia de las CTCs (7%,

2.1.2.7. Mantenimiento de CSCs

La expresion de JAG1 es un importante inductor del fenotipo “stem cell”
en diferentes tipos de cancer. Especificamente en cancer de mama, una alta
expresion de JAG1 promociono la auto-renovacion de las CSCs y la formacién de
mamosferas in vitro 1%, En la misma linea, se han confirmado estos hallazgos en
un modelo de ratén con delecion de Lfng, una N-acetilglucosamina transferasa
que previene la activaciéon de Notch por ligandos Jagged. Una alta actividad de
JAG1 en células tumorales aumentd la proliferacion de CSCs 31¢), La expresién de
JAG1 estd implicada en el mantenimiento de CSCs también en otros tipos
tumorales (317,318),

2.1.3. Expresion de JAG1 en células tumorales y resistencia a antineoplasicos

Quimioterapia

JAG1 estd implicado en la regulacidon de la muerte celular y hay varios estudios
que indican que este ligando de Notch ejerce funciones anti-apoptdticas. De esta
manera, JAG1 puede prevenir tanto |la apoptosis espontdnea, en cancer de préstata 319,
como la muerte celular inducida por la QT, como se ha mostrado en modelos de linfoma
tratados con doxorrubicina 329, de cancer de ovario tratados con taxanos 32! y de
cancer de pancreas tratados con gemcitabina (225,
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Inmunoterapia basada en ICls

En este sentido, tenemos evidencia pre-clinica de la asociacién entre la
expresion de ligandos JAG1 en CDs y la expresion de PD-1 en células T memoria
efectoras que mediaria una inhibicidn de la respuesta anti-tumoral previniendo las
respuestas duraderas de células T. Esto se ha puesto de manifiesto en modelos murinos,
en los que se co-cultivaron CDs y células T in vitro, y se observé que el bloqueo de JAG1
condujo a una disminucidn de la frecuencia de células T memoria que, ademas,
presentaban una disminucidn significativa de la expresién de PD-1 (323),

A nivel clinico, también existe evidencia que la expresion de JAG1 se puede comportar
como un marcador de resistencia a inmunoterapia basada en ICls. He et al £%?),
analizaron un panel de 36 genes relacionados con angiogénesis en pacientes con
adenocarcinoma de pulmén de la base de datos del TCGA identificando 2 subgrupos
angiogénicos con pronéstico diferente (AGS1y AGS2, del inglés Angiogenesis-associated
subtypes). El subgrupo AGS2 se asocidé a un peor prondstico. Analizaron diferentes
firmas de genes relacionados con la inmunidad y encontraron que el subgrupo AGS2
presentaba un fenotipo inmune “frio” con menor activacién de linfocitos T CD8+, mayor
respuesta inmunosupresora mediada por TGF-b y mayor expresiéon de genes
relacionados con MDSCs. Posteriormente, realizaron un andlisis de regresién
multivariante con los 11 genes que se expresaban diferencialmente entre los dos grupos
y encontraron que el gen que tenia mas impacto en el prondstico era JAG1 (HR 1,20,
p=0,02). La expresion alta de JAG1 se asocid a una peor supervivencia y se correlacioné
negativamente con el grado de infiltracién inmune y positivamente con la via de TGF-b
y con marcadores de TEM. Finalmente, realizaron un analisis utilizando el transcriptoma
celular del atlas de adenocarcinoma de pulmoén de GSE131907. Encontraron que las
células JAG+ se distribuian principalmente en células epiteliales, endotelio, fibroblastos
y células mieloides y presentaban un enriquecimiento de células Treg en el subgrupo
JAG+. Estos autores exploraron también el papel de JAG1 en tejido como biomarcador
predictivo de respuesta al tratamiento con inmunoterapia. Utilizaron 2 bases de datos
de pacientes tratados con anti-PD1/PD-L1 en monoterapia y compararon el nivel de
expresion de JAG1 entre pacientes sensibles y resistentes al tratamiento. Los pacientes
con alta expresion de JAG1 se asociaron con resistencia al tratamiento con anti-PD1/PD-
L1 y, ademads, se correlacionaron con una expresion alta de PD-L1 y CTLA-4. Estos
resultados indicarian que los pacientes con alta expresion de JAG1 presentan un
fenotipo inmunosupresor en el MAT que implica resistencia a inmunoterapia. Estos
hallazgos estan en linea a lo observado en nuestro trabajo de investigacién donde el
analisis de transcriptomica en tejido parafinado evidencia que una alta expresiéon de
JAG1 basal se correlaciona con menor probabilidad de respuesta al tratamiento con
ICIs de forma significativa (respondedores vs no respondedores; p=0,01). Sin embargo,
nosotros no encontramos una correlacién significativa entre la expresion alta de JAG1ly
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una expresion alta de moléculas de control inmune negativas como PD-L1 en MDSCs
circulantes. Hay que tener en cuenta que la expresién de todas estas moléculas se puede
modificar de forma significativa cuando las MDSCs se activan en el MAT, tal y como
describe Sierra et al %% en su trabajo, en el cual las MDSCs que infiltran el tumor sobre-
expresan ligandos JAG1 en mayor medida que las MDSCs periféricas circulantes.
Tampoco encontramos correlacién entre una expresiéon elevada de JAG1 en tejido
tumoral y una proporcién alta de MDSCs y Treg circulantes aunque, en este caso, el
numero de pacientes con datos disponibles fue muy pequefio (n=14) y probablemente
insuficiente para detectar diferencias significativas.

2.2. LA ACTIVACION DE LA ViA NOTCH EN MDSCs CIRCULANTES Y EN EL
MAT PREDICEN RESISTENCIA AL TRATAMIENTO CON ICIs Y PEOR
SUPERVIVENCIA

En nuestro trabajo encontramos una correlacion entre la expresion de NOTCH1
y de HES1 en MDSCs circulantes. Esta activacion de la sefializacion de la via Notch en
MDSCs circulantes mediada por una alta expresion de NOTCH1 y HES1 se asocia con
peores resultados en supervivencia tras el tratamiento con ICls. De esta manera, una
alta expresion de NOTCH1 se asocia a una peor SG (p=0,046), mientras que, una alta
expresion de Hesl se asocia a una peor SLP (p=0,004). Cuando agrupamos a los
pacientes con activacion de la seiializacion Notch con alta expresion de NOTCH1 y HES1
(NOTCH1 high/HES1 high) en MDSCs encontramos diferencias tanto en SLP como SG con
respecto al grupo de baja expresion. No encontramos diferencias entre la expresién de
NOTCH1 y HES1 en MDSCs circulantes entre el grupo de respondedores y no
respondedores, pero, en el analisis de transcriptdmia en tejido parafinado, una alta
expresion de HES1 basal se correlaciona con menor probabilidad de respuesta al
tratamiento con ICls de forma significativa (p=0,02). Tampoco encontramos correlacién
entre una expresiéon elevada de HES1 en tejido tumoral y una proporcién alta de MDSCs
y Treg circulantes.

2.2.1. La activacion de la seializacion Notch en MDSCs en cancer se asocia a un
fenotipo M-MDSCs con mayor capacidad de inmunosupresion

En el contexto tumoral existen trabajos que demuestran que la inhibicion de la
seiializacion de Notch en HSCs, MDSCs y CDs esta directamente implicada en la
diferenciacion anormal de las células mieloides. Cheng et al (> evaluaron el papel de
la sefalizacidn de la via Notch en la diferenciacién de las células mieloides en cancer en
un modelo murino. Observaron que la expresion de genes diana de Notch (HES1y HES5)
estaba reducida significativamente en las poblaciones celulares mieloides comparada
con los controles no tumorales. La expresidon de HES1 en las PMN-MDSCs obtenidas de
sangre de pacientes con cancer renal fue significativamente mas baja que la procedente
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de donantes sanos. Este efecto parece estar mediado por una fosforilacion del DICN,
dependiente de una serin/treonina quinasa CK2, que conlleva a una alteracién en la
interaccion del DICN y su represor transcripcional CSL, impidiendo la transcripcién de
sus genes diana (%), El grupo de Wang et al > también confirmé en un modelo tumoral
murino que la sefalizacion de Notch esta inhibida en las MDSCs. Aislaron MDSCs
periféricas de los bazos de ratones y encontraron que tanto la expresion de receptores,
ligandos y genes diana (HES1y 5y HEY1y 2) de la via Notch estaba suprimida de forma
significativa en este modelo tumoral. Ademds, también observaron que si se modulaba
la sefializacidn a través de la via Notch se podia influir en el proceso de diferenciacién y
en la capacidad inmunosupresora de las MDSCs. De esta forma, bloguearon la
sefalizacion a través de la via Notch en HSCs de la médula ésea in vitro y en un modelo
tumoral murino in vivo. Observaron una reducciéon en la proporcién de M-MDSCs a
expensas de una mayor proliferacién, expansién y acumulacién de PMN-MDSCs en
organos linfoides y MAT, las cuales presentaron una menor capacidad inmunosupresora
sobre las células T que se traducia ademas en un menor crecimiento tumoral en
comparacion con los controles con MDSCs sin supresion de la sefializacion de Notch.
Estos investigadores también observaron que la seializacidn a través de la via Notch
juega un papel clave en destino de las MDSCs hacia una diferenciacion monocitica o
polimorfonuclear MDSC. Analizaron la expresion de genes diana de Notch (HES/HEY) en
las dos subpoblaciones de MDSCs y encontraron que los niveles de expresion de estos
genes fueron mucho mayores en M-MDSCs que en PMN-MDSCs. Ademas, testaron la
capacidad inmunosupresora de ambas poblaciones observando que las M-MDSCs
ejercian una inhibicion mas potente sobre la proliferacion de células T y una mayor
supresidon de marcadores de activacidn de células T con respecto a las PMN-MDSC. Por
ultimo, utilizaron un modelo in vitro de activacion de Notch a través de células OP9-DLL1
en médula dsea que produjo un importante incremento de M-MDSCs en detrimento de
la poblacion de PMN-MDSCs. Parece que la via de Notch puede regular la diferenciacion
y capacidad inmunosupresora de las MDSCs a través de la modulacion de la via IL-6-
STATS.

Por tanto, la sefializaciéon de la via Notch parece estar inhibida en las MDSCs en
pacientes con cancer si los comparamos con controles sanos. Nosotros no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre las medianas de expresion de genes de
la via Notch en MDSCs circulantes en los pacientes con CPNMa con respecto a los HD,
probablemente por el nimero limitado de donantes sanos de nuestra serie (n=14). La
modulacion de la sefializacion de Notch en modelos murinos determina la
diferenciacion hacia un fenotipo PMN-MDSCs vs M-MDSCs, asi como, la capacidad de
las MDSCs de inhibir la proliferacién y activacién de los linfocitos T. De tal manera que,
la activacidn de la sefializacion de la via favoreceria la diferenciacion hacia M-MDSCs
con mayor capacidad inmunosupresora, mientras que, la inhibicién promoveria la
diferenciacién hacia un fenotipo PMN-MDSCs con menor capacidad inmunosupresora.
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Esto podria explicar los resultados de nuestro trabajo en los que los pacientes con una
activacion de la via Notch mediada por una alta expresién de NOTCH1 y HES1 presentan
una menor SLP y SG tras el tratamiento con ICls, lo que podria ser un reflejo del
reclutamiento tanto en organos linfoides como en el MAT de MDSCs con una mayor
capacidad de inducir inmunosupresion a las células T y resistencia al tratamiento basado
en ICls.

2.2.2. La activacion de la senalizacion Notch en el MAT se asocia a infiltracion de
células inmunosupresoras y progresion tumoral
En el contexto tumoral, tenemos evidencia de varios estudios pre-clinicos y

clinicos que demuestra que una activacion de la senalizacion de Notch en el MAT
modula positivamente el numero y funcibn de poblaciones celulares
inmunosupresoras como MDSCs, Treg y TAMs tanto en el MAT como en sangre
periférica, conllevando a progresion tumoral y peor prondstico. Yang et al 3?%, en un
modelo murino de melanoma metastasico, demostré que la sobreexpresion de NOTCH1
en células tumorales aceleré la progresidén del tumor y promovié la inmunosupresiéon
tumoral mediante la regulacion positiva de TGF-B1. Especificamente, forzdé una alta
expresion de NOTCH1 en las células tumorales que disminuyd la infiltracion de células T
CD8+ y células NK, asi como, la liberacién de IFN-y en el MAT, al tiempo que aument?é la
infiltracién de células Treg y MDSC in vivo. También observé que tras la activacion de la
via Notch, la expresion de PD-1 en células T CD4+ y CD8+ se reguld positivamente,
induciendo el agotamiento de las células T. Mao et al 32% utilizaron un modelo murino
de carcinoma escamoso de cabeza y cuello para modular la sefializacién de Notch y
evaluar su efecto en las poblaciones inmunes circulantes y en el MAT a través de su
analisis por citometria de flujo. Este modelo presentaba una activacion constitutiva de
NOTCH1-HES1. La inhibicidn de la via Notch usando un iGS redujo las poblaciones de
MDSCs, TAMs y Treg en el bazo, ganglios linfaticos y MAT, asi como, disminuyé la
expresion de moléculas de los puntos de control inmune (PD-1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3)
en linfocitos T circulantes y del MAT. En la misma linea, Jaiswal et al 329, utilizaron un
modelo de cancer de mama triple negativo con pérdida de funcion de la peptidasa
especifica de ubiquitina ligada a 9x (USP9x) en células tumorales para inhibir la
sefializacion del DICN. La inhibicién de la via Notch disminuyd la produccién de
citoquinas pro-tumorales vy la infiltracion de Terg y TAMs en el MAT. El bloqueo de la via
Notch tuvo como consecuencia una promocion de la respuesta inmune antitumoral
mediante el aumento de la infiltracion de células T CD8+, suprimiendo el crecimiento de
células tumorales in vivo. Ademads de los tumores sdlidos, la expresion anormal de la
sefializacion de Notch en células tumorales de neoplasias hematoldgicas también puede
determinar la infiltracion de células inmunes, como vemos en modelos de linfoma difuso
de célula grande B, en los que la activacién de la sefializacion de Notch acelerd la
progresion tumoral mediante el reclutamiento de células Treg y TAMs tipo M2 327),
También disponemos de estudios clinicos que avalan esta hipdtesis. Asi, en otro estudio
con 18 muestras de sangre periférica y tejido de pacientes con neoplasias pancreaticas
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mucinosas se puso de manifiesto que el aumento de las células Treg circulantes se
correlacionaba con una expresion elevada por IHQ de NOTCH1 y 2 en tejido 328, En
pacientes con cancer gastrico, tanto el tejido tumoral como la sangre periférica
mostraron una expresion significativamente mayor del ARNm del receptor NOTCH1y 2
que el tejido gastrico humano normal, y también tenian proporciones mads altas de
células Treg y células Th17 $29). Otro grupo también encontré que la expresién alta del
receptor NOTCH3 era un factor de mal prondstico en pacientes con cancer gastrico y se
asocié con una menor infiltraciéon de células T CD8+ activadas y una mayor infiltracidn
de células inmunosupresoras (células Treg y TAMs M2) (330),

Sin embargo, también disponemos de trabajos en los que la inhibicién de la sefializacion
de Notch en el MAT se asocia a un peor prondstico. Parmigiani et al 33V, observaron
en un modelo de glioma que las células tumorales escapan a la vigilancia inmune vy
aumentan la invasividad al reducir la sefializacidon de Notch. Especificamente, la pérdida
de la sefializacién de Notch suprimio la expresion del CMH tipo | y citoquinas como
CXCL9 e IL-15 que redujo el reclutamiento de células T CD8+, al tiempo que promovio la
infiltracion de microglia y TAMs pro-tumorales. A nivel clinico, en otro trabajo publicado
por Ortiz-Martinez et al 332 se analizaron muestras de carcinoma de mama en cuanto a
la expresion de genes de la via Notch y de Foxp3. Se encontré que unos niveles
disminuidos de RNAm de NOTCH1 se asociaban a una mayor infiltracion de Treg
tumorales, tumores con fenotipo basal-like y a una peor supervivencia en el analisis
multivariante. Un estudio de Zhao et al 33 demostré que la activacién de la sefializacién
de Notch en células mieloides murinas inhibia significativamente la progresién tumoral.

Parece por tanto, que la activacién de la senalizacién de la via Notch mediada por la
expresion de receptores de Notch o sus genes diana estd asociada a un microambiente
mas inmunosupresor secundario a un mayor reclutamiento y activacion de
poblaciones celulares inmunosupresoras como MDSCs, Treg y TAMs, asi como, una
mayor expresion de moléculas inhibitorias de los puntos de control inmune. Esta
activacion de la via Notch en el MAT favoreceria la progresion tumoral y conllevaria, por
tanto, una mayor resistencia a terapia basada en ICls. Nuestros resultados ponen de
manifiesto esta hipdtesis dado que encontramos una correlacion significativa entre el
grupo de no respondedores a inmunoterapia y una alta expresion de HES1 en tejido
tumoral previo al tratamiento (p=0.02). Ademads, también encontramos una correlacidn
entre la alta expresion tanto de genes de receptores (NOTCH1: Pearson 0,36; p<0,0001
y NOTCH2: Pearson 0,4; p<0,0001, respectivamente) como de genes diana de la via
Notch (HEY: Pearson 0,4; p<0,0001) y la expresién de moléculas inhibidoras como PD-L1
en las MDSCs circulantes. Sin embargo, no encontramos una clara correlacién entre una
alta expresién de NOTCH1 o HES1 en tejido tumoral y una mayor proporcién de MDSCs
o Treg en sangre periférica aunque el tamafo muestral en este caso fue muy pequefio
(n=14) para poder encontrar diferencias significativas.
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En conjunto, estos estudios resaltan las funciones complejas de la sefializacién de Notch
que, como vemos, tiene un papel pleiotrépico en la regulacion de las respuestas
inmunitarias, ya que la sefializacién de Notch puede modular las funciones de las células
inmunitarias anti-tumorales o pro-tumorales. Probablemente, en funcién del contexto
del MAT, la sefializacién de Notch puede desempeiiar diferentes funciones en la
inmunidad tumoral mediada por MDSCs. Asi, tenemos modelos en los que la activacién
de la sefalizacion promueve la inmunosupresion mediada por MDSCs y facilita la
progresién tumoral y, en otros modelos, la activacion de la seializacién de Notch en las
células mieloides promueve la diferenciacién de MDSCs en TAMs tipo M1y, por lo tanto,
inhibe la progresion del tumor. Por su parte, en las células T, la activacion de la
sefalizacion de Notch mejora su capacidad antitumoral, pero la sefializacion de Notch
también puede promover el agotamiento de las células T al regular positivamente la
expresion de PD-1.

2.2.3. La activacion de la via Notch en MAT y respuesta a ICls en cancer

Dado su papel clave en la inmunidad anti-tumoral, se ha evaluado la sefializacién
a través de la via Notch en el MAT y la respuesta a la inmunoterapia basada en ICls en
cancer tanto en estudios pre-clinicos como clinicos. En el momento de esta revisién no
hemos encontrado evidencia del papel de la activacién de la via Notch en MDSCs
circulantes y la respuesta a ICls en CPNMa.

Tenemos evidencia pre-clinica que apunta a la activacion de la via Notch en el MAT
como un mecanismo de resistencia a terapia basada en ICls, asi como, que la inhibicién
de la seializacion se asociaria a una mejor respuesta al tratamiento. En un modelo
murino de resistencia adquirida a ICls en cdncer de colon, Bernardo et al 3% realizaron
un andlisis de expresion génica para estudiar los mecanismos de resistencia. Los
tumores resistentes a anti-PD-1 presentaron una expresién reducida de genes
relacionados con la respuesta inmune, asi como, una menor infiltracion de células
inmunes (células Ty NK). Encontraron una activacion de TGF-b y de la sefializacién de la
via Notch en los tumores resistentes que se asocid a una peor supervivencia. En un
ambito clinico, Han et al 3% analizaron la expresién de ARNm de genes de la via Notch
en la base de datos de TCGA e identificaron tres grupos con diferentes prondstico y
caracteristicas moleculares en cancer renal de células claras avanzado. Elaboraron un
score de Notch, asociado con la activacidn de la via Notch, la angiogénesis, la actividad
PI3K-AKT-mTOR y sensibilidad a los inhibidores de VEGFR/mTOR. Un score Notch alto se
relaciond con un perfil inmunosupresor con infiltrado inmunitario anti-inflamatorio, vias
inmunitarias inactivadas y escasa respuesta a terapias basadas en ICls sobre los
inhibidores de VEGFR/mTOR en los ensayos JAVELIN Renal 101 (avelumab mas axitinib
versus sunitinib) y CheckMate-009/010/025 (nivolumab versus everolimus). En la misma
linea, Wang et al 33®) encontraron que mutaciones con pérdida de funcién en la via
Notch (NOTCH1-4 y FBXW?7) se asociaron con una activacion de la respuesta inmune en
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cancer de colon, especialmente, en aquellos pacientes con inestabilidad de
microsatélites. La pérdida de la sefializacion de Notch incrementd la expresion de
guimioquinas (CXCL1 y CX3CL1) que promovieron el reclutamiento de células inmunes
en el MAT y se correlaciond con una mayor SG (p=0,003) en los pacientes tratados con
terapia basada en ICls.

Sin embargo, también encontramos trabajos en los que las mutaciones en la via Notch
se asocian a una mejor respuesta al tratamiento con ICls aunque no queda claro en
todos los casos que estas mutaciones impliquen una activacion de la sefializacién a
través de la via Notch en el MAT. De esta manera, el nUmero de mutaciones no
sindnimas en la via Notch se correlaciona con la respuesta a terapia con ICls en CPNM
(337) En este sentido, tenemos también evidencia de que la concurrencia de mutaciones
en Notch y en genes de vias de reparacién del DNA se correlaciona con una mayor
supervivencia en pacientes con CPNM tratados con ICls 338 339 En particular, las
mutaciones en NOTCH4 también se han asociado con un incremento de
inmunogenicidad en el MAT mediado por un incremento en la infiltracion por células T
CD8+ y una mejor respuesta a ICls en varios tipos de cancer 349, En la misma linea, Sun
et al 34V utilizaron una firma de 6 genes de la via Notch para estratificar en 2 grupos de
riesgo, encontrando diferencias en el estado inmune del MAT y en la supervivencia a
inmunoterapia en pacientes con cancer de vejiga.

2.3. LA EXPRESION DE IDO1 EN MDSCs CIRCULANTES Y EN EL MAT SE
ASOCIA CON LA RESPUESTA Y SUPERVIVENCIA A TERAPIA BASADA
EN ICls

En nuestro trabajo encontramos una correlacidn entre la expresion de IDO1y la
expresion de PD-L1 en MDSCs circulantes. En el andlisis de transcriptomica en la
poblacidn de MDSCs circulantes, una alta expresion de IDO1 previa al tratamiento con
ICls se asocié con una mayor SG de forma significativa con respecto al grupo de baja
expresion (p=0,01) y, este efecto, se mantiene tras ajustar por variables clinicas con
valor pronéstico en un modelo multivariante (Expresién IDO1 high vs low: HR 0,36;
p=0,001). De hecho, al incorporar las variables clinicas, citométricas y transcriptdmicas
en el analisis multivariante, la expresion de IDO1 en MDSCs sigue manteniendo su valor
prondstico independiente en el modelo (Expresién IDO1 high vs low (n = 100): HR 0,52;
p=0,02). No encontramos diferencias entre la expresion de IDO1 en MDSCs circulantes
entre el grupo de respondedores y no respondedores, pero, en el analisis de
transcriptomia en tejido tumoral, una alta expresion de IDO1 basal se correlaciona con
menor probabilidad de respuesta al tratamiento con ICls (p=0,04), de forma opuesta a
lo que observamos en MDSCs en sangre periférica.
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2.3.1. Expresion de IDO1 en MAT y prondstico

2,3-Dioxigenasa Indolamina (IDO) es un enzima intracelular que ejerce un efecto
inmunosupresor al catabolizar el aminoacido triptéfano hasta quinurenina y sus
derivados. La expresion de IDO se ha descrito en una diversidad de células inmunes y
estromales, sobre todo en CDs, y regula de forma fisiolégica la respuesta inmune innata
y adaptativa favoreciendo la inmuno-tolerancia. IDO se expresa en muchos tipos de
tumores humanos y su alta expresién se asocia con un estadio avanzado de la
enfermedad, desarrollo de metéstasis y peor prondstico (342343, En el caso del CPNM
disponemos de datos de la expresién de RNAm de IDO1 en muestras de adenocarcinoma
procedentes de la base de datos del TCGA y podemos observar una tendencia a una
supervivencia superior en el grupo de alta expresion de IDO1 aunque no llega a alcanzar
la significacion estadistica (IDO1_exp high vs low; p=0,11), en linea con nuestros
hallazgos en MDSCs en sangre periférica. Ademas, en esta base de datos la expresion de
IDO1 en 517 muestras de adenocarcinoma de pulman se correlaciona con la proporciéon
de MDSCs en sangre (Rho Spearman = 0,46; p<0,001) 313), Sin embargo, esta correlacién
entre la expresion de IDO1 en tejido tumoral y la proporcién MDSCs circulantes no la
encontramos en nuestro estudio, aunque en este caso, el nimero de pacientes con
datos disponibles fue muy bajo (n=14) y probablemente insuficiente para detectar
diferencias significativas.

2.3.2. Expresion de IDO1 en MAT e inmuno-evasion

IDO puede expresarse directamente por las propias células tumorales o
inducirse, indirectamente por la presencia del tumor, en las CPAs, MDSCs y otras células
inmunes y estromales. La sobre-expresion de IDO genera un MAT inmunosupresor
mediante diferentes mecanismos: inhibe la activacién de los linfocitos T efectores
mediante el agotamiento de triptéfano y promueve la diferenciacion y activacion de las
células Treg mediante la producciéon de quinurenina %%, Se ha demostrado en
diferentes modelos animales que la expresion de IDO esta implicada en la resistencia a
inmunoterapia basada en ICls a través de mecanismos como el reclutamiento y
activacion de MDSCs y de células Treg en el MAT. Ademas, la expresién tumoral de IDO
se ha correlacionado con otras moléculas de co-inhibicién tales como PD-1/PD-L1 (34>
346) Los principales inductores de la expresién de IDO en el MAT son los interferones de
tipo | y, especialmente, de tipo Il como IFNg producidos por los TILs que regulan
positivamente IDO a través de STAT-1 y NF-kB como una sefial de retroalimentacion
negativa, contribuyendo a la evasién inmune. Por tanto, el IFNg producido por células T
CD8+ activadas es un factor necesario para la expresiéon de IDO y PD-L1 en MAT de
tumores “inflamados”, siendo la expresion de PD-L1 un factor predictivo de respuesta a
inmunoterapia con anti-PD1/PD-L1 342, Nosotros encontramos correlacién entre la
expresion de IDO1 y la expresion de PD-L1 en MDSCs circulantes en nuestro trabajo.
Esta expresion de IDO dependiente de linfocitos T CD8+ e IFNg en tumores “inflamados”
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podria ser una de las explicaciones por la que se observa un prondstico favorable en
diferentes tipos cancer con alta expresién de IDO en el MAT vy, esta en linea, con lo
observado en nuestro trabajo donde la alta expresion de IDO1 en MDSCs circulantes se
asocia a una mayor SG tras inmunoterapia con ICls en el analisis multivariante.

En el contexto tumoral, las MDSCs son también una de las fuentes de IDO en el MAT y
numerosos estudios han puesto de manifiesto su valor prondstico. En un modelo
murino de cdncer de pulmén, se identificd a las M-MDSCs como la principal fuente de
expresién de IDO 347), mientras que, en otro modelo las MDSCs IDO+ indujeron la
expresion de moléculas de co-inhibicién como PD-1, CTLA-4, LAG-3 y TIM-3 en las células
T CD8+ generando un fenotipo exhausto %%, Los mecanismos moleculares que
subyacen a la expresién aberrante de IDO en MDSCs no son muy conocidos. En MDSCs
derivadas de cancer de mama, la expresién de IDO aument6 a través de la via IL-6/STAT-
3, que activd la via no candnica de NF-kB, lo que resulté en una mayor actividad
transcripcional del promotor de IDO 34, En un modelo tumoral murino de melanoma
con sobrexpresién de IDO se observd un aumento de la poblacion de MDSCs tanto en
tumor como en bazo. Sin embargo, las MDSCs periféricas aisladas del bazo presentaron
niveles bajos de Argl e iNOS y no mostraron actividad supresora in vitro 3>9, En cdncer
de ovario, el nivel de M-MDSCs y PMN-MDSCs IDO+ fue significativamente mayor en
sangre periférica en comparacién con el MAT 31, Por tanto, la activacién de las
funciones inmunosupresoras de MDSCs mediadas por IDO parecen adquirirse una vez
se reclutan en el MAT. Los mecanismos por los cuales se activan las funciones de las
MDSCs dentro del MAT no estdn del todo claros, pero implican a citoquinas pro-
inflamatorias y factores de crecimiento liberados por las células tumorales en su
microambiente. Estos cambios probablemente expliquen porqué la expresion de IDO en
MDSCs circulantes tenga un significado diferente al que podemos observar en el MAT.

2.3.3. Expresion de IDO en células inmunes circulantes y respuesta a ICls

En el microambiente tumoral, la expresién de CTLA-4 en células Treg modula
positivamente IDO en las CDs y MDSCs, lo que promueve reciprocamente la activacion
de Treg. Esta interaccion de puntos de control inmune también se evidencia en sangre
periférica. La frecuencia de MDSCs IDO+ por citometria se correlaciond con lainfiltracion
de Treg en tejido por IHQ y tuvo un impacto negativo en la supervivencia en pacientes
con cancer de mama tratadas con QT neoadyuvante en un modelo multivariante (352,
Sin embargo, hay muy pocos estudios que analicen el impacto de la expresion de IDO
en células inmunes en sangre periférica en la terapia basada en ICls. A nivel clinico la
expresion de IDO en MDSCs circulantes se ha determinado en 72 pacientes con
melanoma estadio | a IV. La expresion de IDO se detectd predominantemente en pCDs
CD123+y M-MDSCs y, en mucha menor medida, en Treg y PMN-MDSCs. La actividad de
IDO en sangre periférica se correlacioné positivamente con los niveles de células T CD8+
PD-L1+ vy Treg CTLA4+, lo que remarca la estrecha interconexién entre estos marcadores
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inmunosupresores en células inmunes circulantes. En pacientes en estadio IV se
encontraron frecuencias mds altas de M-MDSCs IDO+ y PMN-MDSCs IDO+ en
comparacion con los pacientes en estadio I-1ll. Sin embargo, esto no tuvo impacto en la
SG ni SLP 3%3), En pacientes con CPNM, cancer renal y melanoma, la actividad de IDO
medida indirectamente por el indice Quinurenina/Triptéfano (Kyn/Trp) en suero o
plasma durante el tratamiento con inmunoterapia basada en ICls se asocié con
resistencia al tratamiento y menor SLP (%%3%) En modelos pre-clinicos se ha
demostrado que el bloqueo de IDO es eficaz como parte de una terapia combinada que
incluye tratamiento con ICls %% 339 Sin embargo, cuando estos inhibidores
(epacadostat) han pasado a la fase de ensayos clinicos no han logrado demostrar un
beneficio en supervivencia con la combinacién con pembrolizumab en melanoma
avanzado (369,

2.4. POSIBLES APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LA MODULACION DE LA
VIiA NOTCH EN IMUNOTERAPIA

El andlisis transcripcional de las MDSCs circulantes y del tejido tumoral en
nuestra investigacion pone de manifiesto dos mecanismos de resistencia al tratamiento
con ICls en CPNMa que parecen clave en la respuesta a esta terapia y que implican a la
expresion de ligandos Jagged y a la activacion de la via Notch en MDSCs circulantes y
en el MAT. Por tanto, parece evidente que una de las aplicaciones potenciales de estos
hallazgos sea el desarrollo de estrategias de tratamiento dirigidas a contrarrestar estos
mecanismos de resistencia mediados por las funciones inmunosupresoras de las MDSCs,
como pueden ser, la generacidn de anticuerpos monoclonales anti-Jagged o farmacos
inhibidores de la senalizaciéon de Notch combinados con terapia basada en ICls.

2.4.1. Anticuerpos anti-Jagged

Ya hemos revisado en profundidad el papel pro-oncogénico de la senalizacion
Jag1/Notch mediante mecanismos que implican la evasién del sistema inmune. Todos
estos mecanismos hacen de la via Jagl/Notch en MDSCs una diana terapéutica de
especial interés en el CPNMa. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales anti-Jagl
humanos y murinos capaces de bloquear la sefalizacién de Notch in vitro en varias lineas
celulares, tales como, 15D11, J1-65D y CTX014 (361, 362, 170)  Aynque los resultados son
prometedores, todavia no se han comunicado datos de la eficacia y seguridad de estos
anticuerpos anti-JAG1 en el contexto de ensayos clinicos. Disponemos de evidencia pre-
clinica de la actividad terapéutica in vivo de anticuerpos anti-Jagged1/2 (CTX014) en
varios modelos tumorales de ratdn, entre ellos, el modelo 3LL de carcinoma de pulmén
(170), Los resultados mostraron que el tratamiento con CTX014 superd la tolerancia de
las células T inducida por el tumor, aumenté la infiltracion de células T CD8+ reactivadas
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en los tumores y mejord la eficacia de la inmunoterapia basada en células T. El bloqueo
de Jagged aumenté la proliferacién de linfocitos T CD8+, asi como, la sefalizacion a
través de la via Notch en estas células con unos mayores niveles de NOTCH1 y genes
diana como HES1. De hecho, en un modelo tumoral de linfoma, los anticuerpos anti-
Jagged mejoraron el efecto antitumoral de la terapia de células T adoptivas. Ademas,
los investigadores describieron que la terapia anti-Jagged inducia la acumulacién de
células MDSC-like que presentaban una menor capacidad de bloquear la proliferacién
de células T y produccion de INFg, asi como, una menor expresién de marcadores
inmunosupresores de MDSCs como iNOS y ARG1 comparado con las MDSCs de
controles. La deplecién de MDSC-/ike con anti-Grl+ prevenia la expansién y activacién
de células T CD8+ mediada por los anticuerpos anti-Jagged en el tumor. Por tanto, la
terapia anti-Jagged podria inducir la acumulacién de MDSC-/ike potencialmente
antitumorales a través de la activacion de células T CD8+. No queda claro el mecanismo
exacto por el cual la terapia anti-Jagged produce este efecto, podria estar mediado por
los ligandos DLL al activar Notch con una cinética diferente o probablemente al interferir
en la inhibicién cis de los receptores de Notch de las MDSCs por los ligandos Jagged
expresados en las mismas células. Sin embargo, estos hallazgos proporcionan evidencias
preclinicas del uso de anticuerpos anti-Jagged1/2 para reprogramar la supresion de las
células T mediadas por MDSCs y mejorar la eficacia de la inmunoterapia antitumoral.

Jagged1 es un ligando que tiene una serie de caracteristicas que lo convierten en una
diana atractiva para la terapia antineoplasica frente a otros ligandos o receptores de la
via Notch. El bloqueo de JAG1 no presenta fendmeno de haplo-insuficiencia como
ocurre con otros ligandos de Notch 363:364) Esto permite una mayor ventana terapéutica
para interferir en la actividad de la via Notch sin inducir una toxicidad significativa.
Ademads, mientras que, en el contexto tumoral, los ligandos DLL ejercen sus funciones
fundamentalmente en la angiogénesis, los ligandos Jagged tienen un papel mas amplio
en angiogénesis, regulacion de células inmunosupresoras, células tumorales y stem
cells. Por tanto, interferir en la sefalizacion de JAG1, tanto en el estroma como en las
células tumorales, podria inducir efectos sinérgicos, tal y como, se puede observar en
modelos de céncer de ovario (%), La interconexién entre Notch y otras vias de
sefalizacion como Wnt, Hedgehog y VEGF, asi como, con el sistema immune, hacen de
la terapia basada en los ligandos de Notch muy atractiva para desarrollar estrategias de
tratamientos combinados con ICls. Un ejemplo, lo encontramos con navicixizumab
(OMP-305B83), un anticuerpo biespecifico que inhibe la sefializacion de Notch a nivel
del ligando DLL4 y VEGF. Un ensayo fase | ha mostrado datos preliminares de la actividad
anti-tumoral en multiples tipos tumorales, que parecen especialmente interesantes en
céncer de ovario (360),
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2.4.2. Inhibidores de la sefializacion Notch en MDSCs

Ya se ha revisado en profundidad que la activacion de la sefializacion Notch en
MDSCs en cancer se asocia a un fenotipo de MDSCs con una mayor capacidad de
inducir inmunosupresion a las células T y resistencia al tratamiento basado en ICls.
Ademas, la activacion de la sefializacion de la via Notch en el MAT estd asociada a un
microambiente mds inmunosupresor secundario a un mayor reclutamiento y activaciéon
de poblaciones celulares inmunosupresoras, asi como, una mayor expresién de
moléculas inhibitorias de los puntos de control inmune. Esta activacidn de la via Notch
en el MAT favoreceria la progresion tumoral y conllevaria, por tanto, una mayor
resistencia a terapia basada en ICls.

En el momento de esta revision no hemos encontrado evidencia del papel de la
activacion de la via Notch en MDSCs circulantes y la respuesta a ICls en CPNMa. Sin
embargo, tenemos evidencia que apunta a la activacidn de la via Notch en el MAT como
un mecanismo de resistencia a terapia basada en ICls, asi como, que la inhibicién de la
sefalizacion se asociaria a una mejor respuesta al tratamiento. En un modelo murino de
resistencia adquirida a ICls en cancer de colon, Bernardo et al 33¥ realizaron un anélisis
de expresidon génica para estudiar los mecanismos de resistencia. Encontraron una
activacion de TGF-b y de la sefializacion de la via Notch en los tumores resistentes que
se asocid a una peor supervivencia. La inhibicién de TGF-b y Notch en combinacién con
anticuerpos anti-PD-1 disminuyd el crecimiento tumoral y re-sensibilizé a los tumores al
tratamiento con ICls. Por tanto, inhibir la sefializacion de Notch podria revertir la
resistencia a la terapia con ICls al actuar sobre poblaciones celulares inmunosupresoras
como MDSCs. Las terapias de combinacion de farmacos inhibidores de la seializacion
de Notch e ICIs parecen, por tanto, prometedoras en este sentido desde el punto de
vista tedrico. A nivel pre-clinico, tenemos mas evidencia de la sinergia de este
tratamiento combinado. En un modelo de cancer de mama la combinacion de anti-PD1
con un iGS redujo la tasa de crecimiento tumoral in vivo en mucha mayor medida que
ambos tratamientos por separado 3%7), Ademds, como hemos visto, la inhibicién o
activacion de la sefializacion de Notch en células tumorales puede modular la
expresion de moléculas de los puntos de control inmune. También tenemos evidencia
que, en las células T, la activacion de la sefializacién de Notch mejora su citotoxicidad
pero promueve la expresion de PD-1, lo que potencialmente induciria el agotamiento
de las células T. Por lo tanto, es probable que debamos adoptar diferentes estrategias
terapéuticas sinérgicas en diferentes contextos. Para un MAT en el que la inhibicién de
la sefalizacion de Notch induce la expresidn de PD-1, tedricamente podriamos combinar
inhibidores de la sefializacion de Notch con ICIs para intentar obtener efectos
antitumorales sinérgicos. AL101 y fosciclopirox son dos inhibidores de la via Notch de
los que se ha presentado resultados preliminares en ensayos clinicos fase I-1l en tumores
solidos en ASCO 2022.
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2.5. Fortalezas y limitaciones del estudio

Entre las fortalezas del estudio podemos destacar su naturaleza prospectiva y
multicéntrica incluyendo una poblacién homogénea de 105 pacientes con CPNMa
tratados con ICls en 222 linea, una de las mayores series comunicadas hasta el momento
con datos de poblaciones celulares inmunosupresoras circulantes. También cabe
destacar la recoleccion de muestras frescas, no criopreservadas, puesto que, la
criopreservacion puede alterar el aislamiento de las poblaciones de MDSCs y el
procesamiento homogéneo de las mismas. Por ultimo, el impacto prondstico de las
diferentes poblaciones celulares y genes analizados se ajustd en un analisis
multivariante con otras variables prondstico conocidas en cancer de pulmén.

Aunque nuestro estudio apoya la idea de que los niveles de MDSCs pueden usarse como
marcador prondstico en CPNM, también plantea preguntas importantes sobre la
biologia de las MDSCs y las funciones especificas de las diferentes subpoblaciones de
MDSCs en la promocidn de la progresion tumoral. Una de las principales limitaciones es
qgue no evaluamos las poblaciones de células inmunosupresores en el tejido tumoral,
pudiendo ser éstas mas representativas que las poblaciones celulares circulantes en
sangre periférica. De hecho, Yamauchi et al **Y) han comunicado que la proporcién de
las subpoblaciones de MDSCs son mayores en el tejido tumoral que en sangre periférica,
aungue solo los niveles de MDSCs circulantes fueron capaces de predecir recaidas tras
la cirugia. Ademas, hay que tener en cuenta recientes publicaciones que muestran
importantes diferencias funcionales entre las MDSCs circulantes e intra-tumorales (368
370), Por lo tanto, se necesita una mejor caracterizacién fenotipica y funcional de las
MDSCs antes de que se pueda explicar completamente su potencial como biomarcador
predictivo. Otra de las limitaciones reside en que no realizamos ensayos funcionales en
muestras de sangre periférica de pacientes con MDSCs circulantes y linfocitos T en co-
cultivo para evaluar la actividad inmunosupresora de las mismas. La distincion entre
PMN-MDSCs y neutroéfilos también supone una limitacién a la hora de su similitud desde
el punto de vista citométrico en cuanto a su fenotipo y morfologia. El método que hemos
utilizado en nuestro estudio para la separacién de neutrofilos de las PMN-MDSCs es el
gradiente de Ficoll. Las PMN-MDSCs estan enriquecidas en la fraccion de baja densidad,
pero esta fraccién no solo contiene MDSCs sino también neutréfilos activados ¢71), Otros
autores utilizan marcadores de superficie como lectin-like oxidized low-density
lipoprotein receptor-1 (Lox-1) para distinguir la poblacion de PMN-MDSCs de los
neutrofilos (279,
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Aunque la evidencia disponible hasta el momento, sobre el potencial papel como
biomarcador de las MDSCs y Treg es limitado, nuestros hallazgos confirman que los
niveles de MDSCs circulantes previos al inicio de tratamiento con ICls se correlacionan
con la RNL y podrian identificar a los pacientes que tienen mas riesgo de progresar y
fallecer precozmente tras el inicio del tratamiento. El papel de las MDSCs como
biomarcadores predictivos de respuesta a inmunoterapia deberia, no obstante,
validarse en estudios prospectivos con un mayor numero de pacientes y mayor
seguimiento.
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VL.

CONCLUSIONES

Analisis de las poblaciones celulares inmunes

Identificamos una asociacién significativa entre una proporcion elevada de
MDSCs circulantes basales y una menor supervivencia tras el tratamiento con
ICls en pacientes con CPNMa. En la actualidad existen estrategias terapéuticas
dirigidas a contrarrestar a la poblacion de MDSCs con la finalidad de mejorar la
eficacia clinica y revertir la resistencia a la inmunoterapia basada en ICls.

Una proporcion alta de Treg circulantes basales, se asocia con una mayor SG
tras terapia con ICls en CPNMa, aunque no se mantuvo como variable
independiente en el andlisis multivariante.

Identificamos una asociacidn significativa entre una RNL pre-tratamiento
elevada y una menor supervivencia tras el tratamiento con ICls en pacientes
con CPNMa.

Encontramos una correlacion directa entre los niveles de MDSCs circulantes
(MDSCs totales y PMN-MDSCs) y la RNL. Agrupando MDSCs, RNL y RPL
identificamos a los pacientes con mayor probabilidad de presentar una
supervivencia prolongada o una muerte precoz tras inmunoterapia. Por tanto, la
RNL podria ser un reflejo de la proporcion de MDSCs circulantes en CPNMa.

Analisis de la expresion de genes en MDSCs y tejido

La expresidn de ligandos de Notch Jagged en MDSCs circulantes y en el tejido
tumoral predicen resistencia al tratamiento con ICls en CPNMa.

La activacion de la via Notch mediada por una alta expresion de NOTCH1 y HES1
en MDSCs circulantes y en el tejido tumoral predicen resistencia al tratamiento
con ICls y peor supervivencia.

La expresion de IDO1 en MDSCs circulantes y en el MAT se asocia con la
respuesta y supervivencia a terapia basada en ICls. Una alta expresién de IDO1
en MDSCs previa al tratamiento con ICIs se asocié con una mayor SG en el
modelo de regresidn multivariante. En tejido tumoral, una alta expresion de
IDO1 se correlaciona con menor probabilidad de respuesta a ICls, de forma
opuesta a lo que observamos en MDSCs en sangre periférica.
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4. Posibles aplicaciones terapéuticas de la modulacién de la via Notch en
inmunoterapia. El analisis transcripcional de las MDSCs circulantes y del tejido
tumoral en nuestra investigacién pone de manifiesto dos mecanismos de
resistencia al tratamiento con ICls en CPNMa que parecen clave en la respuesta
a esta terapia y que implican a la expresion de ligandos Jagged y a la activacién
de la via Notch en MDSCs circulantes y en el MAT. Por tanto, parece evidente
que una de las aplicaciones potenciales de estos hallazgos sea el desarrollo de
estrategias de tratamiento dirigidas a contrarrestar estos mecanismos, como
pueden ser, la generacidn de anticuerpos monoclonales anti-Jagged o farmacos
inhibidores de la sefializacion de Notch combinados con terapia basada en ICls.
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VIil. ANEXOS

ANEXO 1. Hoja de Informacion al Paciente (HIP)

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Titulo: “Estudio prospectivo para explorar la relacidn entre los niveles de expresidn de
ligandos de la via Notch en Células Mieloides Supresoras Circulantes y la respuesta al
tratamiento con anticuerpos anti-PD1 en cdncer de pulmdn no microcitico avanzado

tras progresidn a una primera linea basada en platino™.
Versign: 1.0, del 27 de Febrero de 2017

Pir favor, lea atentamente esta hoja de informacion:
El Servicio de Oncologia del H. , E5td realizando

un estudio promovido por €l Grup de Investigacid | Divulgacid en Oncologia v la
Fundacidn La Fe, en el que le invita a participar.

Mos dirigimos a wusted para solicitarle su autorizacidn para participar en este estudio, en
el gue esta previsto incluir un total de 60 pacientes en aproximadamente & hospitales
de la Comunidad Valenciana que, como en su caso, o bien acuden a consulta o bien
permanecen ingresados en Servicios de Oncologia de hospitales del ambito regional por
padecer un cancer de pulman de células no pequefias, y para los cuales, a criterio de su
medico, la opcidn terapéutica mas adecuada es el tratamiento con un anticuerpo anti-
PO1/PO-L1 [Mivolumab, Pembrolizumab, Atezolizumab u otro) para intentar combatir su
enfermedad.

La inmunoterapia contra el cancer se basa en el blogueo de la capacidad de un tumor
para camuflarse del ataque de las células del sistema inmunolégico. Esta inmunaterapia
se basa en un concepto sencillo: existen una serie de ‘puestos de control” o ‘checkpoints”
en el sistema inmunolbgico que son las wias inhibitorias gue amortiguan o bloguean la
respuesta inmune. Aszi, las terapias inmunes estan disefiadas para bloquear o inhibir
estas wias inhibidoras. Por ejemplo, una de estas wia inhibitoria, PD-1, provoca la
desinhibicion de un tipo de célula inmune llamada célula T, lo que permite atacar y
eliminar a las células cancerosas. El blogueo de este ligando PO-L1 logra respuestas
duraderas en pacientes con cancer de pulmdn, piel y rifkdn, pero es necesario identificar
biomarcadores wvinculados a un mejor respuesta al tratamiento, algo fundamental
porgue muchos pacientes no obtienen beneficio del tratamiento.

El estudic pretende describir la posible relacidn que existe entre las caracteristicas de
su enfermedad y el tratamiéento con la combinackdn de un anticuerpo anti-PO-1,/#0-L1
[nivolumab, pembrolizumab, atezclizumab v otro), para intentar identificar gué futuros
pacientes podrian beneficiarse en mayor medida del tratamiento.

Su médico ha considerado que la mejor opcidn terapéutica para usted, teniendo en
ruenta sus caracteristicas clinicas y personales, es un anticuerpo anti-PO-1/P0-L1_ Elfella
le habrd explicado ya las distintas opciones terapéuticas disponibles, asi como las
potenciales ventajas e inconvenientes de cada una de ellas. 5i tiene cualquier duda sobre
ellas, por favor, pregunte libremente todas sus dudas.
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Debe saber que su participacidn es voluntaria, por lo gue es necesario gue antes de su
inclusidn en el estudio, haya otorgado por escrito su autorizacién mediante la firma de
un consentimiento informado. Podrd retirar su consentimiento para la utilizacion de sus
datos cuando ko desee, sintener que dar ninguna explicacidn al equipo de imneestigacion
y sin que ello suponga ninguna alteracidn en la relacién con su médico. Ademds, la
atencidn médica que reciba siempre serd la mejor para usted y sélo estard determinada
por las caracteristicas clinicas de su enfermedad y el criterio de su médico,
independientemente de gue su decisidn sea la de participar o no.

Su participacion en el estudio consistird en las visitas habituales a su médico durante las
cuales s2 recogerd la informacion necesaria para el estudio. También se recogeran
algunos datos disponibles en su historia clinica relativos a su enfermedad y su situacion
clinica. Se registrardn asimismo datos de los andlisis que le vayan realizado y se tomaran
tres muestras de sangre para analizar algunas swstancias naturales que podrian tener
relacidn con el grado de respuesta al tratamiento. Ademas, su tumor serad analizado para
el estudio de factores predictivos de respuesta al tratamiento de su enfermedad. 5e
analizaran los resultados obtenidos en relacidén con los datos de su evolucion clinica. 5e
estudiara la relacion de los marcadores analizados en su muestra tumoral con la
respuesta al tratamiento asi comio con la evolucidn de la enfermedad.

La toma de estas muestras se hard coincidir con las extracciones que habitualmente ke
practicaran antes de recibir el tratamiento y no supondran pinchazos adicionales. No
existe ningln riesgo médico asociado a su participacion en este estudio. Su muestra de
tejido tumoral se extrajo durante &l diagndstico de su enfermedad, previamente al inicio
de su tratamiento. En todo momento se seguird la normativa vigente en cuanto a la
obtencidn, conservacidn y almacenamiento de las muestras obtenidas, asi como en el
manejo de los datos gue se obtengan, de acwerdo a ko establecido en la Ley 1472007, de
3 de julio, de Investigacidn Biomédica.

Segun la citada ley debera consentir en la donacidn de sus muestras bioldgicas para los
posteriores estudios gue se realizaran y para ello se le facilitard una Hoja de
Consetimiento Informado. Debe saber que podrd retirar dicho consentimiento en
cualguier momento sin que pueda verse afectado por ese motivo su derecho a la
asistencia sanitaria.

Asimismo debe saber gue se le garantizard, en todo momento, |3 proteccidn de su
intimidad y el tratamiento confidencial de los datos personales gue resulten de la
investigacitn biomédica conforme a lo dispuesto en la Ley Orgénica 15/199%9 de 13 de
diciembre, de Proteccidn de Datos de Cardcter Personal.

En &l cazo de que sus muestras biokigicas sean conservadas deberd ser informado por
escrito de las condiciones de conservacidn, asi como de sus futuros wsos,

5 como consecuencia de la mencionada investigacidn se obtuviese informacion
relevante para la salud de los participantes, esta seria puesta en su conocimiento. Debe
saber también gque los investigadores participantes en esta investigacidn estan
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obligados a hacer pdblicos los resultados de la misma, siguiendo siempre lo dispuesto
en la Ley Organica 15/19949 de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Cardcter
Personal, y también a informarle si asi lo solicita.

Dado que la realizacidn del estudic dnicamente consiste en recoger informacidn sobre
su estado de salud, su tratamiento y determinaciones analiticas, no hay beneficios
especificos relacionados con su participacién ni tampoco tendra un riesgo adicional
diferente al gque de por si tiene con su enfermedad, ya que su tratamiento y cuidado no
cambiard en modo alguno por motivos relacionados con su participacion en el estudio.

Todos los datos que se recogen en el estudio, serdn utilizados por kos investigadores y
el promotor de este estudio con |a finalidad comentada anteriormente, seran tratados
con total reserva y usted estard identificado mediante un ndmero, no incleyéndose
ningun dato que le identifiqgue directamente.

Solamente podran acceder a los datos de su historia clinica, ademas de sus médicios, el
promotor y sus representantes y las autoridades sanitarias para la realizacidn de
inspecciones o auditorias del estudio, pero en ningln caso saldré del hospital ningldn
dato gue pueda identificarle.

El tratamiento, la comunicacion v la cesidn de los datos de caracter personal de todos
los participantes se ajustaran a lo dispuesto en la Ley Organica de Proteccidn de Datos
de Caracter Personal 15/1999 de 13 de diciembre. De acuerdo a o que establece la
legislacion mencionada, usted puede ejercer el derecho de acceso, modificacidn,
oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dingirse a su médico del estudio.

La informacidn sobre usted, identificada exclusivamente mediante un mimero, serd
transmitida por su médico y'o colaboradores fuera del centro, al Instituto de
Imvestigacidn Sanitaria La Fe, como promotor del estudio, propietario del fichero de
datos del estudio y responsable del analisis.

Tambéén es importante gue sepa gue este estudio ha sido sometido al criterio de un
Comité Etico de Investigacidn Clinica, cumple con toda la legislacidn vigente en Espafia
v se realizard de conformidad con los principios establecidos tanto en la Declaracidn de
Helsinki comio en las Mormas de Buena Practica Clinica.

Si cualguier momento tiene alguna duda y quiere contactar con el médico responsable
del estudio en este centro, Or. , podra hacerlo en el teléfono

5i estd de acuerdo en participar en este estudio, por favor exprese su consentimiento
rellenando el documento disponible a continuacion,
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ANEXO 2. Consentimiento Informado

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO [POR ESCRITO)

"Estudio prospective para explorar la relacion entre los niveles de expresion de ligandos
de la via Motch en Células Mieloides Supresoras Circulantes y la respuesta al tratamiento

con anticuerpos anti-PD1 en cincer de pulmdn no microcitico avanzado tras progresidn a
una primera linea basada en plating”.

Mombre del Investigador;

1. Confirmo:
- Que he leido y entendido la Hoja de Informacidn al paciente (Version 1.0, del 27 de
Febrero de 2017) que se me ha entregado.
- He podido hacer las preguntas necesarias acerca del estudio.
- He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

2. Entiendo que mi participacidn es voluntaria y puedo retirarme del estudio en cualquier
momenta, sin dar ninguna explicacion y sin que mis cuidados médicos se vean por ello

afectados.

3. Comprendo que los datos relacionados con el estudio podran ser revisados por personal
autorizado y por las autoridades competentes para ello y presto mi conformidad.

4. Estoy de acuerdo en que mi médico de familia esté informado de mi participadion en
este estudio y de cualquier informacion dinica significativa que surja.

5. Estoy de acuerdo en participar en el estudio.

6. Presto mi conformidad para:
- la donacidn de 3 muestras de sangre: | Y Y
- la donacidn de tejido tumoral: st 1 jrmwo

Entiendo la forma en que se recogeran las muestras y comprendo gue |a donacidn es
woluntaria y que soy libre de retirar el consentimiento para su wso en cualquier
momento, sin tener que dar explicaciones y sin que mis cuidados médicos se vean por
ello afectados.

7. Estoy de acuerdo en que las muestras que he donado v la informacidn andnima sobre
mi se almacenen en el Laboratorio de Biclogia Molecular, Fundacion para la
Investigacion del Hospital Universitari y Politecnic La Fe de Valenda, y pueda ser usada
en un futuro para la investigacion sobre el cncer de pulmdn en futuros proyectos.
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8. Comprendo que no obtendré ningln provecho financiero si este estudio conduce al
desarrollo de un nuevo tratamiento o prueba médica.

9, Comprendo que las futuras investigaciones usando las muestras que he donado puedan
incluir investigaciones destinadas a comprender la influencia de marcadores predictores
en &l cancer de pulmdn v que es poco probable que los resultados de estas
investigaciones tengan implicaciones para mi.

MNombre del paciente Fecha Firma

MNombre de la persona gue ha
obtenido el consentimiento (sies Fecha Firma
diferente al investigador)

Investigador Facha Firma

Distribucidn: ariginal al investigador y copia al padente
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (ORAL ANTE TESTIGOS)

"Estudio prospective para explorar la relacion entre los niveles de expresion de ligandos
de la via Notch en Células Mieloides Supresoras Circulantes y la respuesta al tratamiento

con anticuerpos anti-PD1 en cincer de pulmdn no microcitico avanzado tras progresién a
una primera linea basada en plating”.

Mombre del Investigador:

Yo

L

declaro  baje mi  responsabilidad  que

1. Confirmo:

- Oue ha entendido la Hoja de Informacion al paciente (Version 1.0, del 27 de Febrero de
2017) que se le ha leido.

- Ha podido hacer las preguntas necesarias acerca del estudio.
- Ha recibido suficiente informacion sobre el estudio.

Z. Entiende que su participacidn es voluntaria y puede retirarse del estudio en cualquier
momento, sin dar ninguna explicacidn y sin que sus cuidados meédicos se vean por ello

afectados.

3. Comprende que los datos relacionadaos con el estudio podrén ser revisados por personal
autorizado y por las autoridades competentes para ello y presta su conformidad.

d. Estd de acuerdo en que su médico de familia esté informado de su participacion en este
estudio y de cualquier informacidn clinica significativa que surja.

5. Estd de acuerdo en participar en el estudio.
6. Presta su conformidad para:

- la donacién de 3 muestras de sangre: s 1 gm0
- la donacidn de tejido tumoral: st 1 gm0

Entiende la forma en que se recogerdn las muestras y comprende que la donacidn es
woluntaria y que es libre de retirar el consentimiento para su uso en cualquier momento,
sin tener que dar explicaciones y sin que sus cuidados medicos se vean por ello afectados.
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7. Esta de acuerdo en que las muestras que ha donado y la informacion andnima sobre &l
se almacenen en el Laboratorio de Biologia Molecular, Fundacidn para la Investigacidn del
Hospital La Fe de Valencia, y pueda ser usada en un futuro para la investigacidn sobre el
cancer de pulmdn en futuros proyectos.

B. Comprende que no obtendrd ningun provecho financiero si este estudio conduce al
desarrollo de un nuevo tratamiento o prueba médica.

9. Comprende que las futuras investigaciones usando las muestras que ha donado puedan
incluir investigaciones destinadas a comprender la influencia de marcadores predictores en
el céncer de pulmdn y que es poco probable que los resultados de estas investigaciones
tengan implicaciones para él.

Mambre del testign Fecha Firma

Mombre de la persona que ha
obtenido el consentimiento (sies Fecha Firma
diferente al investigador)

Investigador Fecha Hrma

Distribucion: original al investigador y copia al paciente
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (DEL REPRESENTANTE)

"Estudio prospectivo para explorar la relacion entre los niveles de expresion de ligandos
de la via Notch en Células Mieloides Supresoras Circulantes y la respuesta al tratamiento

con anticuerpos anti-PD1 en céncer de pulmdn no microcitico avanzado tras progresidn a
una primera linea basada en plating”.

Mombre del Investigador:

Yo

L

en  calidad de que

1. Confirmo:

- Que ha entendido la Hoja de Informacion al paciente (Versidn 1.0, del 27 de Febrero de
2017) que se le ha leido.

- Ha podido hacer las preguntas necesarias acerca del estudio.
- Ha recibido suficiente informacian sobre el estudio.

2. Entiende que su participacion su voluntaria y puede retirarse del estudio en cualquier

momento, sin dar ninguna explicacion y sin que sus cuidados medicos se vean por ello
afectados.

3. Comprende que los datos relacionados con el estudio podran ser revisados por personal
autorizado y por las autoridades competentes para elloy presto su conformidad.

. Estd de acuerdo en que su médico de familia esté informado de mi participacion en este
estudio y de cualquier informacidn clinica significativa que surja.

5. Esta de acuerdo en participar en el estudio.
b. Presta su conformidad para:

- la donacidn de 3 muestras de sangre: st 1 frno
- la donacidn de tejido tumoral: s 1N

Entiende la forma en que se recogerdn las muestras y comprende que la donacidn es
woluntaria y que es libre de retirar el consentimiento para su uso en cualguier momento,
sin tener que dar explicaciones y sin que sus cuidados médicos se vean por ello afectados.
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7. Esta de acuerdo en gue las muestras que ha donado y la informacion andnima sobre &l
se almacenen en el Laboratorio de Biologia Molecular, Fundacion para la Investigacion del
Hospital La Fe de Valencia, y pueda ser usada en un futuro para lz investigacion sobre el
cancer de pulman en futuros proyectos.

B. Comprende que no obtendrd ningan provecho financiero si este estudio conduce al
desarrollo de un nuevo tratamiento o prueba meédica.

9. Comprende gue |as futuras investigaciones usando [as muestras que ha donado puedan
incluir investigaciones destinadas a comprender |a influencia de marcadores predictores en
el cancer de pulmdn y que es poco probable que los resultados de estas investigaciones
tengan implicaciones para él.

Mombre del representante Fecha Firma

Mombre de la persona gue ha
obtenido el consentimiento (sies Fecha Firma
diferente al investigador)

Investigad
nvestigador Fecha

Firma

Distribucion: original al investigador y copia al paciente
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ANEXO 3. Informe del CEIm Hospital Arnau de Vilanva

DEPARTAMENT DE SALUT VALENCIA
ARNAU DE VILANOVA-LLIRIA

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION con medicamentos

Fernando Sanchez-Toril Lopez, Secretario del Comité Etico de Investigacién con medicamentos,
CEIm Hospital Amau de Vilanova de Valencia,

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado, en la sesién ordinaria del dia 29 de marzo (acta 03/2017) el estudio
EPA-SP, titulado: “Estudio prospectivo para explorar la relacién entre los niveles de
expresion de ligandos de la via Notch en Células Mieloides Supresoras Circulantes y la
respuesta al tratamiento con anticuerpos anti-PD1/PD-L1 en céncer de pulmén no
microcitico avanzado tras progresién a una primera linea basada en platino”

Clasificado por la AEMPS con fecha 03 de marzo de 2017, con cédigo de protocolo: |IS-NIV-
2017-01

Versién fecha protocolo: version 1, de 27 de febrero de 2017

HIP/CI: version 2, de 20 de febrero de 2017

Investigador Principal: José Garcia Sanchez

Servicio: Oncologia

Promotor: Instituto Investigacion Sanitaria La Fe.

Y tomando en consideracién |as siguientes cuestiones.

- Sa cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetives del
estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informade.

- La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
astudio.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfieren con el respeto a los
postulados éticos.

- Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Orden SAS/3470/2009 y la Declaracién de
Meisinkl de la Asociacién Médica mundial sobre principios éticos para las investigaciones médicas
en seres humanos y en sus posteriores revisiones, asi como aquelios exigidos por la normativa
aplicable en funcién de |as caracteristicas del estudio.

Es por elio que el Comité Informa favorablemente sobre |a realizacion del estudio por el Dr. José
Garcia Sanchez, como investigador principal en el servicio de Oncologla del H. Amau de Vilanova
de Valencia

Lo que firmo en Valencia a 29 de marzo de 2017

Fdo.: Dr. Fernando Sénchez-Toril Lopez
Secretario del CEIm

DEPARTAMENT DE SALUT DE VALENCIA - ARNAU DE VILANOVA ~ LLIRIA

Sant Climent, 12 - 46015 Valanda - Teléfon 961 9764000
v
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DEPARTAMENT DE SALUT VALENCIA
ARNAU DE VILANOVA-LLIRIA

Fernando Sanchez-Torll Lépez, como Secretario del Comité Etico de Investigacion con

medicamentos del Hospital Amau de Vilanova de Valencia

Hace constar que:

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/85) y con el Real Decreto 1090/2015, y su composicién actual es la siguiente:

PRESIDENTE

Andreu Ballester, Juan Carlos = Medico Unidad de Investigacion
VICEPRESIDENTE

Parra Gasent, Alberto = Farmacéutico. Atencion Primaria

SECRETARIO

Séanchez-Toril Lopez, Fernando == Facultativo especialista en Neumologia

VOCALES:

Alonso Gémez, J. Ricardo == Facultativo Atencion Primaria. CS Burjassot
Casanoves Laparra, Eloina = Facultativa de la Unidad de Cuidados Intensivos

Dalli Peydrd, Ernesto = Facultativo especialista en Cardiologla

Domene Garcia, Juan == Gerente del Hospital

Esplugues Mota, Juan Vicente == Facultativo especialista en Farmacologia clinica
Garde Noguera, Javier = Facultativo especialista en Oncologia

Gonzélez Jimenez, M* del Carmen == Diplomada Enfermeria

Llombart Cussac, Antonio = Facultafivo especialista en Oncologia

Lopez Corell, Laura == Licenciada en Derecho.

Monforte Albalat, Alberto = Facultativo especialista en Cir. Gral. y Aparato Digestive
Moral Baltuille, M* Desamparados == Facultativa especialista Laboratorio. Analisis Clinicos
Munera Rubio, Maria José == Técnico en Funcién Administrativa

Pajin Echevarria, Pablo == Miembro Lego. Union de Consumidores

Soler Company, Enrique == Farmacéutico Hospital

Ubeda Sansano, M* Isabel = Pediatra en Atencién Primaria. C.S.Eliana

Velasco Pastor, Manuel == Facultativo especialista en Dermatelogia

Que en dicha reunién del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplié el quérum preceptive

legalmente.

Que en el caso de que se evalle algin proyecto del gue un miembro sea investigador/cotaborador,

éste se ausentard de la reunion durante la discusion del proyecto,

Valencia a 29 de marzo de 2017

Fdo..Dr. Fernando Sanchez-Toril Lopez
Secretario del CEIm

DEPARTAMENT DE SALUT DE VALENCIA ~ ARNAU DE VILANOVA - LLIRIA

Sant Climent, 12 + 46015 Vaincla « Tekdfon 961-976000
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ANEXO 4. Informe del CEIm Hospital La Fe
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DICTAMEM DEL COMITE ETICO DE INVESTIGAGCION CLINICA

Don Serafin Rodriguez Capellan, Secratario del Comité Etico de Investigecidn Clinica del
Hespital Unlversitario y Politécnice La Fa,

Gue eshe Comibé, ha evaluado en su s&sion de lecha 13 de septiembre de 2017, con acta n®
418, la propussis dyl promolor para que se realice e eshudio:

Cidigo de protocolo del promotoen: 15-WIV-2017-04

Codigo de protocolo AEMPS: II5-NV-201T-01

Varsidnfacha del protocolo; 1.00 2F da febrero de 2017

Warsionfacha da la Hoja de Informacion ¥ cansanfimianio informado para ¢l paciente: 2 20 de
febrero de 2017

Titwa: "LIGANDOS DE MNOTCH EN CELULAS MIELOIDES SUPRESORAS (MDECS)
CIRCULANTES COMO BIOMARCADORES DE RESPUESTA A ANTICUERPOS ANTEPD.
1/PO-L1 EN CANCER DE PULMON NO MICROCITICO [CPNM) AVANZADO. ™

Promaotor-DR. JOSE GARCIA SANCHEZ, SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA. HOSPITAL
ARNAL DE VILANOVA [VALENCIA).

COue s han evaluado ks compensaciones scondmicas pravistas v su pasible inleferencia con
[ "EBFIE'II'.‘I 3 log posiulados alicos.

Que =& cumplen los preceptos élicos formulades en la Orden SAS 347002009 y la Declamacidn
da Halsinki de la Asocackin Mégica mundial sobre principles dticos para ks Investigaciones
médicas en senes humanas v en 5us postariones revisiones, asi como aquellos exigidos por la
normative aplicable en funcion de b caracheristicas del esiudio

¥ ernie un DICTAMEN FAVORABLE pers |a reallzacidn de dicho esludic an asle cenlro, en al
senvicn de OMCOLOGIA MEDICA, por elfa DrjDra Oscar Josd Juan Vidal como
invastigador principal,

Que @l CEIC, famo en su compasicion coma an s PNT, cumple con 3% normas de BRC
(CPMPACHN 35/85) v gue su composicion aclual es ks siguénte;

Prasldenta:
Dra. Adela Cafete Niate (Oncologle Pedigtrica)

Vicepresidente - Farmactloga Clinico:
Dr. Salvador 4o Pellicer {Cadedritico Farmactlogo Clinico]

Secretano- Licenciado en Derecha:
D, Serafln Rodriguez Capelldn {Licenciade en derecho-Ajend profesidn saniaria)

iambros:

Gr. Luis Almenar Bonet (Cardicloglia)

Dra. Esthear Zomo Grima (Candiologia)

Dr. Marino Blanes Julia (Unidad de Enfermedades Infaccicsas)
DOra. Inmacukda Cabo Penadés (Reumatalogia Pediairica)

Or. Banaventura Casanova Estruch {Meuralogia)

Dr. José Vicent: Castell Ripall (Hepatlagia Experimental)

Dr, Josa Vicans Cervera Zamora |Hematologia)

Fhgna 1de T

CERTIFICA —— . —
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Dra. Maria Jasé Gameaz-Lechén Mainer (Investigadora del Grupo Acreditade en Hepatalogle
Expesimantal )

Dra. Maria lzabel lzquisrss Macian (Neonaiclogia)

Dr. José Lipez Aldeguer (Enfermedades Infecciosas)

Dr. Luls Vicare Martinez Dol [Candiologia)

Dr. Javier Femen Garcia (Imestigador del Grupo Acradilade mullidiscipinar para el esludio de
Ia InfecciGn Grave)

Dr. Afrado José Perales Marin (Ginecologia y Obstetricia)

Dra. Paula Ramiraz SGalleymare (LIC1)

Diva, Filar S3enz Gonzilez (Meonatologia)

Dr. Maxima Yento Tomas {(Neonatologia)

Dra. Bagoha Polo Miguel [Gastroenterolegia y Mutrician Pedsitrica)

Dra. Iratxa Zamagoikostma Jauregui (Anesiesia y Reanimacion}

Dra. Sara Brugger Frigols {(Radied@gnasiica)

[ra. Eugenia Pareja lbars {Cirugia General y Aparato Digestiva)

Or. Jaime Sanz Cabalier {Imvestigacor del Grupo Acreditado an Hemaitologla y Hemoterapla)
Dra, Filar Sepdlveda Sanchis {Cerdiocirculatonia}

DOr. Falipe Guarcl Fuenies {Hemostasia y Trombosis)

Dra. Esparanza Farmer Farrandiz {Direciora Escuela de Enfermaria)

Crra. Maria Luisa Mariinez Triguere (Andlisis Clinicos)

— DOra. Maria Torders Baviers {Farmacsutica dal Hospital) - -

Dvr. Cesar Diaz Garcia (Reproduccion - Miambro de la Comision de hvesﬂ-uadh}

Dr. Santiago Domingo Del Pozo (Oncologia Ginecolbgea)

Dr. Envigue Viosca Herrero {Medicina Fisica y Rehabiacion)

Dr. Joaguin Emesto Hingjosa De Val (Madicina Digestiva - Hospital de Manises)

Dv. Refac! Botella Estrada [Dermalalogia)

Dra. Marta Angeles Canos Verdecha (Unidad dal Dalor)

Dfia, Ana Maria Vivas Broseta {Direclora de Enfarmearia)

Dfa. Maria Viclania Paricia Gomaz (Enfermeria)

v Cwear José Juan Vidal {Oncologia Médca)

Dr. Jasé Maria Canellas Gamir (Farmacéubics de Alanciin Primaria)

Dr. Jasa vorra Cortes (Reumatclagia)

D, Matten Frasson (Cirugla General y Aparaio Digestivo)

D, Jos& Vicenle Salanas Prate (Abencidn Frmena)

v, Qscar Diaz Cembronens [Anestesia y Reanimaciong

Dt Pilar Fobles Villalbka {(Vicepresidanta de la asociacitn de Miasienia - Miembro ajeno ala
prolealin sanitarts)

Dr. Javier Liuna Gonzilez [Ciugia Pedisnes - Miembro del Comile de Elica Asislencial)
bira. Monica Almifana Rigue (Gerenie del Dplo. de Selud Valencia La Fe)

D. Miguel Angel Ceno Torres [Secratario de ASLEUVAL - Represeniants da los paclentes)

Pagina & da &
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ANEXO 5. Clasificacion estudio clinico por la AEMPS

DEPARTANENTO
DE MEDICAVENTOS
s S sgoncin espotols 60 DE USOHUMAND
SERVICIOS.SOCIALES modlicamantos y
) sanltarion

DESTINATARIO:
D. JOSE GARCIA SANCHEZ
HOSPITAL ARNAU DE VILANOVA
SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA
C/ SAN CLEMENTE, 12

48015 - VALENCIA

Fecha: 12 de abril de 2017

REFERENCIA: ESTUDIO ANTI-PD1

ASUNTO: NOTIFICACION DE RESOLUCION DE CLASIFICACION DE
ESTUDIO CLINICO O EPIDEMIOLOGICO

Adjunto se remite resolucién de clasificacién sobre el estudic titulade “Estudio
prospectivo para explorar la relacién entre los niveles de expresién de
ligandos de la via Notch en Células Mieloides Supresoras Circulantes y la
respuesta al tratamiento con anticuerpos anti-- PD1 y anti-PD--L1 en
cancer de pulmén no microcitico avanzado tras progresiéon a una primera

linea basada en platino. g con codigo 1IS-NIV-2017-01
e ——— o NINISTEND C€ SANDAD, SERVIOI0OS
CORRED BLECTRONEO 1av] SCCIALES B IGUAL DAD
8% NECISTRO ALKILIAR G CAMPEZO, 1 - EDEICI 8
tarmymas disenps s AGENCIA £ DE MEDICAMENTOS ¥ PROCUCTOS 2002 MADRID
SAUTARIOS I
SALIDG

N e Megistro: §115/ 100G 11292
Focha: 1042017 13 42:54
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CEPARTAVENTO

ICIE 0 . apancis mygancs de CE NECICANENTOS
ERVICIOS SOCIALES . m.‘k..::nm [ L0 FUMAND
ASUNTO: RESOLUCION DEL PROCEDIMIENTO DE CLASIFICACION DE

ESTUDIO CLINICO O EPIDEMIOLOGICO
DESTINATARIO: D.JOSE GARCIA SANCHEZ

Vista la solicitud formulada con fecha 26 de febrero de 2017, por D. JOSE
GARCIA SANCHEZ, para la clasificacion del estudio titulado “Estudio prospectivo
para explorar la relacién entre los niveles de expresién de ligandos de la
via Notch en Células Mieloides Supresoras Circulantes y la respuesta al
tratamiento con anticuerpos anti-- PD1 y anti-PD-L1 en cancer de pulmén
no microcitico avanzado tras progresion a una primera linea basada en
platino. ", con cédigo NS-NIV-2017-01, y cuyo promotor es INSTITUTO DE
INVESTIGACION SANITARIA LA FE, se emite resolucion a tenor de los siguientes
antecedentes.

Con fecha 10 de marzo de 2017, se emite propuesta de resolucion, otorgando
un plazo de quince dias al solicitante para presentar alegaciones. Transcurrido este
plaze, no se han recibido alegaciones

Por todo ello, el Departamento de Medicamentos de Use Humano de la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), de conformidad con los
preceptos aplicables, ‘" RESUELVE clasificar el estudio citado anteriormente como
“Estudio Posautorizacion de seguimiento prospectivo (abreviado como EPA-SP),

El promotor del estudio debera remitir solicitud de autorizacion del mismo * a
todas aquellas Comunidades Auténomas en las que se pretenda llevar a cabo,
incluyendo la siguiente documentacidn (una copia en papel y otra en formato
electronico) y enviando una copla de la misma (papel y formato electrénico) a la
AEMPS en el momento de la primera solicitud de autorizacion:

e Carta de presentacién dirigida a los responsables de esta materia en la
Comunidad Auténoma™ en la que se solicite la autorizacion del estudio e indigue
la direccion y contacto del solicitante y la relacion de documentos que se
Incluyen'

Resolucion de la AEMPS sobre la clasfficacion del estudio

« Protocolo completo, incluidos los anexos, y donde conste el nimero de pacientes
que se pretenden incluir en Espaa, desglosado por Comunidad Auténoma.
Dictamen favorable del estudio por un CEIC acreditade en Espana,

Listado de Centros Sanitarios donde se pretende realizar el estudio, desglosado
por Comunidad Autdnoma

« Listado de investigadores participantes en la Comunidad Auténoma.

« Siel estudio se pretende realizar en otros paises, situacion del mismo en éstos

« Documento acreditativo de haber satisfecho las tasas comespondientes, en
aqguellas CC_AA. donde se exijan

[ ORRED ELECTRONC]
s ) C{CANPEZO, 1 -EDIRCIDS
frmraccepslonsmpe oy 02 WERRD
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PEPARTANENTO

opancis wapancle de DE NEQANENTOS
medicamentos y DE VSO HLAWANO
preducies sankarios

El plazo maximo establecido para emitir resolucion por parte de cada CC AA. sera
de 90 dias naturales. Si transcurrido el mismo la CC.AA. no se hubiese pronunciado, se
entendera autorizado el estudio en esa CC AA.

Contra la presente resolucion que pone fin a la via administrativa podra
interponerse Recurso Potestativo de Reposicion, ante la Directora de la Agencia, en &l
plazo de un mes a contar desde el dia siguiente a aquel en que tenga lugar la
notificacion de la presente resolucidn.

Madnd, a 1ll de abril de 2017

EL JEFE DE DBEPARTAMENTO DE
MEDICAMENTOS DE USO HUMANO

|
César Heminde z Garsia

L

| Sen de aplicacdn 8l prasente procedimisnto 18 Ley 352015, de 1 de cctubre, def Procadimiento Adminisiratno
Comin de s Administraciones Pablicss; |s Ley 1472000, de 2% do duciembre, de medidas fiscakes, administratn@s y
de orden sodat Real Decreto Lagisistvo 102015, de 24 de julia, por =l que w2 aprueta el texto refundido da & Ley
e garantias y uso racicnal de los medicamantas y productos sanitanias; Real Dacreto 1050/2015, de 4 de diciembre,
por el que se reguian los ensayos clinlos con medicamentos, loe Comites de Efica de & ImvesSgaciin con
madicamentos y el Ragisiro Ezpafal de Estudias Clinicos; &l Real Decreto 127472011, de 16 de septiembee, por el
que se crea | Agencia estatal ‘Agenca Espafala de Medicamentos y Productos Sanitariog” y 98 aprusba su
estatuto; of Real Decreto 5772013, de 25 da Julio, por el que =& regula ka larmacovigilancia de medicamantos da uso
humano y & Orden SASIAATH2009, de 16 de diciembre, por |8 que 56 publcan fas direclices sobr eshudios
pasautarizacitn de tipo cbeervacional para medicamenlcs (e uso humano

2 De acuerdo con |8 Crden SASI34T0R2008, de 16 de dciembre

d Directorio dsponinke en 1a pégin web ) A AENPS
(nilp e, s2mos esfactividacimClincaesiudoaPosiautorzacion htm)

1 En o cas0 da que @l promotor No §8a quian presena la cocurnentacidn, $8 debara inclur en la msmE un
documento qua indique las respensabiidades delegadas par of promaltor 3 18 persona 0 empresa que actia en su
nombea

* Dg conformidad con lo dispussto en 8 Ley 302015, de 1 de octubres, 0 Recurso Contanciaso-Administralivo ante &
Juzgado Central de lo Comencioso-Administrative de Madrid. en &l ple2o de dos meses cantados desde & dia
siguente o de la noSfcacion de 13 presente resolucion, de condermidad con la Ley 26/11988, de 13 de Juio
reguladoea de la Junsdicckdn Contencoso-Administrativa, sin parjuicko de poder ejercitar cughquier olro recurso que
se eztime apoduno, £0 350 e nterpanerse racunso 08 reposiclon no podrd inberpanerse fecurso contencioso-
admirztrative hasta 1a resolucion expresa o presunta del prmers,

[CORREGELECTRINGT
Cf CAMPERD, 1 -EDFICID B
famacoopiiserps e 200 NHORD
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ANEXO 6. Resolucion del Comité Autondmico de Estudios Postautorizacion
Observacionales Prospectivos con Medicamentos de la Comunidad Valenciana

& GENERALITAT | TOTS
& VALENCIANA | Ve

Disagrsh Génded de Famiaa | Productes Santans

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE ESTUDIO POSTAUTORIZACION OBSERVACIONAL
PROSPECTIVO CON MEDICAMENTOS

DESTINATARIO: DR. JOSE GARCIA SANCHEZ. SERVICIO ONCOLOGIA MEDICA
HOSPITAL ARNAU VILANOVA

Vista la solicitud formulada por el Dr. José Garcia Sanchez, Senvicie de Oncologia Médica del
hospital Amau de Vilanova, con domiciio a efectos de natificacion hospital Amau de Vilanova,
C/ Sant Climent 12, 48015 Valencia,

ANTECEDENTES

PRIMERO- Con fecha de enirada en la Conselleria ¢e Sanidad Universal y Salud Publica 30 de
maya de 2017 el Dr. José Garcia Sanchez, Servicio de Oncologia Médica del hospital Arnau de
\tanova, solicita la autorizacion para la realizacién del estudio postautorizacdn observacional
titulado Ligandos de Nofch en células mieloides supresoras (MDSCs) circulanles como
biomarcadores de respuesta anti-PD-1/PD-L1 en céncer de pulmdn no microcitico (CPNM
avanzado), con codigo: NIS-NIV-2017-01,

SEGUNDO- FI Comité Autondmico de Estudios Postautorizacion Observacionales Prospectivos
de Medicamentos de la Comunitat Valenciana (CAEPQ) eval(ia el citado estudio y emite Informe
favorable a |a Directora General de Farmacia y Productos Sanitarios por no contraveni las
directrices establecidas en el articulo 24 del RD 577/2013, de 26 de julio, del Ministerio de
Sanidad, Servicios Scciales e lgualdad por el gque se regula la farmacovigilancia de
medicamentos de uso humano y & articule 8 de la Resolucion de 16 de julio de 2008, de la
Conselleria de Sanitat, de regulacion de los procedimientos, documentacidn y plazos a observar
en la presentacién y modificaciones en procesos relacionados con los ensayos clinicos y
estudios post-autorzacién observacionales de medicarmentos y productos sanitarios en fa
Comunitat Valenciana.

Missar Mazcs 31 48010 Vaknea - Tol 951 825 000 Fax 051 928 790
WAN 53N GV e8
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FUNDAMENTOS DE DERECHO

1°- La Direccidn General de Farmaca y Productos Sanitarios es competente para autorizar la
realzacion de los estudios postautorizacién de acuerdo a lo dispuesto en el Decreto
1562015, de 18 de septiembre, del Consell. por ¢l que se aprueba el Reglamento Organico y
Funcional de la Conselleria ¢e Sanidad Universal y Sabud Publica

2° RD, 577/2013, de 26 de julio, del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad por el
que se regula I3 farmacovigilancia de medicamentos de uso humane, establece en su
articulo 24 que los estudics postautorizacién deberdn tener como finalidad complementar la
informacién obtenida durante el desarrolle clinico de los medicamentos previo a su
autorizacién y queda prohibida la planificacion realizacidn o financiacion de estudios
postautorizacion con a finalidad de promover la prescripcion de los medicamentos.

3. La Orden SAS/3470/2008, da 16 de diciembre, por la que se publican las directrices sobre
estudios postautorzacién de tipo cbservacional para medicamentos de uso humano

4% Decreto 732000, de 5 de junio, del Consell, por el que se regula la gestion de ensayos
clinicos y estudios postautorizacion observacionales con medicamentos y preducios
sanitarios

5° Resolucidn de 16 de julio de 2009, de la Conselleria de Sanitat, de regulacion de los
procedimientos, documentacion y plazos a observar en la presentacion y modificaciones en
procesos relacionados con los ensayos clinicos y estudios post-autorizacidn observacionales
de medicamentos y productos sanitarios en la Comunitat Valenciana.

Miszar Maecd, 31 - 45010 Valeecn  Tel 951 926 000 - Fax 961 <28 760
W20 GV 86
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Disecisd Generad de Famao | Produces Santris
De conformidad con ello, la Direccidn General de Farmacia y Productos Sanitanios

RESUELVE
1% AUTORIZAR la realzacidn del estudio:
Titulo: Ligandos de Notch en células mieloides supresoras (MDSCs) circulantes como
blomarcadores de respuesta anti-PD-1/PD-L1 en cincer de pumon no microcitico (CPNM
avanzado), Protocolo versién 1, de 27 de febrero de 2017 HIPICI versitn 2, de 20 de febrero de
2017
Codigo: 1S-NIV-2017-01
en los centros sanitarios propuestos en la solicitud,

| CENTROS l INVESTIGADORES
Hospital Amau de Vilanova José Garcia Sanchez
Javier Garde Noguera
José Ferrando Marco i
Hospital Universitario Ia Fe Oscar José Juan Vidal
} | Agustin Lahoz Rodriguez
‘ Hospital Doctor Peset Maria Martin Ureste
f'b&\sorc:o Hospialario Provincial Castelion Alfredo Sanchez Hemandez

29. La realizacion del estudio en estos centros estd condiconada a que el Gerente del
Departamento dé el visto bueno para su realizacion y firme el correspondiente contrato con el
promator.

30 £I promotor deberd comunicar a esta Direccion General la fecha efectiva de comienzo ael
estudio en cada centro. Asimismo, enviara el informe de seguimiento anual y debera comunicar
cualquier incidencia relevante de forma inmediata Tras la finakzacién de la recopilacion de los
datos, presentard el informe final del estudio antes de doce meses.

Contra esta Resolucidn, que no pone fin a |a via administrativa, pedra interponerse Recurso de
Azada ante |a Secretaria Autondmica de Salud Pablica y del Sistema Sanitario Plblico en ef
plazo de un mes a contar desde el dia siguiente al de la recepcion de la presente notificacién.

Valencia 26 de Junio de 2017
" LA DIRECTORA GENERAL DE FARMACIA
Y PROD SANITARIOS

Patricia no

Misar Masco 21 45070 Vakecs  Ted 831825000 Fux 061 528 799
WL SaN GYa us
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IX. ACTIVIDADES CIENTIFICAS RELACIONADAS

BECAS

Beca GIDO Proyecto de Investigacion 2017, por el proyecto de investigacion titulado:
“Ligandos de Notch en Células Mieloides Supresoras circulantes como biomarcadores

de respuesta a Anticuerpos anti-PD1/PD-L1 en Cancer de Pulmén No Microcitico”.

En Valencia, a 27 de fecbrero de 2017

D. Oscar Juan Vidal, en calidad de Presidente del Grup d’Investigacio i Divulgacio Oncologica
(GIDO}, con CIF: G98178791 y domicilio fiscal en la Cf Velazquez No 7- 3a. 28001 de Madrid

MANIFIESTA

1. Que GIDO, tiene enfre sus fines de carécter cientifico, la promocion del desarrolio de
programas especificos de investigacion bésica y aplicada sobre el cancer, particularmente
estudios epidemiologicos, clinicos v trasnacionales de caréacter multidisciplinar, dirigidos a la
identificacion de factores que tengan importancia patogénica, diagnostica, terapéutica o pronotstica
en el cancer.

2. Para tal fin ha desarrollado la convocatoria de la Beca GIDO Proyecto de Investigacién 2017

CERTIFICA
3. Que entre los proyectos de investigacion aceptados a optar a dicha beca se encuentra el

presentado por el Dr. José Garcfa Sanchez, médico especialista del servicio de Oncologia
Médica del Hospital Amau de Vilanova de Valencia, cuyo titulo es:

Ligandos de Notch en Células Mieloides Supresoras (MDSCs) Circulantes como
biomarcadores de respuesta a Anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 en Cdncer de Pulmén No
Microcitico (CPNM).

Lo que pongo en su conocimiento para los efectos oportunos.

g ]t}{-'.«avv 1

Oscar José Juan Vidal
Presidente de GIDO
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Vil Jornada GIDO
“Cancer de Pulmon:
del caminar a paso lento
a competir en maratones”

El Comité Cientifico Evaluador
resuelve por unanimidad
otorgar:

BECA GIDO 2017

En Valencia a 9 de Marzo de 2017 T#’ML
L

Fdo. Dr.Oscar Juan Vidal
Presidente de GIDO

PREMIOS

Premio de accesit entre las comunicaciones seleccionadas para exposiscion oral en la
PROFFERED PAPER SESSION, con la comunicaciéon titulada “NIVELES BASALES DE
CELULAS SUPRESORAS MIELOIDES INMADURAS CIRCULANTES COMO MARCADORES
PREDICTIVOS DE EFICACIA A INMUNOTERAPIA ANTI-PD1/PD-L1 EN CANCER DE
PULMON NO MICROCITICO AVANZADO” y nimero de registro 49 durante el 13th
Congress on Lung Cancer celebrado en Valencia, 21 y 22 de noviembre de 2019.
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COMUNICACIONES A CONGRESOS

Autores: José Garcia, Marta Benet, Lourdes Cordon, Marta Piqueras, Verdnica Ruiz,
Javier Garde, Nuria Piera, Maria De Julidn, Alfredo Sanchez, David Lorente, Oscar Juan,
Agustin Lahoz.

Titulo: Niveles basales de células supresoras mieloides inmaduras circulantes como
marcadores predictivos de eficacia a inmunoterapia anti-PD1/PD-L1 en cancer de
pulmdn no microcitico avanzado.

Tipo de participacion: Comunicacion oral.

Congreso: 13th Congress On Lung Cancer. Valencia, 21 y 22 de noviembre de 2019.

Autores: José Garcia Sdnchez, Marta Benet Gimenez, Lourdes Corddn, Maria De Julian,
Marta Piqueras, Veronica Ruiz, Javier Garde, Nuria Piera, Alfredo Sanchez, David
Lorente, Julian Carretero, Oscar Juan-Vidal, Agustin Lahoz.

Titulo: Baseline circulating myeloid-derived suppressor cells subpopulations,
neutrophils/lymphocytes ratio, and response to PD-1/PD-L1 inhibitor in non-small cell
lung cancer patients.

Tipo de participacién: Pdster. Abstract 308497.

Congreso: 2020 ASCO Annual Meeting. Journal of Clinical Oncology 38, no. 15_suppl.
DOI: 10.1200/JC0.2020.38.15_suppl.e15042

Autores: José Garcia Sanchez, Marta Benet Gimenez, Lourdes Corddn, Maria De Julian,
Marta Piqueras, Veronica Ruiz, Javier Garde, Nuria Piera, Alfredo Sanchez, David
Lorente, Julian Carretero, Oscar Juan-Vidal, Agustin Lahoz.

Titulo: Baseline circulating Myeloid-Derived Suppressor Cells correlate with Neutrophil-
to-Lymphocyte Ratio and Overall Survival in advanced Non-Small Cell Lung Cancer
patients treated with Immune Checkpoint Inhibitors.
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	1.2. Puntos de control inmunológicos
	1.3. Anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 en monoterapia
	1.4. Anticuerpos anti-PD1/PD-L1 en combinación

	2. BIOMARCADORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA A INMUNOTERAPIA
	2.1. Biomarcadores basados en tejido
	2.2. Biopsia líquida y biomarcadores basados en sangre
	2.3. Microbiota

	3. LA VÍA NOTCH COMO POTENCIAL BIOMARCADOR EN INMUNOTERAPIA: IMPLICACIÓN DE VÍA NOTCH EN EL SISTEMA INMUNE
	3.1.  LA SEÑALIZACIÓN A TRAVÉS DE LA VÍA NOTCH
	3.1.1. Estructura de la vía Notch: Receptores y ligandos de la vía Notch
	3.1.2. Activación de la vía Notch mediada por ligandos
	3.1.3. Genes diana de la vía Notch
	3.1.4. Activación de la vía Notch no canónica
	3.1.5. Efecto biológico de la señalización de Notch

	3.2. LA VÍA NOTCH EN LA HOMEOSTASIS DEL SISTEMA INMUNE
	3.2.1. Células mieloides
	3.2.1.1. Progenitores hematopoyéticos/stem cells mieloides (HSCs) en la médula ósea
	3.2.1.2. Células dendríticas
	3.2.1.3. Macrófagos

	3.2.2. Células linfoides
	3.2.2.1. Linfocitos T
	Linfocito T CD4+
	Linfocito T CD8+

	3.2.2.2. Linfocitos B
	3.2.2.3. Células asesinas naturales



	4. MECANISMOS DE EVASIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL MEDIADOS POR LA SEÑALIZACIÓN DE LA VÍA NOTCH
	4.1. INDUCCIÓN DE INMUNOSUPRESIÓN MEDIADA POR LA VÍA NOTCH
	4.1.1. Células Derivadas Mieloides Supresoras
	MDSCs y cáncer
	Identificación y clasificación de MDSCs
	Generación, expansión, reclutamiento y activación de MDSCs en cáncer
	Mecanismos de progresión tumoral mediados por MDSCs
	Implicación de la vía Notch en la generación, expansión, reclutamiento y activación de MDSCs en cáncer

	4.1.2. Macrófagos Asociados a Tumor
	4.1.3. Células T reguladoras

	4.2. PROMOCIÓN DE UN MICROAMBIENTE PRO-TUMORAL
	4.2.1. Fibroblastos Asociados a Cáncer
	4.2.2. Neutrófilos Asociados a Tumor
	4.2.3. Angiogénesis tumoral
	4.2.4. Transición Epitelio-Mesénquima y desarrollo de metástasis

	4.3. DISFUNCIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL ADAPTATIVA
	4.3.1. Células Dendríticas
	4.3.2. Linfocitos T
	La vía de Notch en el linfocito T CD8+
	Expresión diferencial de ligandos de Notch en el estroma tumoral y respuesta anti-tumoral mediadas por linfocito T CD8+
	La vía Notch en el linfocito T CD4+ y la polarización de la respuesta inmune

	4.3.3. Puntos de control inmunes


	II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	1. HIPÓTESIS
	2. OBJETIVOS
	2.1. Objetivos primarios
	2.2. Objetivos Secundarios

	III. MATERIAL Y MÉTODOS
	1. DISEÑO DEL ESTUDIO
	2. POBLACIÓN DEL ESTUDIO
	2.1. Criterios de Inclusión específicos:

	3. TAMAÑO MUESTRAL
	4. PLAN TERAPÉUTICO
	5. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
	5.1. VARIABLES CLÍNICAS
	5.2. PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO
	5.2.1. Metodología para obtención y procesamiento muestras en sangre
	Inmunofenotipado de PBMCs y caracterización de las poblaciones celulares
	Aislamiento de las células MDSCs de sangre periférica
	Análisis transcriptómico en MDSCs

	5.2.2. Metodología para obtención y procesamiento muestras en tejido
	Extracción de ARN de tejido parafinado
	Niveles de expresión de genes de la vía Notch en tejido parafinado mediante la técnica de Droplet digital PCR (ddPCR)
	Determinación por inmunohistoquímica: Expresión PD-L1 por TPS en células tumores



	6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
	6.1. Análisis de los datos clínicos
	6.2.  Análisis de las poblaciones celulares y variables génicas en la población de MDSCs

	7. ASPECTOS ÉTICOS
	7.1. Consideraciones Generales
	7.2. Hoja de Información y Formulario de Consentimiento Informado
	7.3. Confidencialidad de los Datos
	7.4. Comité Ético de Investigación con medicamentos

	IV. RESULTADOS
	1. CARACTERÍSTICAS BASALES DE LOS PACIENTES
	2. DATOS DE EFICACIA
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