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Titulo: Caracterizacidn del repertorio de receptores de linfocitos T de sangre periférica en pacientes

con carcinoma de pulmén no microcitico tratados con inmunoterapia

Introduccién: El cancer de pulmdn representa la principal causa de muerte por cancer en todo el
mundo, con una supervivencia global a los 5 afios inferior al 15%. La estrategia terapéutica basada en
blogueantes de puntos de control inmune (ICB), como la inhibicién del eje PD-1 /PD-L1 con anticuerpos
monoclonales, permite reestablecer la inmunidad antitumoral mediada por células T. La expresidn de
PD-L1 como biomarcador es insuficiente para la seleccién de pacientes debido a que no todos se
benefician de esta terapia. Es necesario la busqueda de nuevos biomarcadores predictivos. El objetivo
del trabajo es caracterizar el repertorio de receptores de linfocitos T (TCR) en una cohorte de pacientes
con carcinoma de pulmdn no microcitico (CPNM) en estadios avanzados tratados con anti-PD1.

Materiales y Métodos: Se secuencié mediante secuenciacidn de préxima generacion (NGS) la region

CDR3 del receptor TCRPB en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 15 pacientes con
CPNM en estadios avanzados tratados con anti-PD-1 en primera linea (Pembrolizumab). Los PMBC
fueron aislados de muestras sanguineas tomadas pretratamiento y post tratamiento (primera
evaluacién por imagen). Las caracteristicas del repertorio TCR periférico (riqueza, diversidad,
clonalidad, convergencia y composicion de segmentos Vy J) pre, post y % de cambio se correlacionaron
con caracteristicas clinicopatolégicas y variables prondsticas.

Resultados: Se consiguié una profundidad de un millén o mas de lecturas por libreria con una longitud
media de 80 pares de base. Cuando se analiza las caracteristicas del repertorio se observa que los
pacientes fumadores mostraron menor riqueza (p=0,01) y diversidad (p=0,05) comparado con no
fumadores. Los pacientes > 60 afios presentaron una convergencia superior a los mdas jovenes
(p=0,037). No se observd correlacidn entre los indices de diversidad y los resultados clinicos. Los
segmentos TRBV20_ 1y TRBJ1_1 fueron los mas frecuentes en todas las muestras. Se evidencia mayor
frecuencia de clonotipos con segmento TRBV7-4 en pacientes sin beneficio clinico (p=0,003) y menor
SLP (p=0,004). Mientras que TRBV11-1 predomina en pacientes con beneficio clinico (pre, p= 0,025 y
post, p=0,018). Ademas, ciertos clonotipos (TRBV6_1, TRBV6_4, TRBV7_7, TRBV9 y TRBJ2_6)
disminuyen en circulacion ante una respuesta favorable. Por otro lado, la mayor cantidad de clonotipos
nuevos de alta frecuencia predispone a una respuesta antitumoral desfavorable (p=0,05).

Conclusidn: Estos resultados sugieren que el repertorio TCR B presenta un alto potencial para ser
considerado biomarcador predictivo de respuesta a ICB. Sin embargo, se requieren estudios
adicionales en una cohorte mayor para validar estos hallazgos.

Palabras claves: TCR, carcinoma de pulmén no microcitico, inmunoterapia, bloqueo de puntos de
control inmune, NGS, biomarcadores.
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TITLE: Characterization of the T-cell receptor (TCR) repertoire of the peripheral blood in patients with
non-small cell lung carcinoma treated with immunotherapy

Background: Lung cancer is the leading cause of cancer-related death around the world, with an overall
5-year survival less than 15%. The therapeutic strategy based on immune checkpoint blockade (ICB),
such as targeting the PD-1 / PD-L1 axis with monoclonal antibodies, allows T cell-mediated anti-tumor
immunity to be restored.PD-L1 expression testing alone is not yet an adequate biomarker for patient
selection due not all patients benefit from this treatment. Thus, it is necessary to identify new
Predictive Biomarkers. The aim of this study is to characterize the T-cell receptor (TCR) repertoire in a
cohort of advanced NSCLC patients treated with anti-PD1.

Methods: NGS was used to sequencing region CDR3 of TCR B chain in PBMCs from 15 advanced NSCLC
patients treated with anti-PD-1 first-line (pembrolizumab). PBMCs were isolated from blood samples
collected pre-treatment and post- treatment (at first response assessment). The characteristics of the
peripheral TCR repertoire (richness, Shannon diversity, clonality, convergence and composition of V
and J segments) pre, post-treatment and % of change were correlated with clinicopathological
characteristics and prognostic variables.

Results: A depth of one million or more reads per library was achieved with a mean read length of ~80
bp. We found that smokers showed significantly lower richness (p=0.01) and Shannon diversity
(p=0.05) when compared to non-smokers. Patients 260 years of age had a higher convergence than
the younger ones (p = 0.037). No correlation was observed between diversity indices and clinical
outcomes. TRBV20_1 and TRBJ1_1 was the most frequent in all samples. There was a higher frequency
of clonotypes with TRBV7-4 segment in patients without clinical benefit (p = 0.003) and lower PFS (p =
0.004). While TRBV11-1 was detected more in patients with clinical benefit (pre, p= 0.025 y post,
p=0.018). In addition, certain clonotypes (TRBV6_1, TRBV6_4, TRBV7_7, TRBV9 and TRBJ2_6) decrease
in circulation in patients with favourable response. On the other hand, the greater number of new high
frequency clonotypes predisposes to an unfavourable antitumor response (p = 0.05).

Conclusion: These results suggest that the TCR B repertoire has a high potential to be considered a
predictive biomarker of response to ICB. However, additional studies in a larger cohort are required
to validate these findings.
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ABREVIATURAS

ADC: Adenocarcinoma

ALK: Quinasa de linfoma anaplasico (Anaplastic lymphoma kinase)

BC: Beneficio clinico

BRAF: Protooncogén B-Raf, serina treonina quinasa

CAF: Células fibroblasticas asociadas al cancer (cancer associated fibroblast)

CD: Células dendriticas

CD28: Receptor coestimulacion (Cluster of Differentiation 28)

CDKN2A: Inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina (cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A)
CDR: Regiones determinantes de complementariedad (complementarity-determining regions)
CDR3: Regiones determinantes de complementariedad 3 (complementarity-determining regions 3)
CPA: Células presentadoras de antigenos

CPNM: Carcinoma pulmonar no microcitico

CT: Ciclo umbral (cycle threshold).

CTL o CD8+: Linfocitos T citotdxicos

CTLA-4: Antigeno 4 del linfocito T citotdxico (cytotoxic T lymphocyte asociated- antigen 4)

DAMP: Patrones moleculares asociados al dafio (damage associated molecular patterns)

dMMR: Deficiencia en reparacion de errores de mal apareamiento (deficient MisMatch Repair)
DNA: Acido desoxirribonucleico

DNAc: DNA complementario.

E: indice evenness

ECM: Matriz extracelular (extracellular matrix)

EDTA: Anticoagulante acido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic Acid)

EE: Enfermedad estable

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor receptor)

FDA: Administracion de alimentos y medicamentos (Food and Drug Administration)

FGFR1: Receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor Receptor 1)
FRET: Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (fluorescence resonance energy
transfer)

H: indice de diversidad Shannon

ICB: Inhibidor de puntos de control inmune (immune ckeckpoint blockers)

ICOS: Coestimulador de células T inducible (/Inducible T-cell COStimulator)

ICP: puntos de control inmune (Immune Checkpoint)

IFN -Y: Interferon gamma.

IL-10: Interleucina-10

IMGT®: International ImMunoGeneTics information system®

ISP: Particula esférica (lon Sphera Particle)

ITIM: Inmunoreceptor con motivos de inhibicidn basados en tirosinas (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif)

ITSM: Inmunoreceptor con motivos intercambiables basados en tirosina (immunoreceptor tyrosine-
based switch motif)

KRAS: Homodlogo del oncogén viral del sarcoma de la rata de Kirsten (kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog)

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (mitogen-activated protein kinase)

MDSC: Células mieloides supresoras (mieloid-derived suppressor cell)

MET: Protooncogén, receptor de tirosina quinasa

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility complex)

MSI-H: Inestabilidad de microsatélites (microsatellite instability-hight)

NBC: No beneficio clinico

NGS: Secuenciacion de proxima generacion (next generation sequencing)



NK: Células natural killers

NR: No respondedores

NTRK: Receptor de tirosina quinasa neurotréfico (Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase)
OMS: Organizacion mundial de la salud

PBS: Tampon fosfato salino (phosphate buffered saline)

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PD-1: Proteina 1 de muerte celular programada (programmed cell death protein 1)
PD-L1: Ligando 1 de muerte celular programada (programmed Death-ligand 1)

PD-L2: Ligando 2 de muerte celular programada (programmed Death-ligand 2)

PE: Progresion de enfermedad

PI3K: Fosfatidilinositol- 3-kinasa (phosphatidylinositol 3-kinase)

PIK3CA: Fosfoinositol 3-quinasa polipéptido catalitico alfa (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase, catalytic subunit Alpha)

PMBC: Células mononucleares de sangre periférica (peripheral blood mononuclear cell)
PTEN: Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-
phosphatase)

PTPs: Fosfatasas de tirosinas (Protein tyrosine phosphatases)

gPCR: PCR cuantitativa a tiempo real

R: Respondedores

RAG1/2: Proteinas del gen de activacién de recombinacién (recombination activation gene).
RECIST: Criterio de Evaluacion a Respuesta en Tumores Sdélidos (Response Evaluation Criteria In Solid
Tumors)

RET: Protooncogén RET, receptor tirosina quinasa

RIN: NUumero de integridad de RNA (RNA Integrity number)

RNA: Acido ribonucleico

ROS1: protooncogén ROS1, receptor tirosina quinasa

RP: Respuesta parcial

RSS: Secuencias sefal de recombinacién (recombination signal sequences)

SG: Supervivencia global

SLP: Supervivencia libre de progresion

TAA: Antigenos asociados al tumor (Tumor-Associated Antigens)

TAM: Macrdéfagos asociados al tumor (Tumor associated macrophages)

TCR: Receptor de linfocitos T (T cell receptor)

TdT: Enzima desoxinucleotidil terminal-transferasa

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta (transforming growth factor beta)

Th o CD4+: Linfocitos T colaboradores

TIL: Linfocitos infiltrantes de tumor (Tumor-infiltrating lymphocytes)

TKI: Inhibidores de tirosina quinasa (Tyrosine kinase inhibitors)

TMB: Carga mutacional tumoral (tumor mutation burden)

TME: Microambiente tumoral (tumor microenvironment)

TNF: Factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor)

TSA: Antigenos especificos de tumor (Tumor-specific antigens)
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1. INTRODUCCION
1.1. CONCEPTO DE CANCER

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, el término cadncer engloba un amplio grupo de
enfermedades que se caracterizan por el desarrollo de células anormales que se dividen, crecen y
diseminan en forma incontrolada; también se denomina “tumor maligno” o “neoplasia maligna”. En
consecuencia, el tumor suele invadir el tejido circundante y puede provocar metdastasis en puntos
distantes del organismo. Existen mds de 200 tipos distintos de cdnceres que pueden ser encontrados
en organos especificos y cada tipo se divide en varios subtipos de tumores (OMS, 2020).

La tumorogénesis implica una sucesién y acumulacion de cambios genéticos que confieren algin
tipo de ventaja en el crecimiento, conduciendo a la transformacidn progresiva de células normales en
células malignas (Hanahan y Weinberg ,2000).

En el afo 2000, Hanahan y Weiberng describieron seis alteraciones esenciales en la fisiologia
celular que conjuntamente condicionan el crecimiento maligno. Estas son: autonomia en las sefales
de crecimiento, evasion de las sefiales inhibidoras de crecimiento, evasidon de la apoptosis, potencial
replicativo ilimitado, induccién de angiogénesis e, invasidon y metdstasis (Hanahan y Weinberg ,2000).
Posteriormente, en el afo 2011, incluyeron cuatro alteraciones mas: inestabilidad gendmica y
mutagénesis, metabolismo energético desregulado, microambiente inflamatorio alterado y evasién de
la respuesta inmune, siendo estas dos ultimas en las que nos centraremos en el presente trabajo
(Hanahan y Weinberg,2011) (figura 1).

‘ AUTONOMIA EN EVASION DE
L SENALES DE CRECIMIENTO | SENALES INHIBIDORAS DE CRECIMIENTO

METABOLISMO ENERGETICO DESREGULADO | EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE

EVASION DE APOPTOSIS l POTENCIAL REPLICATIVO ILIMITADO

INESTABILIDAD GENOMICA Y MUTAGENESIS MICROAMBIENTE INFLAMATORIO ALTERADO

INDUCCION DE ANGIOGENESIS [ | INVASION Y METASTASIS |

Figura 1. Las diez propiedades del cancer (Hanahan y Weinberg ,2011).

1.2. MICROAMBIENTE TUMORAL Y RESPUESTA INMUNE TUMORAL

La visidn actual de los tumores comprende a las células tumorales como integrantes de un
ecosistema, el microambiente tumoral (TME por sus siglas en inglés, tumor microenvironment),
compuesto por una matriz extracelular (ECM por sus siglas en inglés, extracellular matrix) y diferentes
tipos celulares presentes en el estroma, entre ellas: células inmunes infiltrantes, células endoteliales y
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fibroblastos asociadas al tumor (CAF por sus siglas en inglés, cancer associated fibroblast) (Quail y
Joyce, 2013).

Los fibroblastos asociados al tumor (CAF) secretan componentes de la matriz extracelular y las
células endoteliales contribuyen a la angiogénesis.

El infiltrado inmune perteneciente a lainmunidad innata y adaptativa estd implicado en promover
la eliminacidn de las células tumorales.

La primer linea de defensa la constituye los componentes de la inmunidad innata conformada por:
leucocitos polimorfonucleares (granulocitos), macréfagos asociados al tumor (TAM por su siglas en
inglés, tumor-associated macrophage), células dendriticas (CD), mastocitos, células mieloides
supresoras (MDSC por sus siglas en inglés, mieloid-derived suppressor cell) y natural killers (NK). Estas
células mediante el reconocimiento de patrones moleculares asociados al dafio (DAMP por sus siglas
en inglés, damage associated molecular patterns) liberados por las células tumorales, responden
secretando citoquinas y quimioquinas para reclutar mas células inmunes. Ademas, tiene lugar la accion
citolitica de los NK. Asimismo, las células dendriticas y macréfagos, denominadas células
presentadoras de antigenos (CPA), son el nexo con la inmunidad adaptativa ya que promueven la
activacidn y proliferacion de células especificas contra el tumor, mediante la presentacién de antigenos
(Gajewski et al., 2013)

Los componentes celulares de la inmunidad adaptativa corresponden a linfocitos T y B. Los
linfocitos B sintetizan anticuerpos. Para los linfocitos T existen dos tipos principales: colaboradores (T
helpers,Th) que se caracterizan por ser CD4+ y citotéxicos (CTL) que son CD8+; expresando, ademas,
receptores especificos de antigenos en su membrana (Gajewski et al., 2013) (figura 2).
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Figura 2. Representacion de los componentes del microambiente tumoral (Jantus-Lewintre y Uso,
2015).

La accidn del sistema inmune sobre las células tumorales se detallara en los apartados siguientes.

1.2.1. Procesamiento y presentacion antigénica

Los antigenos liberados por las células tumorales son captados por las células presentadores de
antigenos. Estos antigenos pueden clasificarse en dos clases: antigenos asociados al tumor (TAA, por
sus siglas en inglés Tumor-Associated Antigens) y antigenos especificos de tumor (TSA, tumor-specific



Introduccion

antigens). Los TAA corresponden a antigenos de diferenciacion a causa de cambios epigenéticos y de
la sobreexpresion de proteinas no mutadas; mientras que los TSA de proteinas de virus oncogénicos y
neoantigenos derivados de mutaciones. Seguido del procesamiento hasta péptidos son presentados
en el contexto de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MCH, por sus siglas en
inglés major histocompatibility complex) a los linfocitos; sobre MCH clase | para CD8+ y MCH clase |l
para CD4+. De esta manera, interaccionara con el péptido aquellos linfocitos T naive que exhiban en
su superficie un receptor de células T (TCR por sus siglas en inglés, T cell receptor) especifico para este.
Junto a esta primera sefial dada por la interaccion especifica complejo MCH-péptido-TCR, se requiere
un segunda sefial provista por moléculas co-estimulatorias para lograr la activacion de la célula T. Esta
accién se consigue a través del receptor CD28 expresado constitutivamente sobre las células T naive y
la unién a su ligando B7 (CD80 o CD86) expresado en la superficie de las células presentadoras de
antigeno (figura 3). Una tercera seial es generada por la secrecion de citoquinas que promueven la
expansion de las células T activadas (Coulie et al.,2014).

Célula Presentadora Péptido Linfocito T
de Antigeno

-b Signal 1 |

4 Signal 2
S

Figura 3. Presentacion antigénica. Representacion de la sefial 1 (Interaccion MHC-péptido-TCR) y sefial 2
(coestimulacién CD80/86-CD28) (Adaptado de Havel et al., 2019).

Este proceso ocurre en forma ciclica a través del ciclo cancer-inmunidad como se verd a
continuacioén.

1.2.2. Ciclo cancer- inmunidad

El ciclo consiste basicamente en siete pasos claves, donde la accion de los linfocitos T citotdxicos
presenta un rol fundamental. Posterior a la captacidn, procesamiento y presentacién antigénica en las
MHC (pasos 1 y 2), las células presentadoras migran a un ganglio linfatico préximo, donde
interaccionaran con las células T naive especificas (paso 3). Posteriormente, los linfocitos T activados
efectores migran al sitio donde se encuentran las células tumorales (paso 4). Una vez que las células T
infiltran el tumor (paso 5), necesitan “reestimularse”, al reconocer por medio del TCR el antigeno ahora
presentado en las MHC | en la superficie de la célula tumoral, ademas de las sefales coestimulatorias
(paso 6), para finalmente atacar a la célula tumoral con la liberacidn de perforinay granzima B (paso7)
(Chen y Mellman,2013) (figura 4). El rol de los linfocitos CD4+ consiste en secretar citoquinas que
promuevan el desarrollo de linfocitos CD8 + eficaces y el aumento de expresién MHC | en la célula
tumoral por medio TNF e IFN -Y (Abbas et al., 2012 a).

No obstante, este ciclo no es completamente efectivo, debido a que existen mecanismos en cada
uno de los pasos que conllevan a que el tumor evada la accién del sistema inmune (Kim y Chen,2016).
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Figura 4. Ciclo cancer-inmunidad Representacion de los pasos implicados en el reconocimiento y
eliminacion de las células tumorales. Adaptado de (Cheny Mellman,2013).

1.2.3. Inmunoedicion del cancer

El control del desarrollo tumoral mediante la acciéon del sistema inmune tanto innato como
adaptativo, que en un primer momento logran eliminar las células tumorales, se denomina
inmunovigilancia. Sin embargo, tras una destruccidn incompleta del tumor, tiene lugar una fase de
equilibrio. En consecuencia, si las células tumorales adquieren capacidad para superar las restricciones
de la fase anterior, evadiendo al sistema inmune, se produce la fase de escape. Este proceso
conformado por las tres fases (las tres E): Eliminacion, Equilibrio y Escape, es denominado
inmunoedicion del cancer (figura 5).

En la evasion del sistema inmune, ademas de los fallos del ciclo cdncer-inmunidad, participan los
componentes inmunosupresores del microambiente tumoral. Entre las células con potencial
inmunosupresor se encuentran los TAM de tipo M2, las células mieloides supresoras y un subgrupo de
linfocitos T CD4 +, los T reguladores (T regs). La accién de estas células es llevada a cabo por contacto
directo con otras células, por la secrecidn de citoquinas inhibitorias como TGF- y IL-10, y expresidon
de ciertas moléculas inhibitorias (Dunn et al.,2004). La accion de las moléculas inhibitorias se detallara
a continuacion.
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Figura 5. Fases del proceso de inmunoedicién en cancer. (Dunn et al., 2004)

1.2.4. Puntos de control inmune

Fisiolégicamente, la respuesta inmune es controlada para que no se produzca una reaccion
exacerbada que pueda afectar al tejido sano o causar enfermedades autoinmunes. Para ello, existen
puntos de control inmune (ICP, immune check point), donde moléculas inhibitorias consiguen frenar la
activacion de las células T (Chen y Flies, 2013).

La primer molécula implicada en este proceso es el receptor CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte
asociated- antigen 4). Presenta cierta homologia estructural con el coestimulador CD28 y compite con
su ligando B7, pero con una mayor afinidad. Su expresién es inducida en las células T tras su activaciéon
(Rudd et al., 2009).

Posteriormente, se descubrio el receptor PD-1 (programmed cell death protein 1), y sus ligandos,
PD-L1y PD-L2. PD-1 es expresado en células T, células B, natural killer, monocitos activados y células
dendriticas. Consiste en una glicoproteina transmembrana tipo |, cuyo dominio extracelular presenta
homologia a CTLA-4, CD28 e ICOS (coestimulador de células T inducible). En el dominio intracelular se
encuentran motivos con capacidad inhibitoria como son ITIM (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif) y ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif). Tras la unidn del receptor al
ligando, estos motivos son autofosforilados en los residuos de tirosina, permitiendo el reclutamiento
de fosfatasas de tirosinas (PTPs), como SHP2. Estas fosfatasas son encargadas de desfoforilar varias
guinasas de sefnalizacién claves, generadas por la coestimulacién de TCR y CD28, y asi, contrarrestar
los eventos de activacion en la célula T (figura 6). En cuanto a los ligandos, PD-L1 es expresado en varios
tipos celulares, tanto en células hematopoyéticas (células T, células B, células dendriticas y
macrdéfagos), como en no hematopoyéticas (células endoteliales y epiteliales). En cambio, PD-L2 es
expresado a un nivel mas bajo y principalmente en células dendriticas, macréfagos y células B (Wu et
al.,2019).



Introduccion

Figura 6 . Vias de sefializacion tras la unién del ligando PD-L1/2 al receptor PD- 1 en la célula T. Las sefiales
positivas dirigidas al nucleo por la activacion de los receptores TCR y CD28 resultan inhibidas y como
consecuencia, disminuye la activacidn, proliferacién, funcion efectora y supervivencia de las células T (Wu
et al.,2019).

De este modo, la supresidn de las células T es obtenida en principio por la accién temprana de
CTLA-4 en los nédulos linfaticos, y mas tarde, a nivel de los tejidos periféricos por medio de PD-1 (Wu
et al., 2019).

Se observd que las células tumorales expresan PD-L1, de esta forma, crean una estrategia para
evadir la respuesta inmune, ya que inactivan la citotoxicidad mediada por las células T, permitiendo la
progresién tumoral y el desarrollo de metastasis (Dong et al.,2002).

En base a estos mecanismos se han desarrollado estrategias terapéuticas que son empleadas para
el tratamiento del cancer de pulmdn, uno de los tumores con mayor incidencia y mortalidad a nivel
global, que se explicaran en detalle en el apartado correspondiente a tratamientos.

1.3. CANCER DE PULMON

1.3.1. Epidemiologia

El cdncer es la primer causa de mortalidad en los paises desarrollados, seguido de las
enfermedades cardiovasculares (Dagenais et al.,2020).

A nivel mundial, se han registrado en el afio 2018, 18.1 millones de casos nuevos de cancer y 9.6
millones de muertes por cancer, considerando ambos sexos y todas las edades. Actualmente, el cancer
de pulmdn presenta la mayor incidencia y es la principal causa de muerte por cdncer, en ambos sexos.
En hombres, el cdncer de pulmdn presenta la mayor incidencia (14,5%) y mortalidad (22%); le siguen
en incidencia cancer de proéstata (13,5%) y colorrectal (10,9%) y en mortalidad, cancer de higado
(10,2%) y estomago (9,5%). Mientras que, en mujeres, la mayor incidencia y mortalidad se deben al
cancer de mama (24,2% y 15%, respectivamente); le siguen en incidencia cancer colorrectal (9,5%) y
pulmoén (8,4%) y, en mortalidad, cancer de pulmén (13,8%) y colorrectal (9,5%) (Bray et al.,2018).
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En Espafa, en el afio 2018, el nimero de casos nuevos de cdncer diagnosticados se estimd en
270.363. En ambos sexos, los cuatro tipos de cdncer mas frecuentes fueron: colorrectal (14% del total),
prostata (12%), mama (12%) y pulmén (10%). Sin embargo, de los 113.584 fallecidos a causa de cancer,
el cancer de pulmdn presentd la mayor tasa de mortalidad, con un total de 21.200 fallecimientos
(Globocan,2020).

1.3.2. Factores de riesgo

El principal factor de riesgo para desarrollar cdncer de pulmén es el consumo de tabaco. El humo
de tabaco presenta 4000 compuestos quimicos, 60 con poder carcinogénico, siendo los mas
significativos, hidrocarburos aromaticos policiclicos, nitratos y N-nitrosaminas. Por lo cual, existe una
relacion directa entre el nimero de cigarrillos fumados y el riesgo de desarrollar la enfermedad (De
Groot y Munden,2012). Sin embargo, muchos casos ocurren en pacientes que nunca han sido
fumadores. Por lo tanto, otros factores etioldgicos se deben considerar como, la exposicidn
involuntaria al humo de tabaco, la exposicion ambiental y ocupacional a raddn, exposicidn a asbestos,
la contaminacién ambiental, las enfermedades respiratorias preexistentes, la edad y la susceptibilidad
genética (Couraud et al., 2012).

1.3.3. Diagnéstico

La evaluacidn clinica se inicia ante la presencia de manifestaciones clinicas tales como tos, dolor
de pecho, hemoptisis, pérdida de peso y disnea. Por lo tanto, es imprescindible el empleo de una
técnica por imagen para determinar el tamafio y forma de las lesiones, la localizacién y la relacién con
las estructuras circundantes. Asimismo, detectar invasiones linfonodales o metastasis. Ademas, se
debe obtener una muestra del tumor para la confirmacién histopatoldgica (Gridelli et al.,2015).

1.3.4. Estadificacion y prondstico

La estadificacion se basa principalmente en el sistema TNM, el cual describe la extensién
anatomica de los tumores en términos de 3 componentes: tamano del tumor primario (T), ausencia o
presencia y extensién de metastasis en ganglios linfaticos regionales (N), y metastasis a érganos
distantes (M). La clasificacion TNM 82 edicién es la actualmente vigente (tabla suplementaria 1). La
combinacion de los tres componentes define los estadios de la enfermedad, orientando de esta
manera al tratamiento y al prondstico. Los estadios en orden creciente de extension de la enfermedad
son: Estadio O; 1A1, 1A2, IA3, IB; IIA, 1IB; IIIA, 1B, IC; IVA, IVB (Detterbeck et al, 2017) (tabla
suplementaria 2).

Si bien esta categorizacién provee de importante informacidén prondstica, existen otros factores
qgue pueden influir en el desarrollo clinico de la enfermedad, tales como: estado general de salud
(performance status, o ECOG), sexo, tipo histoldgico o estado nutricional (Goldstraw et al., 2011).

Debido a la presencia tardia de los sintomas, el 70% de los pacientes se encuentran en estadios
avanzados de la enfermedad al momento del diagnéstico, presentando una supervivencia global a los
5 afios inferior al 15 % (Goldstraw et al., 2011).

1.3.5. Clasificacion

El cdncer de pulmén se clasifica histopatoldgicamente, a partir de una muestra tumoral, en los
siguientes tipos (figura 7):
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Figura 7. Clasificacion histoldgica de cancer de pulmén. (Adaptacion de Travis,2020).

Actualmente, también se implementa el analisis molecular para hallar las mutaciones presentes
en un determinado tipo histoldgico, siendo de gran utilidad para una terapia dirigida y la inclusion de
pacientes en los ensayos clinicos. El perfil genético en adenocarcinomas se caracteriza por mutaciones
en KRAS, EGFR, BRAFy fusiones de ALK, ROS1 y RET, mientras que en carcinomas de células escamosas
se observan alteraciones en FGFR1, CDKN2A, MET, PIK3CA y PTEN (Testa et al.,2018).

1.3.6. Tratamiento

El CPNM es una enfermedad heterogénea, por ende, el tratamiento debe ser personalizado en
base al estado clinico del paciente, estadio de la enfermedad, tipo histolégico y perfil molecular.

Para los estadios iniciales, resecables, el tratamiento de eleccidn es la extirpacidon quirdrgica
completa del tumor, aunque algunos pacientes pueden desarrollar recurrencias. En el caso de los
pacientes con CPNM no resecable localmente avanzado, la mejor opcién es la quimioradioterapia
concurrente comparado con la secuencial (Gridelli et al.,2015).

Para los estadios avanzados, en presencia de mutaciones en oncogenes drivers, la terapia
molecular dirigida es la primer linea de tratamiento. La FDA (Administracion de Alimentos vy
Medicamentos) ha aprobado el uso de inhibidores de tirosina quinasa (TKI) para mutaciones en EGFR
(Erlotinib, Gefitinib, Afatinib y Osimertinib); BRAF (Dabrafenib/Trametinib); reordenamientos en ALK
(Crizotinib, Alectinib y Ceritinib), NTRK/ROS1 (Entrectinib), fusiones de RET (Selpercatinib) y
amplificacion de MET (Crizotinib). En ausencia de las mutaciones mencionadas, se enfoca en regimenes
de quimioterapia basada en platino en combinacidon con paclitaxel, gemcitabina, docetaxel o
vinorelbina o el empleo de la inmunoterapia (Ettinger et al., 2018).

El paradigma del tratamiento del cdncer de pulmdn esta en constante revision vy, sin duda, las
terapias de base inmunolégica son actualmente la opcién con mejores resultados para tratar a
pacientes sin mutaciones en genes drivers, dichas terapias que se comentardn en detalle en los
siguientes apartados.

1.4. INMUNOTERAPIA: BLOQUEANTES DE LOS PUNTOS DE CONTROL INMUNE

Gracias a la dilucidacidon de los mecanismos de puntos de control inmune, se desarrollaron
anticuerpos monoclonales contra CTLA-4 y otros dirigidos al eje PD-1/ PD-L1, para bloguear su accidn,
reestableciendo la inmunidad antitumoral mediada por células T. Estos hallazgos dieron lugar a un
nuevo campo en el tratamiento contra el cdncer conocido como bloqueantes de los puntos de control
inmune (immune ckeckpoint blockers, ICB). De esta manera, la estrategia de tratamiento paso de estar
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dirigida a las células tumorales a focalizarse en la reactivacion del sistema inmune (figura 8)
(Ribas,2012).
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Figura 8. Inmunoterapia: bloqueantes de los puntos de control inmune. Anticuerpos monoclonales anti-
CTLA-4 a nivel de ndédulo linfatico y anti- PD-1 /PD-L1 en el tejido periférico (Ribas,2012).

El primer anticuerpo monoclonal desarrollado fue contra CTLA-4, Ipilimumab, para el tratamiento
de pacientes con melanoma metastdsico, presentando mejoras en las tasas de supervivencia global,
pero con alto grado de eventos adversos (Hodi et al.,2010).

Posteriormente, surgieron anticuerpos monoclonales completamente humanizados que bloquean
lainteracciéon PD-1/PD-L1. La FDA, a raiz del éxito de varios ensayos clinicos de fase Il y lll, ha aprobado
el uso de los siguientes anticuerpos para el tratamiento de CPNM: Nivolumab y Pembrolizumab, (anti-
PD1)y, Atezolizumab y Durvalumab (anti-PD-L1).

Nivolumab en comparacidn con docetaxel, ha mostrado una tasa de supervivencia global al afio de
51% (1C 95%, 45 a 56) versus 39% (IC 95%,33 a 45) en CPNM no escamoso y de 42% (IC 95%,34 a 50)
versus 24% (IC 95%, 17 a 31) en CPNM escamoso. En cuanto a Pembrolizumab en comparacién con
docetaxel ha mostrado una supervivencia global al aiio de 43,2% versus 34,6% a la dosis aprobada de
2 mg / kg en CPNM con PD-L1 en 1% o mas de células tumorales. Con respecto Atezolizumab y
Durvalumab, también mostraron una mayor supervivencia global en comparacién con la quimioterapia
(Wu et al.,2019).

El bloqgueo PD-1/PDL-1 presenta un efecto mas especifico sobre las células T antitumorales,
produciendo menos toxicidad comparado con el bloqueo de CTLA-4 (Ribas,2012).

Sin embargo, hay un elevado nimero de pacientes que no se beneficia del tratamiento (resistencia
primaria), mientras que otros, tras un periodo de respuesta, presentan recaida y progresion de la
enfermedad (resistencia adquirida). Los mecanismos implicados en la resistencia a ICB consisten en
factores intrinsecos y extrinsecos al tumor. Dentro de los intrinsecos se incluyen: pérdida de expresion
de antigenos tumorales, alteracion en la maquinaria de procesamiento y presentacion antigénica, y
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alteraciones en vias de sefializacion (MAPK, PI3K, WNT). En cuanto a los factores extrinsecos, son los
vinculados al microambiente tumoral: aumento de células T reguladoras, macréfagos M2, MDSCs,
expresion de moléculas inhibitorios adicionales (VISTA, LAG-3, TIM-3), ausencia de células T, entre
otros (Sharma et al.,2017).

Como consecuencia a esta heterogeneidad en las respuestas, es necesario identificar
biomarcadores predictivos de respuesta a los ICB, para enfocarnos en una medicina de precisién y
personalizada. De esta forma, se pretende “seleccionar” aquellos pacientes que se beneficiardn de la
terapia y asi, maximizar el control efectivo de la enfermedad, reducir los eventos adversos (toxicidad
asociada a la terapia) y minimizar los costos. Los biomarcadores vigentes y en estudio se explicaran a
continuacién.

1.5. BIOMARCADORES

Un biomarcador predictivo es una caracteristica que puede ser objetivamente medible y evaluable
como un indicador del efecto de un farmaco sobre la evolucién del tumor.

El uso de un biomarcador estatico, evaluado solamente previo al inicio del tratamiento, no resulta
del todo efectivo debido a que las caracteristicas del tumor (cambios moleculares y fenotipicos) y la
respuesta inmune varia en el transcurso de la enfermedad y el tratamiento. En cambio, los
biomarcadores dindmicos permiten conocer las variaciones que surgen durante el tratamiento,
predecir la respuesta y tomar decisiones de forma eficaz (Lesterhuis et al.,2017). Asimismo, dada la
heterogeneidad tumoral y la dificultad de obtener muestras de tejido tumoral en los pacientes en
estadios avanzados, es necesario recurrir a nuevas estrategias. La biopsia liquida, como la sangre
periférica, permite la obtencidn de muestras seriadas de forma minimamente invasiva y es una
muestra representativa del tejido tumoral, ya que células tumorales, acidos nucleicos, metabolitos,
células inmunes infiltrantes del tumor, entre otros son vertidos a la circulacidn general (Heitzer et
al.,2019).

1.5.1. Situacion actual

Actualmente, la FDA aprueba para uso clinico, la determinacién de la expresion PD-L1 en tejido
tumoral mediante ensayos de inmunohistoquimica. El grado de expresion de PD-L1 se correlaciona con
una respuesta objetiva a ICB. No obstante, hay evidencias que pacientes con CPNM, con niveles bajos
o indetectables de PD-L1, experimentan beneficios clinicos durables a causa de la terapia (Gibney et
al.,2016).

Estas discrepancias pueden deberse a varios factores, entre ellos: la expresidon dindmica de PD-L1
y su heterogeneidad intratumoral, la variabilidad de los ensayos de inmunohistoquimica disponibles y
la falta de estandarizacién en el valor de corte para determinar positividad (Patel y Kurzrock,2015). Por
lo expuesto, lainmunohistoquimica para PD-L1 por si sola, no es un biomarcador efectivo para predecir
la respuesta a ICB.

Por otro lado, la carga mutacional tumoral (TMB por sus siglas en inglés, tumor mutation burden)
definida como el nimero de mutaciones somaticas con cambio de sentido presentes en la muestra
tumoral, se correlaciona significativamente con la respuesta a ICB. A mayor TMB, mayor es la tasa de
respuesta objetiva al tratamiento. La FDA aprueba para su determinacién la secuenciacién por NGS
(next generation sequencing) de paneles de genes seleccionados. Sin embargo, alin no estan
estandarizados los valores de corte para definir si la carga mutacional es alta o baja (Wang et al.,2019).

También existe evidencia que los tumores que presentan mutaciones en genes que codifican para
proteinas involucradas en la reparacion del DNA, como los errores de mal apareamiento dMMR
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(deficient MisMatch Repair), generan mutaciones en regiones de secuencias cortas y repetitivas,
Ilamadas microsatélites. Se denominan tumores de alta inestabilidad de microsatélite MSI-H
(Microsatellite instability-hight) y responden favorablemente a ICB. Por lo tanto, la FDA aprueba el
empleo de ICB (Pembrolizumab) en tumores sélidos con dMMR y MSI-H. Esto es debido a que los
tumores con dMMR y MSI-H tienen mayor TMB (Marcus et al.,2019).

En base a las limitaciones que presentan los biomarcadores existentes, continta la busqueda de
nuevos biomarcadores.

1.5.2. Nuevas aproximaciones

Existen otros biomarcadores que podrian tener una gran relevancia, entre los que cabe destacar:
el grado de infiltracién linfocitaria intratumoral, la composicion de la microbiota intestinal, la carga
neoantigénica tumoral y el repertorio TCR (Havel et al., 2019).

En base a la infiltracidn linfocitaria intratumoral, los tumores que presentan un fenotipo inmune-
inflamado, con alto grado de células T, estdn asociados a mejores respuestas. Lo opuesto sucede en
los tumores con fenotipos inmune-excluido e inmune-desiertos, debido a que los linfocitos
permanecen en la periferia del tumor, o directamente estan ausentes, respectivamente. También es
importante el tipo de linfocitos que componen el infiltrado (Gibney et al.,2016).

En cuanto a la microbiota, se ha encontrado asociacién entre una determinada composicién de
especies microbianas y una respuesta efectiva. Ademas, el incremento en la diversidad, sin tener en
cuenta la identidad de especies, también fue correlacionada con mejores beneficios (revisado por
Havel et al.,2019).

La carga neoantigénica tumoral surge a raiz de que mutaciones no sinénimas de nucleétido Unico
y de pequefias inserciones o deleciones (indel) que causan un cambio en el marco de lectura, codifican
para nuevos péptidos especificos del tumor. Estos neoantigenos, deben ser inmunogénicos, es decir,
deben poder presentarse en el contexto de las MHC y ser reconocidos por los TCR de las células T, para
generar una respuesta inmune especifica contra el tumor. Actualmente, la carga neoantigénica se
estima en base a la carga mutacional tumoral (Chen y Mellman,2017).

Cada TCR sobre una célula T es Unico, por lo tanto, la poblacidon de linfocitos implicada en
controlar el desarrollo tumoral presenta su propio repertorio TCR, y determina si los neoantigenos
presentados en las células tumorales van a ser reconocidos por el sistema inmune. Ademds, dado que
los linfocitos efectores son “reactivados” por la accién de los ICB, el andlisis del repertorio TCR
permitiria comprender la respuesta al tratamiento (Attaf et al.,2015).

Entre todos los biomarcadores presentados, este trabajo se basa en estudiar el repertorio de TCR
de linfocitos presentes en sangre periférica.

Gracias a las técnicas de secuenciacion de ultima generacion disponibles es posible conocer la
identidad de todos los TCR presentes en una muestra, secuenciando la regién génica de mayor
variabilidad, la cual codifica para el dominio que interacciona con el péptido antigénico. El repertorio
TCR, por lo tanto, es determinado por el conjunto de secuencias de TCR en un individuo (Aversa et al.,
2020)

1.6. TCR

El TCR es el receptor presente en la membrana de linfocitos T cooperadores y T citotdxicos que
reconoce péptidos antigénicos restringidos por el MHC. Esta formado por dos cadenas polipeptidicas
transmembranas diferentes (a/B o Y/8), unidas entre si por un enlace disulfuro. Cada cadena, presenta
un dominio variable (V) y un dominio constante (C) del tipo inmunoglobulina (figura 9). Debido a su
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corta cola citoplasmatica, no presentan mecanismos de transduccién de seiales, por lo tanto, se asocia
de forma no covalente a las proteinas CD3 y { (CD247) que tienen dominios tirosina quinasa. Cerca del
95 % de los linfocitos circulantes presentan receptores del tipo a/B, los restantes se encuentran en
tejidos epiteliales y son del tipo Y/6 (Abbas et al.,2012b).

p chain N N o chain

- Transmembrane
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Ig domain : ,

Carbohydrate @
group

Figura 9. Estructura del receptor de TCR o/B (Abbas et al.,2012b).

Enlaregién variable de ambas cadenas, hay secuencias cortas de aminoacidos, donde se concentra
la mayor variabilidad entre los diferentes TCR. Estas secuencias son las regiones determinantes de
complementariedad (CDR por su sigla en inglés, complementarity-determining regions). Por cada
cadena, hay tres CDR, CDR1 y CDR2 que reconocen al MHC, mientras que CDR3 presenta la mayor
variabilidad y, por lo tanto, interacciona con el antigeno (Abbas et al.,2012b).

Cada cadena del TCR, estd codificada por una gran cantidad de segmentos génicos que sufren un
proceso de recombinacidon somatica durante la maduracién de los linfocitos T en el timo. En el DNA de
linea germinal, el locus de la cadena a, en el cromosoma 14, esta compuesto por aproximadamente
45 segmentos V (variables) y 55 segmentos J (unidn), que codifican para el dominio variable y un gen
C para el dominio constante. Mientras que el locus que codifica para la cadena B, en el cromosoma 7,
comprende aproximadamente 60 segmentos V, 2 segmentos D (diversidad) y 14 segmentos J, para el
dominio variable y dos genes para el constante.

El proceso de recombinacién V(D)J consiste en la seleccion aleatoria de un segmento de cada clase,
uniéndose entre si para formar el gen V(D)) que codificard para el dominio variable. Mediante un
proceso de corte y empalme se une un segmento C para el dominio constante (figural0) (Attaf et al.,
2015).
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Figura 10. Recombinacién VDJ en el locus de la cadena B. Primero, se observa la recombinacién de
segmentos D y J. Luego, la recombinacién del segmento DJ con un segmento V para obtener el segmento
VDJ. Tras un proceso de corte y empalme, afiadiendo el gen C, se consigue el transcripto que codifica para
la cadena B del TCR (Adaptado de Attaf et al., 2015).

Este mecanismo requiere del complejo endonucleasa Rag-1/Rag-2, que reconoce secuencias sefial
de recombinacién RSS (recombination signal sequences) que se encuentran adyacentes a los
segmentos. Las RSS son secuencias de nucleétidos conservadas, un heptamero y un nonamero. Tras la
“sinapsis” de los segmentos seleccionados, se produce la escision de la doble hebra para liberar la
secuencia entre estos segmentos codificadores. La ruptura de la doble hebra activa la via de reparacion
del DNA por recombinacién no homdloga. Es reclutada la endonucleasa Artemisa, que abre las
horquillas en los extremos codificantes. Si la apertura es asimétrica, se generan extremos cohesivos,
donde se incorporan nucledtidos complementarios a la hebra mas larga, son los nucleétidos P. En
cambio, si la apertura es simétrica, se generan extremos romos, que mediante la enzima
desoxinucleotidil terminal-transferasa (TdT), incorpora hasta 20 nucledtidos aleatorios, son los
nucledtidos N. Ademas, la accién de Artemisa puede eliminar nucleétidos. De esta manera, previo ala
unién de los segmentos, se produce diversidad entre las uniones de Vy D, Dy J (para la cadena B) o V
y J (para la cadena a) (Abbas et al.,2012c).

Por lo tanto, la gran diversidad de repertorios de TCR que permiten el reconocimiento de un amplio
espectro de antigenos, viene determinada por la diversidad combinatoria de los multiples segmentos,
la yuxtaposicién de dos dominios variables, Va y VB, y de la diversidad de unién. Sin embargo, este
repertorio disminuye tras los procesos de seleccién positiva y negativa en el timo (Attaf et al., 2015).

Debido a que los TCR a/B son los mas abundantes en circulaciéon y dado que la cadena B presenta
un segmento extra de diversidad (D), la secuenciacion de la regidon CDR3 B codificada por el extremo
final del segmento V, el segmento D, el segmento J, y las mutaciones entre las uniones, permite una
mejor discriminaciéon del TCR (figura 11) (Aversa et al., 2020).
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Figura 11. Estructura génica de la region CDR3 B. La caja color naranja representa la regién CDR3,
compuesta por el extremo final del segmento V, el segmento D, el segmento J y las mutaciones en la unién
de los segmentos (Adaptado de Attaf et al., 2015).

Por lo comentado en los apartados anteriores, el andlisis del repertorio TCR podria ser un
biomarcador interesante para seleccionar pacientes que se beneficiarian del uso de ICB. Actualmente
existen escasos datos sobre el posible valor como biomarcador del andlisis del repertorio de TCR en
CPNM, a lo que se suma la heterogeneidad de metodologias utilizadas para su evaluacién vy las
diferencias encontradas en los estudios realizados en muestras de tejido comparados con los de sangre
periférica. Por lo tanto, es necesario ampliar y reforzar el conocimiento en esta area para poder
emplear el repertorio TCR como un biomarcador de respuesta a ICB.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es caracterizar el repertorio de receptores de linfocitos T de
sangre periférica en una cohorte de pacientes con CPNM en estadios avanzados (I1I1B- IV) tratados con
blogqueantes de la via PD1/PD-L1, para la implementacién de biomarcadores inmuno-oncoldgicos
predictivos.

Obijetivos especificos:

1. Analizar el repertorio de TCRs en linfocitos de sangre periférica mediante secuenciacién de nueva
generacién en una cohorte de pacientes tratados con inmunoterapia.

2. Determinar las caracteristicas del repertorio de TCRs a través de la identificaciéon de clonotipos
individuales y de diferentes indices que valoran su riqueza y diversidad (indice de Shannon, clonalidad,
convergencia).

3. Correlacionar las caracteristicas del repertorio de TCRs con variables clinico-patoldgicas de la
poblacién de pacientes incluidos en el estudio.

4. Relacionar la composicidn e indices del repertorio de células T con variables pronésticas (tiempo a
la progresidn y supervivencia global) en la cohorte de pacientes tratados con inmunoterapia.

5. Evaluar la dindmica del repertorio de TCRs en la respuesta a la terapia inmune.

6. Integrar los resultados sobre la contribucién de diferentes poblaciones de linfocitos T en la respuesta
a las inmunoterapias en pacientes con CPNM.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. PACIENTES Y MUESTRAS

Se incluyeron 15 pacientes con CPNM en estadios avanzados tratados con un inhibidor anti-PD-1,
Pembrolizumab (2mg/kg cada 21 dias) en primera linea, en el Consorcio Hospital General Universitario
de Valencia. Se tomaron muestras de sangre periférica antes de iniciar el tratamiento (pretratamiento)
y en el momento de la evaluaciéon por imagen, previo al 42 ciclo de Pembrolizumab (post tratamiento).
Las caracteristicas demograficas y clinicopatolégicas de los pacientes se obtuvieron de las historias
clinicas debidamente anonimizados. La respuesta al tratamiento se evalud de acuerdo con el criterio
de evaluacidn a respuesta en tumores sélidos (RECIST). El tiempo de supervivencia libre de progresién
(SLP) y supervivencia global (SG), se definen como el tiempo transcurrido desde el inicio del
tratamiento hasta la fecha de progresién o muerte por la enfermedad, y hasta la muerte,
respectivamente. Para aquellos pacientes sin progresién o muerte, la Ultima evaluacidn registrada se
considero el final del estudio (tablas suplementarias S3 y S4). El estudio se realizé6 conforme a la
declaracion de Helsinki de 1975 y los pacientes firmaron un consentimiento informado para participar.

3.2. EXTRACCION DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Para la obtencién de la fraccién de células mononucleares se recolectaron 2 tubos de sangre
periférica anticoagulado con EDTA. Se emplea una centrifugacién en gradiente de densidad para
aislarla del resto de los componentes sanguineos. En primer lugar, se centrifuga a 120 g por 20 minutos
y se separa la fraccion de plasma enriquecida en plaquetas para otros estudios. Se afiade 1,5 ml de
tampon fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline) al tubo con eritrocitos y leucocitos, y se invierte
para homogenizar.

En dos tubos cdnicos de 15 ml se afiade 4 ml de Ficoll-Plaque (GE Healthcare) a cada uno. Se agrega
como maximo 5 ml de la suspensidn sanguinea con PBS sin disturbar la interfase de Ficoll. Se centrifuga
a 400 g por 30 minutos sin freno. La capa de células mononucleares se recoge y lava con PBS
centrifugando a 400 g por 5 minutos con freno. Tras descartar el sobrenadante, se resuspende el pellet
de células mononucleares con RNA/ater (Thermo Fisher Scientific) con un volumen dos veces superior,
para estabilizar el RNA. Se almacena en microtubos de 1,5 ml a -802 C hasta su posterior
procesamiento. Todas las centrifugaciones se realizan a temperatura ambiente (figura 12).

3% 400g =0

o 30°TA
Dilucion Restos de plasma +
sanguinea en - Q } plaquetas
PBS | — —— MONONUCLEARES
[ Ficoll
Ficoll  — Polimorfonucleares
- + eritrocitos

Figura 12. Obtencion de células mononucleares con centrifugacién en gradiente de densidad. Esquema
representativo de las capas celulares separadas tras la centrifugacidn. En negrita se muestra la capa de
células mononucleares utilizada para este estudio.
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3.3. RNA
3.3.1. Extraccidn y purificacion de RNA

Para la extraccion de RNA de los linfocitos de sangre periférica se utilizé un kit comercial basado
en particulas magnéticas, MagMAX™ mirVana™ Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific). Los
pasos del protocolo incluyen: la lisis de las células con isopropanol y 2-mercaptoetanol; unién del RNA
a particulas magnéticas; lavados; tratamiento con DNAsas; segundo paso de unién de RNA a particulas
magnéticas y elucién de RNA. El protocolo se siguié segun las indicaciones del kit.

3.3.2. Cuantificacion del RNA extraido

Se cuantifico el RNA extraido utilizando el fluorémetro Qubit (Invitrogen) cuyo principio se
caracteriza por el empleo de un fluoréforo que se intercala selectivamente con el RNA. La fluorescencia
emitida por el fluorédforo es proporcional a la concentracion de RNA. Para la realizacién de la curva de
calibracién y la preparacion de las muestras se siguieron las indicaciones dadas por el fabricante. Las
concentraciones de RNA se expresaron en ng/ul.

3.3.3. Determinacion de la integridad del RNA extraido

Debido a que el RNA es inestable y sufre degradaciones gradualmente, es necesario corroborar su
integridad antes de continuar con los siguientes pasos. Se utilizo el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Technologies) que, mediante una separacion electroforética en microchips, separa el RNA segln su
tamafio y lo detecta por fluorescencia inducida via laser. El software del instrumento emplea un
algoritmo matemadtico que tiene en cuenta todos los fragmentos observados en el electroferograma y
calcula un indice RIN (RNA Integrity number). Este indice tiene valores de 1 a 10, siendo 1 el mas
degradado y 10 el mas intacto (Schroeder et al.,2006). Se recomienda el empleo de muestras con RIN
igual o superiora 7.

3.3.4. Reaccion de retrotranscripcion

La reaccidn de retrotranscripciéon o transcripcidn inversa se emplea para transformar el RNA
mensajero (RNAm) en una molécula de DNA complementario (DNAc). Se utilizé el kit comercial
SuperScript™ IV VILO™ Master Mix (Invitrogen) que contiene cebadores, dNTPs y la enzima
transcriptasa inversa en un tampon optimizado. Se siguid el protocolo recomendado en el kit para
retrotranscribir 25 ng de RNA total. Se empled el termociclador ™ Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific).

3.4. SECUENCIACION DE LA REGION CDR3 f DEL TCR

3.4.1. Preparacion de librerias

Se utilizd el kit Oncomine™ TCR Beta- SR Assay (Thermo Fisher Scientific) siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante.

El primer paso consiste en la amplificacién de la region CDR3 de la cadena B del TCR: se llevd a
cabo una PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) empleando cebadores que hibridan en el cADN,
59 de ellos con el extremo final del segmento V y 14 con el segmento J, para obtener amplicones de
aproximadamente 80 pares de bases, como queda reflejado en la figura 13.
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Figura 13. Amplificacion de la regién CDR3 de la cadena B del TCR. Representacién de los 59 cebadores
que hibridan con el segmento V y los 14 con el segmento J, para obtener amplicones de aproximadamente
80 pares de bases. (Thermo Fisher Scientific).

Posteriormente se realizd la digestion parcial de los amplicones mediante el reactivo FuPa
(Thermo Fisher Scientific) que contiene una enzima que degrada uracilos, una polimerasa con actividad
exonucleasa 3’2 5 y un anticuerpo que bloquea su accidn. Esto permite eliminar el exceso de
cebadores y preparar los extremos del amplicén para fijar los adaptadores, codigo de barras vy
adaptador P1, con la enzima ligasa. El cédigo de barras consiste en una determinada secuencia de DNA
especifica y Unica que identifica a la muestra y asi, poder secuenciar varias muestras en una misma
carrera. En cambio, el adaptador P1 es igual para todas las muestras y su funcidn es fijar el amplicén a
una superficie solida (figura 14).
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Figura 14. Proceso de ligacion de adaptadores. Los adaptadores, codigo de barras X y adaptador P1 quedan
ligados a cada extremo de los amplicones por la accion de la enzima ligasa. (Adaptado de Thermo Fisher
Scientific).

Seguidamente, se purificd las librerias utilizando particulas magnéticas provistas por el reactivo
Agencourt™ AMPure™ XP (Beckman Coulter, Inc). Los fragmentos de DNA de un determinado niumero
de pares de bases se unen selectivamente a las particulas, usando tampones optimizados. El exceso
de cebadores, nucledtidos, sales y enzimas son removidos con lavados. A continuacidn, se realizé la
elucidn de las librerias purificadas que se mantenian unidas a las particulas magnéticas.

3.4.2. Cuantificacion de librerias

Las librerias se cuantificaron utilizando una PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) con el kit lon
Library TagMan™ Quantitation Kit (Thermo Fisher Scientific). La gPCR emplea una sonda TagMan para
la deteccién del producto de amplificacién conforme se acumula durante la PCR. Esta sonda de
oligonucleédtidos contiene en el extremo 5°, un fluoréforo y en el extremo 3°, un aceptor de
fluorescencia (quencher). Cuando la sonda esta intacta, no se emite fluorescencia ya que esta es
captada por el guencher mediante la transferencia de energia de resonancia de la fluorescencia (FRET).
Por el contrario, al hibridar con la secuencia a amplificar, es hidrolizada por la actividad de 5'-3'
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exonucleasa de la DNA polimerasa Taq que va extendiendo la cadena, liberdndose el fluoréforo del
quencher. La seiial fluorescente detectada es proporcional a la cantidad de amplicones producida en
cada ciclo (figura 15). Se determina un umbral de fluorescencia, y se registra el nimero de ciclos
necesarios para alcanzar dicho umbral, CT (cycle threshold). El CT es inversamente proporcional a la
cantidad de copias de DNA iniciales. La concentracidn se obtiene mediante la interpolacién de los CT
en una curva de patrones (Heid et al.,1996).
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Figura 15. Esquema de PCR con sondas TaqgMan® 1: componentes del ensayo y molde de DNA. 2
desnaturalizacion del molde de DNA y alineamiento de cebadores y sonda. 3. Reacciéon de polimerizacion y
generacion de la senal fluorescente (Adaptado de Thermo Fisher Scientific).

La gPCR se llevé a cabo en el termociclador LightCycler® 480 (Roche), empleando el programa
recomendado. Una vez realizada la cuantificacién, cada libreria se diluyé a una concentracién de 25
pM y se combiné con volimenes iguales para continuar con el siguiente paso.

3.4.3. Preparacion del templado

Previo a la secuenciacién, cada libreria debe amplificarse clonalmente mediante una PCR en
emulsion. Se emplean gotas de micelas, donde cada una contiene idealmente los siguientes
componentes: una particula esférica recubierta en su superficie con cebadores que hibridan con el
adaptador P1 de las librerias, denominadas ISP (lon Sphera Particle), una copia Unica de libreria y los
reactivos necesarios para realizar la PCR. De esta manera, se produce una amplificacién de las librerias
en la superficie de las ISP. Finalmente se obtienen millones de ISP con miles de copias idénticas de
librerias (ISP monoclonales) por cada una (figura 16). Las ISP se depositan en un chip que contiene
millones de pocillos, de modo que cada una se aloje dentro de un pocillo (Goodwin et al.,2016).
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Figura 16. PCR en emulsidn. Las esferas (ISP) presentan en su superficie cebadores (rojo) que hibridan con
el adaptador P1 de las librerias. Posterior a la amplificacion clonal se obtiene el producto final, copias de
librerias idénticas sobre las esferas (Adaptado de Goodwin et al.,2016).

Para garantizar que este proceso tenga un buen rendimiento de ISP monoclonales, es necesario
una dptima concentracién de libreria de entrada, ya que una concentracidn muy baja puede resultar
en insuficientes ISP para secuenciar. Por otro lado, una alta concentracidon condiciona a la mayor
obtencidn de ISP policlonales, es decir, con mas de una copia de libreria diferentes sobre la ISP.

Este proceso es automatizado en el equipo lon Chef™ System (Thermo Fisher Scientific), utilizando
los reactivos provistos en el kit lon 510™ & lon 520™ & lon 530™ Kit — Chef (Thermo Fisher Scientific).
El equipo realiza antes de la carga del chip, un enriquecimiento de ISP amplificadas, monoclonales y
policlonales, descartando las ISP “vacias” (sin amplificacion en su superficie). Una vez finalizada esta
etapa se procede con la secuenciacién.

3.4.4. Secuenciacidon de nueva generacion NGS

El secuenciador utilizado es lon GeneStudio™ S5 System de lon Torrent (Thermo Fisher Scientific).
Su principio se basa en una secuenciacion por sintesis: a medida que la enzima polimerasa incorpora

un nucledtido complementario a la cadena de DNA molde, se liberan como subproductos pirofosfato
y un ion hidrégeno. Este ultimo genera un cambio de pH en el medio proporcional al nimero de
nucledtidos incorporados. El pH es detectado por un sensor localizado en el fondo de cada pocilloy es
convertido a una sefial eléctrica (cambio de voltaje) (figura 17). Por lo cual, los nucleétidos se agregan
alareaccién en flujos secuenciales para asegurar que solo un nucledétido sea el responsable de la sefial.
Se realizan lavados entre cada flujo para garantizar que no queden remanentes de nucleétidos
(Rothberg et al.,2011).
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Figura 17. Esquema de secuenciacidn por sintesis. Se representa un pocillo del chip cargado con una ISP
con librerias. Si el nucleétido dispensado (adenina, verde) es complementario al de la cadena molde (timina,
rojo), la polimerasa (azul) lo incorporara en la sintesis de la nueva cadena, liberando un ion H+ que es
registrado por un sensor en el fondo del pocillo (Adaptado Goodwin et al.,2016).
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El sistema presenta una limitacion ante la presencia de homopolimeros ya que el cambio de pH no
es proporcionalmente eficaz cuando se incorporan varios nucledtidos iguales (Goodwin et al.,2016).

Tras finalizar la secuenciacion, el instrumento lleva a cabo el procesamiento de la seiial cruda por
flujo. En el caso de incorporacion de un nucledtido la sefial es 1, o superior a 1 si la secuencia tenia
homopolimeros. Por el contrario, la sefial es cero cuando no se incorporan nucledtidos (figura 18).
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Figura 18. Flujo de nucleétidos en una carrera de secuenciacion. La altura de la barra indica la cantidad de
bases incorporadas durante el flujo. En el eje x se especifica el nucleétido liberado en cada flujo (Thermo
Fisher Scientific).

Posteriormente, mediante el empleo del software bioinformatico Torrent Suite TM (Thermo Fisher
Scientific) se procede al llamado de bases y la obtencion de las lecturas, es decir, las secuencias de
DNA. Las lecturas presentan un valor de calidad por bases (Phred score, Q) que se calcula segun la
formula matematica Q= -10 log P, donde P indica la probabilidad de error de la llamada de base. Se
considera una calidad de Q> 20, indicando que la base es llamada con una precision del 99%, en otros
términos, que presenta una probabilidad de error de 1 en 100.

Tras el recorte de las secuencias adaptadoras, se realiza el filtrado de las lecturas mediante el
empleo diferentes categorias de filtros de calidad tales como:

= Policlonalidad: filtra las ISP con lecturas de mas de un tipo diferente de molde. Por lo
tanto, pasan el filtro las ISP clonal, donde todos los fragmentos de DNA son
amplificados de un Unico molde original.

= Baja calidad: filtra lecturas con sefial no reconocible o de baja calidad de sefial.

= Dimero de cebadores: filtra lecturas que presenten secuencias muy cortas, menor a
25 pares de bases que se consideran dimeros de cebadores.

Luego de aplicar los filtros se obtiene el % lecturas utiles y el % de libreria final. El % de lecturas
utiles se calcula en base a el nimero de lecturas totales que pasan los filtros dividido el nimero de ISP
con librerias. Para el % de libreria final, las lecturas totales que pasan los filtros se dividen por el
numero de ISP clonales.

En este estudio se utilizé el chip lon 530™ con aproximadamente 37 M de pocillos, que permite
secuenciar 8 librerias consiguiendo entre 15-20 M de lecturas finales con una profundidad de 1,2-1,6
M por libreria. La profundidad se refiere a la cantidad de lecturas correspondientes a un mismo locus
(cantidad de veces que es secuenciado un locus). Se calcula en base a la longitud media de las lecturas
por el nimero de lecturas finales.

Para evaluar la calidad de la carrera de secuenciacidn se dispone de un reporte con determinadas
métricas de calidad. Los valores éptimos se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1.Métricas de calidad de la carrera de secuenciaciéon.

METRICAS VALORES OPTIMOS
CLASIFICACION Carga ISP (%) 90
POCILLOS Enriquecimiento de ISP con librerias (%) 90-100
. . o i
FILTROS PollclonaI!dad !A) 30-40
LIBRERIAS Lecturas de baja calidad (%) 12
Dimero de cebadores (%) 8
LECTURAS Lecturas totale§ l..ltl|es 15-20 M
FILTRADAS Lecturas totales utiles (%) 50-60
Longitud lectura media (pb) 80

Finalmente, las lecturas totales utiles son alineadas con la referencia de la base de datos IMGT®
(International ImMunoGeneTics information system®) para obtener los reordenamientos VDJ de cada
secuencia.

Las lecturas que mapean fuera de la diana o son de baja calidad son eliminadas. Adema3s, se corrige
los errores de secuenciacidon indel y los errores de la PCR. En base a esto las lecturas son clasificadas
segln se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de las lecturas obtenidas en la secuenciacion.

CLASIFICACION
LECTURAS
Lecturas productivas | Presentan segmentos Vy J, sin coddn de parada.
Lecturas productivas | Presentan segmentos Vy J, sin coddn de parada,
rescatadas después de la correccidn del error indel.
Presentan secuencias incorregibles o errores de PCR,
no mapean en segmentos Vy J, o tienen codén de parada
prematuro.
Lecturas fuera de Representan el producto de amplificacién fuera de la diana o
diana/baja calidad son lecturas de baja calidad.

DESCRIPCION

Lecturas no
productivas

Para tener un buen rendimiento de lecturas; las productivas deben ser del 30-50% y considerando
las lecturas rescatadas del 50-70%.

3.5. ANALISIS DEL REPERTORIO TCR-B

Cada reordenamiento VDJ corresponde a un clonotipo individual. Un clonotipo es una poblacidon
de linfocitos T que presenta el mismo TCR (igual reordenamiento VDJ) y surge por la expansién de un
linfocito luego de activarse. Para cada clonotipo se especifica la secuencia de nucleétidos de la regién
CDR3 (CDR3NT), la secuencia de aminoacidos (CDR3AA) correspondiente y, los segmentos V (variable)
y J (unidn) que lo componen. A su vez, se informa la cantidad de lecturas identificadas para ese
clonotipo y la frecuencia. La frecuencia de un clonotipo se calcula como el nimero de lecturas
identificadas para el clonotipo / el nimero de lecturas totales reportadas. Para cada segmento Vy J
se determina la frecuencia en base a la cantidad de lecturas que mapean con un segmento especifico/
el nimero de lecturas totales reportadas. Ademas, se obtiene el ratio de frecuencias post tratamiento/
pretratamiento por segmento.
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Con el software lon Reporter TM (Thermo Fisher Scientific) se calculan diferentes indices que
caracterizan el repertorio TCRB: riqueza, diversidad, evenness y convergencia, que se detallaran a
continuacion.

La riqueza, indica la cantidad de clonotipos diferentes que conforman el repertorio. Se calcula en
base al nimero de secuencias de nucleétidos diferentes presentes, pero no tiene en cuenta la
frecuencia de cada una. Por lo tanto, dos muestras pueden tener la misma riqueza, pero diferente
distribucién.

Para determinar la diversidad clonal se aplican las siguientes férmulas matematicas:

> Diversidad Shannon

Este indice mide la diversidad clonal de un repertorio (ecuacién 1).

R
H= —z pilog, (p:)
i=1

Ecuacion 1. Férmula para calcular indice de diversidad Shannon, donde pi indica la frecuencia de i
clonotipo y R (riqueza) es el nUmero total de i clonotipos diferentes (Thermo Fisher Scientific).

Tiene en cuenta la distribucién del tamafio clonal (frecuencia). A un indice mas alto, el repertorio
es mas diverso. Sin embargo, un indice mas bajo, no solo estad afectado por el nUmero de secuencias
idénticas (clonotipos) sino que también por su expansion clonal. Por lo tanto, este indice determina la
diversidad del repertorio teniendo en cuenta las secuencias Unicas (clonotipos) y la distribucion del
tamafio del clon, sin importar el numero total de secuencias. Las muestras que tienen muchos
clonotipos de frecuencias similares tendran un alto indice Shannon (Lee, 2016).

» Evenness:

Es una medida de la similitud del tamafio de clonotipos. También conocida como la diversidad
normalizada de Shannon (ecuacion 2).
g = Z2iz1Pilog> ()
logz (R)

Ecuacion 2. Formula para calcular evenness, donde pi indica la frecuencia de un i clonotipo y R indica el
numero total de clonotipos (Thermo Fisher Scientific).

Tiene un rango que va de 0 a 1. Las muestras compuestas por todos los clonotipos con frecuencias
equivalentes, el indice asume el valor uno. Por el contrario, para las muestras con clonotipos de
tamafios no equivalentes, como cuando ocurre una expansion clonal, el evenness es menor a 1. La
clonalidad es determinada como: 1 — evenness. Cuando el evenness es 1, la clonalidad es nula,
indicando que no hay clonotipos expandidos.

Convergencia TCR:

Se consideran clonotipos convergentes cuando comparten una secuencia idéntica de aminodacidos
en CDR3 (CDR3AA) y un determinado segmento V, pero son codificados por diferentes secuencias de
CDR3NT. La convergencia se determina en base a la sumatoria de las frecuencias de los clonotipos que
rednen esas caracteristicas.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICOS

En primer lugar, se realizaron analisis descriptivos de las caracteristicas demograficas y clinico-
patolégicas de la cohorte de pacientes.

En cuanto a las frecuencias de clonotipos y los valores de los indices del repertorio, fueron
revisados previo al andlisis. Debido a que las variables analiticas no presentan una distribucién normal,
se utilizaron pruebas no paramétricas.

Las caracteristicas del repertorio fueron comparadas entre grupos segun las caracteristicas
demogridficas y clinico-patolégicas usando la prueba estadistica Mann-Whitney o Kruskal-Wallis.

Para determinar si los indices y la composicidn de los clonotipos tienen valor pronéstico se utilizd
la prueba de regresion univariante de Cox. Para las variables con valor prondstico significativo, la
supervivencia se evalud con las curvas de Kaplan-Meier, aplicando la prueba de log-rank. Previamente,
las variables fueron dicotomizadas empleando la mediana como valor de corte.

Todos los analisis fueron realizados con el software de analisis estadistico Statistical Package for
the Social Science (SPSS) versidén 25.0 (Chicago, IL), considerando estadisticamente significativos
aquellos andlisis donde p< 0,05.

24



Resultados y discusién

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. DESCRIPCION DE LA COHORTE DE PACIENTES EN ESTUDIO

En el presente estudio se ha realizado la secuenciacién de la regién CDR3 del receptor TCRP de
linfocitos de sangre periférica, de un total de 15 pacientes con CPNM en estadios avanzados, tratados
con anti-PD-1 en primera linea (Pembrolizumab). Los linfocitos fueron aislados de cada paciente de
muestras sanguineas tomadas pretratamiento y post tratamiento. Todos los pacientes presentaron
PD-L1% igual o mayor al 50%. Las caracteristicas demograficas y clinico-patolégicas de la cohorte de
los pacientes incluidos en el estudio se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinico-patoldgicas de los pacientes

N %

Masculino 11 73,3

SEXO Femenino 4 26,7

Caracteristicas EDAD < 60 afios 5 33,3

demograficas > 60 afios 10 66,7

. . Fumador 10 66,7

HABITO TABAQUICO Nunca y exfumador 5 33,3

1B 2 13,3

ESTADIOS IVA 3 20,0

IVB 10 66,7

HISTOLOGIA Adenocarcinoma 13 86,7

Escamosos-otros 2 13,3

. Respuesta parcial (RP) 5 33,3
Caracteristicas

clinico RESPUESTA Enfermedad estable (EE) 4 26,7

l6gi Progresion enfermedad (PE) 6 40,0

el CRITERIO Respondedores (RP) 5 33,3

RESPUESTA No respondedores (EE y PE) 10 66,7

BENEFICIO SI (RPy EE) 9 60,0

CLiNICO NO (PE) 6 40,0

SI 1 6,7

EXITUS NO 14 93,3

4.2. CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL RNA
EXTRAIDO DE LINFOCITOS

Para la extraccidon de RNA de los linfocitos aislados con Ficoll se empleé el kit basado en particulas
magnéticas (ver Materiales y métodos). La cuantificacion se realizd con el fluordmetro Qubit. Las
muestras pretratamiento presentaron una concentracion de RNA con una mediana de 95 ng/ul (rango
44,6-332 ng/ul) y para post tratamiento de 76 ng/ul (rango 31-171 ng/ul). En cuanto su integridad
evaluada con el bioanalizador Agilent 2100, los valores de RIN pretratamiento fueron entre 7 a 10 y
para post tratamiento entre 7,4 a 9,9; ninguno por debajo de 7 que es el limite establecido. Todas las
muestras se consideraron aptas para la preparacion de las librerias ya que presentaron suficiente
cantidad y buena calidad de RNA. Estos resultados sugieren que el método de Ficoll junto con RNA
later permiten conservar la integridad del RNA de los linfocitos.
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4.3. RESULTADOS DE LA SECUENCIACION

Se obtuvieron 30 librerias llevadas a una concentracién de 25 pM, que se secuenciaron en lon
GeneStudio™ S5 System de lon Torrent (Thermo Fisher Scientific) en tres carreras diferentes,
incluyendo siempre en la misma carrera muestras pre y post tratamiento. Al analizar las lecturas
totales de las carreras observamos: 19.904.675, 19.138.504, 18.820.505 lecturas totales,
respectivamente. Las carreras cumplieron con las métricas de calidad establecidas por el protocolo.
Los datos se resumen en la tabla suplementaria S5.

Para cada una de las muestras secuenciadas, se consiguio una profundidad de un millén o mas de
lecturas con una longitud media de 80 pares de base por libreria. Tras el filtrado de las lecturas no
productivas y fuera de diana o baja calidad, todas las librerias presentaron 50% o mads de lecturas
productivas y rescatadas, como se detalla en la figura 19. Estos resultados indican que la secuenciacidn
de todas las muestras fue satisfactoria y se continué con el andlisis de las secuencias.
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Figura 19. Distribucidon de lecturas obtenidas por libreria. Cada barra representa las lecturas de una
determinada libreria. Cada color corresponde a un tipo de lectura. Por cada paciente, dos barras, muestra
pretratamiento (P, izquierda) y post tratamiento (derecha, P apdstrofo).

Se observa que las librerias de los pacientes P4" (muestra post tratamiento) y P10 (muestra
pretratamiento) presentaron la mayor proporcion de lecturas fuera de diana (en morado). En
P4’podria asociarse a que presentd la menor profundidad registrada con 960.962 lecturas totales,
aunque la integridad del RNA fue alta con RIN= 9,6. En el caso del P10, presenté el valor de RIN mas
bajo, 7, indicando una menor integridad de la molécula de RNA, pero dentro de los limites
recomendados.

4.4. ANALISIS DE LOS INDICES DE DIVERSIDAD Y CONVERGENCIA DEL
REPERTORIO TCR BETA

Las secuencias productivas y rescatadas obtenidas de cada libreria son empleadas para determinar
los indices que caracterizan al repertorio TCR B, explicados en detalle en metodologia. A) Riqueza:
cantidad de secuencias de nucledtidos diferentes presentes; B) Diversidad de Shannon: distribucion
del tamafio clonal, segln las frecuencias de las secuencias; C) Evenness: similitud del tamafio clonal y
D) Convergencia: sumatoria de las frecuencias de clonotipos que comparten la secuencia de CDR3
aminoacido y segmento V pero que es codificada por diferentes secuencias de CDR3 nucleétidos.

Cada uno de los indices fueron calculados en la muestra pretratamiento y post tratamiento.
Ademas, se analizd el porcentaje de cambio durante el tratamiento que fue definido como: indice
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postratamiento - indice pretratamiento/ indice pretratamiento. Los valores de los indices para cada

paciente son recogidos en la tabla 4.

Tabla 4. Valores de indices del repertorio TCRp para cada paciente.

RIQUEZA ‘ DIVERSIDAD SHANNON EVENNES. CONVERGENCIA

P PRE POST % PRE POST % PRE POST % PRE POST %

P1 | 39511 | 25576 | -35,27 | 12,47 | 12,86 3,12 0,82 0,88 7,54 0,0055 | 0,0032 | -41,90
P2 | 28465 | 28640 0,61 12,83 | 12,10 -5,74 0,87 0,82 | -5,80 | 0,0164 | 0,0417 | 154,69
P3 | 28652 | 27542 -3,87 10,95 | 12,22 11,63 0,74 0,83 | 12,06 | 0,0138 | 0,0092 | -33,05
P4 | 35072 | 17238 | -50,85 | 14,41 | 12,99 -9,86 0,95 0,92 | -3,30 | 0,0101 | 0,0114 13,17
P5 | 33284 | 37288 | 12,03 11,95 | 12,69 6,22 0,80 0,84 5,08 0,0122 | 0,0087 | -28,33
P6 | 32937 | 41808 | 26,93 11,44 | 12,57 9,90 0,76 0,82 7,44 0,0645 | 0,0415 | -35,65
P7 | 22544 | 12140 | -46,15 | 10,30 9,14 -11,28 0,71 0,67 | -5,44 | 0,0048 | 0,0029 | -39,36
P8 | 24246 | 30786 | 26,97 10,19 | 12,29 | 20,68 0,70 0,82 | 17,89 | 0,2192 | 0,0726 | -66,86
P9 | 18582 | 44582 | 139,92 | 12,17 | 12,96 6,46 0,86 0,84 | -2,25 0,0050 | 0,0095 | 89,27
P10 | 26728 | 34875 | 30,48 12,56 | 12,29 -2,14 0,85 0,81 | -4,63 0,0077 | 0,0046 | -41,25
P11 | 57036 | 66973 17,42 14,48 | 14,55 0,49 0,92 0,91 | -0,96 0,0101 | 0,0093 -7,89
P12 | 36809 | 30903 | -16,04 | 14,43 | 14,34 -0,62 0,95 0,96 1,06 0,0074 | 0,0036 | -52,08
P13 | 44776 | 23596 | -47,30 | 14,78 | 14,00 -5,27 0,96 0,96 0,75 0,0078 | 0,0060 | -23,58
P14 | 63816 | 47606 | -25,40 | 13,11 | 12,32 -6,09 0,82 0,79 | -3,53 0,0081 | 0,0069 | -15,36
P15 | 25723 | 69067 | 168,50 | 13,81 | 14,81 7,21 0,94 092 | -2,30 | 0,0030 | 0,0101 | 237,01

P: Paciente PRE: datos pretratamiento POST: datos post tratamiento %: porcentaje de cambio

En base a estos resultados, es posible evaluar el repertorio TCR en cada paciente como se detallara

a continuacion. Cabe remarcar que la valoracidn de la dindmica del repertorio (% cambio) es factible

con el empleo de la biopsia liquida, ya que se pudo obtener muestras en diferentes momentos de una

forma minimamente invasiva.

4.4.1. Evaluacidn de las caracteristicas del repertorio TCRf} segun caracteristicas
demograficas y habito tabaquico de los pacientes.

En primer lugar, una vez obtenidos los indices que caracterizan el repertorio TCRB (Pre, Post y %

cambio) para cada paciente se analizé la asociacién con las caracteristicas demograficas como edad,

sexo y habito tabaquico (tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas del repertorio TCRB seguin caracteristicas demograficas de los pacientes. Los
valores corresponden a la mediana para cada indice, pretratamiento, post tratamiento y % de cambio,
segun la caracteristica demografica. M: masculino F: femenino NF/EX F: nunca fumador/ exfumador.

) SEXO  HABI
<~60 Z~60 P valor M F P valor Fumador NF/EXF P valor
afios afios

Riqueza 36.809 | 30.795 0,540 33.284 | 29.330 0,433 27.597 44.776 0,010

B Diversidad Shannon 13,81 12,06 0,086 12,56 12,99 0,602 12,32 14,43 0,050
Evenness 0,94 0,81 0,086 0,82 0,90 0,296 0,84 0,92 0,221

Convergencia 0,0074 | 0,0111 0,037 0,0101 0,0064 0,361 0,0089 0,0081 0,624

Riqueza 30.903 34.037 0,903 30.786 | 43.195 0,240 29.713 41.808 0,270

e Diversidad Shannon 14,00 12,44 0,111 12,32 13,48 0,117 12,49 14,00 0,142
Evenness 0,92 0,83 0,086 0,83 0,88 0,240 0,83 0,91 0,391

Convergencia 0,0046 | 0,0094 0,066 0,0087 0,0098 0,361 0,0094 0,0069 0,624

Riqueza -16,0 6,3 1,000 -3,9 83,4 0,192 6,3 -16,0 0,462

% Diversidad Shannon -0,6 3,4 0,903 -0,6 6,8 0,240 4,7 -0,6 0,624
CAMBIO Evenness 0,8 -1,6 0,903 -1,0 -0,8 0,794 -2,3 0,8 0,713
Convergencia -41,3 -21,8 0,391 -33,1 32,8 0,151 -30,7 -23,6 0,806

Considerando la edad de los pacientes, se observa que los pacientes de 60 afios o mayores tuvieron
una convergencia pretratamiento superior, es decir, mayor cantidad de clonotipos con idéntica
secuencia de CDR3 AA y segmento V, pero diferente en CDR3 NT, en comparacion con los pacientes de
edades menor a 60 afios (0,0111 vs 0,0074; p=0,037) (figura 20 A).Sin embargo, post tratamiento esta
diferencia se registra como una tendencia (0,0094 vs 0,0046; p= 0,066) (figura 20B).Cabe destacar que
el paciente 8 de 63 afios presentd la convergencia mas alta de la cohorte tanto pre como post
tratamiento (0,2192 y 0,0726, respectivamente).
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Figura 20. Convergencia en funcion de la edad. A. Convergencia pretatamiento <60 afios vs > 60afios
(0,0074 vs 0,0111; p=0,037). B. Convergencia post tratamiento <60 afios vs > 60afios (0,0046 vs 0,0094; p=
0,066). La linea central representa la mediana y las lineas de error, el rango intercuartilico.

Actualmente, se tiene poco conocimiento sobre los datos de convergencia en pacientes
oncoldgicos. Los TCR convergentes surgen debido a una estimulacién antigénica crénica, en lugar de
una aguda pero transitoria, como en una enfermedad infecciosa. Por lo tanto, es un indicador de la
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respuesta de células T a antigenos tumorales o a autoantigenos como en las enfermedades
autoinmunes crénicas. Es importante remarcar que la eleccién de la tecnologia empleada para medir
la convergencia es crucial, ya que los errores especificos de la plataforma de secuenciacion, el nimero
de ciclos de PCR utilizados para la amplificacién de la libreria, la fidelidad de la polimerasa elegida, y |a
eficacia de los software bioinformaticos para eliminar los errores de PCR o secuenciacién, pueden
determinar la fiabilidad de los clones convergentes. Un estudio concluyé que lon Torrent es la
tecnologia mas apropiada disponible al momento para estudiar la convergencia (Looney et al.,2020).

En cuanto a la diversidad de Shannon, en los TCRs pretratamiento, se observa en pacientes de 60
afios 0 mayores una tendencia a ser inferior que en los que presentan una edad menor a 60 afios (12,06
vs 13,81; p=0,086) (Figura 21 A). A su vez, la diversidad normalizada, evenness, pre y post tratamiento,
presenta la misma tendencia con respecto a la edad (0,81 vs 0,94; p=0,086 y 0,83 vs 0,92; p=0,086,
respectivamente) (figura 21 B-C).
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Figura 21. Diversidad y evenness en funcion de la edad. A. Diversidad de Shannon pretratamiento <60
afos vs 2 60afios (13,81 vs 12,06; p=0,086). B. Evenness pretratamiento <60 afios vs = 60afios (0,94 vs 0,81;
p=0,086). C. Evenness post tratamiento <60 afos vs > 60ainos (0,92 vs 0,83; p=0,086). La linea central
representa la medianay las lineas de error, el rango intercuartilico.

Estos resultados son consistentes con otros estudios realizados en CPNM. Liu et al., indicaron que
los PBMC presentaron menor diversidad en pacientes mayores a 60 afos (Liu et al.,2019). Mientras
gue Wang et al., observaron el mismo patron en linfocitos infiltrantes de tumor y tejido pulmonar
normal (Wang et al.,2019).

Asimismo, se ha demostrado previamente que el envejecimiento esta asociado a una disminucion
de la respuesta inmune adaptativa; un estudio realizado en pacientes sanos de edades entre 6 a 90
afios, concluye que la diversidad del repertorio TCR B disminuye a lo largo de la vida (Britanova et
al.,2014).

Con respecto al habito tabdquico, se observa que la riqueza pretratamiento es inferior en
fumadores comparado con los nunca o exfumadores (27.597 vs 44.776; p=0,010) (figura 22 A).
Ademas, la diversidad de Shannon pretratamiento presenta valores mas bajos en los pacientes
fumadores versus a los nunca o exfumadores (12,32 vs 14,43; p=0,050) (figura 22 B).
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Figura 22. Riqueza y diversidad de Shannon pretratamiento en funcion del habito tabaquico. A. Riqueza
F vs NF/EXF (27.597 vs 44.776; p=0,010). B. Diversidad de Shannon F vs NF/EXF (12,32 vs 14,43; p=0,050).
La linea central representa la medianay las lineas de error, el rango intercuartilico. F: fumador. EX/N F: Ex/ nunca
fumador.

Estos resultados confirman el efecto negativo generado por los componentes del humo de tabaco
en la respuesta inmune (Qiu et al.,2017). Teniendo en cuenta que los fumadores presentan mayor
carga mutacional tumoral (TMB) (revisado por Chen y Mellman,2017), podria pensarse en este
escenario, que esas mutaciones no generan neoantigenos debido a que el repertorio de TCR en estos
pacientes presenta baja riqueza y diversidad.

Para el resto de los indices analizados no se observan diferencias estadisticamente significativas.
Liu et al, también observaron que la riqueza y diversidad fueron similares para ambos sexos (Liu et
al.,2019).

4.4.2. Evaluacidn de las caracteristicas del repertorio TCR § seguin la respuesta al
tratamiento y variables prondsticas.

Los indices del repertorio TCR B, riqueza, diversidad Shannon, evenness y convergencia, se
analizaron con respecto a la respuesta al tratamiento. La respuesta se clasificé en respondedores y no
respondedores; los primeros son los que consiguen una respuesta completa o parcial al tratamiento,
y los segundos, los que presentan una enfermedad estable o progresan. Asimismo, cada indice fue
estratificado en “alto y bajo” en funcidon a la mediana, y se determind su correlaciéon con la
supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia global (SG).
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4.4.2.1. indices pretratamiento.

Los resultados obtenidos pretratamiento se representan en la figura 23.
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Figura 23. Caracteristicas del repertorio TCR pretratamiento, seguin respuesta al tratamiento. A. Riqueza,
NR vs R mediana, (34.178 vs 26.728; p= 0,327) B. Diversidad de Shannon, NR vs R (12,65 vs 12,56; p=0,806)
C. Evenness, NR vs R (0,84 vs 0,85; p=0,624) D. Convergencia, NR vs R (0,009 vs 0,008; p=0,270). NR: No
respondedores. R: respondedores. La linea central representa la mediana y las lineas de error, el rango
intercuartilico.

No se registran diferencias significativas para los indices pretratamiento entre pacientes
respondedores y no respondedores.

Sin embargo, se observa que pacientes que tenian una elevada riqueza, es decir una gran cantidad
de clonotipos diferentes, como son el pacientes 14 (63.816 clonotipos) y el 11 (57.036 clonotipos) a
diferencia del resto de pacientes respondian de manera muy diferente al tratamiento. En la figura 23
A se muestra como el paciente 14 progresa (SLP= 2,9 meses), mientras que el paciente 11 con un
numero de clonotipos similar presenta una respuesta parcial.

Estos resultados son excepcionales, ya que se ha demostrado en estudios previos en melanoma
(Postow et al.,2015) y cancer de pancreas (Hopkins et al.,2018) tratados con anti-CTLA4, que es
necesario disponer de un amplio repertorio de TCR en sangre, es decir, elevada riqueza y diversidad,
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para que exista mayor probabilidad de reconocer antigenos tumorales y tras la accion del ICB ser
reactivados, limitando asi el escape inmune de las células tumorales.

Hasta el momento, hay pocos trabajos realizados en CPNM en estadios avanzados v,
principalmente se centran en el analisis de linfocitos infiltrantes del tumor. Sin embargo, hay que
destacar que nuestro estudio pretende buscar biomarcadores inmuno-oncolégicos minimamente
invasivos considerando que los linfocitos hallados en sangre periférica recirculan entre el tumor y la
circulacién general.

En cuanto a los estudios existentes de riqueza, diversidad y clonalidad del repertorio TCR en sangre
periférica, son contradictorios. Han et al., demostraron que analizando PBMC no encontraron
diferencias significativas con respecto a la respuesta al tratamiento y SLP, como en este trabajo. En
cambio, cuando analizan a los linfocitos T CD8+ PD1+ aislados mediante técnicas de citometria de flujo,
se demuestra que a mayor diversidad pretratamiento se experimentan mejores respuestas y mayor
SLP. Ellos sugieren que dentro de los PBMC hay varios TCR especificos de antigenos no tumorales que
diluyen a los TCR especificos del tumor (Han et al., 2020). Asimismo, Liu y colaboradores tampoco
encuentran asociacién entre la diversidad pretratamiento de PBMC de pacientes con CPNM en
estadios avanzados bajo tratamientos convencionales, como quimioterapia, radioterapia y TKI, con
relacion al beneficio clinico de una SLP mayor de 6 meses (Liu et al.,2019).

En el analisis de la convergencia segun la respuesta, las frecuencias entre respondedores y no
respondedores es similar. En cambio, el paciente 8, en el grupo de no respondedores, presenta una
alta frecuencia de clones convergentes (0,2192). Sin embargo, Looney et al., demostraron en
melanoma, adenocarcinoma de células claras y carcinoma de prdstata, que pacientes que respondian
a ICB presentaban una mayor convergencia pretratamiento (Looney et al., 2020), reforzando la teoria
que las células T con TCR convergentes tienen como diana a antigenos tumorales.

Conrespecto alaSLPy SG, no se registran diferencias significativas para los indices pretratamiento.

4.4.2.2. Indices post tratamiento

Los resultados obtenidos para las secuencias post tratamiento se representan en la figura 24.
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Figura 24. Caracteristicas del repertorio TCR post tratamiento, seguin respuesta al tratamiento. A. Riqueza,
NR vs R mediana (30.844 vs 34.875; p=0,624) B. Diversidad de Shannon, NR vs R (12,78 vs 12,29; p=0,713)
C. Evenness, NR vs R (0,84 vs 0,83; p=0,462) D. Convergencia, NR vs R (0,0091 vs 0,0092; p=0,391). NR: No
respondedores R: Respondedores. La linea central representa la mediana y las lineas de error, el rango
intercuartilico.

No se evidencian diferencias significativas para los indices post tratamiento entre pacientes
respondedores y no respondedores.

Cabe destacar que el paciente 7 tuvo un comportamiento Unico ya que la riqueza, diversidad
Shannon y evenness fueron los mas bajos de la cohorte (12.140, 9,13 y 0,67, respectivamente), lo cual
indica que presentd una baja diversidad con expansion clonal, mostrando inicialmente una respuesta
parcial al tratamiento. A pesar de ello, 4 meses después, evoluciona con progresion. Esto sugiere que
los clonotipos expandidos no han sido suficientes para hacer frente a los antigenos tumorales, siendo
necesaria una mayor comprensién de los mecanismos y las respuestas.

El paciente 8 se dispersa en la figura 24D, presentando la mayor frecuencia de clones convergentes
(0,0726), al igual que previo al tratamiento.

Con respecto a la SLP y SG, no se registran diferencias significativas para los indices post
tratamiento.
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4.4.2.3. Dinamica de indices

El comportamiento de cada indice durante el tratamiento es evaluado por el % de cambio entre
las muestras pre y post tratamiento. Los resultados son representados en la figura 25.
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Figura 25. Dinamica de las caracteristicas del repertorio TCR, seguin respuesta al tratamiento. A. Riqueza,
NR vs R, mediana (-7,7 vs 17,4; p=0,327) B. Diversidad de Shannon, NR vs R (1,25 vs 0,49; p=0,903) C.
Evenness, NRvs R (0,9 vs -2,3; p=0,391) D. Convergencia, NR vs R (-26 vs -33; p=0,806). NR: No respondedores
R: Respondedores. La altura de la columna representa la mediana y las barras de error, el rango intercuartilico.

Se evidencia que, durante el tratamiento con inmunoterapia, el repertorio TCR presenta
variaciones. Sin embargo, no se registran diferencias estadisticamente significativas entre el
porcentaje de cambio de los indices evaluados y la respuesta al tratamiento.

Se observa que la riqueza muestra una tendencia a aumentar con el tratamiento en los pacientes
respondedores, mientras que los no respondedores, la disminuyen (figura 25 A). Por otro lado, la
diversidad de Shannon no tiene un patrén distintivo, ya que aumentd en ambas categorias de
pacientes (figura 25 B).

En referencia, los pacientes respondedores exhiben una tendencia a disminuir el evenness,
mientras que los no respondedores, el cambio tiende a un aumento. Teniendo en cuenta que a menor
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evenness, mayor clonalidad, los respondedores presentarian un aumento de expansion clonal tras el
tratamiento (figura 25 C).

Nuestros resultados con respecto a la clonalidad estdn parcialmente de acuerdo con estudios
previos en CPNM en estadios avanzados tratados con ICB. Anagnostou et al. observan que clones
hallados en el tumor antes del tratamiento, presentan una expansidon en sangre periférica post
tratamiento que se correlaciona con una respuesta radiografica y un aclaramiento del DNA tumoral
circulante (Anagnostou et al.,2019). Asimismo, Han et al. demuestran que el aumento de clonalidad
de linfocitos CD8+ PD1+ de sangre, se asocia a una mayor reduccion del tamafio tumoral y mayor SLP
(Han et al.,2020). Mientras que, el estudio de Kim et al. muestra que el aumento de proliferacién
(aumento de marcador ki-67) de linfocitos periféricos CD8+ PD1+ tras una semana bajo tratamiento se
correlaciona con mejores respuestas y un prondstico de supervivencia mas favorable (Kim et al.,2019).

Por otro lado, en pacientes con CPNM resecables en neoadyuvancia con anti-PD-1, Zhang et al,
comprueban que el tejido tumoral post tratamiento de pacientes respondedores es enriquecido con
clonotipos expandidos en sangre (aumentando la frecuencia) entre la semana 2 y 4 desde el inicio de
la terapia (Zhang et al.,2020).

Ademas, en varios tipos tumorales, Wu et al., muestran que existe una fuerte relacién entre la
expansion clonal de linfocitos T CD8+ efectores en sangre periférica y la infiltracidn de estos en el tejido
tumoral y el tejido normal adyacente, que favorece la respuesta al tratamiento con ICB (Wu et
al.,2020).

Estos resultados explicarian que el bloqueo de la interaccién PD-1/ PD-L1 ejercido por los
anticuerpos seria efectivo, permitiendo la reactivacion y proliferacién de los linfocitos que reconocen
antigenos tumorales. Sin embargo, nuestros hallazgos deben ser reforzados aumentando la cohorte
de pacientes.

Cuando se analiza el cambio de convergencia y la respuesta de los pacientes no se observan
diferencias significativas (figura 25 D). Como habiamos mencionado, el paciente 8 presentd tanto pre
y post tratamiento, la convergencia mds alta de la cohorte. Sin embargo, la dinamica de su
convergencia experimentd una disminucién muy marcada tras el tratamiento, de 0,2192 a 0,0726.
Clinicamente, este paciente mayor de 60 afios, fumador, de sexo masculino, en estadio IV b desarrollé
progresién de la enfermedad a los 2,8 meses de iniciado el tratamiento y finalmente exitus, con una
SG de 5,9 meses.

En cuanto ala SLP y SG no existen diferencias significativas con relacidn a la dindmica de los indices.

4.5. ANALISIS DE LA FRECUENCIA DE SEGMENTOS VY J

Una vez realizados los analisis de los indices, se procedié a evaluar la posible asociacién entre la
frecuencia de clonotipos compuestos con un determinado segmentos V o J, con la respuesta al
tratamiento y variables prondsticas. Recordemos que la regién CDR3 del TCR conformada por el
extremo final del segmento V y el J, estd involucrada en el reconocimiento de los antigenos, por lo
tanto, presenta la especificidad de la respuesta anti- tumoral. Se analizé las frecuencias de cada
segmento V y J, para las muestras pre y post tratamiento. Ademads, se determiné la dindmica entre
estos tiempos, calculando el ratio de frecuencias POST/PRE. La respuesta se categorizd en
respondedores vs no respondedores y beneficio clinico (BC) vs no beneficio clinico (NBC). Siendo los
pacientes con BC los que presentan respuesta parcial o enfermedad estable, mientras que con NBC
son los que progresan. Asimismo, cada segmento fue estratificado en “alto y bajo” en funcién a la
mediana de su frecuencia, y se determind su correlacién con SLP y SG.
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4.5.1. Andlisis de la frecuencia de segmentos V y J pretratamiento

Las lecturas obtenidas pretratamiento para todos los pacientes, mapearon con 54 segmentos V y
13 segmentos J. Siendo los segmentos presentes con mayor frecuencia, el TRBV20_1 y el TRBJ1_1
(mediana, 0,0914 y 0,1323, respectivamente). La frecuencia para cada segmento V y J, se representan

en las figuras 26 y 27, respectivamente.
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Figura 26. Frecuencia de segmentos V pretratamiento. La altura de cada barra representa la mediana de
la frecuencia y las barras de error, el rango intercuartilico. La barra de color rojo corresponde al segmento

TRB20_1 de mayor frecuencia.

Nuestros resultados estan en concordancia con el estudio de Wang et al, donde determinan que
el segmento TRBV20_1 fue hallado con mayor frecuencia en los clonotipos residentes en tejido
tumoral pero no en tejido pulmonar normal (Wang et al.,2019). Esto podria explicar que los TCR
conformados por este segmento estarian involucrados en el reconocimiento de un antigeno tumoral

especifico.
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Figura 27. Frecuencia de segmentos J pretratamiento. La altura de cada barra representa la mediana de la
frecuencia y las barras de error, el rango intercuartilico. La barra de color rojo corresponde al segmento

TRBJ1_1 de mayor frecuencia.
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Al analizar la frecuencia de clonotipos compuestos por un determinado segmento Vo J y la
asociacioén con la respuesta al tratamiento, no se observan diferencias significativas con los segmentos
mas frecuentes, TRBV20 1 y TRBJ 1_1. Por otra parte, los clonotipos con el segmento TRBV7_4
estuvieron presente con mayor frecuencia en pacientes NR en comparacién con los R (2,6 x 10 * vs 1,0
x 10 p=0,007) (figura 28A). También fue mas frecuente en pacientes con NBC con relacidn a los
pacientes que presentan BC (3,7 x10™* vs 1,8x10*; p=0,003) (figura 28 B). Mientras que el segmento
TRBV11_1 fue mas frecuente en pacientes con BC con relacién a los de NBC (2,9x1073 vs 2,3x1073;
p=0,025) (figura 28C).
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Figura 28.Relacidn entre respuesta al tratamiento o beneficio clinico a ICB y frecuencia de segmentos V
pretratamiento. A. TRBV7_4, NR vs R (2,6 x 10 * vs 1,0 x 10"%; p=0,007). B. TRBV7_4 NBC vs BC (3,7 x10™* vs
1,8x10%; p=0,003) C. TRBV11 1 NBC vs BC (2,3x103 vs 2,9x103; p=0,025). NR: No respondedores, R:
Respondedores, NBC: No beneficio clinico, BC: Beneficio clinico). Las barras representan la mediana vy las
lineas de error, el rango intercuartilico.

Ademads, se demostrd que los pacientes que presentaban valores de frecuencia de TRBV7_4
“bajos” (menor a la mediana) tenian mayor SLP que los pacientes con frecuencias “altas” (superior a

la mediana) (9,9 meses, intervalo de confianza 95% (IC), 9,6-10,1 vs 3,4 meses (IC), 2,0 -4,8; Log-rank
p =0,004) (figura29).
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Figura 29. Kaplan-Meier para frecuencia de segmento TRBV7_4 asociada a SLP. Azul: frecuencias de
segmento TRBV7_4 bajo, seglin mediana. Verde frecuencias TRBV7_4 alto, segiin mediana (p=0,004).
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En cuanto a los segmentos J no se registran diferencias significativas para ningln segmento con

relacion a la respuesta al tratamiento.

4.5.2. Andlisis de la frecuencia de segmentos V y J post tratamiento

Las lecturas obtenidas post tratamiento para todos los pacientes, mapearon con 55 segmentos V
y 13 segmentos J. Al igual que pretratamiento, los mas frecuentes fueron TRBV20_1y TRBJ1_1 (0,0902
y 0,1358, respectivamente). Las frecuencias para todos los segmentos V y J post tratamiento se
representan en las figuras 30 y 31, respectivamente.
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Figura 30. Frecuencia de segmentos V post tratamiento. La altura de cada barra representa la mediana de
la frecuencia y las barras de error, el rango intercuartilico. La barra de color rojo corresponde al segmento

TRB20_1 de mayor frecuencia.

Frecuencia
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Figura 31. Frecuencia de segmentos J post tratamiento. La altura de cada barra representa la mediana de
frecuencia y las barras de error, el rango intercuartilico. La barra de color rojo corresponde al segmento

TRBJ1_1 de mayor frecuencia.

Al analizar la asociacién con la respuesta al tratamiento, no existe diferencias estadisticamente

significativas para los clonotipos conformados con los segmentos mas frecuentes.
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Sin embargo, se observan diferencias significativas para clonotipos con los segmentos V, TRBV1,
TRBV6_4, TRBV 7_7 y TRBV27. Siendo mas frecuentes en NR versus R, TRBV1 (2x10* vs 1x10%;
p=0,037) (figura 32 A); TRBV6_4 (3,1x1073 vs 1x10°%; p= 0,014) (figura 32 B); y TRBV7_7 (2,5x 107 vs 1,7
x1073; p=0,037) (figura 32 C). Por otro lado, TRBV27 fue mas frecuente en R vs NR (0,051 vs 0,042;
p=0,037) (figura 32 D).
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Figura 32. Relacion entre respuesta al tratamiento con ICB y frecuencia segmentos V post tratamiento. A.
TRBV1 NR vs R, (2x10* vs 1x10%; p=0,037). B. TRBV6_4 NR vs R (3,1x1073 vs 1x1073; p= 0,014). C. TRBV 7_7
NR vs R (2,5x 103 vs 1,7 x10°3; p=0,037). D. TRBV27 R vs NR (0,051 vs 0,042; p=0,037). NR: No respondedores,
R: respondedores. Las barras representan la mediana y las lineas de error, el rango intercuartilico.

En cuanto a los pacientes que presentaron BC tuvieron con relacién a los pacientes que
progresaron mayores frecuencias de clonotipos con los segmentos TRBV 11_1 (3,1x103 vs 2,2 x103;
p=0,018) (figura 33 A); y TRBV30 (0,0325 vs 0,0106; p=0,045) (figura 33 B). Por el contrario, TRBV11_2
fue mds frecuente en los pacientes que progresaron (0,0405 vs 0,0227; p=0,007) (figura 33 C).
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Figura 33. Relacion entre beneficio clinico a ICB y frecuencia segmentos V post tratamiento. A. TRBV 11_1
BC vs NBC (3,1x10 3 vs 2,2 x10"¥ p=0,018). B. TRBV30 BC vs NBC (0,0325 vs 0,0106; p=0,045). C. TRBV 11_2
NBC vs BC (0,0405 vs 0,0227; p=0,007). NBC: No beneficio clinico, BC: beneficio clinico. Las barras representan
la medianay las lineas de error, el rango intercuartilico.

Con respecto a los segmentos J, no se observan diferencias significativas entre las distintas
respuestas.

Al momento no existen trabajos que evallen la frecuencia pre y post tratamiento de cada uno de
los segmento con relacidn a la respuesta. Nuestros resultados confirman que la frecuencia de ciertos
clonotipos presentes en sangre periférica se correlaciona con la respuesta al tratamiento. Ademas,
sugieren que el segmento TRBV11_ 1 presente tanto pre como post tratamiento en pacientes con
beneficio clinico se haya conservado para reconocer un antigeno tumoral, si bien su frecuencia no es
muy alta.

4.5.3. Dinamica de frecuencia de segmentos VyJ

Finalmente, el calculo del ratio de frecuencia POST/ PRE para cada segmento V y J se representan
en las figuras suplementarias S1y S2.

Cuando se analizan la dindmica de clonotipos en base a su composicién de segmentos V o J con
relacién a la respuesta al tratamiento, se observa que los clonotipos con segmentos TRBV6_1 vy
TRBV6_4 disminuyen tras el tratamiento en los pacientes respondedores, en comparacién con los no
respondedores que aumentan (0,97 vs 1,09y 0,72 vs 1,37; p=0,020, respectivamente) (figura 34 Ay B,
respectivamente).
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Figura 34. Dinamica de frecuencia de segmentos V segtin respuesta al tratamiento con ICB A. TRBV6_1R
vs NR (0,97 vs 1,09; P=0,020). B. TRBV6_4 R vs NR (0,72 vs 1,37; p=0,020) R: respondedores, NR: No
respondedores. La linea central representa la mediana y las lineas de error, el rango intercuartilico.

Para el segmento TRBV6_4 (figura 33 B), el paciente 8 experimenta el mayor cambio de frecuencias
durante el tratamiento (ratio POST/PRE = 3,07). El aumento de frecuencias de clonotipos conformados
por este segmento en sangre periférica, podria haber contribuido también al pronéstico desfavorable
de este paciente, como se ha mencionado.

Asimismo, el segmento TRBJ2_6, disminuye en Ry aumenta discretamente en los NR (0,80 vs 1,09;
p=0,014) (figura 35).
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Figura 35. Dinamica de clonotipos con segmentos J seglin respuesta al tratamiento con ICB. TRBJ2_6R vs
NR (0,80 vs 1,09; p=0,014). NR: No respondedores, R: respondedores. La linea central representa la mediana y
las lineas de error, el rango intercuartilico.

Cuando se analizaron la dindmica de clonotipos con relacién al beneficio clinico, se observa que
los clonotipos con segmentos TRBV7_7 y TRBV9 disminuyen tras el tratamiento en los pacientes que
experimentaron BC en comparacion al aumento que presentan los que progresaron (0,94 vs 1,06;
p=0,025 y 0,93 vs 1,18; p=0,034, respectivamente) (figura 36 A y B, respectivamente). Mientras que
los clonotipos con segmento TRBV4_1 aumentan en mayor proporcion en los pacientes que
progresaron con relacién a los con BC (1,25 vs 1,09; p=0,018) (figura 36 C).
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Figura 36. Dinamica de clonotipos con segmentos V segun beneficio clinico a ICB. A. TRBV7_7 BC vs NBC
(0,94 vs 1,06; p=0,025). B. TRBV9 BC vs NBC (0,93 vs 1,18; p=0,034). C. TRBV4_1 NBC vs BC (1,25 vs 1,09;
p=0,018). NBC: No beneficio clinico, BC: beneficio clinico. La linea central representa la mediana y las lineas de
error, el rango intercuartilico.

Estos resultados confirman que la frecuencia de ciertos clonotipos en circulacién disminuyen
cuando existe respuesta al tratamiento o enfermedad estable, lo cual plantea que dichos clonotipos
migrarian desde la circulacidn al sitio tumoral para ejercer su accién antitumoral. En base a la literatura
publicada, este seria el primer trabajo que evalula el repertorio completo de segmentos Vy J en sangre
periférica pre y post tratamiento, y su dinamica segun la respuesta al mismo.

4.6. ANALISIS DE SECUENCIAS CDR3 NT Y CDR3 AA QUE CONFORMAN EL
REPERTORIO TCR BETA

Se analizaron exhaustivamente las secuencias de nucleétidos (CDR3NT) y aminodacidos (CDR3AA)
gue conforman el repertorio TCR B para cada paciente, pre y post tratamiento.

Se evalud si existian clonotipos (CDR3NT) compartidos entre los diferentes pacientes. Ademas,
entre las muestras pre y post tratamiento de cada paciente, se determiné el nimero de clonotipos
CDR3NT nuevos, perdidos y conservados. Los CDR3NT nuevos, son aquellos clonotipos que no estan
presentes pretratamiento, pero son detectados en la muestra post tratamiento. En cambio, los
CDR3NT perdidos son los presentes pretratamiento, pero no se registran post tratamiento. Mientras
qgue los CDR3NT conservados son aquellos clonotipos que son hallados tanto pre como post
tratamiento, aunque su frecuencia haya variado. Cada uno de estos grupos de clonotipos se analizaron
considerando el total del repertorio y los 100 clonotipos mas frecuentes (TOP100), evaluando la
asociacién con la respuesta al tratamiento.

Por otro lado, se analizd los clonotipos que comparten la misma secuencia de CDR3AA y segmento
V pero que son codificados por diferentes secuencias CDR3NT, es decir, los clonotipos convergentes.

En este caso, se evalud para los pacientes que presentaron un marcado cambio de convergencia
durante el tratamiento.

4.6.1. Clonotipos CDR3 NT

El andlisis de clonotipos entre pacientes no detectd clonotipos CDR3NT compartidos entre los
diferentes pacientes, tanto pre como post tratamiento. Es decir, cada paciente presentd su propio
repertorio TCR B. Estos resultados estan en sintonia con el estudio de Wang et, al donde comprobaron
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que la tasa de similitud de clonotipos entre diferentes tejidos tumorales de pulmén era muy baja, lo
cual podria indicar la heterogeneidad intratumoral del carcinoma de pulmén (Wang et al.,2019).

Con respecto al nimero de clonotipos nuevos, perdidos y conservados totales durante el
tratamiento, no se observan diferencias significativas segun la respuesta al tratamiento.

En cuanto al andlisis de estos clonotipos dentro del TOP 100 se observa que los pacientes sin
beneficio clinico presentan mayor nimero de clonotipos nuevos versus los de beneficio clinico
(mediana, 18,5 vs 6, p=0,05) (figura 37). Para el grupo de clonotipos perdidos y conservados no se
detectan diferencias significativas entre las diferentes respuestas al tratamiento.
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Figura 37. Clonotipos CDR3NT nuevos dentro de los 100 mas frecuentes post tratamiento. NBC vs BC (18,5
vs 6, p=0,05). (NBC: No beneficio clinico, BC: beneficio clinico). La linea central representa la medianay las
lineas de error, el rango intercuartilico.

Estos resultados confirman que la presencia de mayor cantidad de clonotipos nuevos de alta
frecuencia predispone a una respuesta antitumoral desfavorable, reflejando la posibilidad que los
clonotipos recién generados no son efectivos en atacar las células tumorales. Asimismo, otros estudios
han determinado que un mayor grado de conservacién del repertorio de clonotipos durante el
tratamiento condicionan a un mejor prondstico (Han et al.,2020; Liu et al.,2019).

4.6.2. Clonotipos CDR3 AA

Analizando la convergencia con relacién a la respuesta al tratamiento, si bien no se encontré
diferencias significativas, hubo pacientes que presentaron un comportamiento extremo en cuanto a la
presencia de clonotipos convergentes: el paciente 8 disminuyé la frecuencia de clones convergentes
66,86% con progresion de la enfermedad, mientras que el paciente 15 aumentd en 237,01% con una
respuesta parcial al tratamiento.

El paciente 8, mencionado previamente por presentar la convergencia mas alta de la cohorte,
disminuye notablemente la convergencia desde 0,2192 en la muestra pretratamiento a 0,0726 en
muestra postratamiento. Estd disminucion se ve reflejada en la disminucién de las frecuencias de
algunos clonotipos como, por ejemplo, ATSRETGKETQY y ASSLASGITGELF, que son codificados cada
uno por dos secuencias de nucleétidos diferentes con el mismo segmento V (tabla 6).
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Tabla 6. Clonotipos convergentes del paciente 8. En la secuencia de CDR3 NT se marcan con color morado
las bases correspondientes al segmento V y en rojo las del segmento J. Las bases que han cambiado estan
en negrita.

Frecuencia Frecuencia
TRBV ‘ TRBJ CDR3 AA ‘ CDR3 NT ‘ PRE ‘ POST
2- GCCACCAGCAGAGA T AAAGAGACCCAGTAC 1814 1
15 > ATSRETGKETQY AACTGGA 0,18 0,0610
2-5 GCCACCAGCAGAGAGACAGGGAAAGAGACCCAGTAC 0,0160 0,0080
5.1 2-2 ASSLASGITGELF GCCAGCAGCTTGGCTAGCGGGATCACCGGGGAGCTGTTT 0,0043 6,62x10'5
2-2 GCCAGCAGCTTGGCTTCAGGGATCACCGGGGAGCTGTTT 5,88x10'4 1,64x10'5

En el caso contrario, la muestra pretratamiento del paciente 15 tenia en la muestra basal una
convergencia de 0,0030 y aumenta marcadamente en la muestra post tratamiento a 0,0101. Se
observa en la tabla 7 que el primer clonotipo CDR3 AA ASSITSGSYNEQF es codificado post tratamiento
por dos secuencias de CDR3NT nuevas, ademds de aumentar la frecuencia del CDR3 NT existente.
Mientras que el clonotipo ASEADTQY es codificado por dos secuencias de nucledtidos conservadas que
aumentan su frecuencia.

Tabla 7. Clonotipos convergente del paciente 15. En la secuencia de CDR3 NT se marcan con color morado
las bases correspondientes al segmento V y en rojo las del segmento J. Las bases que han cambiado estan
en negrita.

Frecuencia Frecuencia

TRBV  TRBJ ‘ CDR3 AA ‘ CDR3 NT PRE POST

2-1 GCCAGTAGTATAACTAGCGGTTCCTACAATGAGCAGTTC | 2,18x107* 0,0010
19 2-1 | ASSITSGSYNEQF | GCCAGTAGTATTACTAGCGGGAGCTACAATGAGCAGTTC 0 7,71x107°
2-1 GCCAGTAGTATCACTAGCGGCTCCTACAATGAGCAGTTC 0 6,95x10~5
N -5 —4
19 2-3 ASEADTQY GCCTCAGAGGCAGATACGCAGTAT 9,53x10_4 6,57x10_4
2-3 GCCAGTGAGGCAGATACGCAGTAT 1,89x10 4,62x10

Al momento no hay trabajos que evalten los cambios de la convergencia durante el tratamiento
ni la composicién de CDR3 AA y CDR3NT de los clonotipos convergentes.

En resumen, este trabajo es el primero en analizar detalladamente el repertorio de TCR B periférico
en pacientes con CPNM en estadios avanzados tratados con anti-PD-1, Pembrolizumab. Nuestros
resultados demuestran la influencia negativa del envejecimiento y el habito tabaquico sobre dicho
repertorio, predisponiendo a una menor capacidad antitumoral por parte del sistema inmune.

Asimismo, queda demostrado que el repertorio de TCR B varia en el transcurso del tratamiento.
En el mejor escenario, se propone una mayor riqueza y diversidad de TCR B previo al tratamiento para
poder reconocer el amplio espectro de antigenos tumorales y que aquellos clonotipos con TCRs
especificos sean reactivados y expandidos por la accion del ICB.

Ademas, el aumento de secuencias diferentes de CDR3NT que codifican para la misma secuencia
de aminoacidos que interacciona con el antigeno, sugiere que la especificidad de ese TCR es clave para
el reconocimiento de un antigeno tumoral.

La baja frecuencia pretratamiento de clonotipos compuestos con un determinado segmento, como
TRBV7_4 consigue una respuesta favorable y un mayor supervivencia libre de progresion.

Por otro lado, la disminucidon en la frecuencia de clonotipos compuestos con determinados
segmentos V y J en sangre periférica, propone la migracion de estos al tejido tumoral pulmonar para
ejercer su accion antitumoral. Los clonotipos con TCR compuestos con segmentos TRBV6_1, TRBV6_4,
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TRBV7_7, TRBV9 y TRBJ2_6, serian especificos de antigenos tumorales, ya que disminuyen en
pacientes que experimentan respuesta parcial o enfermedad estable.

En cuanto a la presencia de mayor cantidad de clonotipos nuevos de alta frecuencia condiciona a
una respuesta antitumoral desfavorable.

En la figura 38 se intenta resumir los resultados previamente mencionados.

RESPUESTA FAVORABLE AL TRATAMIENTO

PRETRATAMIENTO POST TRATAMIENTO
MPU | MO
. Segmento TRBVT_4 M M Nuevos
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Figura 38. Caracteristicas del repertorio TCR de sangre periférica pre y post tratamiento en una respuesta

favorable.
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Sin embargo, este trabajo tiene limitaciones debido al reducido tamafio muestral, por lo tanto,
estos andlisis deberian ser validados en una cohorte mayor. Ademds, se podria aumentar la
sensibilidad tras “seleccionar” a los linfocitos periféricos que puedan estar implicados en el
reconocimientos de antigenos especificos de tumor, para lo cual, seria efectivo aislar de PBMC a los
linfocitos CD8+ PD-1 + por citometria de flujo. Sin embargo, esta estrategia no asegura que todos los
linfocitos estén involucrados en la respuesta antitumoral, por ello, también seria conveniente tomar
muestras pareadas de tejido tumoral para evaluar TIL (linfocitos infiltrantes de tumor) y compararlos
con los de sangre periférica, aunque esto condiciona a someter al paciente a una técnica invasiva y la
limitacion de la disponibilidad de muestra de tejido.

En base a los resultados obtenidos en este estudio se amplia el conocimiento en esta area para
seguir considerando al repertorio TCRB como un posible biomarcador predictivo a ICB.

45



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1. La secuenciacién por NGS de la regién CDR3 de la cadena B del TCR a partir de linfocitos de sangre
periférica de pacientes tratados con ICB fue satisfactoria, logrando una buena caracterizacion del
repertorio inmune en la cohorte del estudio.

2. Los datos de secuenciacidon permitieron la determinacion de los indices de riqueza, diversidad,
clonalidad y convergencia, asi como la composicién de segmentos VDJ para todas las muestras debido
a la buena calidad de las lecturas obtenidas. Los valores de los indices fueron homogéneos para todas
las muestras, detectando una mediana de 32.937 y 30.903 TCRs diferentes, pre y post tratamiento,
respectivamente.

3. El andlisis de las caracteristicas del repertorio de TCRs con las variables clinico-patolédgicas demostré
que:

v Segun la edad: los pacientes mayores de 60 afios presentan mayor convergencia y menor
diversidad en las muestras basales, lo que puede deberse a la senescencia del sistema inmune en este
subgrupo poblacional.

v Segun el habito tabaquico: Los pacientes fumadores presentan menor riqueza y diversidad
pretratamiento comparados con que los nunca o exfumadores.

v Segln respuesta al tratamiento: no se observaron diferencias significativas para los indices
analizados y la respuesta a ICB. Sin embargo, la frecuencia de determinados clonotipos, asi como el
numero de clonotipos nuevos, permite identificar a pacientes que progresaron tras el tratamiento
administrado.

4.1. Los indices del repertorio TCR (riqueza, diversidad, clonalidad, convergencia) pre y post
tratamiento no se correlacionan con variables pronésticas (SLP o SG).

4.2. Los pacientes con mayor SLP presentaron una menor frecuencia de clonotipos con segmento
TRBV7-4 pretratamiento, favoreciendo la seleccién de pacientes que tendrdn un mejor curso clinico
tras el tratamiento con ICB.

5. La dindmica de la variacién del repertorio TCR revelé un patréon de aumento de clonalidad en
pacientes respondedores, mientras que la frecuencia de clonotipos compuestos con segmentos
TRBV6_1, TRBV6_4 TRBV7_7, TRBV9 y TRBJ2_6 disminuye tras el tratamiento en los pacientes con
respuesta parcial o enfermedad estable.

6. Una vision integral de los resultados permite posicionar al andlisis del repertorio TCR como un
marcador Util para la seleccién de pacientes con CPNM tratados con ICB, aunque la informacion
deberia complementarse con otras variables relacionadas a caracteristicas inmunogénicas del tumor.
Se requieren estudios adicionales en una cohorte de pacientes mads extensa para establecer el papel
de las variables Unicas o combinadas como biomarcadores inmuno-relacionados en CPNM.
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Anexos

7. ANEXOS

z

7.1. GRAFICAS SUPLEMENTARIAS

Figura S1. Ratio frecuencias (POST/PRE) segmentos V. La altura de cada barra representa la mediana del

ratio de frecuenciay las barras de error, el rango intercuartilico.
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Figura S2. Ratio frecuencias (POST/PRE) segmentos J. La altura de cada barra representa la mediana del

ratio de frecuenciay las barras de error, el rango intercuartilico.
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Anexos

7.2. TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla S1. Descriptores T, N y M para la 82 edicidn de la clasificacion TNM del Cancer de Pulmoén
(Detterbeck et al ,2017).

T: Tumor primario

El tumor primario no puede ser evaluado o es evidenciado por la presencia de células malignas en esputo o

Tx lavados bronquiales, pero no mediante pruebas de imagen o broncoscopia.

TO Sin evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ

1 Tumor < o igual a 3 cm en su didmetro mayor rodeado por pulmén o pleura visceral sin evidencia mediante

broncoscopia de invasién mas proximal que el bronquio lobular

T1a(mi) | Adenocarcinoma minimamente invasivo. b

Tla Tumor < o igual a 1 cm en su didmetro mayor.

Tib Tumor > 1 cm, pero < o igual a 2 cm en su diametro mayor.

Tlc Tumor > 2 cm, pero < o igual a 3 cm en su didmetro mayor. ¢

Tumor >3 c¢cm, pero < o igual a 5 cm o tumor con alguno de los siguientes criterios c:

- Afecta bronquio principal independientemente de la distancia desde carina pero sin afectarla.

T2 - Invade pleura visceral.

- Asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende a la region hiliar, afectando una parte o
todo el pulmédn

T2a Tumor >3 c¢cm, pero < o igual a 4 cm en su didmetro mayor.

T2b Tumor >4 cm, pero < o igual a 5 cm en su didmetro mayor.

Tumor >5 cm, pero < o igual a 7 cm en su diametro mayor o con nédulos tumorales en el mismo I6bulo que el
T3 tumor primario o que invade directamente alguna de las siguientes estructuras: pared toracica (incluyendo
pleura parietal y tumores del surcu superior), nervio frénico, pericardio parietal.

Tumor > 7 cm en su lado mas grande o asociado a nddulo(s) tumorales separados en un l6bulo ipsilateral
diferente al del tumor primario o directamente invade alguna de las siguientes estructuras: diafragma,

T4 L , . . , , .
mediastino, corazén, grandes vasos, traquea, nervio laringeo recurrente, eséfago, cuerpo vertebral y carina.

N: Afectacion de ganglios linfaticos regionales.

Nx No se puede evaluar la afectacion de los ganglios linfaticos regionales

NO No existe afectacion de ganglios linfaticos regionales.

Metdastasis en ganglios linfaticos peribronquiales y/o hiliares e intrapulmonares ipsilaterales. Incluyendo

N1 - o
afectacion por extension directa.
N2 Metdastasis en ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales
N3 Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales, hiliares contralaterales, escalénicos o

supraclaviculares ipsilaterales o contralaterales.

M: metastasis a distancia

MO No existen metdstasis a distancia

M1 Presencia de metastasis a distancia.

Nddulos tumorales presentes en l6bulo contralateral; tumor con nédulos pleurales o pericardicos; derrame

Mia pleural o pericérdico malignos. d

M1b Metastasis Unica extratordcica. e

M1lc Metastasis multiples extratordacicas en uno o varios 6rganos.
a. El infrecuente tumor de cualquier tamafio que invade superficialmente con su componente invasivo limitado a la
pared bronquial, que puede extenderse proximalmente al bronquio principal, también es clasificado como T1a.
b. Adenocarcinoma solitario de 3 cm o menos con un predominante componente lepidico y 5 mm o menos de invasion
en cualquier foco.
c. Los tumores T2 con estas caracteristicas se clasifican como T2a si son de 4 cm o menos en su diametro mayor o si el
tamafio no pude determinarse, y como T2b si son > 4 cm, pero menores o iguales a 5 cm en su didmetro mayor.
d. La mayoria de los derrames pleurales (pericérdicos) con cancer de pulmoén son debidos al tumor. En pocos pacientes,
sin embargo, multiples exdmenes del liquido pleural (pericardico) son negativos para células neoplasicas y el liquido no
es hematico ni un exudado. Cuando estos aspectos y el juicio clinico concluyen que el derrame no se relaciona con el
tumor, el derrame deberia ser excluido como descriptor de estadificacion.
e. Esto incluye la afectacion de un Unico ganglio no regional
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Tabla S2. Estadificacion del cancer de pulmén, TNM 82 edicidn (Detterbeck et al ,2017)

Estadio T L\ M ‘

Carcinoma oculto X NO MO
0 Tis NO MO
1A1 T1a(mi)/T1a NO MO
1A2 Tlb NO MO
IA3 Tlc NO MO
IB T2a NO MO
A T2b NO MO
1B T1la-T2b N1 MO
T3 NO MO
T1la-T2b N2 MO
A T3 N1 MO
T4 NO/N1 MO
T1a-T2b N3 MO
e T3/T4 N2 MO
1nc T3/T4 N3 MO

IVA Cualquier T | Cualquier N | M1la/M1b
IVB Cualquier T Cualquier N M1lc

Tabla S3. Caracteristicas demograficas de cada uno de los pacientes

HABITO

PACIENTE EDAD SEXO TABAQUICO

P1 57 Hombre FUMADOR

P2 64 Hombre FUMADOR

P3 63 Hombre FUMADOR

P4 69 Hombre FUMADOR

P5 62 Hombre FUMADOR

P6 84 Mujer NUNCA FUMADOR

P7 73 Hombre FUMADOR

P8 63 Hombre FUMADOR

P9 65 Mujer FUMADOR

P10 55 Hombre FUMADOR

P11 82 Hombre EX FUMADOR

P12 55 Hombre EX FUMADOR

P13 51 Mujer NUNCA FUMADOR

P14 69 Hombre EX FUMADOR

P15 59 Mujer FUMADOR
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Tabla S4. Caracteristicas clinicopatolégicas de cada uno de los pacientes.

CRITERIO

HISTOLOGIA f 1'2 % ESTADIO DE BE:jENﬁ::C(;O EXITUS (miLs:s) (mcsafes)
RESPUESTA
P1 ADC 90 IVb PE NR NO NO 1,8 10,2
P2 ADC 80 IVa EE NR S| NO 8,9 8,9
P3 ADC 60 IVb RP R Sl NO 7,8 7,8
P4 ADC 90 IVb PE NR NO NO 2,7 9,1
P5 ADC 70 IVa EE NR S| NO 10,0 10,0
P6 otros 80 IVb PE NR NO NO 1,9 8,9
P7 ADC 100 IVb RP R S| NO 9,7 9,7
P8 ADC 70 IVb PE NR NO S| 2,8 5,9
P9 ADC 70 IVb PE NR NO NO 1,4 7,4
P10 ADC 100 IVb RP R S| NO 5,9 5,9
P11 ADC 95 b RP R S| NO 6,9 6,9
P12 Escamoso 90 b EE NR SI NO 7,9 7,9
P13 ADC - Iva EE NR S| NO 4,1 4,1
P14 ADC 90 IVb PE NR NO NO 2,9 4,7
P15 ADC 90 IVb RP R S| NO 51 51

P: Paciente R: Respuesta ADC: Adenocarcinoma PE: Progresion enfermedad EE: Enfermedad Estable RP:
Respuesta Parcial NR: No Respondedores R: Respondedores SLP: Supervivencia Libre de Progresion SG:
Supervivencia Global.

Tabla S5. Métricas de calidad de las carreras de secuenciacion

PARAMETROS

CARRERAS en Chip 530

VALORES
OPTIMOS

CLASIFICACION Carga ISP (%) 94 93 93 90
POCILLOS Enriquecimiento ISP (%) 100 100 100 90-100
ISP Policlonal (%) 34 34 36 30-40
L::I;I;;rEI:I?:S Baja Calidad (%) 8 12 11 12
Dimero de Adaptadores (%) 5 4 5 8
LECTURAS Lecturas .U.tilizable Totales 19.904.675 | 19.138.504 | 18.820.505 | 15-20 M
FILTRADAS Lecturas Utilizables Totales (%) 57 55 54 50-60
Longitud Lectura Media (pb) 86 88 88 80
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