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a) Relevancia del tema y del proyecto

El sarcoma de Ewing (SE) es un tumor maligno de hueso y de partes blandas que
se presenta usualmente en la infancia o en la juventud, etapa en la que representa el
segundo sarcoma 6seo mas comun, tras el osteosarcoma, con una incidencia mundial
de 1-3/10°. La posibilidad de curacion es inferior al 20% para aquellos pacientes con
enfermedad diseminada o que sufren recaida post-tratamiento. Los factores
prondsticos clinicos como la diseminacién primaria de la enfermedad, la localizacion
del tumor, el tamafio, la edad, y la respuesta histologica a la quimioterapia, estan bien
establecidos. Sin embargo, existe poco conocimiento sobre factores biolégicos que
permitan predecir de forma fiable el riesgo de recaida o la progresién de la
enfermedad. Es por tanto necesario contar con biomarcadores que permitan identificar
de forma temprana a los pacientes que desarrollaran las formas mas agresivas de la
enfermedad (alrededor de un tercio), y asi disefiar las estrategias terapéuticas
adecuadas.

Las alteraciones gendmicas que definen al SE son translocaciones
cromosémicas que dan lugar a factores de transcripcion quiméricos aberrantes,
esenciales para la tumorigénesis. Estas proteinas de fusion no permiten diferenciar
pacientes con peor prondstico, y existen pocas alteraciones secundarias distintas del
evento principal, ya que el SE presenta una tasa muy baja de mutaciones somaticas.
Nuestro grupo ha descrito previamente que las alteraciones en el numero de copias
(CNA) tienen un papel importante en el desarrollo y la progresion del SE. Entre las
CNAs detectadas, observamos que la ganancia del brazo largo del cromosoma 1 (1q)
es la alteracion con mayor impacto potencial en la evolucién clinica de los pacientes.
Dicha alteracion suele ser concurrente con la pérdida de material genético en 16q. El
propdsito de este proyecto es validar estas alteraciones como biomarcadores

pronosticos, analizando para ello una amplia serie prospectiva de pacientes de SE




(n=332). Paralelamente, en este estudio prospectivo podrian detectarse otras

alteraciones gendmicas asociadas a las distintas variables clinicas.

b) Objeto y finalidad del proyecto o actuacion

- Establecer prospectivamente el valor clinico de las alteraciones génicas

(ganancia de 1q y alteracion del cromosoma 16) en pacientes de SE (Sarcoma de
Ewing), determinando asi la potencial relevancia de dichas alteraciones en la
estratificacion de los pacientes en funcion del riesgo de sobrevivir o no a la

enfermedad.
- Desarrollar y validar herramientas diagnésticas que permitan clasificar
molecularmente a los pacientes con SE mediante técnicas que se puedan aplicar

de forma rutinaria.

El proyecto se encuadra en el consorcio europeo PROVABES (http://provabes.uni-

muenster.de/), que relne a cinco de los grupos europeos mas competitivos en la
investigacion del SE, y que esta dedicado especificamente a la validaciéon de
biomarcadores en pacientes de SE incluidos en el protocolo de EuroEwing.
Nuestro estudio se complementara con otros de secuenciacién de exomas y
GWAS (genome-wide association studies) realizados por otros grupos del
consorcio PROVABES.

c) Contenido y alcance del proyecto. Resultados obtenidos, especial

mencion de los avances en los ultimos 6 meses

Metodologia

Material: Las muestras de tumores (FFPE) y la informacién clinica se obtienen
prospectivamente de series independientes de pacientes de diferentes ensayos
clinicos multicéntricos en fase |Ill: EWING 2008 (EudraCT2008-003658,
NCT00987636), GEIS (EudraCT 2009-016027), ISG (EudraCT 2008-008361-35)
yEWING 2012. Para nuestro estudio sélo se incluyen pacientes con enfermedad
localizada (Tx, NO, MO).




Adicionalmente hemos analizado una serie de 28 tumores procedentes de la Unidad
de Gestion Clinica de anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Virgen del Rocio

de Sevilla. También hemos analizado un panel de 12 lineas celulares de SE.

Proceso de validacion (validacion analitica):

El propésito de este apartado es la evaluacion de forma sistematica de la
especificidad, sensibilidad, robustez y reproducibilidad de los analisis FISH en
interfase (iFISH) para la validacion prospectiva de las CNAs. La iFISH se realiza en el
mismo tejido FFPE utilizado en los analisis que se describen en el siguiente apartado,
pero sobre micromatrices de tejido (TMA, TissueMicroArrays). Para la ganancia en cr.
1q utilizamos la sonda SPEC MDM4/1p12 Dual Color Probe (ZytoLight), que permite
delectar aberraciones en la regién cromosémica 1932, tomando como referencia la
region pericentromérica 1p12. Para las aberraciones en el cr. 16 usamos dos sondas
subteloméricas de ambos brazos del cromosoma (ST16qter y ST16pter,
KREATECH).En todos los casos analizados se establece que el orden de las sefiales
para el estudio de las regiones de interés del cromosoma 1 sera: 1p32 (sefhales
verdes): 1q12 (senales rojas); para el estudio de las regiones de interés del
cromosoma 16 sera: 16qter (senales rojas): 16pter (sefales verdes).

Ganancia (1q). Presencia en los nucleos de 1 a 4 sefiales de 1q mas que 1p, (mas
sefales verdes que rojas) siempre que 1p sea = 2 (ejemplo 2:3, 2:4, 2:8, 3:4; etc...) en
un porcentaje 2 12% como clon/es unico/s o suma de varios, sin presencia de los
correspondientes clones que reflejen efecto de corte. Existiran clon/es y/o poblaciones
celulares que mostrara/n el mismo numero de sefiales 1py 1q (2:2, 3:3; etc...)
Delecién (16q). Presencia en los nucleos de sefiales de 16g uUnicas (sefales rojas)
con sefales verdes en mayor numero (1:2,1:3....) en un porcentaje =2 12% como
clones unicos o suma de varios de ellos, sin presencia de clones que reflejen efecto
de corte. Existiran clones que mostraran el mismo numero de sefales 1p y 1q (2:2,
3:3...).

Cualificaciéon de biomarcadores (validacién clinica inicial):

En este apartado exploramos y evaluamos la sensibilidad y especificidad de los
screening gendmicos de CNA para determinaciones clinicas, valorando asimismo la
utilidad clinica. El analisis prospectivo se centra en la validacion de ganancias 1q y
alteraciones en el cromosoma 16, pero hemos complementado este estudio con un
analisis exploratorio de CNAs. Los analisis de CNAs se realizaron con Affymetrix
OncoScanTM FFPE Assay kit, que utiliza sondas para 220.000 SNPs (Single



NucleotidePolymorphisms), con una resolucion de 50-100Kb en 900 genes asociados
a cancer, y de 300 Kb en el resto del genoma. Esta plataforma también permite la
deteccién de LOH (Loss Of Heterozygosity) en todo el genoma. El ADN (75-200 ng) se
extrae de tejido FFPE, y los datos se analizaron con el software Nexus Express
forOncoScan 3. Mediante el algoritmo TuScan se calcula el numero de copias y los
eventos de LOH. Este algoritmo utiliza las frecuencias alélicas de los SNPs y las
medidas de intensidad de la sefial de hibridacion para identificar segmentos en el
genoma con un mismo numero de copias.

Las variables clinicas que se consideran seran la supervivencia libre de enfermedad y
la supervivencia global. La contribucién de las CNA detectadas en estas variables

sera analizada con el paquete bioinformaticoCGHtest 31, entre otros.

Coordinacion de datos

El registro de pacientes en ensayos clinicos en fase lll esta basado en poblacién
general, ya que el tratamiento en estos ensayos es el estandar para los nuevos
pacientes diagnosticados. La informacion serd transferida como un conjunto comun de
datos basicos. El procesamiento de los datos se realizara de acuerdo con la
legislacion vigente sobre proteccion de datos y bajo la supervision de la institucion
correspondiente. Utilizaremos la infraestructura del EURO EWING trial centre
(Minster), para la adquisicion, procesado y analisis de datos clinicos. La oficina de
coordinacién tiene acceso total a GCP/IHC/FDAcompliant MARVIN RDE software de
Xclinical, asociado al EU FP7 (#278514), y al software y la metodologia biométrica

mas desarrollada. Existe un sitio web de referencia: http://campus.uni-

muenster.de/provabes/html.

Resultados obtenidos

Durante los ultimos meses hemos avanzado en los perfiles CNAs (arrays de SNPs,

OncoScan) hasta alcanzar 165 muestras analizadas con esta técnica. Del mismo

modo, la valoracion de las alteraciones 1q y 16q mediante FISH se ha realizado ya en

258 y 238 casos respectivamente. En conjunto, disponemos informaciéon de la

ganancia de cr. 1q para 272 casos y de pérdida de cr. 16q para 254 casos (ver

Fig.1 en aptdo. g)). La comparacion de ambos conjuntos de datos (Fig.1, tablas)
confirma que los disefios de las sondas FISH utilizadas son adecuados para la

deteccion de las alteraciones en 1q y 16q, lo que valida a su vez su aplicacion rutinaria

como herramienta diagndstica. P.e., en el caso de 1q disponemos de datos de ambas




técnicas para 151 pacientes. Los analisis de FISH detectan ganancia en 1q en
17casos, que también son detectados mediante los arrays de SNPs (Fig.1, tabla 1q).

Como avance reciente importante, debemos mencionar que ya se han realizado
algunos analisis estadisticos cruzando nuestros resultados con la informacion clinica
que ya hay disponible para muchos de los pacientes. Las variables clinicas estudiadas

en estos primeros analisis han sido la respuesta histoldgica y la supervivencia libre de

enfermedad. Tanto la ganancia de cr. 1q como la pérdida de 16q predicen una peor
respuesta histologica del tumor. Igualmente ambas aberraciones se asocian a un
menor tiempo de supervivencia libre de enfermedad (ver Fig 2. para 1q), y ademas,
cuando son concurrentes el impacto en la supervivencia es mas acusado y con mayor
significacion estadistica.

Los perfiles de CNAs han permitido también determinar que los tumores SE
presentan alteraciones cromosémicas recurrentes (Fig. 3), adicionales a las referidas
en 1q y 16q: Hemos observado trisomia o amplificacion del cromosoma 8 en el 45%
de los casos, y ganancia también completa de los cromosomas 2, 12, 14 y 20, aunque
con menor frecuencia (entre 14-20%). En cuanto a los eventos de pérdida, las
alteraciones mas frecuentes se observan en cr. 10 y cr. 17, en este ultimo implicando
siempre a la regién donde mapea TP53 (delecionado en hemicigosis en el 8% de los
casos). Una observacion interesante, derivada de los arrays, es que los eventos de

pérdida parecen ser mas frecuentes en varones.

Ademas de estas alteraciones groseras, los datos de los arrays revelan la
existencia eventos mas focales, que en muchos casos son consistentes entre las dos
series de tumores e incluso con el panel de lineas celulares. Estas alteraciones
incluyen ganancias y pérdidas de material genético muy especificas en determinados
loci, como la microdelecion ya descrita en el locus CDKN2A/CDKN2B, o la
microdelecion en el locus ADAM3A (Fig. 4). La confirmacion del evento en el locus
ADAMS3A se ha realizado mediante qPCR con sondas TagMan para ADN (Fig. 5),
aunque no detectamos expresion génica del mismo con sondas para RNA en los

casos no delecionados.

d) Discusion y Conclusion

La frecuencia observada para la ganancia 1q (11.4%) es algo menor de lo

esperado atendiendo a lo descrito en otros trabajos (17%-31%), sin embargo, los



tumores SE incluidos en la serie PROVABES se restringen a casos sin enfermedad
diseminada al diagnostico. Nuestro grupo ya describié que la ganancia en 1q tiene
cierta asociacion con la progresién de la enfermedad, por lo tanto, la exclusion de
casos con metastasis al debut pudiera quizas explicar la menor frecuencia del evento.
En cuanto a la pérdida en 16q, hemos confirmado la asociacién con el evento en 1q
(p=0.000013, Fisher's exact test). En todos los casos, la delecion en 16q incluye el

locus CDH1, que codifica la proteina cadherina E implicada en uniones adherentes.

Los analisis estadisticos con los datos clinicos aun no son definitivos, debemos
completar determinaciones FISH en casos adicionales para alcanzar el tamano de
muestra necesario (n=322, previsto para junio de 2017), pero pueden calificarse como

muy prometedores para la validacion de las aberraciones 1q y 16q como

biomarcadores para estratificar pacientes con peor pronéstico.

Los datos obtenidos con los arrays de SNPs indican que los tumores SE no
exhiben un cariotipo complejo, aunque existen alteraciones recurrentes cuya
frecuencia es similar a la descrita en otras series de SE. Ademas de estas alteraciones
groseras, hemos observado eventos mas focales, como la microdelecién ya descrita
en el locus CDKN2A/CDKN2B. No hay precedentes en SE, sin embargo, para la
microdelecion en el locus ADAM3A, que mapea en el cromosoma 8, frecuentemente
ganado. De hecho, ambos eventos pueden observarse de forma concurrente en varios
casos (también en casos de la serie local de tumores SE) y en lineas celulares
(delecion de ADAMS3A en el 50% de lineas, n=12). La delecion en este locus ha sido
descrita en glioma pediatrico y en la transicion de la variante de célula pequefia a
célula grande del linfoma gastrointestinal de células B. ADAM3A es un pseudogen no
funcional en humanos, no obstante, no descartamos que la region delecionada
contenga elementos reguladores en cis que afecten la expresion de genes adyacentes
como FGFR1.



Conclusiones
Una vez comprobada la buena correlacion entre los datos de FISH y los perfiles CNA
para las alteraciones 1q y 16q, proponemos la implementacién del FISH como técnica

diagnostica para la determinacién de estas aberraciones.

La microdelecién en el cromosoma 8 que afecta al pseudogen ADAM3A, no ha sido
descrita previamente en SE, y podria implicar también a secuencias de ADN no

codificante pero con funcion reguladora.

Para la finalizacion del estudio necesitamos alcanzar un tamafio de muestra de 322

pacientes (previsto junio 2017). Con este nimero de muestras prevemos que ocurriran
los suficientes eventos de recaida y progresion, necesarios para dar la potencia

estadistica requerida al analisis ulterior con los datos clinicos.

e) Resumen divulgativo de los resultados

Hemos analizado un amplio nimero de tumores de SE para determinar cuales de ellos
presentan alteraciones cromosoémicas que puedan predecir la evolucion de los
pacientes. Para ello, hemos utilizado dos técnicas complementarias. Ambas técnicas
permiten detectar alteraciones relacionadas con pérdida o ganancia de material
genético (ADN) en las células del tumor. Una de las técnicas permite identificar estas
alteraciones en cualquier regién del ADN humano. Con esta técnica hemos encontrado
que algunos pacientes han perdido o ganado las mismas regiones del ADN. Con la
segunda técnica hemos conseguido confirmar las pérdidas y ganancias de ADN en
dos regiones muy concretas que ocurren solo en un grupo de pacientes que

evolucionan peor que el resto.



f) Plan de trabajo, con referencia expresa a los hitos del proyecto

Validacién prospectiva de ganancias en el cromosoma 1q, y pérdida del cromosoma
16q en muestras de SE.

Para la conclusion del estudio es preciso ampliar la serie de tumores analizados. El
tamano de muestra final debe ser de 332 casos, para conseguir que haya un numero
suficiente de eventos clinicos (recaidas, metastasis..) que permitan alcanzar la
potencia estadistica necesaria. Hemos recibido ya las muestras para completar el
estudio, y estan siendo procesadas. También debemos completar analisis FISH en

unas 100 muestras no prospectivas, que reforzaran el modelo estadistico definitivo.

Estudio gendmico de alto rendimiento exploratorio para determinacién de
alteraciones de numero de copias (CNA, copy number aberrations)

El estudio exploratorio (arrays de SNPs) para identificar nuevas alteraciones esta
concluido. Los analisis de los datos clinicos previstos en el apartado anterior podran
asimismo ayudar a determinar si la microdelecion de ADAM3A tiene potencial impacto
prondstico. Adicionalmente, pretendemos evaluar si existe asociacion entre las
variables clinicas y parametros mas generales obtenidos de los arrays, como el
porcentaje total de genoma alterado o el porcentaje de pérdida de heterocigosidad

(%LOH, Loss of Heterozygosity).

g) Publicaciones, Congresos, Premios, Fotos, Imagenes del proyecto que
puedan servir para ilustrarlo (diagramas de trabajo, graficos de

resultados, etc).

A lo largo de este afio se preparara y enviara el manuscrito del trabajo conjunto del
consorcio PROVABES para su publicacién en una revista cientifica, adan por
determinar, pero con alto impacto. También estd previsto publicar previamente los
resultados resumidos de este proyecto en el contexto de Ila reunidn
PROVABES/EORTC/DKTK/EEC_WP3&4 Meeting (Essen, Alemania), que se

menciona en el siguiente parrafo (Comunicaciones).



Comunicaciones:

Titulo de la aportacion: WP1.1: Copy number alteration (CNA)-Correlation with Clinical Outcome
Parameters.

Nombre del congreso: PROVABES/EORTC/DKTK/EEC_WP38&4 Meeting (Essen, Alemania)

Autores: J. Diaz-Martin, E. de Alava

Fecha: Septiembre, 2016

Titulo de la aportacion: Resultados preliminares de validacién mediante FISH sobre micromatrices
tisulares de los analisis por SNPs de sarcoma de Ewing

Nombre del congreso: VIIIl RTICC ANNUAL MEETING 2015 (Sevilla, Espafia)

Autores: R. Noguera, J. Diaz-Martin, E. de Alava

Fecha: Octubre, 2015

Titulo de la aportacion: WP1.1: Copy number alteration (CNA) - First results

Nombre del congreso: PROVABES meeting: Multimodal data modelling (Munster, Alemania)
Autores: J. Diaz-Martin, E. de Alava

Fecha: Julio, 2015

Graficos de resultados:

Fig.1. Numero de determinaciones 1q y 16q mediante OncoScan y FISH, representadas como
diagramas de Venn. Las tablas de abajo reflejan la concordancia en el grupo de casos con datos

de ambas técnicas.

1q GAIN determinations

169 LOSS determinations

n=258 FISH
n=238
ONCOSCAN ONCOSCAN
=166 n=165
107 151 14 89 149 16

Total
n=272

1q GAIN: 31/272 (11.4%)

Total
n=254

16q LOSS: 28/254 (11%)

. FISH data FISH data
1q Gain no1qG 19G Total 16q Loss no16qL 16qL Total
ONCOSCAN | no1qG 132 0 132 ONCOSCAN | no16qL 131 1* 132
data 19G 2* 17 19 data 16qL 0 17 17
Total 134 17 151 Total 131 18 149

*Casos positivos por OncoScan no confirmados por FISH * Caso negativo por OncoScan pero positivo por FISH



Fig. 2. Estimacion de supervivencia libre de enfermedad mediante el método Kaplan-Meier,

agrupando los casos sin ganancia 1q (linea azul) o con ganancia 1q (linea verde).
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Fig. 3. Frecuencia de las CNAs detectadas en la serie de tumores PROVABES, ordenadas por

cromosoma.

ONCOSCAN Frequency CNA plot  PROVABES, n=165 non-redundant samples

1p36.33-Yq12

1 2 3 4 5 § 7 8 9 M 1 R B ¥ 5 6 7 8wBNAR X Y

100% Chr.8
Chr.2 chr5 45Y% Cchr12 Chr.14 Chr.20

e 15% 13% 18% 14% 13%
" | = R W
50% 196G Chr.10 16qLoss
" 12% (20/165) 10% 12%

DAAinA 1N AA 19D



Fig. 4. Comparacion de frecuencias de CNAs en las series de tumores y el panel de lineas

celulares de SE.
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Fig. 5. Validacion de la microdelecion en el pseudogen ADAM3A (detectada en los arrays)

mediante qPCR.
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h) Consignar si el proyecto recibe otro tipo de ayuda como FIS, IP, becas

de otras asociaciones o fundaciones

El proyecto recibié entre 2012 y 2014 financiacién adicional a través del ISCIII
(P112/03102), en el marco de ERA-NET on Translational Cancer Research
(TRANSCAN). También recibié fondos de la Fundacién Cris contra el cancer entre
2013y 2016.

OTROS

1. Puesta a punto de los analisis CNA (OncoScan, Affymetrix) y caracterizacion
de lineas celulares (meses 1-6). Completado.

2. Analisis de CNA en muestras ES, validacion prospectiva de la ganancia en 1qy
alteraciones en cr 16 (hasta los meses 7-36). Completado.

3. Preparacion y validacion de sondas FISH para cr 1q y 16, y para genes
relevantes de interés (meses 1-12). Completado.

4. Finalizacion del analisis FISH en muestras de pacientes de SE (12 meses).

Casi completado; previsto junio 2017

5. Andlisis de la informacion clinica de los pacientes. Realizado preliminarmente,

a la espera de que se cierren los ensayos clinicos europeos que reclutan a

estos pacientes.




