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1. Resum

Antecedents del projecte

Els sarcomes constitueixen una amplia familia de cancers, entre els quals destaquen el
rabdomiosarcoma (RMS), els sarcomes de parts toves no-RMS, 'osteosarcoma i el
sarcoma d’Ewing per la seva malignitat i incidéncia relativament alta en pacients
pediatrics. A causa de la seva alta complexitat i la seva variabilitat biologica, els
sarcomes han estat historicament poc estudiats en comparacié amb els cancers més
freqlients. En aquest sentit, el desenvolupament de nous metodes destinats a detectar
biomarcadors especifics de recaiguda pot ser crucial per establir nous protocols
d’avaluacioé de riscos per a aquestes neoplasies, especialment en els casos propensos a

la recaiguda.

Objectiu principal
El seguiment de la resposta del tumor durant i després del tractament ha portat
avencos en la supervivencia dels pacients, pero encara falten biomarcadors precogos

no invasius.

Metodologia
En aquest projecte, s’estudiaran dos components extracel-lulars clau de les cél-lules
cancerigenes: el DNA tumoral circulant lliure de cel-lules (ctDNA) i els exosomes

derivats del tumor amb l'objectiu d’estudiar-ne la correlacié amb la carrega tumoral.

Resultats esperats

El desenvolupament d’aquestes tecnologies associades a les biopsies liquides obrira
noves vies per als marcadors biologics del cancer, amb el conseglient potencial de
millora de la gestié clinica del pacient. L'objectiu del projecte és traduir la nostra
experiéncia previa en tumors solids infantils i I'optimitzacié de noves tecnologies en
nous protocols de seguiment per permetre a curt termini una deteccié més primerenca
de les recaigudes. Una deteccié precog¢ d’aquests marcadors pot permetre I'anticipacié
del diagnostic de recaiguda i, per tant, permetre intensificar el sequiment o iniciar
abans el tractament, per augmentar aixi les probabilitats de supervivencia dels

pacients amb sarcoma pediatric.



2. Resultats

Els resultats obtinguts han permes demostrar la gran aplicabilitat clinica que podra
tenir la tecnologia de deteccié del DNA circulant tumoral que hem desenvolupat gracies
a aquest projecte. Els resultats son tan esperancadors que tenim clar que aquest
projecte no acaba aqui, sind que la consecucid d’aquest projecte gracies a La Maraté de
TV3 ha estat clau per posar la pedra angular d’un nou sistema per avaluar la carrega
tumoral dels pacients amb sarcomes infantils; aixo no només es veura reflectit en unes
publicacions cientifiques, sind que creiem que permetra canviar i millorar el seguiment
clinic dels pacients. Aixi, hem demostrat que la tecnologia que hem desenvolupat pot
avaluar (amb una simple mostra de sang) el grau d’eficacia de la terapia i sobretot
hem estat capacos, en alguns pacients, de detectar la recaiguda fins a 5 mesos abans
gue amb les técniques convencionals. Aquest fet és molt complex en sarcomes (per la
gran variabilitat mutacional que presenten, tot i tenir una taxa baixa de mutacid) i per
aixo creiem que les troballes son molt importants i que canviaran alguns paradigmes
del seguiment i també del tractament d’aquests pacients. Una de les fites que
perseguim és arribar a poder anticipar els nous tractaments en casos de recaiguda, fet

qgue podria augmentar molt |'eficacia dels tractaments de segona linia.

Aixi, ens hem trobat amb pacients en que els 10 marcadors tumorals seleccionats
desapareixen en finalitzar el tractament i ja no tornen a apareixer, cosa que indica que
no hi ha cap senyal de malaltia. En altres casos hem trobat pacients en que, en acabar
el tractament de primera linia, la malaltia segueix activa i sén casos en qué el cancer
ha progressat rapidament. En aquests casos, la positivitat ens indica que el tractament
no ha estat prou efectiu. Tenim també casos que han respost bé durant la terapia
inicial pero que han tingut una recaiguda posterior, durant el sequiment, que hem
pogut detectar amb una anticipacié de fins a 5 mesos mitjancant la tecnologia que hem
desenvolupat. Es evident que el sistema funciona i que pot tenir una aplicabilitat clinica
molt rellevant. En la nova etapa del projecte que ara comenca |'objectiu sera
augmentar el nombre de pacients inclosos en I'estudi i valorar la seva correlacié amb la

clinica amb una cohort molt més gran i amb seguiments encara més llargs.

D’altra banda, s’ha pogut avancar molt en la investigacioé basica encara del paper dels
exosomes i sobre com es poden utilitzar per detectar biomarcadors dins seu. Aixi, el

projecte s’ha centrat en les caracteristiques moleculars, especialment el perfil de



proteines i miRNA, dels exosomes en el plasma de pacients amb sarcomes pediatrics
amb l'objectiu d’identificar marcadors pronostics i d’evolucidé de la malaltia. A causa de
I'escassetat de mostres i pacients amb aquests tumors, s’ha dedicat molt d’esforg a
trobar el millor metode d’aillament d’exosomes del plasma. Aixi, es va poder avaluar la
purificacidé de vesicules plasmatiques mitjancant columnes de cromatografia d’exclusid.
Aguest metode ha permes aillar poblacions homogenies de vesicules, eliminant
contaminants com I'albimina, cosa que ha estat crucial per analitzar les mostres per
protedmica. Després d’optimitzar les millors columnes d’exclusid molecular, aquestes
es van utilitzar amb mostres control proporcionades pel laboratori coordinador del
projecte i van mostrar resultats homogenis tant en la proteina present en les elucions
com en el nombre de particules analitzades. Un cop seleccionat el méetode d’aillament
de les vesicules es va encarar la caracteritzacié molecular de les proteines i el miRNA
gue contenien. Gracies a aquest treball s’ha pogut elaborar una llista de proteines i de
miRNA que es poden utilitzar com a candidats a biomarcadors en fases posteriors per
avaluar la malaltia. Finalment, també s’ha pogut optimitzar el sistema en mostres de
bidopsies liqguides de pacients amb sarcomes infantils, subministrades pel centre
coordinador, i s’han pogut aillar de forma positiva les vesicules presents en aquestes

mostres.

Com a sintesi, podem afirmar que els resultats obtinguts en els dos subprojectes
apunten a un fort potencial clinic per arribar a millorar la deteccidé de la malaltia i
portar a terme un seguiment acurat i poc invasiu, ja sigui a través del DNA tumoral

circulant o a través dels biomarcadors continguts en les vesicules.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Aqguest projecte té un gran nombre d’implicacions cliniques i, tot i que estava pensat
per tenir-les, els resultats que hem obtingut gracies a aquest ajut han convertit I’'elevat
potencial que tenia el projecte en el seu inici en una ferma realitat per avancar cap a
un millor seguiment dels pacients. Aquest millor seguiment suposara una millora en la
deteccid de la malaltia (més sensibilitat i especificitat, amb un procediment menys
invasiu i relativament rapid). A més, la detecci6 més precog de la malaltia pot arribar a
suposar un inici més primerenc del tractament i, per tant, en pot augmentar l'eficacia,

fet que contribuira a incrementar les taxes de supervivéncia. D’aquesta manera, hem



pogut optimitzar la deteccié del DNA tumoral circulant. Vam tenir moltes dificultats per
trobar la manera adequada de fer-ho, ja que els sarcomes no presenten mutacions
gaire prevalents que es puguin utilitzar en tots els casos (i les translocacions
cromosomiques sén molt dificils de trobar en sang) i amb el sistema que hem ideat
podem seguir 10 fragments de DNA especifics del tumor i cadascun d’ells es pot
considerar un biomarcador independent. Seguir 10 biomarcadors (en lloc d'1, com se
sol fer) dota d’una elevada robustesa el sistema. Aixi, hem estat capacos de detectar
pacients que han recaigut, i hem pogut anticipar fins a 5 mesos la detecci6 de la
recaiguda mitjancant aquest sistema. També ens ha servit per detectar restes de
malaltia després del tractament en alguns dels pacients, els quals han progressat
rapidament en acabar el tractament. Per tant, creiem que el nostre sistema pot ser
clau per avaluar l'efectivitat de la terapia i, per tant, es podria prendre la decisiod clinica

de perllongar-la fins que la carrega tumoral en sang sigui indetectable.

Pel que fa al subprojecte d’exosomes, hem pogut definir el procediment per aillar
exosomes del plasma dels pacients. A causa de les limitacions en |'obtencié de mostres
de pacients amb sarcomes pediatrics, hem considerat essencial determinar
experimentalment el millor procediment possible per a I'estudi d’aquestes mostres.
Hem dedicat una gran part del projecte a aquest objectiu, avaluant diverses opcions
comercials i no comercials. Després d’aquests estudis, hem identificat clarament la
millor opcid, que s’utilitzara en futurs estudis per identificar biomarcadors de
progressio. Hem identificat patrons d’expressid de proteines i miRNA que podrien estar
relacionats amb perfils prometastatics en cel-lules de sarcoma d’Ewing. Aquests
resultats ens permetran analitzar en futurs projectes si aquests patrons d’expressié
estan presents en mostres de plasma dels pacients i si es correlacionen amb el
desenvolupament de la malaltia. L'experiéncia acumulada en aquest projecte sobre
I’'analisi d’exosomes ha estat fonamental per avancar en el desenvolupament d’aquesta
terapia. En futurs projectes continuarem avancant en el desenvolupament d’aquesta

aproximacio en I'ambit preclinic.

En resum, la bidpsia liquida ha vingut per quedar-se, i projectes com aquest consoliden
el seu Us per millorar el seguiment dels pacients i faciliten la seva implantacio futura

com a rutina clinica.
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