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Carcinoma de célula pequena

CANCER DE PULMON

Carcinoma de célula no pequeiia
NSCLC

Tipologia de testing:
1. Histoldgico

2. Molecular

3. Estado de PDL1

=)

75% de los casos en etapas
avanzadas, localmente
inoperables o metastasicos

Tratamientos posibles:
1. Terapias dirigidas
2. Inmunoterapia
3. Quimioterapia
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Updated Molecular Testing Guideline
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BIOMARCADORES IMPRESCINDIBLES

Non-small cell lung carcinomas (advanced stage)

1% 2%

SEAP-SEOM, Clinical Guidelines, 2020



DETERMINACIONES MONOENSAYO

PCR convencional
Secuenciacion Sanger FISH
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POSIBLES ALGORITMOS DE TRATAMIENTO

Clinical and Translational Oncology (2019) 21:3-17
https//doi.org/10.1007/512094-018-1978-1

CLINICAL GUIDES IN ONCOLOGY

® CrossMark

SEOM clinical guidelines for the treatment of non-small cell lung
cancer (2018)
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Fig. 2 Treatment algorithm for Stage IV with no targetable alterations



OTROS BIOMARCADORES DE INTERES

KRAS Mutaciones
HER2 Mutaciones
Amplificacién
MET Mutaciones
Amplificacién
RET Reordenamiento
NTRK Reordenamiento
TMB Mutaciones por megabase

SEAP-SEOM, Clinical Guidelines, 2020

BIOMARCADORES EMERGENTES

BIOMARCADORES ADICIONALES

Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1 (MEK1/MAP2K1)
Fibroblast Growth Factor Receptor 1-4 (FGFR 1-4)
Neurotrophic Tyrosine Kinase, Receptor, Type 1 - 3 (NTRK1-3)
Neuregulin 1 (VRG1)

Ras-Like Without CAAX 1 (RIT1)

Neurofibromin 1 (NF1)
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha (PIK3CA)
AKT Serine/Threonine Kinase 1 (AKT1)

NRAS Proto-Oncogene, GTPase (NRAS)

Mechanistic Target Of Rapamycin (MTOR)

Tuberous Sclerosis 1 (TSC1)

Tuberous Sclerosis 2 (75C2)

KIT Proto-Oncogene Receptor Tyrosine Kinase (KIT)

Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRA)
Discoidin Domain Receptor Tyrosine Kinase 2 (DDR2)

CAP, Clinical Guidelines, 2018







OPTIMIZACION DEL MATERIAL

Common procedure to date
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VARIAR LA METODOLOGIA DE TRABAJO

1. Analisis de un mayor numero de biomarcadores
2. Poco material de partida (10ng ADN y 10ng ARN)

3.Andlisis simultaneo de ADN y ARN a partir de
muestras parafinadas

4.ldentificacion de diferentes alteraciones en un solo
ensayo: Mutaciones puntuales, INDELS, CNVS, TMB vy
reordenamientos.




<+—— Diagnosis > « Biomarkers
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BIOPSIA LIQUIDA

Muestra tumoral insuficiente o imposible de obtener

Ventajas
-Minimamente invasiva

-Diagndstico y/o seguimiento
-Disminucion de la heterogeneidad tumoral
-Multiples fluidos: Sangre, liquidos pleurales, orina, saliva, etc.

Requisitos

-Técnicas altamente sensibles

Stage IV NSCLC (known targetable drivers)

v
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.

Alectinib (1,A)
Brigatinib (1,B)*
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Ceritinib (1A}
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Platinum-based chemotherapy

Treatment algorithm for Stage IV with known targetable drivers
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SEOM, Clinical Guidelines, 2018
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2011-2018 2019

PCR a tiempo real PCR a tiempo real

IHQ
IHQ
FISH FISH
NGS

Librerias manuales

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures

Futuro

NGS

Librerias automatizadas




NGS PLATAFORMA ION TORRENT

ONCOMINE PANEL WORKFLOW

3

Torrent lon
A Suite Server Reporter Server
- o = 4
Ny = 4
az
Tumor Samples Oncomine® Panel* Lab Generated
DNA/RNA Kit

lon Reporter™ Software* for
Oncomine Panel
Automated analysis for SNVs,
Librerias manuales 2019 Sequencing indejs; CNVs and fusions

Automatizadas Chef 2020-2021

Report”

Raw data
Flow signals
uBAM/BAM

BED and VCF

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures



NGS TEJIDO: ONCOMINE FOCUS ASSAY (OFA)

Panel de 52 genes

Hotspot genes, n=35 Copy Number Variants, n=19 Fusion drivers, n=23
AKT1 IDH2 ALK FGFR3 AR 1 A
ALK JAK1 AR FGFR4 AKT ;: :r e
TR v ~Srnd

‘}RF _ JAK2 BRAF KIT ALK MET
BRAF JAK3 CCND1 KRAS N
CDK4 KIT CDK4 MET BRAF
CTNNB1 KRAS CDKé MYC ER ,
DDR2 MAP2K1 EGFR MYCN ODGERA
EGFR MAP2K2 ERBB2 PDGFRA /4 F,"“_ (‘:f_ g
ERBB2  MET FGFR1 PIK3CA “T e
ERBB3 MTOR FGFR2 EGFR :2:1
ERBB4 NRAS — B2

DRCERA ol 2w ] 0 Ros1
ESR1 POGFRA FGFR1
FGFR2 PIK3CA
FGFR3 RAF1
GNA11 RET
GNAQ ROS1 RNA Panel
HRAS SMO
IDH1

\
Note: 52 genes total DNA Panet
Hotspot CNV, Hotspot + CNV, Hotspot + CNV + Fusion, Hotspot + Fusion, CNV+ Fusion

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures



TOTAL PACIENTES
SECUENCIADOS
2019-2021

SIN
ALTERACIONES

ALTERACIONES

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures

RESULTADOS NGS EN TEJIDO: Enero 2019-Abril 2021

No alterados
33%

Alterados
63%

SECUENCIACION
NO VALORABLE



RESULTADOS NGS EN TEJIDO: Enero 2019-Abril 2021

Biomarcadores imprescindibles

KRAS I 24,0
EGFR I 15,0

HER2 I S 4

BRAF N 3,8

MET [ 3,6

RET W 1,7
ALK 1N 1,7 N=521
ROS1 | 0,2

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Fusiones

RET e 1,7
Skipping ex14 MET e 1,5
ALK e 1,5
ROS1 e 1,0
FGFR3 N 0,4
MET I 0,4
NTRK3 [N 0,2 N=521
AKT3 W 0,2 -

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0



PIK3CA
KIT

MYC
CDK4
JAK3
CCND1
SMO
FGFR1
FGFR3
IDH1
CTNNB1
PDGFRA
FGFR4
AKT1
MTOR
NRAS
IDH2
ERBB3
MAP2K1
GNA11
DDR2
APC
RAF1
HRAS
CDKe
DCUN1D1
BRCA1
GNAQ1
JAK1
FGFR2
CSDE1
ERBB4
MAP3K1

RESULTADOS NGS EN TEJIDO: Enero 2019-Abril 2021

©

Otros biomarcadores

5,8

0,2

0,2 N=521

1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0



RESULTADOS NGS EN TEJIDO: Enero 2019-Abril 2021

2019

2020

2021

ADN OFA
N=135

ADN OFA
N=325

ADN OFA
N=132

m Alterados = No alterados = NV m Alterados s No alterados = NV m Alterados s No alterados = NV
ARN OFA ARN OFA ARN OFA
N=131 N=325 N=132
11% 12%
m Alterados = No alterados = NV m Alterados s No alterados = NV

m Alterados s No alterados = NV




RESULTADOS NGS EN TEJIDO: Enero 2019-Abril 2021

Técnicas convencionales vs NGS

S /ToF 2019-2021
Afio/Biomarcador 2015 2016 2017 2018 (n=521)

3,66%
ALK (IHQ+FISH) (n=82)
2,68%
ROS1 (IHQ + FISH) =122}
16,44%
EGFR (PCR) e
33%
BRAF (PCR+IHQ) (n=3)

0%

(n=60)

2,21%

(n=136)

12,77%

(n=235)

0%

(n=7)

4,47%

(n=67)

3,16%

(n=95)

12,50%

(n=184)

0%

(n=3)

7,53%

(n=53)

0,88%

(n=113)

13,40%

(n=194)

20%

(n=5)

1,5%

1%

15%

3,8%




NGS BIOPSIA Li

Sample

«

Single tube of
whole blood

UIDA: ONCOMINE LUNG CFTNA ASSAY

Panel de 11 genes

DNA
Isolation
| N e
1 e
- oy i -
PE: =
I =
MagMAX™ Oncomine
Technology  ¢fDNA Assay
<fDNA isolation 1-20ng
from blood and minimal input
DNA from FF/FFPE, requirement,
High cfDNA yleld, high
automation-ready. multiplexing

lerary Prep Templating & Analysis

Lab-created

Sequencmg Report

.« @
- =
|\1‘
—ﬁ—-
lonTorrent Torrent Suite Oncomine
Chef/S5 lon Reporter Knowledgebase

lon 55 Fast accurate Detection of Annotation

sequencing in 1.5hr, variants at and reporting

flexible throughput frequency >0.1% with large

lon PGM and Proton with specificity compendium

are also supported, >99% of onco-

genomic data

Oncomine™ Lung cell free Total

Nucleic Acid Assay
ALK KRAS PIK3CA
BRAF MAP2K1 ROS1
EGFR MET TP53
ERBB2 NRAS RET

Fusiones de ALK, RET y ROS1
CNV y skipping MET

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures



RESULTADOS NGS EN BIOPSIA LIQUIDA: Dic 2020-Abril 2021

TOTAL PACIENTES
SECUENCIADOS

SIN SECUENCIACION
AE GO ALTERACIONES NO VALORABLE

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures



MOLECULAR TUMOR BOARD

G0 SCENCL Annals of Oncology 28: 3070-3075, 2017
ETTER NEDINE doi10.1093/annonc/mdx528
s mAcTke Published online 27 September 2077

ORIGINAL ARTICLE

Molecular Tumor Boards: current practice and
future needs

D. L. van der Velden', C. M. L. van Herpen®, H. W. M. van Laarhoven?, E. F. Smit*, H. J. M. Groer”, (
S. M. Willems®, P. M. Nederlof’, M. H. G. Langenberg® E. Cuppen®, S. Sleiffer'®, N. Steeghs'’ & E. E. Voest'™

PRESENTACION DE CASOS

*  Breve resumen historia clinica
* Tratamientos previos
* Discusion resultados moleculares

e Correlaciéon de resultados moleculares:

1 sesion/semana

-Tejido/biopsia liquida

Oncélogos -Oncomine vs otras plataformas externas (Foundation,
Patélogos Guardant,..)
Bidlogos moleculares . ., . .
. * Discusion Opciones de tratamiento
Genetistas

Investigadores * Ensayos clinicos...




CONTROLES DE CALIDAD EXTERNOS

EAC EMONES SEAP-IAP

[Sociedad Espaiola de Anatomia Patoldgica]

15189
Entidad Nacional de Acreditacion "anm‘.,&o The European Molecular Genetics Quality Network [[ntema[[ona] Academyo[ Pafho[ogy]

Tipos de controles de calidad:

-Controles internos (control positivo y negativo en cada determinacion)
-Controles externos (SEAP, EMQN, UK-NEQAS, etc.)

-Control de resultados con lo descrito en la bibliografia o en bases de datos

Indicadores de calidad:

-Personal involucrado en la técnica (formacién, experiencia y procedimientos de trabajo)
-Equipos con certificacion CE, uso y mantenimiento

-Lotes de reactivos

-Tiempo de respuesta (7-10 dias)

-Resultados de los controles internos

-Analisis de discrepancias o errores (estudios ortogonales), etc.



RETOS EN NGS

1. Reduccion de los tiempos de respuesta
2. Automatizacion del proceso
3. Carreras mas versatiles:

-NUumero de muestras por carrera

-Combinacion de librerias de tejido y biopsia liquida

—_

4. Resolucion de los problemas de financiacion

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures

GENEXUS



CONCLUSIONES

1.Las determinaciones obligatorias en pacientes con NSCLC avanzado son las
mutaciones de EGFR y BRAF, reordenamientos de ALKy ROS1, y la expresion de PDL1.

2.La necesidad de estudiar biomarcadores emergentes nos obliga a cambiar la
metodologia de trabajo en el laboratorio.

3.La NGS dirigida es la opcion mas util y versatil para poder realizar un estudio
molecular mas exhaustivo con la menor muestra posible.

4. Optimizacion de los tiempos de respuesta y los costes por determinacion.

5.Necesidad de comités multidisciplinares para entender mejor y encajar los
resultados moleculares en el contexto del paciente.

6. Financiacion estable por parte de la Administracion.
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