XVI CONGRESO NACIONAL AEBM-ML  ASFA SEQCML
DEL LABORATORIO CLINICO T o

LABCLIN

MALAGA 19-21 OCTUBRE
PALACIO DE FERIAS Y CONGRESOS DE MALAGA / FYCMA 2 O 2 2

Secuenciaci
-~ mediante

tu

s solidos
eriencia de un



INDICE

Oncologia de precision: secuenciacion masiva de tumores solidos

Secuenciacion de biopsias: particularidades

Equipo multidisciplinar: Comision de Patologia Molecular

Indicaciones. Casos clinicos



Oncologia de_precision

o WRBCLIN 12 22 e 5099 ACBMML AGFR  SEQCH

[T e r—




Numero total de casos incidentes estimados para 2022 en
Espaina: 280.100 (160.066 hombres y 120.035 mujeres)
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- Clasificacion y tratamiento de los tumores: Cambio de paradigma

» Pasado: clasificacién histoldgica

Melanoma Glioblastoma Liver cancer

Colon cancer Kidney Prostate Endometrial
Lung cancer 3
9 Colon'gancer (carcinoma) cancer Prevat canoer cancer cancer

Created with BioRender.com

I ot BABCLIN ek 192 ocuse 5059 AEBM-ML  AGFR  SEQCM-

et Walcs Nhwa b vt e e e



- Clasificacion y tratamiento de los tumores: Cambio de paradigma

Pasado: clasificacion histoldgica
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- Clasificacion y tratamiento de los tumores: Cambio de paradigma

« Ultimos afios: clasificacion histolégica + biomarcadores (estudios monogénicos)

Un tipo de tumor, un biomarcador:

un farmaco
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- Clasificacion y tratamiento de los tumores: Cambio de paradigma

» Actualidad: clasificacién histoldgica + biomarcadores (secuenciacion masiva)
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Un paciente, un perfil molecular:

Marcadores:
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Un tratamiento de precision
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- Clasificacion y tratamiento de los tumores: Cambio de paradigma

» Actualidad: clasificacién histoldgica + biomarcadores (secuenciacion masiva)

"'w 'i‘ Un paciente, un perfil molecular:
: T : Marcadores:
Prondsticos
]])M Predictivos de sensibilidad
—T T y * Predictivos de resistencia
» * Predictivos de efectos adversos

Imagen modificada de ThermoFisher

- Cada paciente recibe un tratamiento personalizado
- Evitar tratamiento suboptimos
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Pacientes con el mismo tipo de alteracion gendmica,
independientemente del érgano afectado (ej. Fusiones NTRK)
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- Evolucion de los tratamientos dirigidos: dianas moleculares accionables
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- Evolucion de los tratamientos dirigidos: dianas moleculares accionables
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Imagen modificada de ThermoFisher

Ultimos afins: miltiples tratamientos para gran variedad de
dianas moleculares
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Secuenciacion masiva: estudiar todos los biomarcadores relevantes
en una unica muestra y en un unico ensayo
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- Permite identificar las alteraciones mas frecuentes para las que existen

tratamientos dirigidos aprobados
- Permite identificar otras alteraciones para las que existen tratamientos

dirigidos en ensayos clinicos
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Secuenciacidon masiva de tumores sélidos tiene como objetivos:

- Tratamiento: caracterizar el perfil molecular el tumor del paciente para seleccionar
el tratamiento dirigido dptimo (medicina de precision)

- Diagnostico: caracterizar el perfil molecular ¢! tumor del pacieite contribuye a
establecer un diagndstico de alta precision
Ej. sarcomas (fusiones)

Recomendaciones para e! uso rutinario de secuenciacion masiva en
funcion del tipo de tumor:

- En la actualidad no todos los tipos de tumor obtienen beneficio en
realizar rutinariamente NGS en lugar de analisis monogénicos
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Secuenciacion masiva de tuma@res solidos:

ASPECTOS TECNICOS
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BENEFICIOS DE LA SECUENCIACION MASIVA

e Capacidad para detectar mutaciones en muy baja proporcion
(alta sensibilidad)

* Permite la secuenciacién de numerosos genes de forma simultanea

* En un unico andlisis podemos detectar diferentes tipos de alteraciones
gendmicas con potencial onccgénico
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Variantes puntuales: Inserciones y deleciones:
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Translocaciones y fusiones génicas

Chromosome 15

Chromosome 12
“ 3
NTRK3
w

Imagen modificada de ThermoFisher

NTRK3-ETVE
genes fusion



PARTICULARIDADES DE NGS EN BIOPSIA SOLIDA

Poca cantidad de muestra (biopsia)

* Ej. Cancer de pulmon
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PARTICULARIDADES DE NGS EN BIOPSIA SOLIDA

Necesidad de cobertura elevada

- Variantes hereditarias: . "‘&‘ .--.
i B

* 100 % (homocigosis) .
* 50 % (heterocigosis) .

- Variantes somaticas: 1-100%
* Heterogeneidad de la biopsia (células tumorales + células no tumorales)
* Heterogernieidad del tumor (diferentes subclones)

Created with BioRender.com
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PARTICULARIDADES DE NGS EN BIOPSIA SOLIDA

Necesidad de cobertura elevada

- Variantes hereditarias: ," .
« 100 % (homocigosis) P ot

* 50 % (heterocigosis) . A —= .«, .‘—» & .‘

Created with BioRender.com

- Variantes somaticas: 1-100%
* Heterogeneidad de la biopsia (células tumorales + células no tumorales)
* Heterogernieidad del tumor (diferentes subclones)

- Técnicas actuales: deteccidon al 5%
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PARTICULARIDADES DE NGS EN BIOPSIA SOLIDA

The Journal of Molecular Diagnostics, Vol. 19, No. 3, May 2017

Necesidad de cobertura elevada

e Journal of
Nolecular
Diagnostics

- Recomendaciones: ELSEVIER

* Minimo 250 x SPECIAL ARTICLE

* Muestras con elevada W b, ViR _
heterogeneidad: > 1.000 x uidelines for Vali ation of Next-Generation @CmssMark
Sequencing -Based Oncology Panels

A Joint Consensus Recommendation of the Association for
Molecular Pathology and College of American Pathologists

> 1.000 X Lawrence J. Jennings,*' Maria E. Arcila,** Christopher Corless,”” Suzanne Kamel-Reid,* | Ira M. Lubin,*** John Pfeifer,*'’
Robyn L. Temple-Smolkin,* Karl V. Voelkerding,***%" and Marina N. Nikiforova*'

- Técnicas actuales:
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ELECCION DE LA TECNICA DE SECUENCIACION MASIVA

Preparacion de librerias

1) Métodos basados en captura por hibridacion
2) Meétodos basados en generacion de amplicones

Técnica de secuenciacion

1) [llumina
2) lonTorrent
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Preparacion de librerias

» Captura por hibridacién

_ 4} —

Fragmentos de DNA del Sondas sintetizadas
paciente complementarias a las
regiones de interés
. | _— = .
| Jr——
| -‘ —
|
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» Meétodos basados en amplicones

Diseno de cientos de primers para
amplificar las regiones de interés

Pool de primers: PCR multiple (una
Unica reaccion)

Millones de amplicones procedentes de
las regiones de interés

AEBMML - AGFA  SEQCY



Métodos basados en amplicones:

\a .
_— ]
\ ha N
Ventajas:

- Menor requerimiento de material inicial

%

10 ng ONA
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Métodos basados en amplicones:

Ventajas:

- Menor requerimiento de material inicial
- Mejor rendimiento en regiones con alta homologia (pseudogenes)
 Amplicones: diseno de primers consigue diferenciar las regiones homaélogas

- Deteccion de alteraciones que disrumpen la secuencia original
* Fusiones
* Regiones hipervariables
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Métodos basados en amplicones:

\a .
| e—— |
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Problema:

Variantes en la zona de hibridacidn de los primers: no amplificacidn (allele drop-out)
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Técnica de secuenciacion 1)
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Imagen modificada de lllumina
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Illumina

4 nucleédtidos en cada ciclo:

- Marcados con fluorescencia: cada

base de un color

- Con un terminador: sélo una base es

anadida en cada ciclo
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Técnica de secuenciacion 1) Ilumina

Calidad de secuenciacion elevada
- Librerias: hibridacion o amplicones

Secuenciacion: elevada duracion

Imagen modificada de lllumina
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Técnica de secuenciacion 2) lonTorrent e
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TGACTGACTGACTGAC

Técnica de secuenciacion 2) lonTorrent P
1
- Secuenciacion mas rapida (2 horas) ‘ ‘
- Dificultad con homopolimeros

Primer

2 | %
g
1<ﬂ@@@
(IR R = et 0|

Template
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Hospital San Pedro (Logroiio)

NGS para estudios hereditarios: lllumina

MViiseq NextSeq 500
* Paneles custom e Exomas clinicos
e Tipaje HLA de aita resolucion * NIPT (Test Prenatal No invasivo)
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Hospital San Pedro (Logroiio)

NGS para estudios somaticos (biopsia sdlida): lonTorrent (ThermoFisher)

S5 + Servidor para analisis de datos lon Chef

- Proceso completamente automatizado
- Amplicones:

* 10 ng de DNA inicial

* DNA /RNA (fusiones)
- Analisis bioinformatico (bases de datos)
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Hotspot genes Full-length genes Copy number genes Gene fusions (ind@="and intragenic)

ALK

AR
ARAF
BRAF
BTK
CBL
CDK4
CHEK2
CSF1R
CTNNB1

EGFR
ERBB2
ERB83
ERBB4
ESR1
EZH2
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FLT3

GATA2
GNAT1
GNAQ
GNAS
HNF1A
HRAS
IDH1
IDH2
JAKT
JAK2
JAK3
KDR

KIT
KNSTRN
KRAS
MAGOH
MAP2K1
MAP2K2
MAPK1
MAX
MED12

MTOR
MYD88
NFE2L2
NRAS
PDGFRA
PIK3CA
PPP2R1A
PTPNT1
RAC1
RAF1
RET
RHEB
RHOA
SF3B1
SMO
SPOP
SRC
STAT3
U2AF1
XPO1

AK 73
AXL
CCND1
CDKé
ERCC2
FGFR4
H3F3A
MIST1H3B
MAP2K4
MDM4
mMYc
MYCN
NTRK1
NTRK2
PDGFRB
PIK3C8
ROSY
SMAD4
TERT
TOP1

BAP1
BRCA1
BRCA2
CDKN2A
FBXW7
MSH2
NF1

NF2
NOTCH1
PIK3R1
PTCH1
PTEN
RB1
SMARCB1
STK11

TSC 1
TsC2
ARID1A
ATR
ATRX
CDK12
CDKN1B
CDKN28B
CHEK1
CREBBP
FANCA
FANCD2
FANCI
MLH1
MRE11A

MSHE
NBN
NOTCH2
NOTCH3
PALB2
PMS2
POLE
RADS0
RADS51
RAD51B
RADS51C
RADS1D
RNF43
SET!
SLX4
SMARC

]

AKT1
AR
CCND1
CCNE1
CDK4
CDK6
EGFR
ERBB2
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
FLT3
IGF1R
LU
KRAS
MU2
MDM4
MET
MYC
MYCL
MYCN
PDGFRA
PIK3CA

PPARG
TERT
AKT2
AKT3
ALK
AXL

BR.
cCcnD2
CCND3
coxz2
CDKN2A
CDKN2B
ESR1?
FGF19
FGF3
NTRK1
NTRK2
NTRK3
PDGFRB
PIK3CB
RICTOR
7SC1t
7S¢2

AXL
BRAF
EGFH
ERES2
ERG
ETVi
ETV4
ETV5
FGFR1
FGFR2
FGFR2
NTRKI
NTAK3
PDGFRA
PPARG
RAF1

HO&:
AKT2
AR
EHCAY
BRCA2
CDIN2A
ERESY
ESF
P
LT3
JAK2
KRAS
MDM4
MET
MYB
MYBL1

OTCH1
VOTCH4
NRG7T
NTR¥
NUTMI

OUGFRB
PIK3CA
PRKACA
PRKACB
PTEN
RAD51B
RBY
RELA
RSPO2
RSPO3
TERT

Figure 1. List of gene targets in Oncomine Comprehensive Assay v2. Cenes in blue are additional targets in the Oncomine Comprehensive Assay v3
that were not included in the first version.
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Table 1. Oncomine Childhood Cancer Research Assay Content.

Comprehensive mutation coverage (86)

Full exon coverage (44)

Geng
2xpresSion

ABL1
ABL2
ALK
ACVR1
AKT1
ASXL1
ASXL2
BRAF
CALR
CBL
CCND1
CCND3
CCRS5
CDK4
cic
CREBBP

CRLF2

CSFIR
CSF3R
CTNNE1
DAXX
DNMT3A
EGFR
EP300
ERBB2
ERBB3
ERBB4
ESR1
EZH2
FASLG
FBXW7
FGFR2
FGFR3

FLT3

GATAZ2
GNAQ
H3F3A
HDACS
HISTIH3B
HRAS
1DH1
IDHZ
IL7R
JAKT
JAKZ
JAKS
KDM4C
KDR
KIT
KRAS

MAPZKT

MAP2K2 RAFT
MET RET
MPL RHOA
MSHE SETBP1
MTOR SETD2
MNCOR2  SH2B3
MNOTCHT SH2D1A
MNPM1 SMO
MRAS STAT3
NTSC2  STATSE
FPAXS TERT
PDGFRA TPMT
PDGFRB USP7
FIK3CA  ZMYM3
FIK3RT |

FPM

FTPNT1 |

oe worsroro o ABCLIN
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CNV (28)
ALK IGFIR
BRAF JAKT
CCND1  JAKZ2
CDK4 JAKS
CDK& KIT
EGFR KRAS
ERBB2  MDMZ2
ERBE3  MDM4
FGFR1 MET
FGFR2  MYC
FGFR3  MYCN
FGFR4  PDGF
GLI1 FIK3CA

2022

APC
ARID1A
ARID1B
ATRX
CDKNZA
CDKNZB
CEBPA
CHD?
CRLF1
DDX3X
DICERT
EBF1
FED

S

GATAT

GATA3
GNA13
103
IKZF1
KDMBA
KMT2D
MYOD
NFT
MNF2
PHES
PRI
PSME
PTCH1
PTEN

RUNX1
SMARCA
SMARCE
S0Cs2
SUFY
SuUZiz
TCF3
TET2

3

TSECE
VHS(
VT1

's]

Sarcomas: fusiones

Fusion and expression (97)
ABL1 FGFR2  MEF2B  NUPZ214 S55BPZ BCL:
ABLZ FGFRZ2  MET NUP98 STAG! BCLG
AFF3 FGFR3  MKL1 NUTMT TATE FGF
ALK FLT3 MLLTI0  NUTMZ2B  TAl FGFR4
BCL1IB  FOSB MNT PAX3 TCF: IGF1R
BCOR FUs MYB PAXS TFE3 MET
BCR GLIT MYBLI PAX7 MYCHN
BRAF GLIS2 MYH PDGFE TSLP MYC
CAMTAT  HMGAZ2  MYH PDGFRA TSPAN4 j| TOF2A
COCNDT  JAKZ NCOAZ2  PDGFRB  UETF
CIC ATEA ~ NCOR1  PLAGT USP&
CREBBFP KMT2A  NOTCH!  RAFT WHSCT
CRLF2 KMT2B  NOTCHZ RANBPIT  YAPT
CSFIR KMT2C ~ NOTCH4 RECK ZMYND11
DUSP22  KMT2D  NPM1 RELA ZNF384
EGFR LMoz NR4A3 RET
ETVE MAMLZ  NTRK1 ROS1
EWSR1  MANZB1 NTRKZ  RUNXT
\@FR'.' MECOM  NTRK3 8518
—
AEBM-ML

ASFRA

SEQC™



BIOPSIAS: ASPECTOS A TENER EN CUENTA

Tejido fijado en formalina e impregnado en parafina (FFPE)
« Acidos nucleicos fragmentados y quimicamente alterados
* Paso critico: Fijacién con formalina (12-24 horas)

Desaminacion de citosina: formacion de uracilo

NH, N 0

N Deammatlon HiC . I

Deamination H,c
+ Hzo

H

Cytosine Uracil 5-Methylcytosine Thymine

Variantes artefactuales (falsos positivos) : C>T o G>A con una
frecuencia generalmente inferior al 15%
N ancms BABCLIN ey o2 ocnee 2092

CONGRESOS DE MALAGA / FYCMA

SEEMML

: ~N +H,0 NH
I N/go ~ NH; ) I\”/&o - NH; |N/§O

SEQCM-



Y Y o o R

+ + + + + + + + + F + o+t F o+ o+ o+

+

XVI CONGRESO NACIONAL
DEL LABORATORIO CLINICO
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Locus

chri:27100357

chr2:25966115

chr2:26022344

chr2:29443589

chr4:1976666

chrd:106155931

chr5:35873648

chr5:112177901

chr6:157100543

chré: 157519994

chr7-140481411

chra:61654553

chr8:61754270

chra:61764694

chr9:98209637

chrg:98231143

chr9:139399229

chro: 139399203

chrid 43609937

chr11:32456318

Oncomine Variant Class Oncomine Gene Class Genes Amino Acid Change Copy Number Read Counts
Truncating Loss-of-Function ARID1A p.GIn1357Ter

Truncating Loss-of-Function ASXL2 p.GIn1031Ter

Truncating Loss-of-Function ASXL2 p.GIn105Ter

Hntornt PRain_nf Conctinn Al W n A2 400 we

* Muestra de FFPE con 5 anos de antigliedad
e 42 variantes: todas C/T o G/A con frecuencia <3%

Cewsmpews emas e s smewsewns amers e e g

Truncating Lozs-of-Function APC p.Arg2204Ter
Truncatina | nas-of-Functinn ARIDIR GInRTTTer
é¢Variantes reales o artefactos?
Hotspot Gain-of-Function BRAF p.Gly466GIu
Truncating ses-of-Function CHDT p.GIn1838Ter
Truncating Loss-of-Function 7 p.Trp1534Ter
Truncati oss-of-Function CHD7 p.GIn1928Ter
Truncat Loss-of-F on PTCH1 p.GIn1301Ter
Truncating Loss-of-Function LOC100507346 ._.(2) p.GIn714Ter
Truncating Loss-of-Function NOTCH1 p.Trp1638Ter
Truncating Loss-of-Function NOTCH1 p.GIn1614Ter
Hotspot Gain-of-Function RET p.Cys630Tyr
Truncating Loss-of-Function WT1 ...(2) p.GIn197 Ter

LABCLIN "5 kil 2022 AEBMML - AGFR

Genotype
ciT

GIA

CiT
cim
CiT

CIT

GIA

SEQCML



Patron mutacional: Estudio del tipo de sustituciones y su contexto nucleotidico

Referance base with 5' (left) and 3' (right) bases

G0 -
FFPE Tumor with Fixatlon Error I

2

S - - Substitution Type

E . Cah . C=T . T=C
= .G::G.T::A.T::G
g

o RN

R e e e R R T e R e P e e T R S P A T AT
Referance base with 5' (left) and ' (right) bases

Artefacto debido a fijacion por
formalina

o CoTat[AGICG | CA

- GTatje c%cp\ (T T-A and T-C
|m C» 3 CT]. ™

» C~Tatother sitee

Transl Lung?mcer Res 2018;7(6):616-630
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Reference base with 5' (left) and 3' (right) bases

15«
Melanoma Tumor

10+

Mo, of mutations

ol i | I | 1 Ir i 11
R PR LR R s AR R e ot P T i ST R e S F T T s

Patron mutacional del dafo por UV:
melanoma

Transl Lung Cancer Res 2018;7(6):616-630

Substitution Type

I C}A.&-T.T:-C
5- ‘ | “ .cas-mx.n.e
1 I 1

oet usonwrono cimico kA BCLINI 22030 220 s 2022 AEBMML - AGFR  SEQC™



. i CRGC Tumor
% : Substitution Type
g | }cn o B
5 2 "c;-al T=A ‘T:.-G
a | | LI ||II‘ | 4 '_

plefhEh R LR i LR RS st AR S S EEE%%EEEEEE

Reference base with &' (left) and 3' (right) bases
CRC Tumor
20.5%
23.1%
10.3%
‘ Desaminacion espontanea de 5-metilcitosina:
7.7% 12.8% cancer colorrectal

2.6%

- C-T 4l AGICG ® CA

S o I
¥

® CaTat clor sites .

| Transl Lung Cancer Res 2018;7(6):616-630
XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE
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Lung Tumor |

Substition Type

.&-A ’C\:T.T::G

| ” \‘ H ﬂ Lo ) T
111 O P T P .01

No. of mutations

Haferanca base with 5' uem and 3' mgm} nasea

Lung Tumor
48.3% 5%
10%
.Y Patron mutacional del daifo por tabaco:
cancer de pulmon
~ —
25%
:g;: %:andT:-C

™
© C-TatNCT, CCACTLTCIACT] = Reet
|- Co-T at cther sites g

Transl Lung Cancer Res 2018;7(6):616-630

Eiea WRR CLIN e 2 ome 9097 AEBMAML AR SEQC

T T e p—



BIOPSIAS: ASPECTOS A TENER EN CUENTA

Deteccion de fusiones ¢ DNA o RNA?

* DNA:

- Largas regiones intronicas

Created with BioRender.com

oet usonwrono cimico kA BCLINI 22030 220 s 2022 AEBM-ML
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BIOPSIAS: ASPECTOS A TENER EN CUENTA

Deteccion de fusiones ¢ DNA o RNA?

* DNA:
- Largas regiones intronicas

- No es necesario conocer el otro gen imglicado en la fusidn

* RNA:
- Primers en exones: no es necesario secuenciar toda la zona intronica
— B B <
Exén 1 Exén2 — | Exon3 | Exén 1 Exén 2 Ex6n 3
—_ <

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE
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BIOPSIAS: ASPECTOS A TENER EN CUENTA

Deteccion de fusiones ¢ DNA o RNA?

* DNA:
- Largas regiones intrdnicas

- No es necesario conocer el otro gen imglicado en la fusion

* RNA:
- Primers en exones: no es necesario secuenciar toda la zona intronica
—_— <
|_ 1 N

- Es necesario conocer los otros genes implicados en las fusiones
- Informacion scbre el nivel de expresion del transcrito

- Solo detecta fusiones que se transcriben (con potencial oncogénico)

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE
DEL LABORATORIO CLINICO LABC LI N PALACIO DE FERIAS Y CONGRESOS DE MALAGA / FYCMA 2 O 2 2 AE“BM_ ML m SEQCML



ALK:
- Fusién EML4-ALK en el 2-7% de los adenocarcinomas de pulmadn
- Tratamiento: inhibidores dirigidos frente a ALK (crizotinib, ceritinib)

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE & ML
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- Multiples compafiieros de fusién (mas de 50 descritos)
- Mdltiples puntos de rotura de EML4-ALK

ey = [= PNtk
Tradicionalmente los reordenamientos de ALK
' 4 S KrBAs se detectan mediante FISH: no informacidn
C = I —" sobre el gen compafiero de fusion ni los
puntos de corte
*m-)- TFG-ALK
60% de los pacientes tratados con inhibidor
g___-). T de ALK: tratamiento fracasa

m... O = Ak NGS: informacidn sobre los genes
we companeros de fusidon puntos de corte EML4-
—"\ EML4-ALK V3b Ay o
ALK: ¢diferente respuesta a los inhibidores?
Mol Cancer Res; 16(11) November 2018

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE
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Fusiones EWSR1: tumores de partes blandas

Low-grade

-Like

Fibromyxoid Sarcoma

Sclerosing
Enitholiotd

Fibrosarcoma

Ewing Sarcoma

Clear Cell Sarcoma
Ewing
Sarcoma
Family Clear Call Sarcoma-
fumors Like Tumor of the
Gastrointestinal Tract
Primary Pulmonary
Myxoid Sarcoma
Salivary Clear Cell
Carci
Clear Cell
Extraskeletal Myxoid Desmop!astic Small . Odontogenic Tumor
Chondrosarcoma Round Cell Tumer Mesathalioma
Figure 1. Ewing sarcoma breakpoint region 1 gene (EWSRT) fusion variants in sarcomas and in other tumor types. FL/7 indicates friend

leukemia virus integration 1 gene.

DOI: 10.1002/cncy.22239
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PALACIO DE FERIAS Y CONGRESOS DE MALAGA / FYCMA

2022

Soft Tissue
Myoepithelioma/
Myoepithelial
Carcinoma

Angiomatoid Fibrous

Histiocytoma

Tumores morfolégicarnente
identicos se caracterizan por
diferentes iusiones de EWSR1

Recoimendacion: NGS para
detectar fusiones

ASFA  SEQCM:




BIOPSIAS: ASPECTOS A TENER EN CUENTA

Clasificacion de las variantes

The Journal of Molecular Diagnostics, Vol. 19, No. 3, May 2017

e Hereditario (germinal): e Journalof
o i liagnestics
1) Patogénica Tr——
2) Probablemente Patogénica SPECIAL ARTICLE
3) Significado Incierto Guidelines for Validation of Next-Generation ®mmk
4) Probablemente Benigna Sequencing—Based Oncology Panels
5) Benigna A Joint Consensus Recommendation of the Association for

Molecular Pathology and College of American Pathologists

Lawrence J. Jennings,*' Maria E. Arcila,** Christopher Corless,** Suzanne Kamel-Reid,*"' Ira M. Lubin,*** John Pfeifer, *'’
Robyn L. Temple-Smolkin,* Karl V. Voelkerding,***"" and Marina N. Nikiforova*!!

From the Next-Generation Sequencing Analytical Validation Working Group of the Clinical Practice Committee,* Association for Molecular Pathology,'
wnde dln A B Dnbens IT Il A § Tea 2 Pmtea bl Cnlmnd md Ml ndindean i T i

Boslomnde Adaemln . T i d e e EF i o~ LN7SSU SUPURIIY § SRE SR
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BIOPSIAS: ASPECTOS A TENER EN CUENTA

Clasificacion de las variantes encontradas

The Journal of Molecular Diagnostics, Vol. 19, No. 1, January 2017

 Somatico: Coelournalel
! [ofecular
he Diagnostics
ELSEVIER .

jmd.amjpathol.org

SPECIAL ARTICLE

Standards and Guidelines for the Interpretation @cmmk
and Reporting of Sequence Variants in Cancer

A Joint Consensus Recommendation of the Association for

Molecular Pathology, American Society of Clinical Oncology,
and College of American Pathologists

Marilyn M. Li,*" Michael Da’\[fto,*i Eric J. Duncavage,*" Shashikant Kulkarni,*" Neal I. Lindeman,*' Somak Roy, ***
Apostolia M. Tsimberidou,*™" Cindy L. Vnencak-Jones,*** Daynna J. Wolff,** Anas Younes,*¥" and Marina N. Nikiforova*-**

From the Interpretation of Sequence Variants in Somatic Conditions Working Group of the Clinical Practice Committee, * Association for Molecular Pathology,
Bethesda, Maryland; the Department of Pathology and Laboratory Medicine," Division of Genomic Diagnostics, the Children’s Hospital of Philadelphia,
University of Pennsylvania Perelman School of Medicine, Philadelphia, Pennsylvania; the Duke University School of Medicine,' Durham, North Carolina;

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE
DEL LABORATORIO CLINICO LABC LI N PALACIO DE FERIAS Y CONGRESOS DE MALAGA / FYCMA 2 O 2 2 AE?M-ML m SEQCML



BIOPSIAS: ASPECTOS A TENER EN CUENTA

Clasificacion de las variantes encontradas

* Somatico:

XVI CONGRESO NACIONAL
DEL LABORATORIO CLINICO

LABCLIN

Tier I: Variants of
Strong Clinical
Significance

Therapeutic, prognostic &
diagnostic

FDA-approved@herapy

Included in gr@fessional
guidelines

Wellowered studies
With consensus from
experts in the field

MALAGA 19-21 OCTUBRE 202 2

PALACIO DE FERIAS f CONGRESOS DE MALAGA / FYCMA

Tier Il: Variants of
Potential Clinical
Significance

Therapeutic, progrnosuc &
dicgnostic

FDA-approved thefapies
for different tumot Bypes
or investigational
therapies
Multipte small published
studies with some
consensus

Preclinical trials or a few
case reports without
consensus

Tier Ill: Variants of
Unknown Clinical
Significance

Not observed at a
significant allele
frequency inthe general
or specific subpopulation
databases, or pan-cancer
or tumor-specific variant
databases

No convincing published
evidence of cancer
association

Tier IV: Benign or
Likely Benign Variants

Observed at significant
allele frequency in the
general or specific
subpopulation databases

No existing published
evidence of cancer
association

AEBM-ML  AGFR

SEQC™



COMISION DE PATOLG

Estrategia del Hospital San Pedro (Logrofio) para abordar Ia
secuenciacion masiva de tumores solidos

o eonco BRBCLIN 142 1221 5t 2022 AcBMML  AGFR  SEQC
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La

secuenciacion se realiza en el laboratorio de Genética del Servicio d

Analisis Clinicos.

Mayoria de centros: secuenciacion en el servicio de Anatomia Patoldgica
Analisis Clinicos: experiencia previa con NGS a nivel germinal

Creacion de una Comision de Patologia iMolecular. Equipo multidisciplicar:

XVI CONGRESO NACIONAL
DEL LABORATORIO CLINICO

Anatomia Patologica

Oncologia . .,
e s mte - Conocimiento sobre paneles de genes: seleccion de casos
Analisis Clinicos ) ,
: - Explicacion de variantes detectadas
Farmacia

Hematologia

LABCLIN Y502k i it 2022 AEBMML - ASFRA

SEQCML



Estrategia en Cancer del Sistema Nacional de Salud, en el Obietivo
13:

La decision terapéutica debe estar basada en las guias de practica
clinica y protocolos de cada centrc hospitalario, para cada tipo de
tumor. Los pacientes diagnosticados de cancer serdn tratados en el
marco de un equipo multidisciplinar e integrado, preferentemente en
un comité de tumores, y con un profesional que actue como referente
para el paciente.

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE & ML
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Funciones de la Comisidn de Patologia Molecular:

* Analizar los casos clinicos en los que puede haber un beneficio anadido ¢
determinaciones genéticas

* Asesoramiento clinico y molecular: decidir qué determinaciones van a
implicar un cambio en la prevencidn, diagnostico y tratamiento de los pacientes:

- valorar si existe una diana terapéutica o de diagndstico y su nivel de evidencia
segun escala ESCAT (ESMO) u OncoKB (MSKCC)

* Protocolizar y automatizar aquellos casos que por la experiencia necesitan
poca discusion para adar agiligad al proceso

* Analizar resuitados de decisiones

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE \Y
DEL LABORATORIO CLINICO LABC LI PALACIO DE FERIAS Y CONGRESOS DE MALAGA / FYCMA 2 O 2 2 AEBM ’ML m SEQC AL



Funcionamiento de la Comision de Patologia Molecular:
* Reunion cada 15 dias

* Seleccion de 8 pacientes para incluir en tanda de NGS

* Determinacion del tipo de panel a realizar

Tipo de tumores seleccionados por la Comision

m N ANNALS o
ONCOLOGY

driving Innawation in oncology

Recommendations for the use of next-generation sequencing (NGS) for
patients with metastatic cancers: a report from the ESMO Precision
Medicine Working Group

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE
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Cancer de pulmoén no microcitico no escamoso

Table 3A. List of genomic alterations level I/11/IIl according to ESCAT in advanced non-squamous non-small-cell lung cancer (NSCLC)

|
Gene Alteration Prevalence ESCAT References \
EGFR Common mutations (Del19, LB58R) 15% (50%—60% Asian) 1A Midha A, et al. Am J Cancer Res. 201" |

NGS para detectar en un unico test:

* Mutaciones en EGFR:

e - Exones 19 (deleciones) y 21 (L&852R): predictoras de eficacia de inhibidores
tirosina-quinasa
YEr - - Exon 20 (T790M): adquisicion de resistencia

* Fusiones ALK: biomarcador predictivo de respuesta a inhibidores como

o crizotinib
NTRK
- * Farmacos especificos para las siguientes alteraciones: MET (mutaciones
il o o . q -
' :xon 14 skipping), BRAF V600E, fusiones ROS1, fusiones RET, fusiones
8B2
ITRK
BRC /2 dtations 1.2% [117=% Balasubramaniam 5, et al. Ciin Cancer Hes. 20177
PIK3C Hotspot mutations 1.2%—7% 1A Cancer Genome Atlas Research Network. Nature. 2014

Vansteenkiste J, et al. J Thorac Oncol. 2015%
NBRST Eilicimpc q T [10]=3% Muiriceasiy b at =l 1 Clin Ofpeal 2000052



Cancer de mama metastasico

NGS para detectar en un unico test:

* Mutaciones BRCA1/2: predictivas de bheneficio clinico a
inhibidores de la PARP (olaparib)

* Alteraciones de ERBB2:

- Amplificaciones: predictivas de beneficio clinico de terapias
anti-HER2

- Mutaciones: predictivas de respuesta a neratinib (inhibidor de
tirosina-guinasa)

 Mutaciories en PIK3CA: predictivas de respuesta a Alpelisib
HR-+/HER2—-



Colangiocarcinoma avanzado

Gene Alteration type Frequency

IDH1
NGS para detectar en un Unico test:
FGFR2

ERBB2 * Mutaciones puntuales en iDHI1: diana molecular accionable

PIK3CA - Inmunohistoquiimica: anticuerpo frente a la proteina IDH con

- la mutacién comun R132. No identifica las mutaciones menos
frecuentes

BRCAT and BRC,

* Fusiones FGFR: biomarcador predictivo de respuesta a
‘4 Pemigatinib

NTRK Gene fusions 2%



Cancer de prdéstata avanzado (metastasico resistente a castracion)

NGS para detectar:

* Alteraciones en los genes de la via de recombinacion homoéloga de
reparacion de DNA (20-30 % de los pacientes)

- Inhibidores de la PARP (olaparib): mayor beneficio si la alteracion es
en BRCA1/2

e Alteraciones en PTEN:

- Pérdida de expresion de PTEN es predictor de beneficio clinico en
pacientes tratados con inhibidor de AKT (ipatasertib) en
combinacicn con abiraterone

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE Y
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Cancer colorrectal metastasico

NGS no necesaria en la practica diaria:

* Mutaciones hotspots en KRAS/NRAS (predicen resistencia a anticuerpos
monoclonales frente a EGFR) y BRAF V600E: analisis mediante PCR a
tiempo real

* Alteraciones en las proteinas reparadoras (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2): se
pueden identificar por inmunohistoquimica

- Inestabilidad de microsatélites: mediante PCR y analisis de fragmentos



e ANNALS o
ONCCLOGY

driving Innovation in oncology
SPECIAL ARTICLE

Endometrial cancer: ESMO Clinical Practice Guideline for diagnosis,
treatment and follow-up™®

A. Oaknin®, T. J. Bosse”, C. L. Creutzberg®, G. Giornelli*, P. Harter®, F. Joly®’, D. Lorusso®®, C. Marth™®, V. Makker'**?,
M. R. Mirzan, 1. A. Ledermann™®®® 2 n. Colombom’", on behalf of the ESMO Guidelines Committee”

‘Gynaecologic Cancer Programme, Vall d’Hebron Institute of Gncology (VHIO), Hospital Universitari Vall d’Hebron, Vall d’Hebron Barcelona Hospital Campus,
Barcelona, Spain; Departments of “Pathclogy; *Radiation Oncology, Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands; “Department of Oncology, Instituto
Alexander Fleming, Buenos Aires, Argentinz; “Department of Gynecology & Gynecologic Oncology, Ev. Kliniken Essen-Mitte, Essen, Germany; ANTICIPE, Cancer and
Cognition Platform, Nermandie University, Caen; "Medical Cncology Department, Centre Frangois Badesse, Caen, France; EDt-_\par*tr'ne‘m of Life Science and Public
Health, Catholic University of Sacred Heart, Larpo Agostine Gemelli, Rome; *Department of Women and Child Health, Division of Gynaecologic Oncology, Fondazione
Polidinico Universitaric Agosting Gemelll IRCCS, Fome, laly; *°Department of Obstetrics and Gynecology, Medical University Innsbruck, Innsbruck, Austria;
HEynew opic Medical Oncology Service, Memorial Sloan Kettering Cancer Center, New York; “*Department of Medicine, Weill Cornell Medical College, New York, USA;
“pepartment of Oncology, Rigshospitalet, Copenhagen University Hospital, Copenhagen, Denmark; “*Cancer Institute, University College London [UCL), Lendon;
Departinant of Oneology, UCL Hespitzls, London, UK; *®Department of Gynecologic Oncology, Istituto Europeo di Oncologia IRCCS, Milan; “"Department of Medicine
and Surgery, University of Milano-Bicocea, Milan, Italy

Available online 300{



Cancer de endometrio:

* C(Clasificacion tradicional: en funcion de caracteristicas histopatologicas
(subtipo 1y subtipo 2)

* Clasificiacién actual: subgrupos moleculares Pronostico

ﬂ excelente
Mutaciones en POLE § Tasa de ultramutado (>100 mutaciones/megabase)

- Inestabilidad de microsatelites + Tasa de hipermutacion (10-100
mutaciones/megabase)

- Muchos CNVs somaticos + mutaciones en TP53

Pocos CINVs socmaticos + no mutaciones en TP53

XVI CONGRESO NACIONAL MALAGA 19-21 OCTUBRE i M
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100 =
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-
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= Log-rank P = (.02
& 20 @ POLE (uitram tated)
ik a 15| hypermutated
A Copy-number low fencl-nn‘retri{:id}
0= ® Copy-number high (serous-like)
| | | | | |
0 20 40 60 a0 100 120
Months

doi:10.1038/nature12113
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EC
(histological subtype independent)
N A4
POLE status* POLE pathogenic POLE wild type or non-pathogenic
|
A W
MMR status® dMMR pMMR
|
[ A4 i '
p53 status® p53 wild type ph3-mut
- L
w w l l
N N i ~ i A4
Integrated diagnosis EC, POLEmut EC, dMMR EC, NSMP EC, p53-mut

Figure 1. Diagnostic algorithm for the integrated molecular EC dassification.

This algorithin can be applied to all histological subtypes of EC (including carcinosarcomas). Please refer to manuscript for further information on POLEmut analysis

indication.

AR, mismatch repair deficient; EC, endometrial cancer; MMR, mismatch repair; NSMP, no specific molecular profile; pS3-mut, pS3-mutant; pMMR, mismatch repair-

proficient; POLE, polymerase epsilon; POLEmut, polymerase epsilon-ultramutated.

“Pathogenic POLE variants indude p.Pro286Are, pVal4lileu, p.Ser?97Phe, pAlad56Pro and p.Serd59Phe.”




Stage I-IVA EC: adjuvant therapy for low- and intermediate-risk patients®

'

08 JA G3 EEC (dMMR or NSMP) and no or focal LVSI
VBT is recommended [I, A]
) i . of adjuvant brachytherapy can be considered, especially for
» Adjuvant therapy is not recommended [!, F] tients aged <60 years [IIl, C]

u For patients with stage IB G1-G2 EEC (dMMR or NSMP) and no or focal LVSI

o Adi T '  Adjuvant VBT is recommended [I, A]
Adjuvant therapy is n mmenciad (111, ] « Omission of adjuvant brachytherapy can be considered, especially for

patients aged <60 years [lll, G]

For patients with Stage Il G1 EEC (dMMR or NSMP) and no or focal LVSI

= Adjuvant VBT is recommended [II, B]

* Omission of adjuvant brachytherapy can be considered, especially for
patients aged <60 years [lll, G]

For patients with Stage 1A p53-abn tumours not infiltrating the myometrium
or restricted to a polyp
= Adjuvant therapy is not recommended [Ill, E]

Patients with stage IA (G1 and G2) with EEC
(MMRd or NSMP) and no or focal LVSI

Patients with stage I-1l POLEmut canc




Sarcomas (tumores de tejidos blandos):

« Dificil de diferencial histolégicamente: comparten caracteristicas
morfoldgicas muy similares
* Deteccion de fusiones génicas patognomanicas

Cancer de ovario:

* Genes de la via de reparacion homologa

Otros tipos de tumores (infrecuentes):

* Consenso de la Comision de Patologia Molecular
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Caso 1:
* Mujer de 45 afios con tumoracion pélvica de gran tamanoe (9.5 cm) entre
recto y vagina.

Tumor gastrointestinal (GIST) dependiente de recto, de bajo grado, de 9.5 cm
de didametro maximo que respeta la mucosa vy los bordes guirdrgicos.

Estudio mutacional (Sanger):

* No se detecta ninguna mutacion en KiT ni en PDGFRA

e Mutaciones en KIT se detectan en el 80% de los tumores GIST. Buena
respuesta a !Imatinib

Se decide tratamiento neoadyuvante con Imatinib y posterior reevaluacion

Diarreas intensas, se suspende tratamiento con Imatinib
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NGS:

- Mutacién en el gen KIT (NM_000222.3):
c.1671_1679delGAAGGTTGT (p.Trp557 Val560delinsCys)

- Mutaciones en el exon 11 de KIT son tipicamente sensibles a
Imatinib

Se reintroduce Imatinik a dosis mas baja
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Caso 2:
* Mujer de 44 afios con carcinoma ductal infiltrante de mama

(metastasis hepatica).
e Receptor hormonal (HR) positivo y HER2 negativo.

* NGS: PIK3CA (NM_006218.4): c.3140A>G (p.His1047Arg)

* 40% de tumores avanzados de mama HR+/HER2- presentan
mutaciones en PIK3CA, siendo n.H1047R la mas comun
(dominio auiriasa)

e Alpelisib: tratamiento dirigido a mutaciones en PIK3CA en
tumores de maina metastasicos HR+/HER2-
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Caso 3:
* Mujer de 72 afios con carcinoma papilar de tiroides, variante de
células fusiformes

* NGS:
* BRAF V600E
* Promotor TERT c.-124C>T (C228T)
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Caso 3:
* Mujer de 72 afios con carcinoma papilar de tiroides, variante de

células fusiformes

Novel ETS binding site

Nuevo sitio de unién de S/ .
factores de
sz CCC AAGGGC “CC  AAGGGG
transcripcion: GGGCCTTCCCC SGCCTTCCCC
niveles de expresién } 2261 d casor
aumentados de TERT 3 - -cc .caoc T‘CECCCGAL CGGCCCCTGGGCAOTCCCCAGCCC---— 57
5’ ~---GGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGGAGGGGTCGGG---~ 3'
~ > / P
~ / v
\\\ \\ f’f ///
~ \\ / P
\\\ \\ ! ///
TSS o \ )/ -
'\\ \\ / /,
x\\ \\ {; //
So \ ’; //
o TERT gene | TERT promoter
‘7‘37 7o Colebatch AJ, et al. J Clin Pathol 2019;72:281—
284 ~cowel - AGFA SEQCME
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Caso 3:
* Mujer de 72 afios con carcinoma papilar de tiroides, variante de
células fusiformes

 NGS:
* BRAF V600E
* Promotor TERT c.-124C>T (C2287)

* Coexistencia de amhbas mutaciones: potente efecto sinérgico
gue aumenta !a agresividad del carcinoma papilar de tiroides
(recurrencia vy mortalidacd elevada)

* Mutacion del promotor TERT aislada: poco impacto
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Caso 4:

Mujer de 56 afios con carcinoma secretor de mama triple negativo,
sin metastasis

NGS:

e 7 é é
Fusion ETV6 (exdn5)-NTRK3 (exon15)
ETV6 NTREK3
r - Ilﬂ.ll SN rll Il1
1 2 3 4 5 efzls 12 4 6/ 7/8/9] 10 ||[13 14 15116 | 17 19| 2
V V V | | | ATP 'Activation '
\ binding loop
' [— = - il —
Sterile alpha motif / Erythroblast transformation Leucinerich  IgG-like i Tyrosine kinase #
Pointed domain specific doman "~~~ _ repeat domain  domains g domain ,/
\\\‘ ’/ l/
ETV6-NTRK3 ' e
I\/ /. x5
| ate | Actvaton\/ |
binding loop
Sterile alpha motif / Tyrosine kinase
Pointed domain domain

https.//doi.org/10.1002/onco.13880
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NT-3 mediated TRKA-C dimerization

and autophasphorylation
B-NTRK S Fushon positive tumor
RAS-MAPK
I I Lrotrectinib
L entrectinib

growth, survival, differentiation

https://doi.org/10.1002/0onco.13880
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Caso 4.
* Mujer de 56 anos con carcinoma secretor de mama triple negativo,
sin metastasis

* NGS:
* Fusion ETV6 (ex6n5)-NTRK3 (exon15)

e (Carcinoma secretor de mama constituye menos del 0.15% de todos
los carcinomas de mama: el 92% presentan el gen de fusidon ETV6-
NTRK3

Cancer de mama metastasico con la fusion ETV6-NTRK3: tratamiento
dirigido con inhibidores (larotrectinib, entrectinib)

Larotrectinib: primer farmaco aprobado en la Unidn Europea con una
indicacion agnostica (sin especificacion del tipo o localizacién del tumor)
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Figure 2  Spectrum of adult ana pediatric tumors harboring NTRK gene fusions. GIST, gastrointestinal stromal tumor.

The Journal of Molecular Diagnostics, Vol. 21, No. 4, July 2019
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Casos con utilidad diagndstica (genes de fusion):

e Carcinoma adenoide quistico de mama izquierda
- Fusion MYB (exon15) - NFIB (exon11)

MYE & 4 4 & & & 4 8 & aCs & 4 s | i i |
COSFEs0 - & & 4 & & & & & & & 5 4 4 B san | g |
NFIE N EE VA g |

* Hombre de 46 aios con tumoracion en segundo dedo de pie derecho
- Fusién COL1A1 (exén 37) — PDGFB (exon 2): Dermatofibrosarcoma
Protuberans

colist [ D TSR VT AT T T T T N T T T T T T T T T P il
cosrs4s - TR TN YT 4 i P
FOGFE I P
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Casos con utilidad diagndstica (genes de fusion):

* Mujer de 67 ainos. Sarcoma endometrial de alto grado
- Fusién FUS (exdn 9) — CREM (ex6n 7)

* Hombre de 48 anos. Tumoracion en piel a nivel toracico
- Fusion MYH9 (exdn 1) - USP6 (exdn 1): Fascitis nodular

 Tumor benigno de crecimienteo rapido que suele afectar al
tejido celular subcutaneo, musculo y fascia
* Diagndstico diferencial con sarcoma
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CONCLUSIONES
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* La secuenciacion masiva de tumores sélidos permite analizar diferentes
tipos de alteraciones gendmicas en un unico ensayo: respucsia rapida

e Para algunos tumores, las guias clinicas ya recomiendan |a utilizacion
rutinaria de NGS para economizar tiempo y optimizar recursos

* Caracterizar las alteraciones del tumor a nivel molecular permite:
- Seleccionar un tratamiento personalizado (oncologia de precision)
- Contribuir a un diagnéstico de precision

* La participacion del analista clinico en comisiones hospitalarias de tumores
permite brindar un asesoramiento molecular al resto de profesionales
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Cancer-specific variant
databases

* ClVic (Clinical Interpretations of Variants in Cancer)

Catalog of Somatic Mutations in Cancer™’

My Cancer Genome

Personalized cancer therapy, MD Anderson Cancer
Center

cBioPortal, Memorial Sloan Kettering Cancer
Center®”

Intogen®’

ClinicalTrials.gov

IARC (WHO) TP53 mutation database’

Pediatric Cancer Genome Proiect (St. Jude
Children’s Research Hospital—Washington
University)

International Cancer Genome Consortium®

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
http://www.mycancergenome.org
htips://pct.mdanderson.org

http://www.chioportal.org
https: //www.intogen.org/search
https: //clinicaltrials.gov

htio://p53.aarc.fr
htip://explorepcgp.org

https://dcc.icgc.org

- Base de datos de colaboracidon colectiva: genes, tipos de tumor, farmacos
- Abierta (Universidad de Washington)

* PMKB {Precision Medicine Knowledgebase)

- Informacion sobre ias interpretaciones clinicas de variantes en tumore

- Colaborativa: puede editarse la informacion. Los cambios son revisados
nor un panel de expertos
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Otras utilidades de la NGS a nivel oncoldgico:

e Carga mutacional (TMB = tumor mutational burden):

- Numero de mutaciones somaticas por Megabase de DNA tumoral (n? mutaciones/Mb)

- TMB elevado: predictor de buena respuesta a anticuerpos monocionales frente a PD-L1
(pembrolizumab)

- A nivel técnico: necesario secuenciar gran cantidad de genes para que sea
representativo (exoma completo o paneles con mas de 500-600 genes)

e Biopsia liquida:
- No invasiva. Representacion de todas las células tumorales
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