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ANTECEDENTS

HUB i ICO, en coordinacié amb la Regié Sanitaria Metropolitana Sud,
van elaborar una proposta de desenvolupament d’'una UF de Genética
Clinica i Molecular del Campus Bellvitge.

LCAM:

* Laboratori Clinic Territorial de la Gereéencia

* Programa de Cancer Hereditari de I'lCO (PCH)

* Servei d’Anatomia Patologica de I’'Hospital Universitari de Bellvitge
(APA)



TruSight Oncology 500 kit - lllumina

Primera etapa: Cancer de Pulmo (algun cas seleccionat d’altres neoplasies)
Motivacié assistencial: Diana terapéutica, mecanisme de resisténcia

DNA VARIANTS 10 BIOMARKERS : :
SNVs MSI ® El panell permet analitzar I'ADN i I'ARN

o ° 55 gens per RNA, 59 CNVs (guanys).
INDELS TruSight™ Oncology 500 TMB
® Determina la carrega mutacional tumoral

Analitza un total de 523 gens per DNA,

(TMB) i la inestabilitat dels microsatel-lits

CNVs
(MSI).

® 40 ng DNA, 40-80 ng RNA (2 mm3 FFPE).

® 8 mostres/run

NextSeq 550Dx




TruSight Oncology 500 kit - lllumina

Primera etapa: Cancer de Pulmo (algun cas seleccionat d’altres neoplasies)
Motivacié assistencial: Diana terapéutica, mecanisme de resisténcia

NTRK1, NTRK2, NTRK3 (pan-cancer) | MSI (pan-cancer) | TMB (pan-cancer)

e DT DT N =5

Lung Melanoma  Colon Ovarian Breast Gastric Bladder Myeloid  Sarcoma
AKT1 BRAF AKT1 BRAF AKT? BRAF MSHS ABL1 ALK
ALK CTNNB? BRAF BRCAT AR KIT PMS2 ASXL1 APC
BRAF GNATT HRAS BRCA2 BRCA1 KRAS TSC1 CALR
DOR2 GNAQ KRAS KRAS BRCAZ MET CEBPA
EGFR KIT MET PDGFRA ERBB2 MLHT ETVS
ERBB2 MAPZKT MLHT FoXL2 FGFRT POGFRA EZH2
FGFR1 NF1 MSH2 TPS3 FGFR2 TPS3 FLT3
FGFR3 NRAS MSHE PIK3CA GATA2
KRAS PDGFRA NRAS PTEN IDH1
MAP2K 1 PIK3CA PIK3CA 1DM2
MET PTEN PMS2 JaK2
NRAS TPS3 PTEN KIT
PIKICA SMAD4 MPL
PTEN TPS3 NPM 1
RET RUNXT
TPS3 SF3gt
SRSF2
P53




Cortesia Sergi Villatoro

TruSight Oncology 500 kit - lllumina
Dia 2

Dia 3

Sol:licitud per part dels clinics (UFP) o de

centres externs.
Les sol:licituds es cursen en APA

Seleccié del material, % cél-lularitat tumoral

Extraccions de DNA+RNA.




Dia 1 |
)
A i
P
A

Cortesia Sergi Villatoro

TruSight Oncology 500 kit - lllumina

Dia 2

Dia 3

Sol:licitud per part dels clinics (UFP) o de

centres externs.
Les sol:licituds es cursen en APA

Seleccié del material, % cél-lularitat tumoral

Extraccions de DNA+RNA.

Imatges cortesia Dra. Ndria Baixeras



DNA

Llibreries
NGS

SEMI AUTOMATITZAT EN
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Categoritzacié de la variant:

ESCAT

ESMO Scale for Clinical
Actionability of
Molecular Targets

Ready for routine use

B, ESCAT

ESCAT
evidence tier IV

Hypothetical target

Combination development SCAT evidence tier V

Lack of evidence jidence tier X

Welcome to OncoKB

MSK's Precision Oncology Knowledge Base

An FDA-Recognized Human Genetic Variant Database*

682 5685 127 104

Genes Alterations

Cancer Types Drugs

CIViC

CLINICAL INTERPRETATION OF
VARIANTS IN CANCER

CatSalut Tier 1 (Finangat per CatSalut)

Alteracio ESCAT Tractaments finangats

Linia tractament

ex6 19, L858R ) .. 1L estadi IV
1A Osimertinib
EGFR | T790M adquirida 2L estadi IV
no comunes (no ins ex20) IB Afatinib, osimertinib 1L estadi IV
ALK Fusions 1A Alectinib, brigatinib 1L estadi IV
Mutacions (MoR)
ROS1 Fusions IB Crizotinib 1L estadi IV

CatSalut Tier 2 (aprovats EMA, sense preu)

Alteracié ESCAT

Tractaments finangats

Linia
tractament

EGFR | ex6 19, L858R IA Osimertinib (malaltia precog) [ Adjuvancia
RET Fusions 1B Pralsetinib, Selpercatinib 2L estadi IV
Mutacions (MoR)
BRAF | V60OE IB Dabrafenib + Trametinib 1L estadi IV
NTRK Fusions Larotrectinib 2L+ estadi IV
Mutacions (MoR) IC
KRAS [ G12C IIB Sotorasib 2L estadi IV
CatSalut Tier 3 (assaig clinic o pendent EMA)
Linia
Alteracio ESCAT Tractaments finangats tractament
EGFR | insercié ex6 20 1B Amivantamab 2L estadi IV
Mobocertinib
MET exon skipping 14 1B Tepohnll? . 2L estadi IV
Capmatinib
. , Trastuzumab deruxtecan .
ERBB2 | mutacions exé 20 1B L. 2L estadi IV
poziotinib
ERBB2 | amplificacidé IIB Trastuzumab emtansina 2L estadi IV
MET amplificacié o fusions 1B Tepo'rlnll? . 2L+ estadi IV
Capmatinib
FGFR1-3 | fusions o mutacions A Erdafinib 2L+ estadi IV
KRAS | no G12C A Diversos composts 2L+ estadi IV
HRAS | codons 12,1361 A Diversos composts 2L+ estadi IV
PIBKCA | mutacions hotspots A Diversos composts 2L+ estadi IV
NRG1 | fusions A Zenocutuzumab 2L+ estadi IV




ONCOMINE™ PRECISION ASSAY GX

Segona etapa (Instruccio CatSalut): Cancer de Pulmé

Motivacié assistencial: Diana terapeéutica

Seqienciador integrat Genexus realitza:

® Preparacié de la llibreria
Seqienciacid

® Analisi

Flux de treball automatitzat de mostra a

resultat que ofereix resultats en tan sols un
dia.

® 10 ng DNA, 10 ng RNA

® 4-8-12-16 mostres/run

® Panell de 50 gens

lon Torrent™ Genexus™

Integrated Sequencer (Available November 2019)

lon Torrent™
GX5™ Chip:
12-15M
reads/lane

14 hours for a single-lane run
(approx. 24 to 30 hours for full chip)
Up to 32 Samples per run



ONCOMINE™ PRECISION ASSAY GX

Segona etapa (Instruccio CatSalut): Cancer de Pulmoé
Motivacio assistencial: Diana terapéuvtica, mecanisme de resisténcia

DMNA hotspols Inter-genetic fusions

AKT1 CHEK?Z FGFR3 KIT NTRK3 ALK FGFR1 ALK NTRKi
AKT2 CTNNB1 FGFR4 KRAS PDGFRA AR FGFR2 BRAF NTRKZ2
AKT3 EGFR FLT3 MAP2K1 FPIK3CA CD274 FGFR3 ESR1 NTRK3

ALK EREB2 GNA11 MAP2K2 PTEN CDKN2A KRAS FGFR1 NUTM1

AR EREBB3 GNAQ MET RAF1 EGFR MET FGFR2 RET
ARAF ERBB4 GNAS MTOR RET ERBEB2 FIK3CA FGFR3 ROS1
BRAF ESR1 HRAS NRAS ROS1 ERBB3 PTEN MET RSPOZ2
CDK4 FGFR1 IDH1 NTRKi SMO NRG1 RSPO3

CDKNZ2A FGFR2 IDHZ= NTRKZ TP53

Figure 2. Oncomine Precision Assay gene list. Panell de 50 gens

L'assaig OPA analitza a través de 50 gens clau mutacions (45 gens),
CNV (14 gens) i variants de fusié (19 gens).

S'inclouen gens supressors de tumors com ara TP53, gens accionables i

mutacions de resisténcia.

Intra-genetic fusions




TSO 500

Dia 10 Dia 11

Dia 9

Bioinfo JJ

DNA
Llibreries
NGS
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Seqienciadors NGS

Genexus

NextSeq 550D x




ACTIVITAT LCAM
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ACTIVITAT TSOS500 + OPA

X eoPA

45 -®-TSO 500

40

w
"

w
N

AAENA

\ /0

e
\ a
™1 /6’ ®

°® -QQQQQQQQQQQQQQJ-

JUL-20 SEP-20 NOV-20 ENE-21 MAR-21 MAY-21 JUL-21 SEP-21 NOV-21 ENE-22 MAR-22

24

N2 MOSTRES
o 38
\

N
o
=
(o))
-

= =
o (6, ]
(0 <)
(00}

0\

O o
O o
O o
O o
O o

O oo

()]




ACTIVITAT TSOS500 + OPA
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COMITE MOLECULAR
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Comite multidisciplinar
0000

Presentacié setmanal dels resultats de
sequenciacié per tal d’'identificar terapies
dirigides especifiques pels pacients.

Integracié de les dades cliniques,
anatomopatologiques i moleculars.

Classificacié de variants
segons CatSalut en TIER i ESCAT.

|dentificacié de portadors de mutacions en
linia germinal.

Disponibilitat d’assajos clinics.

24/07 /2020
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ONCOLOGY DATA ANALYTICS PROGRAM

(ODAP)/(B4PO)
ALAY BADOSA, ANIA
CORDERO ROMERA, DAVID
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NADAL ALFORJA, ERNESTO SAMUEL
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MARIA JOVE

NOELIA VILARINO

JC RUFFINELLI

CONSELL GENETIC
TEULE VEGA, ALEXANDRE
SOLANES CABUS, ARES

DEPARTAMENT D’ANATOMIA PATOLOGICA
XAVIER MATIAS-GUIU

NURIA BAIXERAS

LARA PIJUAN

LCAM

DANI AZUARA
SERGI VILLATORO
MAR VARELA
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MIREIA GAUSACHS
CRISTINA SANTOS
MONICA GONZALEZ
SUSANA PADRONES
M® NEUS GUIONNET
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LAIA CAPDEVILA
VICTOR FUMANAL
JESUS BRENES
FERRAN LOSA

JUAN JOSE SOTO
BRENES CASTRO


https://eur03.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fwww.odap-ico.org%2F&data=04%7C01%7Cmvarela%40iconcologia.net%7C01adc2d33fc94e3a0e4908da00cf1256%7C3b9427dcd30e43bc8c06ff7253676fec%7C1%7C0%7C637823186606871028%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMC4wLjAwMDAiLCJQIjoiV2luMzIiLCJBTiI6Ik1haWwiLCJXVCI6Mn0%3D%7C3000&sdata=Fh4C807bJ2HJ7D%2FGbDW%2BBiVtIRH53YjW4WkNK%2FrajIk%3D&reserved=0

|||| Bellvitge

lﬁ"qﬁllﬁl Lh I'ln.(!‘hl Ari

OICO

Irvuilfast Cain L o Dinco gl

ESTUDI PANELL SEQUENCIACIO MASSIVA EN MOSTRA TUMORAL
Laboratori CORE d'Analizi Molecular

Nom i cognoms: Sollicitud patologia molecular: BE22P
NHC: Codi de la mostra rebuda: BE21B

CIP- Tipus de mosira: PARAFINA

Edat: 59 anys Data de sol-licitud:11/02/2022

Sexe: Dona Data de recepcio de la mostra:-11/02/2022
Professional sol-licitant: Drfa. Emest Nadal Codi de la mosira L-CAM:

Centre sol-licitant: ICO HOSPITALET Data de recepcio de la mostra L-CAM-22/02/2022

Motiu de I'estudi- Extudi del perfil mutacicnal ame finalitat teraputica
Diagndstic patolégic: Adenocarcinoma de pulmd (20% dinfitracia tumoral)
Estudi sol-licitat: TruSight Oncology 500 [TS0S00)

RESULTATS (alteracions gendmiques potencialment rellevan(s a nivell efinic)

S'ha identificat la variant G12C en el gen KRAS

[1) Segons & insvucct del CalSaut 02021 : Impantcid dal Programa d'encoiogia de precsit en e siskema ssnin pblic e Catamys".

INTERPRETACIO:

5'ha detectat la mutacio ¢.34G=T;p.(Gly12Cyz) del gen KRAS (NM_033360.3) amb una regléncia al ica del 7,24%. La
mutacid KRAS G12C estd present en un 10-15% dels pacients amb adenocarcinoma pulmonar. Seqgons consens CatSalut
correspon a una aiteracid TIER-2 i segons la dassificacia ESCAT (Mozsske et al. Annaks of Oncology 2020) correspon & una
clazze |IB ja que aquesta alteracio £'asso0ia a sensibilitat als inhibidors directes de KRAS G12C com sotorasib | adagrasib que
es froben actualment en fzse dinvestigacio | han demosirat una achvitat prometedora en assajos clinics no aleaforitzats (Hong
et al. New Engl J Med 2020). Actualment estan en marxa assajos clinics aleatoritzats per aquest subgrup de pacients.

La mostra analitzada presenta carrega mutacional baika (TMB: 1.6 muts/Mb) i no ez va detectar inestabilitat de microsatel-lits.

Alteracions gendmigues identificades sense tractament /no accionables actualment:

SNVs:

Gen Descripcio de Ia variant Freqaéncia al-Efica
ARID1B NM_001346813 1-c.5135AG; p.{Asn1T125er) 44 56%
STK11 NM_DOD455 4:c 524 0=A: p (Trp308Ter) 10,32%

|| Bellvitge
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METODOLOGIA: Extraccid de DNA | RNA de |a mostra rebuda. Generacio d'una libreria de DNA | RMA amb el panell TruSight
Oncology 500 d'Bumina (LEstat de gens incosos al panell hitpe-twww.illuming cony). Seqienciacis a ks plataforma llluming|
NextSeq 550 Di. Andlisi dels resultats mitiangant la TruSight Oncology 500 Local App versid 2.2.0. Criteris minims de qualitat de
la seqiiendiacid: DNA: mida minim de lectures = 70 pb, cobertura mediana dels exons = 150X i percentatge dexons coberts al
menys a 50X = 90%. RNA- mediana del coeficient de variacio per a gens coberts al menys a 500X = 93%, total de lectures a
I'ogectiu = 9.000.000 i mida insert = 80 pb.

Es reporten variants puntusls amb freqiéncia al-Efica cuperior = 3%, CNVs superior = 4 copies i gens de fusio representats per
mée 2 3% de lectures. Es considera TMB alta quan la mostra t& = 10 mutMe).

Genoma de referéncia; Homo sapiens GRCh3Thgla.

Les variants s'anomenen sequint nomenclatura HGVS 1 es classifiquen segons 'escala d'accionabditat ESCAT (Matzo J et al, Ann
Oncol 2018:29:1895e802).

Bases de dades de referéncia: OncokB, GnomAD, Varsome, ClinVar, COSMIC, cBioPortal.

Limitacions i consideracions:

+ Poden exiztir variante reale no informades =i estan zofa & lindar de sensibilitat establert o degut a que es localitzen en una regio)
comglexa (com regions repefiives, homopolimers o regions rigues en GC).

* La sensibilitst analifica de Iz metodologia permet un andlisi opfimitzat quan a la mestra existeix un percentatge de ofl-luleg|
tumarals = al 20%.

« El fabricant ded kit wtilitzat recomana una cobertura minima de 1000 lectures per bass per a repofar una vasiant de nucledtid,
amib un limit de deteccio de freqiéncia al-élica del 0.5%.

* No es reporten les varante descrites en poblacio general amb una MAF = 1% ni aquelles daseificades com variants benignes of
probablement benignes.

+ Poden existir variants amb significat clinic en altres gens no inchesos en aquest estud. No chan estudiat variants en el DNA no
codificant, pseudogens, expancions repetitives de tinucledtids o alteracions epigenétiques.

* Aquesta metodologia només permet identificar els gens de fusio inclosos en &l panell. No permet detectar grans inserdions i
delecions.

* Nio shan confirmat les variants per metodologies altematives.

+ estudi £'ha realitzat a partir de mostra tumoral i no s'han realitzat estudis especifics per a descartar o confirmar s les alteracions|
trobades son somafiques o germinals.

+ La interpretacio de variants ez realitza en funcid del coneivement existent en el moment d'emizsic o aquest informe. L'aparicio
de nova informacio dentifica podria canviar en el futur aquesta interpretaci. La informacio &'aquest informe sha de consgiderar
conjuntament amb tota la resta d'informacid reflevant del pacient pels professionals especialistes en diagndstic genétic o dlinic.
Les dades obtingudes en aquest estudi sdn confidencials | es regulen segons la Lisi de Proteccid de Dades Personals | garanta)
dels drets digitals (Llei orgdnica 32018, de 5 de desembre).

L*Haspitalet de Liokregat, (81032022

[Or_ Sergio Villatoro Gomez Dva. Lara Pijuan Andujar
Bioleg/s Resporzable de | Eshud Dra Kuria
Laitoreioe CORE o Analisi Moleculsr Frboleg's Fewmoris de Minforme



Laboratorio Core de Analisis Molecular

Dra. Conxi Ldzaro, coordinadora del Laboratori
Dr. Xavier Matias-Guiu, cap del Servei d’Anatomia Patologica
Dra. Nuria Llechaq, directora clinica del Laboratori Clinic Territorial Metropolitana Sud

Facultatius SUper Técnics
Dra. Sara Gonzdlez Carlos Navas
Dra. Ariadna Padré Moénica Carrattini
Dr. Sergi Villatoro Eva Montes

Dr. Dani Azuara
Dra. Mar Varela
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