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SECUENCIACION MASIVA vs ESTUDIOS MOLECULARES GEN A GEN.

RESULTADOS DE UNA SERIE DE VALIDACION EN 263 GENES DE 51
PACIENTES CON TUMORES SOLIDOS.

Natalia Rodon?, Olga Diaz! - Ruth Romantl, Montse Verdu!?, Yessica No Garbarino?l, Isabel Trias! 43, Melina Lozano!y Xavier Puig!?3,

IBIOPAT. Biopatologia Molecular SL, Grup Assisténcia. Barcelona; “Histopat Laboratoris, S.L. Barcelona; 3Hospital de Barcelona, SCIAS, Grup Assisténcia.

NTRODUCCION

_os perfiles moleculares obtenidos de DNA y RNA tumoral pueden guiar el manejo clinico de los pacientes con cancer. En la actualidad, el

estudio del perfil molecular de neoplasias como las de pulmon o colon requieren la caracterizacion de varios genes diferentes. Los estudios se

realizan con una técnica especifica para cada gen, lo que hace imprescindible disponer de suficiente tejic

todos los estudios y supone una elevada inversion de tiempo en la realizacion, analisis e interpretacion d

o tumoral de partida para realizar

e cada uno de ellos. Las nuevas

técnicas de secuenciaciOn masiva tedricamente permiten escapar de estas limitaciones, conseguir mejorar los tiempos de respuesta y evitar que

la escasa disponibilidad de DNA y/o RNA impida el estudio completo de todos los genes implicados en cada neoplasia (Figura 1). Presentamos

los resultados del estudio comparativo realizado en BIOPAT para valorar la implementacion de una plataforma de secuenciacidon masiva en

sustitucion de los estudios convencionales, gen a gen, para la caracterizacion del perfil molecular de distintas neoplasias.
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Figura 1. A) Resultados de 5 tecnicas diferentes de estudio gen a gen. B) Flujo de trabajo de los kits Oncomine Solid Tumor que permiten el estudio simultaneo de 26 genes.

PACIENTES Y METODOS

La serie incluyd 19 carcinomas co

resultados de 263 genes estudiac

orrectales, 26 de pulmon, 5 de pancreas y 1 me

0S previamente mediante técnicas convenciona

anoma, correspondientes a 51 pacientes. Se compararon los

es con los obtenidos por secuenciacion masiva (NGS). Los

genes KRAS exon 2 y BRAF exon 15 se estudiaron mediante PCR alelo especifica e hibridacion reversa (StripAssay KRAS/BRAF, Viennalab),

las mutaciones en los exones 3y 4 de KRAS vy 2, 3y 4 de NRAS mediante pirosecuenciacion (RasExtension PyroKit, Qiagen), las mutaciones de

EGFR mediante real-time PCR (Therascreen EGFR RGQ, Qiagen), las mutaciones de PIK3CA y TP53 por secuenciacion directa y los

reordenamientos de los genes ALK, ROS1 y RET mediante hibridacion in-situ fluorescente (FISH con sondas Vysis y Zytovision). El estudio de

DNA mediante NGS se realizo con un kit para detectar 500 variantes, incluyendo deleciones, inversiones, inserciones y sustituciones en 22
genes. EGFR, ALK, ERBB2, ERBB4, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET, DDR2, KRAS, PIK3CA, BRAF, AKT1, PTEN, NRAS, MAP2K1, STK11,

NOTCH1, CTNNB1, SMAD4, FBXW7 y TP53 (Oncomine™ Solid T

0S carcinomas de pulmon.

RESULTADOS

La concordancia entre los dos estudios fue del 100% para todos los genes

excepto para ROS1 (91%) debido a que en un caso se detectd una

translocacion de ROS1 mediante NGS que no fue detectada por FISH vy, de

manera inversa, en otro caso la NGS no detectod una translocacion de ROS1

positiva por FISH (Tabla 1). La concordancia global entre los resultados de la

serie fue del 99,2% lo que supuso una perdida de informacion del 0.4%

atribuible unicamente al gen ROS1. En el 53% de los casos el estudio

mediante NGS detectd mutaciones en genes no analizados anteriormente,

ademas del ya mencionado caso con un reordenamiento de ROS1 no
detectado por FISH (Tabla 2). Cuatro de los 51 (7,8%) estudios de DNA vy 4
de los 26 (15,4%) de RNA fueron no valorables mediante NGS debido a

problemas técnicos que se resolvieron posteriormente.

‘umor DNA kit). El estudio de RNA por NGS se realizd con un kit que analiza la

oresencia de reordenamientos en los genes ALK, ROS1, RET y NTRK1 (Oncomine™ Solid Tumor Fusion Transcript kit), se aplicd unicamente en

CONCORDANCIA ENTRE LAS

GEN N DOS TECNICAS (%)
KRAS 50 100
BRAF 51 100
NRAS 20 100
EGFR 26 100
TP53 19 100
PIK3CA 19 100
ALK 26 100
ROS1 26 o1
RET 26 100

Tabla 1. Concordancia entre los resultados de las técnicas gen ageny la

NGS (N = 263).

DNA

N° DE CASOS CON MUTACIONES

CASOS NO CONCORDANCIA GENES, NO TESTADOS
PO DE TUMOR RCI\I)A N VALORABLES (%) NUEVAS NO TES(-(I)—/QDAS GENA GEN PREVIAMENTE, CON MUTACIONES
COLORRECTAL DNA 19 2 17/17 (100) 9/17 (53) SMAD4, MAP2K1
PANCREAS Y MELANOMA  DNA 6 0 6/6 (100) 2/6 (33,3) TP53
PULMON DNA 26 2 24/24 (100) 13/24 (54,2) TP53, MET, ERBB4
RNA 26 4 20/22 (91) 0/22 (0) .

Tabla 2. Concordancia entre los resultados de las técnicas gen a geny la NGS (DNA: N =51. RNA: N = 26).

CONCLUSIONES

 La concordancia global entre los resultados de |la serie fue del 99,2%.

 Lapérdidade informacion del 0.4% fue unicamente atribuible al gen ROS1.

 La NGS detecto una fusion de ROS1 no detectada previamente por FISH.

En el 53% de los casos el estudio mediante NGS detectd mutaciones en genes no analizados anteriormente.

* Los resultados obtenidos validan la técnica de NGS como alternativa a las técnicas convencionales de estudio gen a gen, aunque

Se requiere un seguimiento prospectivo con mayor volumen de casos.
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