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THERE IS NEW AMMUNITION
IN THE WAR AGAINST

CANGER.

THESE ARE THE BULLETS.

Revolutionary new pills like GLEEVEC
combat cancer by targeting only the
diseased cells. Is this the breakthrough
we've been waiting for?
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El cancer: una
enfermedad genética




Formas genéticas del cancer

Cancer hereditario Cancer esporadico



Formas genéticas del cancer
Cancer hereditario y cancer esporadico

Mutaciones somaticas aciones ge
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Cancer
hereditario
Herencia
autosomica

dominante

Se transmite igual entre
hombres y mujeres

No salta ninguna generacién

Cada descendiente tiene &
el 50% de heredar la V
mutacion.




Syndrome

Associated Gene

Familial retinoblastoma

RB1

Li-Fraumeni

TP53 (p53 protein)

Familial adenomatous
polyposis

APC

Hereditary nonpolyposis

colorectal cancer

MLH1, MSH2, MSHE
PMS1, PMS2

Wilms’ tumor

wr1

Breast and ovarian cancer

BRCA1, BRCA2

VHL

PTEN

Cancer hereditario
Herencia
autosomica
dominante;
algunos ejemplos
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7‘ — EGFR inhibitor responsive

- — nab-paclitaxel responsive
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- — Other Druggable Targets

Ras mutant

anti-EGFR
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c-kit overexpression

o

S

7
I
n
(%)
o
a
=
l—

Dnacey JE ey al. Cell 148, February 3, 2012



Biotipos tumorales

Estrogen Dependent III I
Abl-like Kinase Dependant IIII I
EGFR dependent IIII I

HER2 Amplified HIII I

o NN

Homologous RecorBtéifréaCttiieg HIIII IIII I
BRAF mutant III III III I “ll”
sl | LT

Dnacey JE ey al. Cell 148, February 3, 2012



sz » N o«
? ]
s, .
,«\‘_
} 8- 1
P
a.ll
[ 4
ifé
i
[ o
A
ﬂ“-
A
e ¢
ialg
":7"’
ft . »

[y

ANTE
AN
Iﬂ;’

-
£ pc
é"“"é
a1 l-

-!l!‘ﬂ, "itil vtvoer el oo
o A l!,,', 0 o slect o’
'n ’I'Q‘ o .5 @y'o 8
t, ‘-{l Vloe =~ Y 'vou
I n~I 'ﬂfi 14 o 8 10 e 0
fit =: ‘f‘fi -'0.:§o ‘o =
X e~ e v‘vi?l'\’ﬁ\‘x li;
¢tcele o tuo “PhieRs §715 5

a
B0 = ‘- l
[ | R |o" « - OO.. ‘lj‘;.\.‘.ll‘\f"r
i

.44 ees” ! o ‘Iifn‘ T a
Sph il Sy
MEDICINA DE PRECISION

colo! ciZ.ole



PTENY
\
/’ o

.
AKT

b ‘ (.
PIP3
- RAF inhibitors N -

MEK inhibitors

4

&




Table 1. Selected Genetic Markers and Their Application in Cancer Treatment

Genetic Marker Application Drug
BCR-ABL Ph+ CML; Ph+ ALL Imatinib, dasatinib, nilotinib
BCR-ABL/T315l Resistance to anti-BCR-ABL agents Imatinib, dasatinib, nilotinib
BRAF VEOOE Metastatic melanoma Vemurafenib
BRCA1/2 Metastatic ovarian cancer and breast cancer with BRCA 1/2 mutations Olaparib, veliparib, iniparib
c-Kit Kit (CD117)-positive malignant GIST Imatinib
EGFR Locally advanced, unresectable, or metastatic NSCLC Erlotinib, gefitinib
EGFR T790M Resistance to EGFR tyrosine kinase inhibitors in advanced NSCLC Erlotinib, gefitinib
EML4-ALK ALK kinase inhibitor for metastatic NSCLC with this fusion gene Crizotinib
HER2 amplification HER2-positive breast cancer or metastatic gastric or gastroesophageal Trastuzumab

junction adenocarcinoma
KRAS Resistance to EGFR antibodies in metastatic colorectal cancer Cetuximab, panitumumab
PML/RAR Acute promyelocytic leukemia ATRA, arsenic trioxide
TPMT Deficiency is associated with increased risk of myelotoxicity Mercaptopurine, azathioprine
UGT1A1 Homozygosity for UGT1A1°28 is associated with risk of toxicity Irinotecan
DPD Deficiency is associated with risk of severe toxicity 5-Fluorouracil

ATRA, all trans retinoic acid; Ph+, Philadelphia-positive chromosome; DPD, dihydropyrimine dehydrogenase; EGFR, epidermal growth factor
receptor; EML4-ALK, echinoderm microtubule-associated protein-like 4 anaplastic ymphoma kinase; HER2, human epidermal growth receptor 2;
GIST, gastrointestinal stromal tumors; ALL, acute lymphocytic leukemia; NSCLC, non-small cell lung cancer; TPMT, thiopurine S-methyltransferase.




Progression-Free Survival

100
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Median 1.6 months

Progression-Free
Survival (%)
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- \Vemurafenib (n = 275)
-= Dacarbazine (n = 274)

Hazard Ratio .26
3 (95% CI, .20 - .33)
Median 5.3 months ": Log-rank P < .0001

Number of patients in follow-up

Dacarbazine 274 213 85 48 28 16 10 6 3 0
Vemurafenib 275 268 211 122 105 50 35 16 4 3
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Mutaciones somaticas (tumor): Mutaciones en linea germinal:

e adquiridas durante la vida * presentes desde el nacimiento
e detectadas en tumor * presentes en todas las células
* posibles dianas terapéuticas en cancer « pueden indicar predisposicion a cancer

Paciente

Obtencion de sangre

Obtencion de biopsia

— Extraccion
Extraccion de ADN
de ADN

Restriccion
MLPA
SSCP

Secuenciacion
PCR tiempo real

Inmunohistoquimica
Inestabilidad de microsatélites

Mutaciones no constitutivas
Extraccion
de ARN

Estudios complementarios: RT-PCR



https://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&ved=0CAcQjRw&url=https://patoblogia.wordpress.com/2014/03/06/que-no-daria-por-un-bloque-de-parafina/&ei=MqUBVZHpH4GqUZrzgbAK&bvm=bv.87920726,d.d24&psig=AFQjCNE15KGqnWhAlbuprSJg_lbl-Kjnbg&ust=1426257570749617
http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://ocw.um.es/ciencias/analisis-quimico/material-de-clase-1/tema-1-presentacion.ppt&ei=1qQBVe_aIYXWU4HGgIgO&bvm=bv.87920726,d.d24&psig=AFQjCNGyL68frKlmkSuNqDXR_64mGG3CKQ&ust=1426257453752387

Aislamiento del ADN linea germinal

~ Layers before Ficoll spin Layers after Ficoll spin

Blood Plasma
PBMCs (interphase)
Ficoll

Ficoll

Granulocytes

RBCs




Aislamiento del ADN linea germinal

Acetato .
sddico
3M[1:10]

-
/" Etanol 100%
~4,  frio [2 vol)




/ Cancer de Mama con criterios \
familiares

Mutaciones BRCA1/BRCA2 Predisposicion hereditaria (CMOH) Sangre NGS y MLPA

N Conductos lactiferos

Grasa subcutanea

- /

Predisposicion hereditaria (CMOH)
Diana terapéutica

Mutaciones BRCAI/BRCA2 Sangre/Tumor NGS y MLPA
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Cancerzolorrectal

: Resistencia a -PCR nciacion
Mutaciones KRAS esistenct Tumor Q-PCRy Secuenciaci6
tratamiento Sanger
: Resistencia a .
Mutaciones NRAS : Tumor Secuenciacion Sanger
tratamiento
Mutacion BRAF :
Valor pronoést Tum -PCR
V600F or prondstico umor Q-PC

Colonoscopi \\ 2
J

Resistencia a
MSI tratamiento Tumor+Sangre | Analisis de fragmentos

Ano Valor pronostico
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1 caso de cancer en la familia

Caracteristicas Clinico-Patolégicas

Cancer de mama y Cancer de ovario sincrénico o metacronico en la misma
persona

Cancer de mama diagnosticado antes de los 35 afios

Cancer de mama bilateral, cuando el 1° fue diagnosticado antes de los 40 arfios

Cancer de mama triple negativo diagnosticado antes de los 50 afios

Carcinoma de ovario seroso-papilar de alto grado

2 casos de cancer en la familia

Cancer de mama bilateral + Cancer de mama diagnosticado antes de los 50 afios
1 cancer de mama en el varén

Cancer de mama + Cancer de ovario

2 Cancer de mama diagnosticados antes de los 50 afos

23 casos de cancer en la familia

23 casos de cancer de mama y/o cancer de ovario (independientemente de la
edad)




Analisis de mutaciones en BRCA1/2 por
NGS y MLPA

IR

Fragments Add adaptors Attach to flowcell

Bind to primer PCR extension Dissociation
Q —_ H

Sequencing Signal scanning

Il 7,

Cluster formation
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1. Denaturation and Hybridisation

PCR primer sequence X
Jjw quence

Hybridisation sequence

PCR primer sequence Y

Hybridisation sequence

3  Torget A 5 ¥ ToretB &
2. Ligation
5 | : 5 I f
3  Torget A s 3 Target B s

3. PCR: All probe ligation products are amplified by
PCR using only one primer pair

5 K

x
<

4. Fragment analysis
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Aislamiento del ADN tumoral

Corte en Micrétomo Extraccion de ADN

Revision histoldgica

Conservacion




Aislamiento del ADN tumoral




/ GIST \

esophagus <1%

Mutaciones c-KIT Diana terapéutica Tumor Secuenciacidén Sanger

Mutaciones PDGFRa Diana terapéutica Tumor Secuenciacion Sanger

small intestine 30%

colon and rectum 5%

/

KIT and PDGFRA Mutations in GIST
1

KIT (70-75%) PDGFRA 7%

<«— Exon 9 (11%)
<«— Exon 11 (67.5%)
<«— Exon 13 (0.9%)

«— Exon 17 (0.5%) )

Membrane
<+— Exon 12 (0.9%)
<+— Exon 14 (0.3%)

Cytoplasm
<«— Exon 18 (6.3%)
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Cancer colorrectal

Recto

Colonoscopio—$

»

Ano

Mutaciones KRAS Resmtepma a Tumor Q-PCR y Secuenciacion
tratamiento Sanger
. Resistencia a L
Mutaciones NRAS . Tumor Secuenciacion Sanger
tratamiento
Mutacion BRAF L
V600E Valor prondstico Tumor Q-PCR
Resistencia a
MSI tratamiento Tumor+Sangre | Analisis de fragmentos
Valor prondstico
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Melanoma

Alteracion molecular Utilidad Clinica Muestra de partida Técnica

Mutaciones c¢-KIT Diana terapéutica Tumor Secuenciacion Sanger

Stage IIA Melanoma

Cancer

Ulcer
Stage 1IB Melanoma

1mm

Diana terapéutica

- Mutaciones BRAF o Tumor Q-PCR y Secuenciacion Sanger
\ Valor prondstico
4 mm
. Diana terapéutica .,
Mutaciones NRAS L Tumor Secuenciacion Sanger
Valor prondstico
1mm-8 . . . . . . . -
2mm Mutaciones CDKN2A Predisposicion hereditaria Sangre Secuenciacion Sanger
3 mm|
4 mm!
Mutaciones CDK4 Predisposicion hereditaria Sangre Secuenciacion Sanger
Mutaciones MITF Predisposicion hereditaria Sangre Secuenciacion Sanger

s Subcutaneous
tissue

Polimorfismos MCIR Valor prondstico Sangre Secuenciacion Sanger
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Analisis de NRAS mediante secuenciacion Sanger
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ABAGCGCACTGACAATCCAGCTARTCCAGAACCACT TTGTAGAT GAATATGATCCCACER
ARAAGCGCACTGACAATCCAGCTAATCCAGAACCACTTTGTAGATGAATATCGATCCCACCA
K-—-$—-—A2A--L—-T--I-—Q—-L—-I--Q--N—H--F-—-V--D--E——Y--D--P--T——

R
TAGAGGATTCTTACAGARARCAAGTGGTTATAGATGGTGRARCCTGTTTGT TGGACATAC
TAGAGGATTCTTACAGARARCAAGTGGTTATAGATGGTGRARCCTGTTTGT TGGACATAC
T--E--D--5--Y--R--K--Q--V--V=-T--D--G--E-~T-~C~-TL~-T~-D--T -

R
TGCATACAGCTGEACAAGAAGAGTACAGT GCCATGAGAGACCAATACATGAGGACAGGCE
TGGATACAGCT GGACAAGAAGAGTACAGT GCCAT GAGAGACCAATACATGAGGACAGGCG
L--D--T--A--G-=(=-E—-E--Y--8--A--M--R--D--Q--¥—-M--R--T--G—-
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Cancer de pulmon
F;

Mutaciones EGFR Diana terapéutica Tumor Q-PCR y Secuenciacion Sanger

Reordenamiento ALK Diana terapéutica Corte histologico FISH
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Analisis de BRAF mediante la plataforma
Cobas y secuenciacion Sanger

3

: 1 (1) H&E Staining & |
& Tumor Content ‘
> Determination — " —
\

-5 ¢ Macro dissect if
<50% tumor

cobas‘ 4800 v2 0
Standardized

Automated Analysis
Reporting

BRAF V600E

Genomic DNA
Isolation

EMONE

The Eurapesn Maleculr Genetics Qualay Network.

Genomic DNA
Isolation

DNA
Quantification

PCR Setup

BRAF V600K

A CA GT G AAA

\

sl
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Reordenamiento c-MYC Diagnostico Corte histologico FISH

Reordenamiento EWING Diagnostico Corte histologico FISH

Dermatofibrosarcoma
protuberans

COLIAI/PDGFb Diagnéstico Tumor y corte histologico RT-PCR y FISH
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FISH y RT-PCR seguida de secuenciacidon

COL1A1 Ex46 | PDGFB Ex2

X A
— - A~
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[ ST an) | AT gr
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Muestra fijada en un portaobjetos

1 Retrotranscriptasa

cADN @ Taq ADN polimerasa
Desnaturalizacion PCR

5

G,
< - )

=8
/\/\/\;\\/}* Desnaturalizacion 55°C Alineacion 55°C Extension 72°C

Hibridacion
Electroforesis

l B Sonda marcada Producto amplificado

Wl Fludrocromo 5 o—— 3 5 e—— 3
B ADN blanco 3 5 3 5 - =
= : 5 e 3 5 e— 3 =

Deteccion de Fluorescencia b X 85" 3 h: [ e

5 3 59 3 ==

3 L 5




Cancer de prostata

Vejiga

Vesicula
seminal

Recto

— Prostata

— Uretra

Alteracion molecular

Utilidad Clinica

Muestra de partida

Técnica

PCA3

Diagnostico

Orina

Amplificacion mediada por transcripcion
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Leucemia@MieloideXronica

Normal Leucemia

w.:,‘,
) 4
sldrey
324

¥

d

BCR/ABL

Diagnostico
Diana terapéutica
Prondstico

Sangre Q-RT-PCR

Reordenamientos IGH Diagnostico Tumor/Sangre Analisis de fragmentos
Reordenamientos TCR Diagnostico Tumor/Sangre Analisis de fragmentos
Bel2 t(14;18) Diagnostico Tumor/Sangre Amplificacion
Bell t(11;14) Diagnostico Tumor/Sangre Amplificacion




Programas de control de calidad

F 2
“‘*-:-}_.__-_-.”'f EGFR, KRAS, BRAF

*/

ENAC

Entidad Nacional de Acreditacion

Otorga la presente / Grants this

aclon

ACREDITACION
1211/LE2335

I

Once a year

ala entidad técnica / to the technical entity

HEALTH IN CODE, S.L.

The European Molecular Genetics Quality Network

Segun criterios recogidos en la Norma UNE-EN ISO 15189, para la
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