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CASOS CLINICOS

Beatriz Bellosillo, Hospital del Mar



IAVANTE

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Estudio de biomarcadores en oncologia de precision

Metastatic melanoma

Metastatic thyroid
Papillary: |

BRAF )Wu

Lung cancer

BRAF
NRAS
KIT

Py o

Metastatic colon Metastatic serous EGFR
B low-grade ovarian KRAS
4 ROS
@’:;ﬁ; RET
KRAS BRAF BRAF
NRAS BRCA1
BRAF BRCA2 H. Davies et al. Nature 2002

Source: Newman, Bratman, et al. Nature Medicine 20, 548-554 (2014)



IAVANTE

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Estudio de biomarcadores en oncologia de precision

f \ GTCGCTITATCAARGRMAT CTICCRAAAGCCAARCAARGG AAATCCICGATGT

Detection Capability
(mutant DNA/ total DNA)

100% B / ‘ I AT Y T I
= L W Vi S U9 WO .5 Li- < | tl.-tp Lh N g ST 9 T 5LV IR A A % L R

10% | Sanger Sequencing / _% e compenn

2-5% | NGS _

1% Pyrosequencing —_

1-0.1%| _Real-Time PCR R
\ KRAS p.A146T

. J




IAVANTE

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Estudio de biomarcadores en oncologia de precision

Metastatic melanoma
Metastatic thyroid

Papillary:
BRAF ~
»

Lung cancer

Metastatic serous
low-grade ovarian

ALK
fﬁ ROS
RET
BRAF BRAF

BRCA1
BRCA2 4 pavies etal. Nature 2002

Metastatic colon

Circulating Tumor Cell

Cell-Free DNA ) )
(cfDNA) Circulating Tumor

DNA (CtDNA)

Source: Newman, Bratman, et al. Nature Medicine 20, 548-554 (2014)
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Estudio de biomarcadores en oncologia de precision- biopsia liquida

) Hoatthe ool
S, Proaanyn
8, Tumewr call
JUTE Mtwan
@D 12ed bicod owl
- Lndothuinl cul
ERCIR, Chromosonne

e Normeal dDNA
‘ werae ADNA

Mulations
DENG N DDV

Copy-number alteraticns
N
R Y
Tt T R
DININT TN WY

Wan et al., Nat Rev Cancer 2017; Crowley, et al, Nat Rev Clin Oncol 2013
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Estudio de biomarcadores en oncologia de precision- biopsia liquida

|~ Buffy coat
= [source of
germiline DRAj)

wene Maral efDMNA
weararw CLDINA

= Plasma ———s

Mutations
DG O DD DY

Copy-number alterations

Mucleotide coverage
10%

- Whals-gename sequencing

= Whole-exome sequencing

C

Targeted next-generation sequencing

0.1%
Mext-generation sequencing with molecular
b-ﬂ r-\:ode:-
0.01%

= BEAMing
= Droplet digital PCR analysis

0.001%
Limit of detection

Mext-generation sequencing with molecular barcodes

wWild typa MAiita it Wild typa
| ]
Maolecular __ Each DNA moleculs
barcode tags g tagged with barcode
[ I s—— * [ =]
Redundant seq ing; true
mutations nted in all
reads with given barcode
T — * [ =]
EEesss———— eeesiieeeeen S E—
EETEEs——— el T E—
- Ee—— = - Ee—
—-— p—— - E——
— * T E—
EEETEEsssl S —
EEnsssssse—. ESSSenieeeeees  EETESSSS—

& True mutation 3 Polymerase emor

Corcoran and Chabner, N Engl ) Med 2018
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GTCGCTATCAARGRMAT CTCCRAARAGCCARCARGG AAATCCICGARATGT

Detection Capability
(mutant DNA/ total DNA)

100% [~

10% | Sanger Sequencing /

2-5% NGS o0

Pyrosequencing c WON— N S——
10/0 _— —-_' : s b A ' A i)
KRAS p.A146T
T E—

1-0.1%| _Real-Time PCR - i

0.5-0.1%| UMI-NGS e

0.01% BEAMing/PCR digital
\ \
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*Mujer de 62 afios

*Septiembre 2015 — diagndstico de adenocarcinoma de
pulmén T2aN3M1b (M1 -CNS)

*EGFR mutado (delecion en el exon 19)




sassncovoccM te€raciones moleculares en pacientes con
adenocarcinoma de pulmaon

Heterogeneity in patients K
with adenocarcinoma Ja ALK
of the lung according e ~5%
to driver oncogenes

KRAS
~15% in Asians
~30% in Caucasians :

EGFR
~40% in Asians

HER2

3%

RET BRAF
~1% ~1%
PIK3CA MET
~1% =5%

Mitsudomi. Nat Rev Clin Oncol 2013
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EGFR inhibitors

GEFITINIB
Reversible EGFR inhibitor

ERLOTINIB
Reversible EGFR inhibitor

AFATINIB
Irreversible EGFR, HER?2, ErbB4
Inhibitor

- =
HﬂDHGmD N‘m.ﬁ
o N
HaC™ " ~oO = _H
HN\©/C’-E3C
{3
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EGF binding EGF binding TMmM Tyrosine kmase Autophosphorylation
[ el | J | 1
Exon 2 5 7 3 6 17 18- 22-24 8
with drug resistance e T790M (50%)* 3
e - D770_N77 e

St D770_N771 nsSVQ}
<3 D770 N771(ins G), N7 71T

D76IY | 57681

‘8 22 %) 22 (5%) 23 o}

AL747-752 (P7535
AL747-5752 (ins Q)
AL747-P753
AL747-P753 (ins S)
AS752-1759

(45%)

Irmer. Oncogene 2007; Sharma. Nat Rev Cancer 2007
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100+ GEFlTl N | B 1.0 5 —— Erlotinib (n=86)
90 ERLOTINIB— chemotherapy (n-87)
F 80 0.5 - HR 0-37 (95% Cl 0-25-0-54); log-rank p<0-0001
3 o
E =
- B0— = 0-6 -
[}
£ 504 =
.E 40+ .E,_ 0-4 —
@A ) 0
;IE# 09 standard Gefitinib
andar _ o]
'E 209 chemotherapy (N=114) 0-2
104 P=0.001 (M=110)
a T T T T T |. 1 T 0 I I I I
i 3 & g 12 15 1% 21 24 o 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Months since Randemization Time (months)
1.0 4=y Afatinib  Cisplatin/pemetraxed
= - {n =230} In =115}
; i Events, n (%} 155 {67) 83(72)
fal 0.8+ Meadian (months) .07 6.70
=
w =
-—
®E 06- AFATINIB
gy
=
S © 044
= o
5 = Afatinib
E‘J 0.2 4 Cizplatin/pemeatraxed
ﬂE_ HR, 0.49; 95% CI, 0.37 to 0.65; P < .001

Maemondo. NEIJM2010
Rosell. Lancet 2012
Seauist JCO 2013

21 24 27

6 9 12 15 18
Time (months)
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.MUjer de 62 aﬁos ICRAGRMATYTCCRARALGCCRARCRAGG RRRTCC

*Septiembre 2015 — diagnostico de adenocarcinoma de
pulmon T2aN3M1b (M1 -CNS)

*EGFR mutado (delecion en el exon 19)
*Tratamiento con TKI —Afatinib

*Nov 2015- Cambio a gefitinib por toxicidad
*Respuesta parcial - toracicay SNC (50%)
*Febrero 2017 — progresion lenta
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AVENIO ctDNA Targeted Kit Rochad
Includes genes i" NC AVENIO ctDNA Analysis Software

Yariant Repaort
ml’ =] AP Mmr DATE
[t Faob 22, 30018 V52708 UTC
SNVs Indels* ALV VWL pas
ADAPTERN FILTEMSET
A-LK Kms ALK I':':JTFI'I Cobi, Bdcicy PAREPLE WATHL LIS
A0S g A0 miL
APC MET APC
BRAE NRAS BRAF Results Summary
BRCA1 PDGFRA EGFR
BRCAZ RET ERBB2
DPYD ROS1 KIT
EGFR TPS53 MET
ERBE2 veT1ATY PGFAG_Ala F50ds| Dszuptres intrame desketoan
KIT

e
Confirmation by digital PCR Run Detaile

fOf T790M oL, T RLMEER oF SaueLEs
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OPERATOR REPCAT GENERATERN DATE
Agmin Fabr 33, 52318 01 5643 UTC
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waoryf@ghanisms of secondary resistance

No identif cation
AR mechanism
~15—20%

EMT ~12%

HER2 amplif cation
~8-13%

Bypass BRAF ~1% .
tracks MET amplif cation —52«¢ ;To%%M
—~20%0 P o ~40-55%

PIKSCA ~12%

EGHFR
SCLC alone —6% T790M
with EGFR tfi"get .
- SCLC with PI3K ~4% amplif cation ‘:’_‘é(e)';%“on

~10%

Other EGFR
point mutations
1—2%

Nat Rev Clin Oncol 2014



IAVANTE

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Sensitive
Clone

Response

5 o

000

Resistant
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December 6, 2016
Osimertinib or Platinum—Pemetrexed

in EGFR T790M—Positive Lung Cancer

T.S. Mok, Y.-L. Wu, M.-]. Ahn, M.C. Garassino, H.R. Kim, S.5. Ramalingam,
F.A. Shepherd, Y. He, H. Akamatsu, W.S.M.E. Theelen, C.K. Lee, M. Sebastian,
A. Templeton, H. Mann, M. Marotti, S. Ghiorghiu,
and V.A. Papadimitrakopoulou, for the AURA3 Investigators™

Patients in Intention-to-Treat Population

Median
g 1.09 Mo. of Progression-free
s Patients Survival
'% 0.8 mo (95% CI)
B Osimertinib Osimertinib 279 10.1 (8.3-12.3)
=] E 0.6 Platinum—pemetrexed 140 4.4 (4.2-5.6)
53
= 0.4 Hazard ratio for disease progression
E or death, 0.30 (9536 CI, 0.23-0.41)
] P=0.001
- 0.2+
= Platinum—pemetrexed
0.0 T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18
Month
No. at Risk
Osimertinib 279 240 1g2 38 50 13 0
Platinurm-— 140 93 44 17 7 1 0

pemetrexed
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Caso 1

Mujer de 62 afos

Septiembre 2015 — diagnostico de adenocarcinoma
de pulmén T2aN3M1b (M1 -CNS)

EGFR mutado (delecion en el exdn 19)
Tratamiento con TKI —Afatinib

Nov 2015- Cambio a gefitinib por toxicidad
Respuesta parcial - toracicay SNC (50%)

Febrero 2017 — progresion lenta
— Liquid biopsy : EGFR del 19 + p.T790M

Abril 2017 — Progresion 6sea
Junio 2017 — cambio a Osimertinib
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Junio 2017 — cambio a Osimertinib
* Noviembre 2018 — progresion — ndédulos pulmonares: Biopsia liquida: NGS (Oncomine TNA)

SNV / Indel
SO MONC J00AT RCWITAIND 00 OGS, ST e oD g 1
Aanr kel 1=
Gene MAF % Af Chg QC Test (LOD) %
L e . EGFR 40.2197 p.GIUT46_Ala .. 50E-4
Anulyuin Hamss = Sample Mo cudh bl Fuslon
EGFR ...(2) 20,5913 p.T7o0M 0.001 i P
Warlant (&xana) P
e ra—— T EGER .. (2) 1.4433 p.CTITS 0.001 -
Ty
o mialaer L kY IOk miBianp ELE T Hel Hiai0ke AWk
I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
| i
—
C7978
T790M
al
—1
= §
[}
C797S
I
[ ] ]
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Caso 1

A LT TG L TG TG LG AT E TG e T R e T A LT L CA G T CA T A LG CAGET CAT L CET T GG T E T C TG R E TAT G T L GG G AR ARG A CRATA T TG T L ARG TACC TG TE AR TA G TATATLCAGATEGE
EHA

BX : OST EGFR p.Thr790Met 39,7% // p.Cys797Ser ¢.2390G>C 16,7%
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Emergence of subclone with 7 Subclone with
acquired alterations that promote acquired mutations
cell survival/proliferation in the brain

Infiltrating stromal cells (e.g.,
cancer-associated fibroblasts)

Infiltrating T cells
against tumor
neo-antigens
recognized
as non-self

Subclone sensitive

e @ = % .\' A J
to selection pressures W g S =
(e.g., chemotherapy) T
Subclone with Blood vessals Outgrowth of subclone
with intrinsic resistance

intrinsic resistance to
selection pressures

Primary tumor Metastatic disease

Jamal-Hanjani CCR 2015
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Lung cancer

Caso 2

Mujer de 59 anos

Septiembre 2016 - diagnostico de
adenocarcinoma de pulmén estadio IV (M1
—hueso+higado)

EGFR mutado (delecion en el exén 19-
(p.E746_A750del))

Traamiento con TKI -gefidnd o
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Lung cancer

Caso 2
» Septiembre 2017 —progresion pulmonar
— Biopsia liquida: EGFR del 19
— Rebiopsia: EGFR del 19 + p.T790M
* Octubre 2017 — cambio a Osimertinib
» Respuesta casi completa

» Octubre 2018: progresion pulmonar
— Biopsia liquida: NGS (Oncomine TNA)

SNV / Indel CHNV Fusion
G MAF % Al Ch C Test (LOD) % G Gain / L CNV Rati C Test Mol Cow.
ene ] Q [n ] est | ] ene ain / Loss atio C es Variant {exons) Mot ctn.r Qc Test
utan
EGER 8.0306 p.GluT46_Ala... 5 0E-4 MET + 2.67 -
not determined >

— CctDNA: C797S negativo. dell9 + (20%), pérdida T790M.
Amplificacion MET




Mutq}j&@gl profile of adenocarcinoma patients

DIAGNOSTICO MOLECULAR
Heterogeneity in patients AT T T T a0 T b Heterogeneity within € Heterogeneity in
with adenocarcinoma ¢ ALK patients with resistance mechaniss
of the lung according £ ~59% EGFR mutation
to driver oncogenes /

in one patient

Sensitive

L858R MET
~40%

Exon 19del
~50%

Inherent resistance
Inherent T790M
~2% by sequencing
~30% by sensitive

KRAS
~15% in Asians
~30% in Caucasians /

-

L L
-

£

EGFR
~40% in Asians
~15% in Caucasians

HE R2

-
sygenven=r=”

method

B 3 4 IxB
1 BRAF E ~30%

~196 ~1% "
: '-_ +BIM
i 20-40%
: ) t CRKL

- 5% . 9

1 ~3%

Further
heterogeneity

Mitsudomi. Nat Rev Clin Oncol 2013
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a EG FRWQOM

Q therapy @ Outgrowth @

EGFH—mutant
lung cancer ®,

@4 : Tt.argrgt:yd Persister cells
e — L@
—_— —_— . Oth
&> S - S one
EGFR-mutated \ fim)
lung cancer :

mechanisms

Marina Corral SpenceMature Publishing Group

Oxnard Nat Medicine, 2016
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= No evidence of acquired EGFR T790M
= The most commeon resistance mechanisms were MET amplification and EGFR C797S mutation
= Other mechanisms included HER2 amplification, PIK3CA and RAS mutations

- -

m - . m - . .
= HE = L0 s g 1 e N L i e A
Kis L + £ w
Secondary EGFR mutations:* e e
CT97X: 7% Lriaqucrars. 1%, S Dt AL — MET amplification: 15%
L71A0 & ex?line 1% S76AL 1% |
PIK3CA mutations: 7% BRAI mulalions (VBOOLC). 3%

=

KRAS mutations (G200, A146T)- 3%

g .fié?‘j':{-“ Call cycle gene alterations
Gy /

-

EEIESMD
2018

CONET amps 2%
COFA/E amps. 5%

“Resialancs mechaniam reponied may ovelap with anothes, "Twa patienis had de oowo TR mutations at basedines of wihom ane aoquinesd CTOTS al grogreasion
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Caso 3

Hombre 59 anos
« Enero 2018 : UCI - disnea

 TAC: lesion 7cm lobulo pulmonar superior
derecho - se realiza biopsia

« Biopsia liquida

e mLRmra e [ e s e mqeaasEee ]

SR mon be ke Mea S e
A H|FNNE - @ F Ol W R om T
drs Com e | b el Lemg Crpms Pudk T Gere ke B g

o

T e

mers e D | .

EGFR KLS58R~‘": '
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PD-L1 40 % TC (28-8
clone)

PD-L1
FISH ALK

FISH ROS1
FISH MET
EGFR
ONCOMINE

% células tumorales para estudios
moleculares : 90 %.
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IOLECULAR

Oncomine™ Solid Tumour DNA Kit (Thermo Fisher)

& Analysis Results

Analysis Mame

Sumamany Functienal Population Omtologles

Fharmacoganomics Somatic Qc =2drch Za Praferany
i = Classahcation Type = Locus Genes Amino Acwd Change Coding Covarage 2 Frequency
) AG=T i, GG TG=0.00,
+ - Lnclassfisg T BNV chr17: 7570457 TRS3 pArg5aLEl ¢ATI0=T 3607 r_B_I I_'IZI&’ FETIE, e
+* - Umclassfiad T | BNV chiT:55258515 EGFR pLBUBEEAR C25T3TF3  3EE4 G43=37.37, GT=0.00
Oncomine™ DNA Focus Assay (Thermo Fisher)
R0 Analysis Results Pawrlead = m
Analysis Mome: 52653 v2_01081_2118-05-16-11-85-726  MAPD: 0337
Summary m Functiana Papalation Owtalogias Phamacogsnomics Samatic Qc =2 arcn Go Prafereng
Em Lacus Dncoming Wanant Class oncoming Gena Class GANRE Aming Ackd Change Copy Numhar
+ -« chrfEEREGRTY4 Haotepal Gain-of-funcian [SET o.Leufssding
+ - chri: 11631249 Amphhcanon Gain-of - functon MEI




Parc IOLECULAR

de Salut
MAR__
[rhdmd
Caso 3 pldl pl23 p'l.) qll.21
41bp
55,259 510 bp 55 259,520 b

Biopsia F

i EGFR exon 21
i~ MAF 37.4%
el ¢2573T>G
E,, E p.(Leu858Arg)
| |
| |
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M vaken
Caso 3
SAMPLE ID AMNALYSIS START DATE
18M355

AMNALY SIS WORKFLOW
DefaultExpandedPanelWorkflow
ADAPTER

SA1

ISOLATED DNA MASS

50.00 ng

Results Summary

Sep 12, 2018 13:26:06 UTC
PAMEL

Expanded

FILTERSET
DefaultFilterSat®

SAMPLE vOLUME

450 mL

[EYaTals anant
p.Argl158Leu
P53 p.Argld7lLeu
EGFR p.LeuB858Arg
BERAF p.Leus97Gin

IMIYEL S (0)

- Allle Mo of Mutant
el Fraction Molecules per ml
M!ssense Var!ant 3 51% 133
Missense variant
Missense variant 3.02%% 111
Missense variant 0.05% 1.95

CHNY AMPLIFICATIONS (1)

Gang

MET
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Caso 4

Lung cancer

* Mujer de 58 anos

« Diagnosticada en Abril 2018 de — s
adenocarcinoma de pulmon
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Caso 4

Porcentaje células tumorales:

NSLSC, probable 30 %

adenocarcinoma después de IHQ
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PD-L1

FISH ALK
FISH ROS1
FISH MET
ONCOMINE

4

NEG

PD-L1 0 %

IHQ for PD-L1 (Ab 28-8, Dako, automatized Link 48 platform )
Resultado : NEGATIVO (0 % células tumorales)
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Caso 4

Lung cancer

* Mujer de 58 anos

« Diagnosticada en Abril 2018 de
adenocarcinoma de pulmon

« Sin biomarcadores positivos para
terapia dirigida(EGFR-ALK-ROS1)
o Expresion PDL1 : 0%

* Quimioterapia Estandar
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Caso 4

* Mujer de 58 anos

« Diagnosticada en Abril 2018 de adenocarcinoma de pulmon
* Quimioterapia estandar

* Progresion clinica en Agosto 2018

Screening NGS en plasma (biopsia
liquida)
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Caso 4

Oncomine Lung Cell free Total Nucleic Acid Assay

(ADN+ARN circulante)

Detecta SNVSs, indels + FUSIONS

: : Fusion Exon Skipping
Assay Configuration SNVs CNVs TP53 coverage (RNA) (RNA)
36 10 (target CNVs) +
Lung cfTNA DNA + RNA amplicons 12 (ref CNVs) 49 assays 3 assays
Copy
Hotspot Genes e Number nge Exon Skipping
Genes Fusions
Genes
Lung cfTNA ALK MET : MET ALK MET
BRAF R RET
EGER PIKSCA ROS1
ROS1
ERBB2 P53
KRAS
MAP2K1

PCP 0012415 Rev 1.00
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Oncomine Lung cell-free Total Nucleic Acid Assay Result
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Caso 5

Hombre de 58 afnos, fumador (IA: 40 pag/afno)

*Marzo 2018: Adenocarcinoma pulmon T4AN2M1c (6seas)
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SRR
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¥
* ¢
% 8 Estudio de w0y 7
$ Biomarcadores [ PD-L1 2595 %
ONCOMINE SOLID TUMOH EGFR L858Ry TP53
DNA L132R
SRR FISH ALK
Marzo 2018: Biopsia 6sea: M1 FISH ROS’ = NEG
adenocarcinoma FISH MET

El porcentaje de células tumorales seleccionadas para
los estudios moleculares y citogenéticos es del 80 %
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Caso 5

Hombre de 58 afios, fumador (IA: 40 pag/afo)
Marzo 2018: ADC pulmén T4AN2M1c (6seas). EGFR mutado L858R exdn 21. PDL1: 95%. Afatinib. Respuesta parcial

Abril 2019: Progresion cerebral y leptomeningea.
ctDNA: EGFR T790M. Osimertinib. Enfermedad estable

PR ED DI ALEAT D LATETANRAT T

b Plasma ctDNA PCR digital T790M 0,76%

- o e o
2. v

Octubre 2019: Progresién pulmonar y leptomeningea
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Liquid biopsy is not only peripheral blood

Central nervous system
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cfDNA CSF
SAMPLE
(04/10/2019)

[cfDNA]= 6.9 ng/ml
plasma
Oncomine Lung
cfTOTAL

EGFR L858R 34%
TP53 L132R 49%

CSF PELLCET
SAMPLE
(04/10/2019)

Oncomine TML
Assay

EGFR L858R 5.8%
TP53 L132R 8.3%
5.7 Muts/Mb

pe

Liquid-Biopsy Sources

Cerebrospinal Auid

Pleedl Nuid

» Tharazkz cancers -

» Mdeastatic ancers

CTIDNA PLASMA
SAMPLE
(20/09/2019)

[cfDNA]=10.4 ng/ml
plasma
Oncomine Lung
cfDNA Assay

NONE DETECTED

Peripheral bicod

\
Tumer
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__-'. Crausting
[ h&u«m zels i
' — |
' Esosomes | | |
: ) Azaputic |
~ - tsmor cel J
L }
] {DNA 7 - |
.4‘1 ‘ e - el Il
3 S, | W | X | !
e 5 |
av |\ - I,
/ — ey —
Ascites ____---" |
Meashibc cancers ‘ i
.r’..
Steol | “
Gasvaintestnal vact cancers f \ =
/‘/ __.--':'_‘]‘
Urine 1 5-1
\ ] V]
« Urnary fract cancars JV
= IDRA e Lo hoo:

Corcoran RB., et al

Turers of ¢ central nzracus sysem {

LUNG
NODULE

BIOPSY
(10/03/2018)

\ Oncomine Solid
! Tumor DNA

| EGFR L858R
B | 48%
| TP53 L132R 66%

Ty

. N Engl J Med. 2018
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de Salut
MAR..

Caso 5

Hombre de 58 afios, fumador (IA: 40 pag/afo)

*Marzo 2018: ADC pulmén TAN2M1c (6seas). EGFR mutado L858R exdn 21. PDL1: 95%. Afatinib. Respuesta parcial
*Abril 2019: Progresion cerebral y leptomeningea. ctDNA: EGFR T790M. Osimertinib. Enfermedad estable

*Octubre 2019: Progresion pulmonar y leptomeningea. ctDNA LCR: L858R + TP53. T790M negativa. Erlotinib

*Noviembre 2019: Progresion clinica carcinomatosis meningea. Metrotrexate intratecal x1 administracion, STOP por
deterioro clinico

*Diciembre 2019: Exitus
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Parc
Hospits| de Salut

AR

Caso 6
Hombre de 78 afnos, fumador (IA: 100 pag/afio)

*Octubre 2020: ADC pulmon T4N1M1b (SR)

*Nos remiten la muestra para NGS
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Caso 6

10/2020
Suprarenalectomia
derecha (caso
consulta)

Mx CPCNP

(ADK)
(*70% celularidad
neoplasica)

PDL

y

1(SP263)

NGS

PDL1 POSITIVO
100% CELULAS
TUMORALES



Resultado Oncomine Dx Target Test DNA

Parc
de Salut

WA vk

IOLECULAR

a qiis 1 L 4 Rl Ll L El LT

Resultado Oncomine Dx Target Test RNA

Type Filter = Fenes (Exons) Read Counls Dedeclion
-r:lmu (LRI -1 e f "M:I'Mw RMAExonYanand PR35S MET{13) - MET(14) 143 Prasan
. EXPR_COMTROL — PASS TEP 768 Pregen
Prezeml

ANALISIS DE BIOMARCADORES PREDICTIVOS EN CANCER DE PULMON NO MICROCITICO

Frasar
— Prasan
= Mutaciones: MET ¢.3082G>T; p.(Aspl028Tyr) VAF%: 16,4 e
Amplificaciones: Mo detectadas MoCall

e ——— L5005 MET(13) - MET(15)

Interpretacién: Se ha detectado |2 mutacidn patogénice DL028Y en el gen MET causante de pérdida
del exdén 14 del mismo gen, confirmada por el resultade de fusiones del panel RNA que detecta la
presencia de fusién de los exones 13 y 15, La pérdida del exdn 14 del gen MET detectada en la muestra
estd asociada a sensibilidad al tratamiento inhibidor tirosina quinasa anti-MET gue actualments se
encuentra en fase de desarrollo clinico.

16%

LW _BP_3F_IMBALANCE_SCORE

LOW_5P_3P_IMBALANCE_SCORE

LOY_BP_3F IMBALANCE_SCORE

Ansend, READ_COUMT==130
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MET alterations and Downstream Signaling

MET MET B  MET kinase (o MET D MET
physiologic signaling  exon 14 skipping domain mutations amplification fusions

Mutations

V1070E/R = m  Fusion

| | | partners
CBL binds to the P Lossof V0ol [ || e
H1094Y/R/L [ 1 |
juxtamembrane 5) juxtamembrane @ Hi124D | | | HLA-DRB1
\J \
domain domain < M1149T i KIF5B
b L1195FV ® ( @ PTPRZI
< ~ F12001 > 4, STARD3NL
g Y1220l s17
MET ubiquitination Impaired degradation D1228H/N
and degradation Extended signaling Y1230C/D/H Increased MET expression and
S1236R i
L1250T oncogenic signaling

_________ copy-number gain Ligand-independent

e e Constitutive kinase i ) ' ; dimerization and
| Point and del - = 5 | MET:CEP7 ! | MET:CEP7 ! : ot
L in splicing regulatory sites ' [ J domain activation ! ratiohigh | # | ratio low ! kinase activation

CAREEIIET \ V1260L
MRNA Exon13 = Exon 15 i METexon V1268T/1 MET focal Chromosome 7
' 14 skipping ! amplification polysomy or
o .x = D

All four classes of MET alterations lead to increase expression and activity
MET expression is required but not sufficient for MET-dependent tumorigenesis
Multiple mechanisms can be present together

Recondo et al, Cancer Discovery 2020
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de Salut
AR

Caso 6
Hombre de 78 afios, fumador (IA: 100 pag/afio)

*Octubre 2020: ADC pulmon T4N1M1b (SR)

MET mutado D1028Y (exdn 14 skipping mutation)

» Diciembre 2020: Inicia tratamiento con Bozitinib (inhibidor de MET) dentro de ensayo clinico
APL-101-01
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Parc IOLECULAR
de Salut

R

Caso 7

Mujer de 71 afios, no fumadora

Septiembre 2019 (VISITA 22 OPINION): ADC pulmoén EIV (cerebrales, pulmonares bilaterales,
dudosa hepatica)

Diagnaostico AP externo fusion de ALK por IHQ
Inicia Alectinib

Noviembre 2019: Bloque consulta - Material insuficiente para el estudio NGS

Versi 2

Pare SERVEI DE PATOLOGIA

H:-ml de Salut

- MAR__ Pg. Maritim, 25/29 08003 Barcelona Tel. 93 248 30 32 Fax. 93 248 31 31

INFORME ADICIONAL
Nombre Edad | Sexo | N.Historia | Obtencion Registro Nam.Biopsia
27/11/2019 | 29/11/2019

- BLOQUE CASO CONSULTA

- RESULTADO ESTUDIO INMUNOHISTOQUTMICO PARA ALK CON SISTEMA OPTIVIEW Y ANTICUERPO DE
Ventana anti-ALK D5F3: POSITIVO.
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* Septiembre 2019: ADC pulmén EIV (cerebrales, pulmonares bilaterales, dudosa hepdtica). Fusidon ALK (IHQ). Alectinib. Respuesta

parcial

* Marzo 2021: Progresion local. Rapido crecimiento de la lesién pulmonar = Estudio de mecanismos de resistencia en ctDNA

Muestra sangre periférica (extraccion 4 ml plasma = 104 ng/ml = Oncomine Lung Cell-Free Total Nucleic Acid Assay)

@ Analysis Results

Analysis Name:

Summary LOD m Fusions

(o Locus
«  chr2:29443679

chra: 172936091

olololp
4

+  w~ chr12:25398284

chri7:7577547

O
+
q

PIK3CA

KRAS

TP53

MAPD: 0.133

Functional

Population Ontologies

Amino Acid Change
p. V11801

p.E545K

p.G12v

p.G245D

Median Read Coverage: 151661.0

Pharmacogenomics

Ref

Gc

Median Molecular Coverage: 6270.0

Qc
Genotype Coverage
ClG 7338
GIA 6565
CCIAC 6692
cT 6513

C MyVariants

Limits of Detection %: 0.0985 - 0.1138

Allele Ratio
C=0.9989, G=0.0011

G=0.9968, A=0.0032

CC=0.9975, AA=0.0, AC=0.0025, GC=0.0, TC=0.0

C=0.9955, A=0.0, T=0.0045

Download + Visualize

Go Preferences +

Oncomine Gene Class
Gain-of-function

Gain-of-function
Gain-of-function

Loss-of-function
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. | Locus Genes Amino Acid Change Ref Genotype Coverage = Allele Ratio Oncomine Gene Class
O v chr2:29443679 ALK p.V1180L C CIG 7336 C=0.9989, G=0.001 Gain-of-function
(] ~ chr3: 178936091 PIK3CA p.E545K G GIA 6565 G=0.9968, A=0.0032 Gain-of-function
o + LA chr12:25393284 KRAS p.G12V CcC CCIAC 6692 CC=0.9975, AA=0.0, AC=0.0025, GC=0.0, TC=0.0 Gain-of-function
O+ ~  chri7: 7577547 TP53 p.G245D C cIm 6513 (C=0.9955, A=0.0, T=0.0045 Loss-of-function

TP
Target gene Activation of Activation of Histological

modification alternative target transformation

HHIIHHIIHHi@ﬂﬂﬂﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁﬁl e

pathway downstream
Mutated
EGFR RTKs
% O LS
GoP GTP Adenocarcinoma
1 Sunval Sunvwal Survwval Small cell lung cancer
= B 11196m B cizo2r B s1206Y
l l [ c1269a [ G1202del O e1z10k
e . | ciisey W f7acn [] 22 ALK mutations®
- I nizawynss [ wviisoL B ALK amplification®

Proliferation Sunmval
Gainor, Justin F. et al. “Molecular Mechanisms of Resistance to First- and Second-Generation ALK Inhibitors in ALK-Rearranged Lung Cancer.” Cancer discovery 6 10 (2016): 1118-1133
Nagano T, Tachihara M, Nishimura Y. Mechanism of Resistance to Epidermal Growth Factor Receptor-Tyrosine Kinase Inhibitors and a Potential Treatment Strategy. Cells. 2018 Nov 15;7(11):212
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INFORME LAEORATORI BIOLOGIA MOLECULAR
Nom Edat |Sexe |N.Histéria |Obtencié Registre Num.Exploracio
72 M 11/03/2021 |11/03/2021
Centre Sol.licitant H. DEL MAR N.Assist.
Servei ONCOLOGIA N.Cas
Sol.licitant ARRIOLA APERRIBAY EDURNE Data Sol.ncrtud Tecnica 11/03/2021

Tipus de mestra: Sang periférica

Andlisi d” alteracions genétiques mitjancant seqilenciacié massiva amb panell Oncomine
Lung Cell-Free Total Nucleic Acid Assay

Mutacions (SNVs /INDELs) Amplificacions {CHVs) Fusions
ALK MUTAT MET No debéctat MET No detectat ALK Vewre comentari
BRAF Mo detectat NRAS Mo detectat RET Mo detectat
EGFR No detectat PIK3CA MUTAT ROS1 Mo detectat
ERBEZ Mo detectat RET Mo detectat
KRAS MUTAT ROS1 No detectat
MAPZKL Mo detectat P53 MUTAT

Comentarls: S han detectst alterscions patogéniques als gens ALK c353AGHC; po(Vall1B0Lew) D,11%, KRAS
€ 35G=T, p.(Glyl2Vel) 0,25%, PIKICA ¢ 1633G>A; p{GluS45Lys) 0,32%1 TPS3 ¢ 734G A; p(Gly24585p) 0,45%. Donat
@ context de progressid & tractement amb inhibidors d” ALK de la pacient, squestes siteracions podrien explicar-se
com & mecanismes de resisténcia a la fusid d ALY donada IMafectacid de le metelda quinasa d° ALK (V11BOL) |
la situacid down-stream en la mateha via adtivada pel receptor rasing quinasa oncoglnic en el cas de les mutacions
de KRAS | PIKICA. Malgrat aixt, al no detectar-se L fusid ALK én squesta mostra de sang perifirica, | assalg es
mansidera no informativ | &8 demana nova mostra, Tambed e recomana | andlisi per NGS amb panell gue indogui les
mutacions detectades en una mostra inicial de beicit disgnistic de o pacent per & valorar la seva implicacid com a
mecanismes de resisténcia adguirits. La mostra estd répresentada per 10,4 ng dé DA lliwre circulant pér mil de plasma
I @ limit de deteccid sconseguit amb 1" anblisd per NGS 8 estat de 0,09%.

Metodologia: L' ADN | ARN extrets de la mostra <’ han amglificst conjuntament: mitjencant e panell Oncomine Lung
Cell-Free Total MNucleic Acid Assay (Thermo Fisher) generant una libreria gue permet | estudl de mutacions als
principals holspols dels gens ALK, BRAF, EGFR, ERBEZ, KRAS, MAPIKI, MET, NRAS, PIN3CA, RET, ROSI | TPS3;
dslteracions de ndmero de chples del gen MET, | de fusions dels gens ALK, RET | ROS1. La seglenciacid " ha
realitzat amb la plataforma de seqlenciacid messive lon 55 | les seqiéncies obtingudes <" han anslitzat amb el
programa Tarrent Sulte v5.10.1. La validedd | interpretacid dels resultats £° ha realitzat amb el software lon Reporter
510.1.0.

NS GOSTDEA, EFMEZ. N _GO4448 3 KIRAS
T NMR_ZD3TSE , FOST: NMW_DOTR44.2 | TPEE

Laa ssgiéncias de referdecs uiAdceden iy law segfent ALK MW DO430H.4, BRAR. N OO4TI1A, BG
W GTI3651, MAPIRT: N_DOZTSST MET: NM_DOTIITS00.3, NMAS: MM OOTATA S, PIKICA: MM 008273
M_Go0se 5

ALK ¢.3538G>C; p.(Val1180Leu) 0,11%
PIK3CA c.1633G>A; p.(Glu545Lys) 0,32%
KRAS c.35G>T; p.(Gly12Val) 0,25%

TP53 ¢.734G>A; p.(Gly245Asp) 0,45%

Se recomienda el estudio de estas mutaciones en
muestra de tejido tumoral para valorar su
implicacion como mecanismos de resistencia

adquiridos
Locus Type Oncomine Driver Gene | Read Cov. Mut... | Mol Cov. Mut... | Detection QC Test
chr6:170871321 ProcControl TBP 8655 277 Present v
chr11:118960975  ProcControl HMBS 14690 477 Present v
chr7:116395589  RNAExonVariant MET 165 T Present v
chr7-116403322 RNAExonVariant MET 316 13 Present s
EnrTIBATT0R - RNAExonVariant MET(13) - MET(15 32 1 Absen,
CNI7-116414935 xonvariant MET(13) - MET(15) MOL_COUNT==2

La no deteccion de la fusion de ALK concomitante a los posibles mecanismos de
resistencia ALK-TKI, se recomienda repetir en nueva muestra de sangre
periférica
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* Marzo 2021: Biopsia bronquial LID
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Marzo 2021: Biopsia bronquial LID

ALK POSITIVO (Ventana anti-ALK D5F3)

INFORME FINAL

Nombre Edad | Sexo | N.Historia |Obtencién |Registro Num.Biobsia
31/03/2021 |31/03/2021

Muestras remitidas y localizacion:
1 - BIOPSIA BRONQUIAL (ERONQUIO LOBAR INFERIOR DERECHO)

Centro Solicitante HOSPITAL DEL MAR Residente: PUCHE GALLEGQ, ADRIAN

Servicio: Pneumoloaia Examen Macroscopico: AIRINE HERRERA
N.Asist.: GALERA

Solicitante: SaNCHES FONT ALBERT Patdlogo Responsable: PIJUAN ANDUJAR LARA
Remitir resultados a: SANCHEZ FONT ALBERT Consulta Intraoperatoria:

BIOPSIA BRONQUIAL (BRONQUIO LOBAR INFERIOR DERECHO)
DESCRIPCION MACROSCOPICA

Se recibe en formol, cuatro fragmentos de tejido de morfologia puntiforme, superficie rugosa, coloracion
blanguecina y consistencia fiable que miden, en conjunto, 8x2x2mm.

Cédigos Seccicnes
¥¥ Biopsia bronquial 1/4

DIAGNOSTICO

BIOPSIA BRONQUIAL: i i

- CUATRO FRAGMENTOS DE MUCOSA BRONQUIAL, TRES DE ELLOS CON INFILTRACION EN LA LAMINA
PROPIA POR ADEMOCARCINOMA.

COMENTARIOS

Quedamos pendientes del estudio de biomarcadores mediante técnicas de biologia molecular (NGS) asi
como estudio de ALK por inmunchistoquimica y de MET por FISH. El patron de crecimiento del
adenccarcinoma representado en |la biopsia es sdlido con vacuolas citoplasmaticas y el porcentaje de
células tumorales seleccionadas para los estudios moleculares y citogenéticos es del 30 % en un drea de
14 mm2. Remitiremos un informe adicional con el resultado obtenido.

¢

Material insuficiente para NGS
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Crizotinib ’ Ceritinib

124.27
6762

162.7

| 1189 |
15450 | 127.15

| 1827 |
16858 | 56.21 |

Variant Alectinib
G1123S
1151Tins
L1152P
L11562R
C1156T
C1156Y
11171N
11171T
F1174C

F1174L |
vi180L) | 16068
L1198F
G1202del
G1202R
D1203N |
S1206C
1210K
F1245C

G1269A
G12698

| 10825 |
196.6

N K V3 Average IC50 (nM

50nM=<IC50<20
onM

Brigatinib Ensartinib Lorlatinib

Heatmap of all 6 ALK inhibitors

CELEE against ALK mutations

50.72
7070 | 8251 |

7558 | BI®T
68.66

70.9

5988 | 9022
502 |

6894 | 7046
170.50 58.85

166.7

Slide courtesy of : Huan Qiac, MD, PhD,
Vincent Huang and Christine Lovly MD, PhD

The spectrum of ALK resistance mutations varies
according to ALK inhibitor
Majonty are resistant to cnzotinib
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Caso 7

Mujer de 71 afios, no fumadora.

Septiembre 2019: ADC pulmén EIV (cerebrales, pulmonares bilaterales, dudosa hepatica). ALK+ (IHQ).
Alectinib. Respuesta parcial

Marzo 2021: Progresion pulmonar. ctDNA: Mutacion resistencia ALK V1180L + TP53, KRAS, PIK3CA

31/3/21: Inicia Lorlatinib = Respuesta parcial
ALK ¢.3538G>C; p.(Val1180Leu) 0,9%

Febrero 2023: progresion grasa cardiofrénica, pleural y ganglionar supra e PIK3CA€1633G>A; p-{GHi545Lys)
infradiagragmatica. (RAS ¢ 35G5T- p-{Gly12Val

: . TP53¢.734G>A; p.(Gly245Asp) 2,2%
Carboplatino — pemetrexed x4c. Enfermedad estable. STOP por mala tolerancia. p-(Gly P)

Agosto 2023: Ensayo clinico Hospital Vall d’Hebron NV655 (inh. ALK 4° gen.). Respuesta parcial.
Noviembre 2023: Progresion pulmonar. Carboplatino — paclitaxel semanal. ALK ¢.3538G>C; p.(Val1180Leu) 1,2%

_ . - TP53 c.734G>A; p.(Gly245Asp) 2,5%
Febrero 2024: Progresion hepatica. ALK ¢.3538G>C; p.(Val1180Leu) 1,5 %

TP53 ¢.734G>A; p.(Gly245Asp) 3,3%
TP53 c.818G>T; p.(Arg273His) 0,4%
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Variant

G1123S
1151Tins
L1152P
L11562R
C1156T
C1156Y
11171N
111717
F1174C

Fii7aL |
V1180L) |
L1198F
G1202del
G1202R
D1203N
51206C
1210K
F1245C

G1269A
G12698

Crizotinib ’ Ceritinib Alectinib Brigatinib Ensartinib Lorlatinib
s Heatmap of all 6 ALK inhibitors

LR against ALK mutations

| 1189 |
15450 | 127.15
| 1827 |
16858 | 56.21 |
50.72 70.9

T Inicio tratamiento Brigatinib

5988 | 9022
502 |

156.59

58.94 | 7048 |
| 108.25 | 170.50 58.85
‘ 1955 156.7

V K V3 Average IC50 (nM

Slide courtesy of : Huan Qiac, MD, PhD,
+ The spectrum of ALK resistance mutations varies Vincent Huang and Christine Lovly MD, PhD

according to ALK inhibitor
* Majonty are resistant to cnzotinib

50nM=<IC50<20
onM
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Caso 8

Noviembre 2005, mujer 54 aios, carcinoma infiltrante lobulillar en
mama derecha ; receptor hormonal positivo; HER2 negativo

6 ciclos de esquema TAC neoadyuvante

Se practicoO mastectomia derecha con linfadenectomia ipsilateral

(ypT4bN1MO) y se tratd posteriormente con radioterapia adyuvante y
hormonoterapia (Letrozol) durante 5 afos.

Un afio después (Nov’ 12) present6 recidiva bioquimica con lesiones
0seas sospechosas, por lo que ingreso a ensayo clinico con
Examestan y Everolimus (CRAD 001YICO04).

De 2015 a 2016 elevacion progresiva de marcadores bioquimicos
(CEA/Cal5.3) sin progresion radioldgica,

Breast cancer




Historia ancoldgica

Lesion mamaria y adenopatia sospechosa Progresién bioquimica
BAG: carcinoma lobulillar infiltrante Lesiones 6seas radioldgicas
PAAF: negativo para células malignas

cT3cNOMO

Mastectomia y linfadenectomia
post quimioterapia neoadyuvante

ypT4bypN1M
0
QT R Letrozol Exemestano-everolimus
2005 2006 2012 2015 2016
—_ ; 250
2200 {U%ﬁqgfg {Jé%Eﬁ
2000 200
1500 150
1000 100

500 50
MVN



Las:mutaciones en PIK3CA son las mas frecuentes en carcinomas de mama

Mutations
Predicted somatic non-silent mutations M Truncation mutation Missense mutation Clinical data ~ Copy number status per Mb
o o}
I £ 5§ o ) 3 z T o O T g Tm § .8
= 0 % S
338§ :i7F8333:8a83¢8¢d 333323 1R HEE
sutype = & 2 2 & & % Z2 2 Zd 2 g 5 2RI T 3R NIR B EBEIERER 0 50 100
Luminal A -:——— — —E—E .54
e — —_— _ —_—-— =
— —_—_—
- = e ——F &
JR— —_— N T %
e p— —_—— o
e — - —
-_— _— — T ———— T
| I — — ——————
Ly S— — — . I —
[ ———— — e e —
i —— ——<F"
—-— . —_— - - ;
— — — —_— I
= e = — [ — 1
- — — =
- e = 2.05
HER2- — — — _ —1 W
enriched — i
asal-like P i
u | = |
= - —_— e |
Al 36%37% 8% 4% 11% 7% 7% 3% 3% 2% 4% 2% 3% 3% 3% 2% 2% 1% 2% 3% 3% 1% 2% W Amplification [l Deletion
45% 12%13% 7% 14% 8% 9% 4% 0.4% 4% 5% 2% 3% 5% 4% 2% 3% 1% 0.4% 1% 2% 0.4% 2%
| Luminal B, 29% 29% 5% 2% 15% 6% 5% 4% 2% 2% 2% 2% 4% 2% 2% 2% 0% 1% 3% 2% 4% 2% 4%
HER2-enriched 39% 72% 4% 2% 2% 7% 5% 2% 4% 2% 4% 2% 0% 0% 2% 2% 4% 2% 0% 5% 0% 5% 4%
BS99 80% 0% 0% 2% 5% 0% 1% 0% 0% 0% 0% 1% 2% 1% 0% 1% 0% 4% 4% 2% 0% 1%

Percentages of cases with mutation by expression subtype

The Cancer Genome Atlas Network. Comprehensive molecular portraits of human breast tumours. Nature 490, 61-70 (2012). https://doi.org/10.1038/nature11412



Las:mutaciones de P/K3CA mas frecuentes se encuentran en los exones 9y 20
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Fusco N et al. P/K3CA Mutations as a Molecular Target for Hormone Receptor-Positive, HER2-Negative Metastatic Breast Cancer. Front Oncol 2021 Mar 25;11:644737. dot: 10.3389/fonc.2021.644737
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Caso 8

Caracterizacion molecular gen PIK3CA

Tejido 2005 — calidad acidos nucleicos — muy degradada
No amplificacion fragmentos mayores de 200 pb
Secuenciacion Sanger no valorable

Estudio mediante PCR en tiempo real con cobas PIK3CA
Deteccion de mutacion PIK3CA p.H1047R

Erremiaaiem ) .-

cobas® PIK3CA Mutation Test
& o
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Estudio de PIK3CA H1047R en tejido y plasma por PCR digital

Tumor 1ml of plasma

PIK3CA
H1047R . .

PIK3CA
H1047R

RN

PIK3CAWT PIKSCAWT

49% fraccion alélica mutada 0,5 % fracciéon alélica mutada
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Noviembre 2005, mujer 54 ainos, carcinoma infiltrante lobulillar en
mama derecha

receptor hormonal positivo; HER?2 negativo

6 ciclos de esquema TAC neoadyuvante

Se practic6 mastectomia derecha con linfadenectomia ipsilateral
(ypT4bN1MO) y se tratd posteriormente con radioterapia adyuvante
y hormonoterapia (Letrozol) durante 5 anos.

Un afio después (Nov’ 12) presentd recidiva bioquimica con lesiones
0seas sospechosas, por lo que ingreso a ensayo clinico con
Examestan y Everolimus (CRAD 001YIC04).

De 2015 a 2016 elevacion progresiva de marcadores bioquimicos
(CEA/Calb5.3) sin progresion radioldgica,

Mutacion PIK3CA (c.3140A>G, His1047Arg) detectable en plasma
Inicio Fulvestrant en Abril 2016.

En ese momento, no habia otra técnica que la biopsia liquida para
detectar este tipo de recurrencia, por lo que nunca se habria
detectado de otra manera.

Breast cancer
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_Historia ancolagica

Lesibn mamaria y adenopatia sospechosa Progresion bioquimica
BAG: carcinoma lobulillar infiltrante Lesiones éseas radiologicas
PAAF: negativo para células malignas

Progresién bioquimica y
cT3cNOMO radiologica (6sea, adenopatica)

Mastectomia y linfadenectomia Fractura 6sea
post quimioterapia neoadyuvante

ypT4bN1MO

Letrozol Exemestano-everolimus - Letrozol

2500

2000

1500

e EREEEDRD)) 5
(Um0 (ug/L)

- 200
PIK3CA deteccién de mutaciones sobre tumor primario (2006) |
< : - 150
H1047R COBAS PIK3CA Mutation Test
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- 50
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Historia ancoldgica

Lesion mamaria y adenopatia sospechosa
BAG: carcinoma lobulillar infiltrante
PAAF: negativo para células malignas

cT3cNOMO

Progresion bioquimica
Lesiones 6seas radioldgicas

Progresion bioquimica y
radiologica (0sea, adenopatica)

Mastectomia y linfadenectomia

Fractura dsea
post quimioterapia neoadyuvante

Letalides
ypT4bypN1M
0
QT R Letrozol Exemestano-everolimus Fulvestrant Letrozol
2005 2006 2012 2015 2016 2018 2020 2021 2022
2500 | —Cal3.3 Seguimiento ctDNA CEA [ 250
(Ul/mL) (ng/L)
2000 200
PIK3CA deteccién de mutaciones sobre tumor primario (2006)
1500 H1047R COBAS PIK3CA Mutation Test = 120
1000 / 100

—__,/
500 M /\.\,_/’/\’ 50



1

i F
A

.k}ﬂ,g'&;‘}\;& o
:"4'.\_1," R s
AT ¥ L._..\ {:\1'_". s

G

Lre--
T g -

s,




I o St AUl ey NS SR SRV ST
LR e MR L g AN was Somaconl

f
Ve
»
-
>
*4; .
-

y 2

e “\,
Yer
\.

/
5
..‘1

&
\

. - 4

4
~
..
-5

\'.

'3 = £
‘\‘
v
- X
il (4
Pod
[ ¥
g G o
~
&
i & i
'Y
£25
%
ol

.
s
3
-'f
o
¥/
"
N
o
-
e
»
a
»
et
3 £
-
~

:/
¥
-
% -
" -
..I TRy
7 ;
4 <
[ Sl -~
Aol
= WEL

-
:!
A0z
'dk-
S TR
R RO 7!
S
s
2 -
Tay

Zj./'f'
ol
, -
s ‘f«
77
»

.‘., '.".V,‘,.. -
LR L S RN

R S 2 N A 1

- N ; ¥ - Tie, rY - AN -
v >3 Bty :ﬁ Joyi,
P .. .- — - . ’
5 K s fur 5% ‘ . *‘_"- -
» i . » =

¥

” o T 4,7_.‘. 2 “Q‘ b S N &
GRN LN avh W P ST e s T
) . e YA § / Wy < v A
Nl Za! ‘f}* "{A\"‘ Bt b

“

N

PN WA SRy 2 SRR S e e
QTR SR eI S oty e S e o SR



_Historia ancolagica

Lesion mamaria y adenopatia sospechosa Progresion bioquimica

BAG: carcinoma lobulillar infiltrante
PAAF: negativo para células malignas

Lesiones éseas radiologicas
Progresién bioquimica y

cT3cNOMO radiolégica (6sea, adenopatica)
Mastectomia y linfadenectomia Fractura osea
post quimioterapia neoadyuvante Letalides
ypT4bN1MO
QT R Letrozol Exemestano-everolimus - Letrozol
2005 2006 2012 2015 2016 2018 2020 2021 g2022
2500 | ——Cal53 imi — - 250
o Seguimiento ctDNA {ug%#\
2000 - 200
PIK3CA deteccion de mutaciones sobre tumor primario (2006)
1500 - 150
H1047R COBAS PIK3CA Mutation Test
1000 =100
500 - 50
0 -0




Progresion de CEA, Ca15.3 y mutaciones en P/K3CA en sangre periférica

Progresion bioquimica y radiolégica (6sea, adenopatica) Fractura osea Letalides
Fulvestrant Letrozol
2016 2018 2020 2021 2022
250 2500 3,0
(ug/(Ul/mL) | —+—CEA (pg/L) AF%
L) PIK3CA H1047R
Ca15.3 (UI/mL) (AE%) )
2000 2
200
2,0
1500
150
1,5
1000
100 10

500 P . o
0 —I—/.\I 0 0




Nuevas determinaciones moleculares

Oncomine Breast cfDNA Assay en sangre periférica durante recaida cutanea

PIK3CA c.1633G>A; p.(Glu545Lys) 2,39%
TP53 ¢.839G>C; p.(Arg280Thr) 1,93%
TP53 ¢.853G>A; p.(Glu285Lys) 1,85%
PIK3CA c.1624G>A; p.(Glu542Lys) 0,91%
PIK3CA c.2176G>A,; p.(Glu726Lys) 0,78%
TP53 ¢.524G>A; p.(Arg175His) 0,74%

Oncomine Solid Tumor DNA Kit sobre letalides

ERBB2: €.2326G>A,; p.(Gly776Ser) 36,4%

TP53: c.853G>A; p.(Glu285Lys) 41,8 %
PIK3CA: No mutado
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Modified from Cabel et al. Nat Rev Clin Onc 2018



Progresion de CEA, Ca15.3 y mutaciones en P/K3CA en sangre periférica

Progresion bioquimica y radiolégica (6sea, adenopatica) Fractura osea Letalides
Fulvestrant Letrozol
2016 2018 2020 2021 2022
250 2500 3.0
(ug/(UI/mL) ——CEA (pg/L) :ZIF(fCA E545K AP
L) c Pik3cAH1047R
a15.3 (UI/mL) 9
(AF%)
2,5
2000
200
2,0
1500
150
1,5
1000
100
1,0
500
50 0,5

o 1



Alpelisib;, PIK3CA mutado como diana terapéutica

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

ORIGINAL ARTICLE

Alpelisib for PIK3CA-Mutated, Hormone
Receptor—Positive Advanced Breast Cancer

F. André, E. Ciruelos, G. Rubovszky, M. Campone, S. Loibl, H.S. Rugo,
H. Iwata, P. Conte, |.A. Mayer, B. Kaufman, T. Yamashita, Y.-S. Lu, K. Inoue,
M. Takahashi, Z. Papai, A.-S. Longin, D. Mills, C. Wilke, S. Hirawat,
and D. Juric, for the SOLAR-1 Study Group*

André F et al. Alpelisib for PIK3CA-Mutated, Hormone Receptor-Positive Advanced Breast Cancer. N EnglJ Med. 2019 May 16;380(20):1929-1940. doi: 10.1056/NEJMoa1813904
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Diciembre 21: Capecitabina — Vinorelbina ( por angina de Prinzmetal asociada a
capecitabina)
Marzo 22: Progresion de letalides. Inicia eribulina — (PS - fragilidad)
Respuesta clinica parcial

Octubre 22 : exitus por progresion enfermedad
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