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¢ De queé plataformas disponemos y en qué se diferencian?
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Agenda, distintos tipos de plataformas...

 Caracterizacion del tumor
* Biopsia sélida problemas de muestreo
* Biopsia liquida alternativa de muestreo

e CTCs — como detectarlos, plataformas que
disponemos, aplicaciones clinicas y dificultades
para su aplicacion clinica.

» cfTNA — plataformas que disponemos, variante
versus error de secuenciacion, reproducibilidad de

los resultados, aplicaciones clinicas y dificultades TN - Q
para su aplicacion. W @
b COﬂClUSién final http://colabora.oncomet.es



Caracterizacion del tumor

Permite identificar:

* individuos con riesgo a padecer cancer hereditario

* caracteristicas moleculares del tumor que guian =
* |a seleccidn del tratamiento T e

Aderwwy
[ RIn

* |a monitorizacion de la enfermedad,

https://www.mariekeating.ie/

* |a deteccion temprana del cancer

* el diagnodstico de cancer raro o cancer de origen desconocido (CUP)




Biopsia solida problemas de muestreo

* Puede no ser posible - paciente o localizacion/tamafio tumor
» Esinvasiva — cirugia compleja/cara
* Puede ser limitado — mayor demanda estudios moleculares

* Puede no reflejar la situacion actual de la enfermedad
* j.e., el tratamiento produce cambios en las células tumorales

Puede no reflejar las caracteristicas moleculares del tumor

R — i
Videothoracoscope "./f

www.lhsc.on.ca/



Biopsia liquida alternativa de muestreo

Estudia los tumores a través de
un analisis de sangre no invasivo:

células tumorales (CTCs)
trozos de ADN/RNA (cfTNA)

exosomas, plaquetas,...

Table 8.

Comparison between the applications of ¢tDNA, CTCs. and exosomes.

Applications cfDNA CTCs Exosomes

Photography of spatial and temporal tumor heterogeneity No Yes No

Detaction of point mutations. insertions and deletions, amplifications, translocations  Yes Yes Yes

and copy number alterations

Epigenetic alterations (e.g. methylation) Yes Yes Yes

Analysis of mIRNA No Yes Yes O -
Analysis of RNA expression and proteomics No Yes Yes )
Phenotypic analysis of cells, such as cell morphology or in vive studies No Yes No oy N - Q Q
Influence by preanalytical variability Yes Yes Yes B

Functional study ex vivo No Yes No -

Biobanking preservation Yes No Yes

CTC, circulating tumor cell; ctDNA, circulating tumor DNA; PCR, polymerase chain reaction.

Palmirotta et al., (2018) Ther Adv Med Oncol

http://colabora.oncomet.es




CTCs — introducciodn

* Desprenden de tumores primarios o secundarios
* Migran al sistema circulatorio
* Responsables del desarrollo de metastasis.

 Pueden agruparse con células tumorales parentales o con otras
células formando agregados con mayor capacidad de metastasis.
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Rodrigues et al., (2019) Cancer Discov



CTCs — como detectarlos

* Estratificar los componentes de muestras de sangre periférica
* Evaluar la eliminacion de leucocitos
* Tenir |la fraccion enriquecida con anticuerpos con fluoroforo

* Recuperar las células en gotas de buffer

Palmirotta et al., (2018) Ther Adv Med Oncol


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=6116068_10.1177_1758835918794630-fig2.jpg

CTCs — diferencias entre las plataformas
| Technology  |Methods  [Patforms |

Physical filter
Density gradient

Physical properties Size, density, others Dielectric
Photoacoustic
Microfluidic

High-throughput imaging Scanning of cells on slide Imaging cytometry

Batch cell lysis

Leukocyte depletion Negative depletion of leukocytes Microfluidic CTC-iChip
Immunomagnetic separation
CellSearch

Antibody capture Selection for tumor-specific markers Magsweeper

Microfluidic CTC-Chip
Epispot assay

Functional characteristics Protein secretion, cell migration .
Invasion assay
Nanomaterials able to increase interactions with CTCs Immunomagnetic nanobeads,
Nanotechnology and specific antibodies, and to enable their electrical nanostructures  substrates in
conductivity microchip

Palmirotta et al., (2018) Ther Adv Med Oncol

* Su escasez
* La baja eficiencia de su captura

* La falta de consenso del marcador diferencial



CTCs — aplicaciones clinicas

* Necesario optimizar y estandarizar el aislamiento de las CTCs

* En la practica clinica, la cuantificacion de los CTCs como el estudio de
sus acidos nucleicos ya son marcadores candidatos para:

* Pronodstico — estratificacion de los
, pacientes,
‘i * Diagndstico — sustituir a biopsia solida
e y deteccidon temprana
T * Predictivo — resistencia o respuesta a
— e

tratamiento

Yap et al., (2014) Clin Cancer Res



4 100% CTC/7.5mL Median OS in
CTCs — cantidad absoluta - po
. % >5CTC  125(57%) 115 ( 9.3t013.7)
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Bayarri-Lara et al., (2016) PLoS One



CTCs — caracterizacion acidos nucleicos

PERFIL GENOMICO
* Tejido de origen

* Aislar la diversidad mutacional
gue explica la variabilidad de |la
respuesta entre pacientes.

Sanger Sequencing

2573156 pLassH
CTC isolation by Deep-Array m E

- — \

" - v 2 - c

Palmirotta et al., (2018) Ther Adv Med Oncol

PERFIL EPIGENOMICO

e Estratificacion como la
monitorizacion.

* Metilacion del receptor de
estrogeno 1 (ESR1).

A Survival functions
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Mastoraki et al., (2018) Clin Cancer Res


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=6116068_10.1177_1758835918794630-fig4.jpg

CTCs — dificultades para su aplicacion clinica

* Su escasez
e La falta de estandarizacion para su aislamiento
* La carestia de su caracterizacion molecular

* La alta heterogeneidad a nivel gendmico, transcriptémico como
metaboldmico entre CTCs y las células del tumor primario

* Por ejemplo, la presencia de la mutacion de resistencia del gen EGFR
(T790M) en CTCs pero no en el tumor primario.

Study subjects
02 10 12 19 25 22 31 35 29 41 03 08 32 40 20 26 11 36 33 13 18
biopsy 1 e o B 7oom positi\./e
CTC ..-.. ..... T790M negative

Sundaresan et al., (2016) Clin Cancer Res



cfTNA — introduccion

* La cuantificacion y la identificacion de variantes en acidos nucleicos
libres en circulacion relevante en medicina de precision

* Entre un 0.1y 10% de los cfDNA son tumorales (ctDNA)

* La inflamacidn, el trauma y el ejercicio exhaustivo incrementan la
cantidad de acidos nucleicos libres en circulacion

J

(Fu) Cancer patients 1

100 |
166 bp

* No hay procedimientos estandarizados; pero: . e -
* Plasma antes que suero "Bl \JA\,\{____M N g] g
* Sangre, orina, saliva, liquido cefalorraguideo e N0
* Tubos con EDTA que inhibe la actividad ADNasa Heitzer et el (2013) Clin Chem

* Eliminar cuanto antes las células sanguineas que pueden lisar y liberar su ADN
mediante centrifugacion.



cfTNA - plataformas que disponemos para
biomarcadores epigenéticos y en qué se diferencian

* Métodos que solo se centran en el
estudio de posiciones candidatas
mediante distintas variantes del PCR
tradicional.

o

Reference methylation atlas

Diff. methylated CpGs
» n
= = =)

=)
=

* Métodos que permiten identificar
perfiles globales a nivel gendmico: b
* NGS

* MCTA-Seq que permite identificar islas
CpG hipermetiladas a nivel gendmico

Moss et al., (2018) Nature Communications



cfTNA - plataformas que disponemos para
biomarcadores genéticos y en qué se diferencian

* NGS permiten la identificacion
de SNV, indels, CNVs y fusiones
sin conocimiento previo de su
localizacion gendmica.

SNV Indel
Single Nucleotide Variant Insertion or Deletion

v v v v
Fusion CNV
Copy Number Variant

https://sequencing.roche.com/
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cfTNA - plataformas no NGS que disponemos para
biomarcadores genéticos y en qué se diferencian

4
L Centrifugation " " - NS
lug ; Emulsion PCR -
3 Beads with Amplification
_—
primers for genes
Patient Plasma ofloierest
blood containing BCETACACT
sample ctDNA
Fluorescent
probe for
specific
Magnetic flow mutation
detection
hybridization
« BEAMing
Detector

» Esferas magnéticas en una emulsion de agua y aceite
* Amplificacion de una unica molécula por PCR

* Cuantificar la presencia de la variante genética
mediante citometria de flujo

o

https://www.mycancergenome.org/




cfTNA - plataformas no NGS que disponemos para
biomarcadores genéticos y en qué se diferencian

gy * PCR digital:
7‘;’; /WQ\U * miles de gotas en emulsién de agua y aceite
T * amplificacion de una unica region

R A  cuantificar la presencia de la variante mediante

%\q‘l) sondas fluorescentes.
|

QRO

9999

Thermal cycling and amplification

 BEAMing y PCR Digital
* Buena sensibilidad

. Lim.itados con _muchas muestras o
variantes candidatas

* Perder informacion potencialmente
importante.

Zonta et al., (2016) PLoS One



Duplex Sequencing
Duplex 7.4

* Paneles de NGS

* niveles de sensibilidad
adecuados solo en regiones
genomicas de interés

Molecular barcoding
CONSTRUCTION OF CFDNA LIBRARIES USING ¢
SEMI- \TE BARCODED ADAPTERS

TARGETED ENRICHMENT OF CELL-FREE DNA LIBRARIES
USING 2 ROUNDS OF HYBRIDIZATION CAPTURE

* Analisis bioinformatico:

verificar la calidad de los
datos crudos de
secuenciacion

i

2

cfTNA - plataformas NGS que disponemos para
biomarcadores genéticos y en qué se diferencian

c

Targeted

)]

d solid

Safe-SeqS

|dentificar, anotar e

@

interpretar variantes

Palmirotta et al., (2018) Ther Adv Med Oncol
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cfTNA — variante versus error de secuenciacion

» Cada molécula de origen se etiqueta con un codigo de barras unico.
* A cada uno de estos grupos se le llama familia.

 Error de secuenciacion no en la mayoria de los miembros.

* Informamos eventos identificados por dos o0 mas familias.
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Schmitt et al., (2012) PNAS



cfTNA — reproducibilidad de los resultados

e Optimizar (y estandarizar) el tipo de la muestra como su recogida,
conservacion y posterior manipulacion para poder garantizar la
reproducibilidad de los resultados.

e Validacion técnica (n=16)

~
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Macias et al., (en revisién)




cfTNA — reproducibilidad de la frecuencia alélica

* Mismos valores de frecuencia alélica (n=28).
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Macias et al., (en revision)



cfTNA — reproducibilidad de la resolucion obtenida

* Cantidad de cfTNA de partida dictamina la resolucién (LOD).

2/2000 2/10000
LOD: 0.1% LOD: 0.02%

° 12000
O, @ 10000 . .R?=0,8762
O o .8 o &
O £ O 8000 0
2270 o«
£ 22 6000 o
s E S 4000 e
5 8 o %%
509 2000 Cee
= 0

0 10 20 30 40 50 60

ng cfTNA

Macias et al., (en revisién)



cfTNA — aplicaciones clinicas

 Seleccion de terapias

dlrl | das \""'“E;;;','a;n;.'m";fc;;;e;"“'1 Identification of recurrence
& P | | e 0 t? "p

e Seguimiento al tratamiento R Y | [t | § o o

* Monitorizacion de la m\ / —
enfermedad residual minima TTIATE S B
(MRD) AN / \ al

* Detecciodn y caracterizacion - | |
temprana del cancer [ o ][ —
pudiendo indicar el tejido de I —— g‘ﬁf Lo
origen en personas sanas | | we =1 Vrvad

Perakis et al., (2017) Adv Clin Chem



cfTNA —tejido de origen

* Deconvolucion de los perfiles de expresion génica obtenidas mediante
microarrays o RNA-seq, de ocupacion de nucleosomas o de metilacion

Nucleic acids from
different tissues

Methods

RNA-seq: gene expression signatures
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0
Study 1
(n=4)

i

Study 2
(n=1)

Study 3
(n=32)

Pregnant women

Study 3
(n=15)

Study 4
(n=10)

HCC patients

Study 3
(n=29)

I Neutrophils (n=86): 57% (9-70%)
Il Whole blood (n=4): 42% (38-44%)
Il Plocenta (n=57): 3% (1-54%)
I Liver (n=87): 12% (1-85%)

B 8 and Tlymphocytes (n=1): 21%

I Lymph node (n=4): 18% (11-18%)

Bone marrow (n=4): 14% (13-22%)

I T lymphocytes (n=86): 11% (5-22%)

T Lung (n=5): 5% (5-10%)

M B8 lymphocytes (n=86): 9% (0-17%)

Adipose tissue (n=1): 9.4%

I 5mooth muscle (n=4): 6% (5-6%)

1 Hypothalamus (n=4): 7% (4-7%)
Amygdala (n=1): 4%

BB Bronchial epithelial cells (n=1): 3% (2-3%)
Other tissues (n=3): 3% (2-4%)
Thyroid (n=1): 2%

1 Thymus (n=4): 2% (2-3%)

B Heart (n=1):1.7%

Brain (n=1): 0.6%
Il 5ol intestine (n=1): 0.6%

Heitzer et al., (2019) Nature Reviews Genetics




cfTNA — dificultades para su aplicacion

Su escasez

La falta de estandarizacién para su recoleccion, aislamiento y analisis

La carestia de su caracterizacion molecular

Falta de comparaciones entre laboratorios

Falta de conclusiones de grandes ensayos multicéntricos

Table 7.

Overview of challenges and future prospects of liquid biops:

Current issue Challenges

Recovery of rare CTCs and low levels of cDNA and exosomes Recovery of a large amount of analytical samples from hiqud
biopsy

RNA molect

Abulaty 10 detect gene translocations and RNA expression data

Low sensitiv

ty and specificity of tDNA in early-stage disease Identification of patient

w

ith early-stage disease

Drfficult mterpretation of the climcal results based on the data obtamed from Identify the crucsal alterations that sdentify metastatic or
CTCs and ctDNA resistant tumor cell clones

Variability of assay plat r the genomic characterization determines the Validation and rep ility of molecular and ¢

Future prospects
Hig

throughput assaymg

Innovative high-throughput technologies such as multiplex digital PCR and expression arrays

Advanced genomic approaches that have higher sensitrvity to identify mutations in matched tDNA
and tumor tissue samples

Better knowledge of the dynamic biology of CTCs, exosomes, and cfDNA release

difficult reproducibility of data data

High cost of technologies and bioinformatics analysis necessary for liquid biopsy  Diffusson and mple

tion of biquid biopsy on a large scale

2s routne analysis

geneity with consequent mncrease mn the data obtamed Reduction of mutational expression data complexty

CTC, circulating tumor cell; tDNA, circulating tumor DNA: PCR. polymerase cham reaction

dard: and analytical vahdation of ¢

methods used for liquid bioy

Introduction of low-c

sotechnology and computational software

Implementation of databases, new computational algonthms, and innovative software to support

f data

interpretation of large amounts

References

Palmirotta et al., (2018) Ther Adv Med Oncol




Conclusiones

* La implementacion sistematica de la

biopsia liquida no es todavia una
realidad. Limitaciones:

* muestra de partida
e procesos analiticas
* analisis bioinformaticos

* La biopsia liquida es capaz de

reflejar la heterogeneidad espacial y

temporal del cancer mejorando la
caracterizacion del tumory:

* monitorizacion de la enfermedad
minima residual

* las decisiones terapéuticas
* |a identificacion de recidivas
* identificar el tejido de origen

‘ Early detection of cancer l Identification of recurrence
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