Perfilado somatico ADN y ARN

El test se basa en un analisis exhaustivo del ADN y ARN del tumor. Para comprender a fondo la base molecular de la
enfermedad neoplasica, es necesario realizar un test que contenga informacion sobre las mutaciones somaticas y
germinales que aparecen en el tumor y las disfunciones genéticas a nivel de ARN. En el test presentado, ofrecemos
un analisis de variantes en 523 genes a nivel de ADN y 55 genes a nivel de ARN. El test permite obtener informacion
sobre las mutaciones detectadas en la secuencia de ADN y ARN. El andlisis de ADN revela cambios en polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP), inserciones y deleciones cortas y variaciones en el nimero de copias de ADN (CNV). El
analisis de ARN incluye trastornos de la expresion de 55 genes. Algunos trastornos asociados a cambios neoplasicos
se presentan en forma de cambios epigenéticos, cambios en el nivel de expresion génica y fusiones génicas. Estos
trastornos no son visibles en la secuenciacién de ADN, por lo que requieren analisis de ARN. Los estudios de fusion
de ARN son particularmente importantes en la terapia dirigida en cancer de pulmén y sarcomas.

La informacion sobre las mutaciones detectadas por si sola no siempre conlleva la posibilidad de preparar un
resultado claro y clinicamente significativo para el paciente. Por lo tanto, para proponer un régimen de terapia contra
el cancer mas eficaz, en la prueba propuesta también ofrecemos realizar los siguientes andlisis: HRD, TMB, MSI.

HRD (Homologous Recombination Deficiency) - trastornos de los genes de recombinacion homologa, asociados con
la incapacidad de reparar roturas de ADN de doble cadena mediante genes de reparacion de recombinacion
homologa (HRR), es decir, BRCA1 y BRCAZ2. El analisis HRD permite la evaluacién de la inestabilidad del genoma
mediante la determinacién de: pérdida de heterocigosidad (LOH), desequilibrio alélico telomérico (TAl) y aberraciones
cromosoémicas a gran escala (LST). El analisis HRD es particularmente importante antes de iniciar la terapia con
inhibidores de PARP.

TMB (Tumor Mutation Burden) - carga mutacional tumoral. Este andlisis permite una determinacién mas precisa del
grado en que el paciente se beneficiara de la inmunoterapia. Se utiliza para determinar el nUmero de mutaciones
presentes en el genoma del tumor.

MSI (inestabilidad de microsatélites): marcadores de inestabilidad de microsatélites, indica la aparicion de
inconsistencias en el numero de repeticiones de nucledtidos en las regiones de microsatélites del ADN. Estas
inconsistencias son resultado de errores de replicacion del ADN, resultantes de trastornos en la funcién de los genes
de reparacion de la clase MMR ( MSH2, MLH1, PMS1, PMS2, MSH6, MSH3 ). El analisis MSI esta indicado en
muchos canceres, incluido el cancer de colon y el cancer de endometrio.

Cabe recordar que la decision sobre la posibilidad de utilizar una terapia determinada depende de las condiciones
clinicas y de la decisién del médico tratante.

Para realizar la prueba, necesitamos una muestra de tejido canceroso (bloque de parafina) y preparaciones
histopatoldgicas (portaobjetos) realizadas a partir de él, asi como una copia del diagndstico histopatoldgico.

Metodologia
Informacion sobre el método de prueba:

En primer lugar, se aisla el acido desoxirribonucleico (ADN) de una muestra de sangre o de un bloque de parafina,
cuya calidad y cantidad se determina mediante un analisis espectrofotométrico y fluorimétrico. Después de la
fragmentacion mecanica o enzimatica, el ADN se utiliza para crear una biblioteca que permite el etiquetado, la
posterior secuenciacion y el andlisis de los genes que se han seleccionado en el panel encargado. La biblioteca
resultante se secuencia en un secuenciador de nueva generacion.

Los resultados obtenidos se someten luego al analisis bioinformatico e interpretacion clinica. Las variantes
genéticas se identifican utilizando Burrows-Wheeler Aligner. La prueba detecta el 100% de las sustituciones y el
95% de pequefias inserciones y deleciones.
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Informacion sobre la clasificacidon de variantes:

El informe del estudio proporciona informacién sobre variantes clasificadas como variantes "potencialmente
patégenas" y "patdgenas" debido a su posible relevancia clinica.

Las variantes identificadas se clasifican en las siguientes categorias:

Variante patogénica: el cambio en la secuencia genética encontrada estd directamente relacionado con la
aparicion de la enfermedad. Se debe de tener en cuenta que algunos cambios patégenos pueden no tener una
penetracion completa, es decir, una sola lesion puede ser insuficiente para causar una enfermedad en toda regla.

Variante potencialmente patégena: el cambio en la secuencia genética encontrada probablemente esté
relacionado con el desarrollo de la enfermedad, pero no es posible hacer esta relacién basandose en los datos
cientificos actualmente disponibles. Se requieren investigaciones y pruebas adicionales para confirmar la
patogenicidad de la variante: no se puede descartar que estudios posteriores demuestren que el cambio encontrado
tiene poca o ninguna significacion clinica.

Variante de patogenicidad desconocida: no es posible determinar la importancia del cambio encontrado
basandose en los datos cientificos actualmente disponibles.

Variante potencialmente benigna: lo mas probable es que el cambio encontrado en la secuencia genética no
esté relacionado con el desarrollo de la enfermedad.

Sin embargo, segun los datos cientificos disponibles actualmente, no es posible confirmar la levedad del cambio.
Se requieren investigaciones y pruebas adicionales para confirmar la relevancia clinica de la variante.

No se puede descartar que nuevos estudios demuestren que el cambio encontrado tiene significacion clinica y
conduce al desarrollo de la enfermedad.

Variante leve: el cambio encontrado no esté relacionado con el desarrollo de la enfermedad.

Las variantes genéticas identificadas se clasifican segun las pautas desarrolladas por el Colegio Estadounidense
de Genética y Gendmica Médica y la Asociacion Estadounidense de Patologia Molecular (S. Richards, Genet Med.
2015 May; 17 (5): 405-24). Los siguientes criterios se tienen en cuenta en la clasificacion de variantes:

* |Identificacion mas temprana de la variante en personas con la enfermedad
* Impacto de la variante en la formacion de un producto génico funcional:
o Determinado en analisis bioinformaticos
o  Confirmado en pruebas in vitro / in vivo
* Ubicacion de la variante (exon / intron, dominio funcional)
* de novo / cambio hereditario
* La frecuencia de la variante en la poblaciéon general (cualquier variante que ocurra con una frecuencia >5%
de acuerdo con Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project o Exome Aggregation Consortium se
clasifica como una lesién benigna)
* La frecuencia de aparicion de la variante en la poblacidon general en relacion con la poblacion de pacientes

La clasificacion final de variantes se realiza sobre la base de la suma de los criterios mencionados anteriormente.
Las bases de datos buscadas incluyen: 1000GP, ClinVar, ConsensusPathDB, Exome Aggregation Consortium,
Exome Variant Server, FATHMM, GO (Ontologia genética), GTEx (Genotipo-Expresion tisular), GWAS (Estudio de
asociacion del genoma completo), HGMD, KEGG, MetaLR, MetaSVM, MutationAssessor, MutationTaster, OMIM,
PolyPhen-2, PROVEAN, SIFT, SnpEff, dbNSFP, UniProt, VEP (Variant Effect Predictor).

Limitaciones del estudio:

Todas las tecnologias de secuenciacion tienen sus limitaciones. El estudio se realiza usando la secuenciaciéon de
nueva generacion (NGS) para investigar las regiones de codificacion y empalme de los genes encargados. Si bien
las técnicas de secuenciacion utilizadas y los andlisis bioinformaticos posteriores tienen como objetivo reducir la
importancia de las secuencias de pseudogen, la presencia de secuencias de genes altamente homodlogas puede
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interferir esporadicamente con la capacidad de identificar alelos patdégenos, asi como deleciones / duplicaciones.

La secuenciacion de Sanger es el método utilizado para confirmar variantes que han obtenido parametros de
menor calidad.Los andlisis de delecién / duplicacion indican cambios cuantitativos de ADN que involucran al menos
un exon y siempre requieren confirmacion por otros métodos (QPCR o MLPA).

Los analisis realizados no estan destinados a detectar ciertos tipos de cambios gendmicos, como translocaciones,
inversiones, mutaciones dinamicas (por ejemplo, el aumento del numero de repeticiones de tres nucledtidos),
cambios en regiones reguladoras o intronicas. Si se informa de un aumento en el numero de repeticiones de dos o
tres nucleodtidos, se debe suponer que el nUmero exacto de repeticiones es impreciso.

La prueba realizada no esta destinada a detectar patrones de mosaico somatico, y el analisis de mutaciones
somaticas debe realizarse en el contexto de secuencias de ADN germinal.

No es posible excluir la presencia de mutaciones en genes y regiones distintas de las cubiertas por el estudio, asi
como cambios en el numero de copias de genes. El informe del estudio proporciona informacion sobre los cambios
en la secuencia de genes identificados basandose en una comparacion con las secuencias de referencia actuales
depositadas en las bases de datos NCBI Nucleotide y Ensembl.

Las pruebas se estan desarrollando en Warsaw Genomics con fines clinicos. Todos los resultados de las pruebas
obtenidos son interpretados y analizados por expertos cientificos y médicos de Warsaw Genomics.
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