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INTRODUCCION

La caracterizacién molecular de los carcinomas de pulmén es esencial para la
seleccion del tratamiento dirigido més adecuado para cada paciente y puede
aportar informacion pronéstica de gran utilidad. La incorporacién de la Next
Generation Sequencing (NGS) como metodologia de diagndstico estandar en
nuestro laboratorio supuso un cambio de paradigma en el abordaje de las
neoplasias sélidas ya que permite la deteccion simultanea de multiples
alteraciones moleculares de DNA y RNA en un Unico ensayo. Dado que el
namero de genes susceptibles de ser diana de un tratamiento especifico sigue
en constante crecimiento y que la disponibilidad de tejido tumoral es cada vez
mas limitada, la NGS supone una ventaja incontestable en un laboratorio de
diagnéstico molecular. Presentamos los resultados de los perfiles moleculares
de DNA 'y RNA, estudiados mediante NGS, su correlacion histopatoldgica y la
implicaciéon terapéutica de las alteraciones moleculares detectadas en una
serie de 170 casos de carcinoma de pulmon.

MATERIALES

La serie incluy6 170 carcinomas de pulmoén estudiados de manera secuencial
en la practica clinica diaria. El pat6logo efectu6 la evaluacion morfolégica y el
perfil inmunohistoquimico indicado segun el tipo de neoplasia para establecer
el diagnostico (Figuras 1 y 2). La extraccion de DNA y RNA se realizd
simultaneamente (RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation kit. ThermoFisher).
El estudio de DNA mediante NGS se realiz6 con un kit (Oncomine Solid
Tumour DNA. ThermoFisher) para analizar mutaciones, indels e inversiones
en 22 genes (EGFR, ALK, ERBB2, ERBB4, FGFR1, FGFR2, FGFR3, MET,
DDR2, KRAS, PIK3CA, BRAF, AKT1, PTEN, NRAS, MAP2K1, STKI11,
NOTCH1, CTNNB1, SMAD4, FBXW?7 y TP53). Las librerias de DNA se
prepararon de forma manual mediante PCR a partir de 10ng de DNA. El
estudio de RNA mediante NGS se realiz6 mediante una retrotranscripcion de
RNA (SuperScript VILO cDNA kit) y la posterior amplificacion de librerias de
cDNA mediante PCR con un kit que analiza la presencia de reordenamientos
en los genes ALK, ROS1, RET y NTRK1 (Oncomine Solid Tumour Fusion
Transcript. ThermoFisher). La cuantificacion de las librerias se realizé
mediante qPCR (lon Library TagMan Quantitation Kit). La PCR en emulsion, el
enriquecimiento de ISPs y la carga del chip en el lon Chef System y la
secuenciacion masiva en un lon Personal Genome Machine (PGM) System.
El analisis se realiz6 en Torrent Server 5.6.0, lonReporter 5.6 y lonTorrent
Oncomine Knowledgbase Reporter (ThermoFisher Scientific software). El
Coverage medio fue superior a 2.500X asegurando una sensibilidad inferior al
2,5% (Figura 3).

RESUTADOS

Se incluyeron 170 carcinomas de pulmén correspondientes a 170 pacientes:
el 61,2% de sexo masculino y el 38,8% femenino con una mediana de edad
de 70,7 afios. Del total de carcinomas, 103 eran biopsias, 1 PAAF y 66 piezas
quirargicas. En 5 casos (5,2%) no se pudo obtener el perfil molecular. Ciento
dieciocho casos (69,4%) fueron adenocarcinomas, 34 carcinomas
escamosos (20%), 7 adeno-escamosos (4,1%), 5 neuroendocrinos (3%), 4
carcinomas sarcomatoides (2,4%) y 2 carcinomas de célula no pequefia
(1,2%). Globalmente, 83,2% de los casos presentaron una o0 mas mutaciones
(Figura 4) y el 5,9% present6 una fusion. Mas del 64% de las alteraciones
detectadas permitian terapia dirigida. Se detectaron mutaciones de TP53 en
todos los tipos histolégicos, suponiendo un 51,6% de la serie global, siendo el
Gnico gen mutado en los adeno-escamosos (71,4%) y neuroendocrinos
(80%). EI 79,7% de los adenocarcinomas presentaron una o0 mas mutaciones
en 16 genes diferentes, las mas prevalentes en TP53 (39%), KRAS (28,9%),
EGFR (22,9%) y BRAF (6,8%). Todas las mutaciones de EGFR se detectaron
exclusivamente en adenocarcinomas de tipo lepidico y/o acinar. En los
carcinomas escamosos se detectaron mutaciones en 6 genes diferentes: de
TP53 en el 67,6% de los casos, el resto de genes presentaron frecuencias de
mutacion inferiores al 10%. En los carcinomas sarcomatoides los genes
mutados fueron TP53, BRAF y DDR2. Los 2 casos de carcinoma de célula no
pequefia presentaron mutaciones en TP53, en uno de ellos coexistiendo con
una mutacion de KRAS. Se detectaron reordenamientos en los genes ALK,
ROS1 y RET en el 3,1%, 1,5% y 2,3% de los casos respectivamente, siendo
todos ellos adenocarcinomas.

CONCLUSIONES
¢ La metodologia histopatolégica e inmunohistoquimica util
célula no pequenfia se reduzcan al 1,2%.
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Figura 3. Resultados generales de un chip de secuenciacién
masiva.

Figura 4. Variant Impact de los resultados de la secuenciacion
masiva de DNA de 50 de los 170 casos de la serie.

izada permite que los casos catalogados como carcinoma de

e El 89,1% de los casos incluidos en la serie presentd alteraci ones moleculares. Las mutaciones EGFR vy las
translocaciones de ALK, ROS1 y RET se detectaron exclusivam ente en adenocarcinomas.

e La caracterizacion del perfil molecular mediante NGS permi te la clasificacion morfomolecular de la neoplasia,
proporciona informacién pronéstica y permite orientar ter apias dirigidas en mas del 64% de los pacientes.
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