Fusiones del receptor 2 del factor de crecimiento

de fibroblastos (FGFR2) en el colangiocarcinoma
intrahepatico (CCAI)

Alteraciones genémicas en los receptores del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR)

- Los FGFR son una familia receptores con actividad tirosina - Las alteraciones en los genes FGFR han surgido como
cinasa.'? Las vias de senalizacion del FGFR desempefian un impulsores de la génesis tumoral en varios tipos de cancer,
papel central en multiples procesos celulares, incluida la como el CCAi, el carcinoma urotelial, las neoplasias
proliferacién, migracién y supervivencia celulares'? mieloides/linfoides y otras neoplasias malignas'*

- Se han observado amplificaciones, mutaciones y fusiones Alteraciones gendmicas del FGFR

del FGFR en todos los subtipos del FGFR (FGFR1-4).°

En el CCAi se han identificado con frecuencia

reordenaciones cromosémicas que implican al FGFRZ, ( Posibles alteraciones genémicas del FGFR59 j
lo que resulta en la creacién de proteinas de I

fusién oncogénicas® . !
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puntuales
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Figura basada en Jain A, et al. 2018,° Lowery MA, et al. 2018,°
y Shibata T, et al. 2018."°

Fusiones de FGFR2

- Las fusiones o reordenaciones del FGFRZ se producen « Elperfil molecular tumoral es necesario para identificar
en el 10-16 % de los casos de CCAi>" las fusiones de FGFR2.59 La evaluacién de la positividad
de la fusion de FGFR2 debe realizarse con una prueba

- Las fusiones de FGFR2 dan lugar a la activacién diagnéstica adecuada’

independiente de ligandos de vias de sefializacién

teri L la génesis t LR . S . .
pOSTeriores, Lo que provoca ta genesis tumora Las fusiones de FGFRZ implican una amplia gama de parejas

de fusién.® Para identificar a los pacientes con
Via de sefalizacién del FGFR2 anémala colangiocarcinoma (CCA) con fusién de FGFR2, es importante
seleccionar un analisis que:
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Figura adaptada de Babina IS, Turner NC. 2017, Moeini A, et al. 2015,
y Touat M, et al. 2015.®



Métodos de analisis para la deteccion de fusiones de FGFR2

- Se pueden utilizar varios métodos con especificidad variable para detectar fusiones de FGFR2’

Reaccién en cadena

Inmunohistoquimica .
de la polimerasa con

(IHQ)

Hibridacién fluorescente

retrotranscriptasa (RT-PCR)

Secuenciacién de nueva

in situ (FISH) generacién (NGS)

Menos apropiado™®-?’ Mas apropiado™®-?

Ventajas y desafios de las diferentes metodologias de prueba para la deteccién de fusiones FGFR2

@ Ventajas

Retos

Inmunohistoquimica (IHQ)""

+ Proceso econémico

+ Puede detectar fusiones cuando los reordenamientos provocan
la sobreexpresion de la proteina fusionada

+ Puede proporcionar informacién sobre fusiones especificas
dependiendo de la localizacién de las proteinas

Sensibilidad muy baja para identificar fusiones raras

Muchos enfoques de IHQ utilizan anticuerpos que no pueden
distinguir el FGFR2 natural de las proteinas de fusién

No se ha demostrado que ningtin método de IHQ tenga suficiente
sensibilidad y especificidad para detectar fusiones del FGFR

Reaccidén en cadena de la polimerasa con retrotranscriptasa (RT-PCR)'20.21

+ Muy sensible

+ Elensayo se puede multiplicar para cubrir un intervalo de
mutaciones dentro de una Unica reaccién

+ Se puede realizar facilmente utilizando muestras clinicas
incluidas en parafinay fijadas en formol

La metodologia se limita a fusiones génicas del FGFRZ con
parejas de fusién conocidas

Requiere conocimiento previo de ambas parejas de fusién;
no se pueden detectar nuevas parejas de fusién

Las sondas del andlisis deben disefiarse para cada combinacién
de fusién especifica

Sensible a la contaminacién cruzada asociada al arrastre de
productos de PCR

Hibridacién fluorescente in situ (FISH)??2-%>

+ Proceso econémico

+ Metodologia bien establecida y ampliamente disponible en los
laboratorios clinicos

+ No requiere células vivas

+ Se puede realizar facilmente en muestras clinicas fijadas en
formol e incluidas en parafina

+ Las sondas de FISH con separacién pueden detectar parejas de
fusién desconocidas

+ Tiempo de respuesta relativamente rapido

Método de baja resolucion
Se limita principalmente a la deteccién de ADN

Los reordenamientos complejos no suelen ser facilmente
detectables

Los reordenamientos intracromosémicos, que representan
aproximadamente el 50 % de las fusiones de FGFRZ en el
colangiocarcinoma intrahepatico, pueden provocar resultados
falsos negativos

Las sondas de FISH con separacién no pueden identificar a la
pareja de fusién

Trabajo intensivo y requiere anatomopatélogos experimentados

Secuenciacién de nueva generacién (NGS)”?2223.2627

+ Miultiples dianas analizadas simultdneamente en una sola
muestra

+ Alta sensibilidad y especificidad

+ Detecta fusiones tanto conocidas como nuevas,
independientemente de los puntos de rotura o de las parejas de
fusién (dependiendo del método de preparacién de bibliotecas)

+ Hay disponibles kits comerciales que cubren fusiones génicas

+ Basado en ARN: Puede distinguir las fusiones génicas
transcritas en el mismo marco de lectura frente a las fusiones
fuera del marco de lecturay evitar dificultades de secuenciacién
de regiones intrénicas grandes

Tiempo de respuesta lento
No es rentable para los niimeros de muestra pequefios
Requiere bioinformatica y personal formado

Basado en ADN: La deteccién de fusiones nuevas puede ser
limitada, especialmente cuando hay grandes regiones de
intrones afectadas

Basado en ARN: La sensibilidad depende de los niveles de
expresion del nuevo gen de fusién; el ARN es menos estable que
el ADN




La Sociedad Europea de Oncologia Médica

(ESMO) recomienda el uso

regular de la NGS para detectar fusiones del FGFR2 en el CCA avanzado?®

Algoritmo propuesto de como se pueden incorporar las pruebas de

fusion del FGFR2 a un estudio diagnodstico

Paciente diagnosticado con CCA
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prueba de fusion del FGFR2
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[ iEsta disponible la prueba d

e fusion del FGFR2 interna? ]
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El anatomopatélogo debe enviar
la muestra al laboratorio
con capacidad para las pruebas

de fusion del FGFR2

Si

El anatomopatélogo realizara
las pruebas de fusién del FGFR2
con una prueba diagnéstica adecuada

i\

El anatomopatdlogo debe comunicar el estado del FGFR2 al oncélogo

!

[ El oncélogo debe considerar las opciones d

e tratamiento pertinentes para el paciente ]

CCA: colangiocarcinoma; FGFR2: receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos.

Visite www.incyte.com/what-we-do/clinical-trials para aprender
mas sobre los ensayos clinicos patrocinados por Incyte para pacientes
con CCAy fusiones o reordenamientos FGFR2



Un enfoque de equipo multidisciplinar (EMD) es crucial para optimizar la atencién
de los pacientes en el CCAi#®

- Como parte de este enfoque del EMD, - Consideraciones clave para la caracterizacién molecular:*
se debe considerar un plan de perfil
molecular tumoral al principio ©@ Determinar qué genes clinicamente pertinentes analizar

de la trayectoria terapéutica

de su paciente © Comprender los requisitos de la muestra de prueba

(cantidad y calidad)

© Comprender las fortalezas y limitaciones de diferentes
metodologias de prueba

©@ Comprender los tiempos de obtencién

@ Comprender las implicaciones clinicas de los resultados
de las pruebas

Los programas externos de garantia de calidad son esenciales para garantizar
un andlisis de biomarcadores clinicos preciso y fiable*

Visite www.ignpath.org para obtener mas informacion sobre los sistemas
de garantia de calidad externa para las pruebas moleculares en Europa
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