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- XPLUTANDO LOS DATOS:
MAXIMIZANDU LA
INFURMACION DEL DNA
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RASCANDO LA SUPERFICIE

Estandar
Actual

En el contexto de tumor sdélido: Uso de short reads

Mutaciones 1. Lecturas cortas impide extraer informacién

(SNVs)

plasma surface estructural

Fasing / 2. Implica amplificacion (dificultad para la correcta

Haplotipos _ » _
interpretacion de extremos desparejados)

Metilacion : . .
Variantes 3. No capacidad de lectura unica
Estructurales

Informacion Huella 4. Cambio epigenéticos: complejos de analizar.
Latente Nucleosomal
(Multi-6mica)
Fasing / Topologia de
Fragmentos

Estructurales
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SHORT READS
Por amplicones \J/'

LA

\

CEBADORES GEN B Ampllcon GEN B

CEBADORES GEN C <

.\\\

Amplicén GEN C
\ A l\

Ampllcon GEN D

\‘\\‘ A\

CEBADORES GEN D

ILJI

Captura de Hibridos

] Fragmentacién Gen6  Gen7 | Gen8 | Gend | Geni0
Gen1
Ty
[ Gena |

2 Hibridacié
Hibridacion % . 1 %

3 Captura 4 Elucién

Desnaturalizacién &

= L)

Secuenciacion
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LONG READS "TRADICIONALES
Pacific bioscience Oxford Nanopores

Epifluorescence detection
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XPANDORMERS

Busca ligar lo mejor de cada mundo: Capacidad long reads en flujos de Short reads

3.4 Angstroms

Xpandomer
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XPANDORMERS

Busca ligar lo mejor de cada mundo: Capacidad long reads en flujos de Short reads
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COMPARTIVA DE LONG READS

Longitud de

10-25 kb Hasta >1 Mb ~10-20 kb (también shorts)
lectura
Precision >99% ~98-99% Muy alta (Q30-Q40)
Rendimiento Moderado—alto Muy alto Alto, escalable
Coste instrumento Alto Mas bajo Moderado
Coste consumibles Alto/Gb Bajo/Gb Bajo—moderado
Flujo secundario / Muy robusto y Menos estandarizado, En desarrollo, orientado a
estandarizacion validado variable entorno clinico controlado
Fortalezas Uso activo en Lecturas ultralargas  Precision + escalabilidad +

principales diagnadstico Epigenética directa potencial clinico-industrial



A TRAVES DE LAS VIAS
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SHORT VS LONG READS

Long Reads para somatico: {Qué mejora respecto al estandar?

SECUENCIACION LONG-READ SECUENCIACION SHORT-READ El genoma
oculto
VENTAJAS LIMITACIONES VENTAJAS LIMITACIONES
1. Variantes

* Lecturas largas (10 kb a Mayores costos de * Alta precisién sin Lecturas cortas (100-150 Estructurales
>1 Mb) cubren regiones instrumentos y procesar (>99.9%) pb) limitan la capacidad (SVs): Deteccion
complejas y repetitivas consumibles por genoma para detectar SVs grandes superior de

: = e * Menor costo de o complejas inserciones y

* Mejor deteccion de Menor rendimiento secuenciacion por base elementos
variantes estructurales comparado con plataformas - Dificultad para resolver repetitivos.
grandes y complejas de lectura corta (varia * Alto rendimiento y regiones repetitivas o ;

¥ o segun el dlSpQSItIVO) escalabilidad altamente hnmé[ogas 2. Fasmg

* Mejor resolucion de 3 . : (Phasing):
puntos de ruptura y Historicamente menor » Tecnologia establecida Menor sensibilidad para Rehabilitacién de
haplotipos precision sin procesar, con disponibilidad SVs complejas y haplotipos para

aéjn.gue metjorando generalizada repeticiones largas en distinguir

« Mayor rendimiento rapiaamente : 5 : tandem mutaciones en
diagnéstico para Archivos de datos més Tuberias y herramientas - e cis vs. trans.

" ) . ) de anélisis maduras Rendimiento diagndstico
rastornos genéticos raros | grandes que requieren més reducido en casos de 3. Epigenética
ue involucran SVs de . -dpig

q ISANSOS 08 ) enfermedades raras que Nativa:

* Mejoras emergentes en la almacenamiento y cémputo involucran SVs Deteccion
precision de lectura sin Tuberias de anélisis menos - . directa de
procesar (Q20+ con maduras, aunque 3:'?:2:: fﬂ;‘;’,ﬁ?ﬂ,‘;"'é” metilacién CpG
actualizaciones recientes) evolucionando sin dafo por

rapidamente bisulfito.




Il JORNADA TRASLACIONAL
DE ONCOLOGIA DE PRECISION:

FL PROBLEMA:

A TRAVES DE LAS VIAS
DE SENALIZACION

SEVILLA, 12 Y 13 I 1 W
DE FEBRERO DE 2025 B W
FFPE Muestras

v iSiempre listas!
v Procesamiento facil
v Morfologia excelente

X R/DNA fragmentado ?
X R/DNA degradado ?

?FFPE o Muestras Frescag
en Patologia Molecular?

Muestra Fresca o Congelada

v R/DNA intacto
v R/DNA intacto

X Dificil de manejar ?

X Morfologia complicada“

_____ T g,
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Y LA BIOPSIA LIQUIDA: QUE HACEMOS CON ELLA

Caso clinico (irreal):

ADC Colorectal: KINRAS wt en tratamiento con inhibidor de EGFR

En seguimiento por ctDNA: utilizamos kit KRAS por digital PCR
Resultado: KRAS: G12C (p.Gly12Cys para Michele Biscuola

« VAF: 0,03%

Cambiamos terapia?



Il JORNADA TRASLAUUNAJ_ éETSHéﬁ/AE’BZDKCLléNsviAS I A (eI s I e uE I
DE ONCOLOGIA DE PRECISION: SULARIS,, i ot | e

Y LA BIOPSIA LIQUIDA: QUE HACEMOS CON ELLA

Caso clinico (irreal):

ADC Colorectal: KINRAS wt en tratamiento con inhibidor de EGFR

En seguimiento por ctDNA: utilizamos kit KRAS por digital PCR
Resultado: KRAS: G12C

« VAF: 0,03%

Fraccion tl_lmoral del ctDNA:_ 0,07%
Cambiamos terapia?
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Y LA BIOPSIA LIQUIDA: QUE HACEMOS CON ELLA \’06
Caso clinico (irreal): 6\0
ADC Colorectal: KNRAS wt e % nto con inhibidor de EGFR

* En seguimiento por @ mos kit KRAS por digital PCR

* Resultado:
. eSl\JéO %
&@Bon tumoral del ctDNA: 0,07%
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BIOPSIA LIQUIDA: NECESIDADES

Fraccion tumoral para entender el contexto clinico
Seguimiento de pacientes

e Tumor informed Tumor agnostic
=]
1<
2
WES en Tejido ?

f f
Fraccion tumoral: Disefio de Panel -

Inferencia por VAR Personalizado Fraccion tumoral:

Calculo por biomarcadores

N
imi Guardant
Seguimiento en Plasma

(ddPCR/NGS)
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BIOPSIA LIQUIDA: NECESIDADES

Fraccion tumoral para entender el contexto clinico

Seguimiento de pacientes
e Tumor informed

|

Fraccion tumoral:
Inferencia por VAR

Disefio de Panel

Personalizado

4

Seguimiento en Plasma
(ddPCR/NGS)

st TN
i

Tumor agnostic
]
"

Fraccion tumoral:
Calculo por biomarcadores
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BIOPSIA LIQUIDA: TUMOR AGNOSTIC “¢IN HOUSE?

FRAGMENTOM|CA ADN Normal (Sano) ADN Tumoral (ctDNA)
1. TAMANO

f Perfil de Tamaiio (Size Profile)

ADN Tumoral (~143 bp) ADN Normal (~166 bp)

Refleja nucleosoma —

-Carece de enlazador, pico
y _ + enlazador

predominante

—

Periodicidad de 10 bp:
Presencia de fragmentos
"uitracortes’. Mayor frecuencia
<150 bp en tumores.

L

Frecuencia Relativa

~143 bp ~16;5 bp
Tamaiio del Fragmento (bp)

!W MODVDPL "B

" 00hp l | ] | | | |
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BIOPSIA LIQUIDA: TUMOR AGNOSTIC “¢IN HOUSE?

FRAGMENTOMICA:

1. TAMANO
2. TERMINACION

ADN Normal (Sano) ~ ADN Tumoral (ctDNA)

Caracteristicas de los Extremos “Jagged” (Extremos Desdentados)
¢Qué es un extremo “Jagged”? Salientes de cadena sencilla (protrusiones 5')

Menos frecuentes y cortos Mas frecuentes y mas largos
(DWW UDL '

Extremos de cadena sencilla Significativamente mas largos
generados durante la y frecuentes que en ADN
fragmentacion. ’ ; ’ hematopoyético.
Motivo CCCA es el mas ' Reduccion del motivo "CC"y

frecuente en el extremo 5. DNASE1L3 = DFFB aumento de extremos "A".
Extremos de cadena sencilla Baja exprecion de DNASE1L3",
generados durante la y aumento de extremos "A". Baja
fragmentacion. expresion de DNASE1L3, cortes

preferenciales de DFFB.
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BIOPSIA LIQUIDA: TUMOR AGNOSTIC “¢IN HOUSE?
FRAGMENTOMICA:
1. TAMANO

2. TERMINACION
3. SITIO DE CORTE

Organizacion Genémica y Extremos Preferidos

Huella nucleosomal
(Nucleosome Footprint) estandar.
Ocupacion y accesibilidad

Alteracion en la proteccion del
nucleosoma y accesibilidad.
Sifios de corte varian segun el

normales. Extremos Preferidos tejido tumoral especifico.
Distintos
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Y LA BIOPSIA LIQUIDA: FRAGMENTOMICA Y LONG READS COMO SE FUSIONAN

~50 pb ~166 pb >500 pb (hasta 20,000 pb)
!IIIIlIlIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIlillllllllllIlllliillIlII|IIIIIIIII|IlIIllllIllllll[lllllllIIIlII|IIIIIIIIilIIIIIIlIIIIII!
cfDNA Ultracorto: El Estandar: cfDNA Largo:
Pequenos pero Potentes El Pico de 166 pb

Los Nuevos Gigantes e

Nucleosoma

S K

I~ Informacion

f % 1 m{néo:ocatenarlos Genética
% ~ Informacion
% > Epigenética
A menudo monocatenarios, se concentran en Historicamente, el cfDNA se asociaba a Moléculas de mas de 500 pb (pudiendo superar los

regiones promotoras de genes y pueden &= este tamaiio debido a la proteccion de los 20,000 ph) que contienen abundante informacion
detectarse incluso en la orina. nucleosomas durante la muerte celular.  genética y epigenética para identificar el tejido de origen.
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CONCLUSIONES:

Maximizacion de Datos: Long reads y fragmentdmica mejoran el diagnostico y seguimiento del cancer,
superando las limitaciones de las técnicas convencionales.

sLecturas Cortas vs Largas: Las long reads permiten un analisis mas preciso y completo, especialmente
en informacion estructural y compleja.

‘Fragmentémica: La combinacion de fragmentdmica con long reads ofrece datos mas robustos para una
mejor interpretacion genética.

*Biopsia Liquida: Aunque prometedora, la biopsia liquida enfrenta retos en la interpretacion de datos y la
fraccion tumoral.

‘Implementacion Clinica: La integracion de fragmentdmica y long reads con biopsia liquida puede mejorar

el tratamiento personalizado en cancer.
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