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Limitaciones actuales para medir la carga de
enfermedad y/o riesgo de recaida en pacientes
con tumores solidos

Caracteristicas clinico- Biomarcadores

Imagenes patolégicas séricos de proteinas

Las caracteristicas de riesgo
pueden ser sugestivas, y no
siempre estar correlacionadas
con los resultados.

Incapacidad para detectar
enfermedad micrometastasica.
Exposicion a radiacion.

Baja sensibilidad y

especificidad.

1. Lin E, et al. J Cardiovasc Comput Tomogr. 2016;3(6):403-408. 2. Moses WW, et al. Nucl Instrum Methods Phys Res A. 2011;648(1):S236-S240. 3. Maes E, et al.
Crit Rev Oncol Hematol. 2015;96(3):437-448. 4.LiK, et al. Cancer Cell Int. 2020;20(16):1-13



cPor qué el ADN tumoral
circulante en sangre (ctDNA) es
atil para la evaluacién de la MRD?
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Hahn AW, Nussenzveig RH, Maughan BL, Agarwal N. Cell-free Circulating Tumor DNA (ctDNA) in Metastatic Renal Cell Carcinoma (mRCC): Current Knowledge and
Potential Uses. Kidney Cancer. 2019;3:7-13.



A CIRUGIA RECAIDA
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PREOPERATIVA POSTOPERATORIA Tiempo
¢Mi paciente necesita ¢Esta recurriendo ¢Esta funcionando
terapia adicional? el cancer? el tratamiento?
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Sarcomas

Aplicaciones clinicas del ctDNA a lo largo del
proceso de atencidn clinica

DE RESPUESTA

NEOADYUVANTE

Mensaje clave:

e Persistencia de ctDNA
durante terapia
neocaduvante =
enfermedad residual
viable y peoér pronéstico

Evidencia:

@ En sarcomas de partes
blandas, la dinamica de
ctDNA refleja carga tumoral
y respuesta terapéutica

e Cambios tempranos en
ctDNA pueden anticipar
respuesta mejor que imagen
en algunos contextos

Mensaje clave:

® Deteccion de ctDNA
postoperatorio = MRD
positiva

® Asociado a alto riesgo
de recaida

Evidencia:
® Estudios en sarcomas
(ej. LMS, cohortes de Signatera):
@ ctDNA detectable post ¢ingia
— > mayor riesgo de progresion
® Consistente con evidencia
en tumores soélidos: MRD
predice recaida antes de imagen

9 MONITOREO

DE RECURENCIA
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Mensaje clave:

@ ctDNA detecta recurrencia
antes de la evidencia
radiologica

e Lead time reportado ~
2~3 meses (=90 dias)
antes de progresion clinica

En sarcomas:

e ctDNA correlaciona

con progresion
- - Viaysas Slids.

» Mayor sensibiliciad en

enfermedad micrometastesica

v Deteccién temprana
de recaida

v Optimizacién de frecuenicia
de imagenes

El ctDNA permite pasar de una evaluacion reactiva basada en imagen a una
monitorizacion proactiva y molecular en sarcomas

Imagen generada con IA, basada en la evidencia cientifica de ctDNA en Sarcomas
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Mensaje clave:

® Dinamica del ctDNA
predice respuesta
Yy supervivencia

> @ Disminucién o leerance

se asocia a beneficio clinico

Evidencia (aplicable a
sarcomas): @

e| En tumores sdlidos tratados
con inmunoterapia

¥ ctDNA temprano

4 1 ORR, PFS, OS

Clearance de ctDNA —>
. supervivencia prolongada
(Bratmari et al., Nat Cancer 2020)




Sun et al., Ann Surg Oncol 2024

Ann Surg Oncol (2024) 31:7682-7684 Annals of ")

Check for

https://doi.org/10.1245/510434-024-15902-9 SURGIC AL ONCOLOGY updates

OFFICIAL JOURNAL OF THE SOCIETY OF SURGICAL ONCOLOGY

ASO RESEARCH LETTER

Circulating Tumor DNA in the Monitoring of Soft Tissue
Sarcoma Treatment and Recurrence

Beatrice J. Sun, MD'®, Amy Y. Li, MD?, Dong G. Hur, BS', Maggie Zhou, MD",
George A. Poultsides, MD, MS', Daniel J. Delitto, MD, PhD', and Byrne Lee, MD'

ISection of Surgical Oncology. Department of Surgery, Stanford University School of Medicine, Stanford, CA; *Division
of Surgical Oncology. Department of Surgery, University of California, Irvine School of Medicine, Orange, CA; “Division
of Oncology, Department of Medicine, Stanford University School of Medicine, Stanford, CA

Sun, B. J., etal (2024). Circulating tumor DNA in the monitoring of soft tissue sarcoma treatment and recurrence. Annals of Surgical Oncology



Sun et al., 2024

Estudio clave en Sarcomas de Tejidos Blandos:
desem peﬁo diag néStiCO alto en Coh Orte TABLE 1 Patient factors and tumor characteristics

n=4>5
retrospectiva
Male 16 (35.6%)
Race
White 28 (62.2%)
« 45 pacientes con STS, predominantemente LMS (64%), . i l
seguidos con Signatera. Hispanic 264 |
Other SU1.1%) |
Sarcoma subtype |
Fer o 5 . Leiomyosarcoma 29 (64.4%)
« Sensibilidad de 94% para progresion o recurrencia. Pleomorphic sarcoma 9.(20.0%)
. o o R g Dedifferentiated liposarcoma 7 (15.6%)
« Especificidad de 100%: todos los pacientes sin recaida Tumor location
o o Uterus 16 (35.6%)
mantuvieron ctDNA indetectable. Reerioneun o |
Extremity 14 (31.1%) .E
Neoadjuvant therapy 12 (26.7%) |
« La positividad persistente poscirugia se asocid con reseccién ctDNA assays sent 65§
o 7 e Data shown as median (interquartile range) or n (%). ctDNA, circulat-
incompleta o enfermedad metastésica estable. it DAL eerer e “|

N Y

0 Clinical takeaway: un resultado positivo en el contexto adecuado tiene alto peso

clinico; la positividad persistente posoperatoria sugiere enfermedad residual.

Sun, B. J., etal (2024). Circulating tumor DNA in the monitoring of soft tissue sarcoma treatment and recurrence. Annals of Surgical Oncology
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Sun, B. J., etal (2024). Circulating tumor DNA in the monitoring of soft tissue sarcoma treatment and recurrence. Annals of Surgical Oncology



Pacientes tratados con

100% radioterapia o terapia sistémica
o0% Mostraron una respuesta
80% tumoral mixta
70% con ctDNA
E Pacientes sometidos a reseccion
S 50% quirdrgica
; 40 4 ctDNA
@) o i
3 Tuvieron una respuesta
30%% completa o casi completa
20% en los niveles de ctDNA

10%

0% i
’ Radiation/Chemotherapy Surgical Resection Post-Surgical Recurrece Recurrencia de Ia y 1
(n=10) (n = 29) (n=16) enfermedad tras la cirugia

Sarcoma Treatment and Monitoring

El ctDNA mostré una
sensibilidad del 100%

Sun, B. J., etal (2024). Circulating tumor DNA in the monitoring of soft tissue sarcoma treatment and recurrence. Annals of Surgical Oncology



Correlacion con evolucion clinica

El ctDNA anticipa la progresién antes de la
confirmacion radiolégica

« La deteccion molecular se correlaciond con recaida o progresion clinica en la
mayoria de los eventos.

« Tras reseccion, la negativizacion ocurrio en 79% de los casos.

« La persistencia de positividad se vinculé con enfermedad no erradicada.

« La utilidad es mayor cuando la imagen es equivoca o el riesgo de recaida es
alto

Sun, B. J., etal (2024). Circulating tumor DNA in the monitoring of soft tissue sarcoma treatment and recurrence. Annals of Surgical Oncology



Zhou et al., 2023
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Article

Feasibility of Longitudinal ctDNA Assessment in Patients with
Uterine and Extra-Uterine Leiomyosarcoma

Maggie Zhou 1 Nam Bui !, Richa Rathore 2, Sumedha Sudhaman ?, Giby V. George 2 Allyson K. Malashevich 2
Meenakshi Malhotra 2, Minetta C. Liu 2, Alexey Aleshin ? and Kristen N. Ganjoo 1*

Sarcoma Program, Stanford Health Care, Palo Alto, CA 94304, USA
2 Natera Inc., 13011A McCallen Pass, Austin, TX 78753, USA
*  Correspondence: kganjoo@stanford.edu

Zhou, M., et al (2023). Feasibility of longitudinal ctDNA assessment in patients with uterine and extra-uterine leiomyosarcoma. Cancers, 15(1), 157.




Zhou et al., 2023

Evidencia longitudinal en leiomiosarcoma

En LMS uterino y extrauterino, el ctDNA reflejé la carga tumoral de forma seriada.

« Un caso mostroé anticipacion de 29.1 semanas frente a las imagenes para detectar
recurrencia.

» Los pacientes que permanecieron negativos tuvieron el mejor desenlace clinico.
 No hubo correlacion significativa entre TMB y patréon de ctDNA,; la cinética aportd

informacion independiente.

O Clinical takeaway: en LMS, el seguimiento seriado con ctDNA puede ser mas

informativo que una “fotografia” molecular aislada.

Zhou, M., et al (2023). Feasibility of longitudinal ctDNA assessment in patients with uterine and extra-uterine leiomyosarcoma. Cancers, 15(1), 157.



Interpretacion de patrones

La trayectoria importa mas que el
valor puntual

ctDNA negativo sostenido: favorece menor riesgo,
aungue no excluye enfermedad microscoépica.

« Conversion de negativo a positivo: alerta de recaida
subclinica o progresion incipiente.

« Positividad persistente: sugiere enfermedad residual o
control insuficiente.

« Descenso sostenido tras tratamiento: apoya respuesta
biolégica temprana.

Zhou, M., et al (2023). Feasibility of longitudinal ctDNA assessment in patients with uterine and extra-uterine leiomyosarcoma. Cancers, 15(1), 157.



Interpretacidon en seguimiento

El seguimiento importa mas que el valor puntual

Subcohorte A (n=12)

Pacientes con
ctDNA negativo
en todos los
momentos
evaluados
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Subcohorte B (n=4)

Pacientes con
ctDNA inicialmente
negativo, pero
posteriormente
positivos

Zhou, M., et al (2023). Feasibility of longitudinal ctDNA assessment in patients with uterine and extra-uterine leiomyosarcoma. Cancers, 15(1), 157.
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Interpretacidon en seguimiento

El seguimiento importa mas que el valor puntual

Subcohorte C (n=11) A A
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Cureus Journal of Medical Science

Siy et al., 2024

Cureus

Part of SPRINGER NATURE

Monitoring Response Using Circulating Tumor DNA 1n
Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma: A Case Report

D ©

Amanda B. S.iy,rE « Maggie Zhou » Ana Carolina A. Boncompagni = Gregory Charville « George Poultsides = Kristen N. Ganjoo

Published: November 30, 2024 DOL: 10.7759/cureus. 74837 [

&} Open Access @ Peer-Reviewed

Siy A B, Zhou M, BoncompagniA A, et al. (2024) Monitoring Response Using Circulating Tumor DNA in Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma: A Case Report.

Cureus 16(11):e74837.



Caso clinico: Sarcoma pleomoérfico

La lectura clinica de una senal dinamica

« Hombre, 75 anos- Diagnodstico: Sarcoma pleomarfico indiferenciado (UPS) renal
* Presentacion inicial: Hematuria macroscépica, masa renal de ~16-20 cm, sin metastasis

Tratamiento inicial:

 Nefrectomia radical (reseccion RO)

« Patologia: sarcoma de alto grado
Mutaciones: TP53, amplificacion CDK4

« Sin terapia adyuvante

Figure 1: CT image. M~
Orange arrows indicate evidence of mass measuring approximately 15.9 x 12.8 x 16.6 cm involving the right kidney. A, Axial. B, EVOI u CI O n‘

Sagittal, C, Coronal.

« ctDNA: Inicialmente negativo » luego
positivo a bajo nivel (MRD)
« A los 5 meses: Recaida local masiva (~20
cm) con invasion hepatica
Tratamiento de recaida:

Re&ﬂfﬁﬂ@ﬁi‘@lf’ docetaxel .
.’ ?es;ﬂ}i%j A3 HERANL EARRLRS Eﬁd@agen
< SIRFURSE VASIESPR SRESC e gieseta

Siy A B, Zhou M, BoncompagniA A, et al. (2024) Monitoring Response Using Circulating Tumor DNA in Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma: A Case Report.

Cureus 16(11):e74837.



Caso clinico: Sarcoma pleomarfico

La lectura clinica de una senal dinamica

Historical Results

g ® Decline in ctDNA Last p re-reca |,d d

-] ‘ after multiple dess.of

£ 1,000 doses of chemo chemo |, . i

-l Post surgery #1 After first § B H 1 H
f=

= 0 o A e} ® o & 1o}

sugiere MRD

08/01/22 10/01/22 12/01/22 02/01/23 04/01/23 06/01/23
Date of Blood Draw
4@ Positive -O- Negative -4~ Positive Below Analytical Range

Date Reported MTM/mL

Post surgery #2 000

Post inicio de quimioterapia

Last dose 0.09
er 4™ dose 198
st 028 Pico abrupto de ctDNA (1,410
After 2 d 490.48
il 141047 MTM/m L)
Vost surgery 81 0.76
Post surgery #1 0.31
Post surgery #1 0.00

Seguimiento
Figure 4: Signatera ctDNA results showing a peak in mean tumor
molecules per milliliter after third dose of chemotherapy and then
substantial decline after continuing chemotherapy.

ctDNA: circulating tumor DNA, MTM: mean tumor molecule.

Descenso progresivo -
negativizacién completa

Siy A B, Zhou M, BoncompagniA A, et al. (2024) Monitoring Response Using Circulating Tumor DNA in Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma: A Case Report.

Cureus 16(11):e74837.



Cambios moleculares en un caso clinico

La lectura clinica de una senal
dinamica
 En sarcomas pleomaoarficos, la monitorizaciéon seriada

puede mostrar cambios antes de que la imagen sea
concluyente.

* La elevacion molecular sostenida debe interpretarse
como posible enfermedad activa, incluso con radiologia
incierta.

* La tendencia posterior al tratamiento ayuda a diferenciar
control tumoral de persistencia bioldgica.

O Clinical takeaway: un cambio molecular sostenido merece

reevaluacion estrecha, aun si la imagen no es definitiva.

Siy A B, Zhou M, BoncompagniA A, et al. (2024) Monitoring Response Using Circulating Tumor DNA in Undifferentiated Pleomorphic Sarcoma: A Case Report.

Cureus 16(11):e74837.



Prueba de enfermedad

minima residual (MRD)

Secuenciar tejido tumoral
para identificar una firma
unica de mutaciones
tumorales.

Disenar de manera personalizada
un ensayo MPCR para cada
paciente, enfocandose en las 16
principales mutaciones clonales
encontradas en el tumor

& natera | Signatera

Un enfoque personalizado utilizando una unica muestra de tumor

Utilizar un ensayo personalizado
para analizar la sangre del
paciente en busca de la
presencia de ADN tumoral
circulante (ctDNA).
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Days after surgery
Una unica fuente de tejido inicial proporciona un perfil gendmico completo ' GENCELL
This test was developed by Natera, Inc. a laboratory certified under the Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA). This test has not been cleared or approved by the U.S. Food and | GENETICA P e

Drug Administration (FDA). Although FDA does not currently clear or approve laboratory-developed tests in the U.S., certification of the laboratory is required under CLIA to ensure the quality

and validity of the tests. © 2019 Natera, Inc. All Rights Reserved. 2019_08_27_NAT-801944



Limite de Deteccidn

Puede detectar ctDNA a una variante de
frecuencia alélica (VAF) de < 0.1% a 0.01%

Determinacion de un resultado positivo

Alta especificidad (> 99.5%): Requiere la
deteccién de al menos dos mutaciones
para una llamada positiva de ctDNA, lo

que conduce a menos falsos positivos.

e Signatera-
8 natera | dgnatera ., |14 GENCELL

GENETICA AVANZADA

This test was developed by Natera, Inc. a laboratory certified under the Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA). This test has not been cleared or approved by the U.S. Food and
Drug Administration (FDA). Although FDA does not currently clear or approve laboratory-developed tests in the U.S., certification of the laboratory is required under CLIA to ensure the quality
and validity of the tests. © 2019 Natera, Inc. All Rights Reserved. 2019_08_27_NAT-801944



8 natera | 29N oo

Prueba Inicial
Tejido Tumoral + sangre + Biopsia liquida

¢ Bloque de tejido con superficie minima de 25 mm?* O
6-10 portaobjetos sin tenir (cargados y sin hornear) a 10 micras cada uno
(0 12-20 portaobjetos sin tefiir a 5 micras) MAS un portacbjetos H&E

+

¢ | a superficie del tejido es de 5 mm? x 5§ mm?

e El volumen de tejido es 260 micras de espesor total
¢ £l contenido tumoral es >30%

. 230% do contenido
to.  lumoral

and validity of the tests. © 2019 Natera, Inc. All Rights Reserved. 2019_08_27_NAT-801944

This test was developed by Natera, Inc. a laboratory certified under the Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA). This test has not been cleared or approved by the U.S. Food and
Drug Administration (FDA). Although FDA does not currently clear or approve laboratory-developed tests in the U.S., certification of the laboratory is required under CLIA to ensure the quality

Prueba Seguimiento

Biopsia liquida
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¢ Quieres conocer mas de Sighatera?
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