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La identificación de 
pacientes con targets 

moleculares en sus 
tumores es hoy un 

STANDARD de cuidado
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Hay que estudiar los 

biomarcadores 

asociados a fármacos 

que están aprobados en 

cada país, esta situación 

es altamente heterogénea 

porque depende de la 

permeabilidad de cada 

uno













https://www.fda.gov/medical-devices/in-vitro-diagnostics/nucleic-acid-based-tests











19

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Surgery Image guided

IHC alone

Partial Mutation analysis & IHC

Complete Mutation analysis &

IHC

La cantidad de tejido obtenido a partir de una biopsia no 

quirurgica es frecuentemente inadecuado para una evaluación 

completa

IMPORTANCIA DE LA MUESTRA DE TEJIDO PARA UN 

ANÁLISIS COMPLETO



Kazdal D, et al., JTO 2019;14:1935-47



Existen tres enfoques principales para el diagnóstico molecular a partir de muestras de tejido fijadas en formol

e incluidas en parafina (FFPE) :

✓ Ensayos específicos de un solo gen

✓ Ensayos de panel genético

✓ Ensayos de todo el genoma



“Aunque se prefieren los paneles NGS, existen otras 
plataformas de genotipado más rentables que 

pueden proporcionar información sobre el conjunto 
mínimo de anomalías genéticas (EGFR, ALK, MET, 

ROS1, BRAF, NTRK) necesarias para el manejo 
adecuado de los pacientes con NSCLC que prueban 
los paneles de anomalías de los puntos calientes de 
genes utilizando metodologías cuantitativas (q)PCR 

y PCR digital (dd). 

La correcta integración de los paneles multigénicos
de genotipado en el manejo del cáncer de pulmón 
de los pacientes es de gran importancia clínica, así 
como la selección de la plataforma adecuada para 

cada entorno clínico".

Wistuba I, JTO 2019 Nov;14(11):S1161. 



Los ensayos de un solo gen han sido el pilar del diagnóstico molecular del cáncer durante
3 décadas. Generalmente implican la amplificación de la diana de interés (ADN o ARN).

El principal inconveniente de los ensayos de un solo gen es su alcance limitado. Cada
prueba individual requiere tiempo, recursos y muestras. A medida que aumenta el
número de ensayos, disminuye la viabilidad de realizarlos todos de manera eficiente.
Eventualmente, la complejidad de realizar muchos ensayos individuales supera el
beneficio de la personalización y la capacidad de entregar todos los resultados necesarios
de manera eficiente y rentable.



Predictivo (+/-)
Genómico

Binomial

+2 days
EGFR / BRAF / KRAS 

(COBAS - Idylla)



c.1798G>A (V600M)

c.1798_1799delGTinsAA (V600K)

c.1798_1799delGTinsAG (V600R)

c.1799T>A (V600E) 

c.1799_1800delTGinsAA (V600E)

c.1799T>G (V600G)

c.1799_1800delTGinsAT (V600D)

Predictivo (+/-) Genómico

Binomial





La disponibilidad de secuenciadores de última 
generación de mesa, rápidos, económicos, con 
sensibilidad clínica, con software de análisis y 

reactivos preenvasados, ha impulsado el 
rápido crecimiento y la difusión de esta 

tecnología disruptiva (NGS) en los laboratorios 
clínicos en los últimos años

La NGS puede secuenciar simultáneamente 
millones de moléculas de ADN en paralelo

Se han utilizado dos estrategias de 
enriquecimiento empleado para aplicaciones 

clínicas:

1-“Hybrid-capture”.
2- PCR-based “amplicon”





Chulian S, Denninghoff V, Serrano MJ (biorender)

Los paneles NGS tienen un coste incremental
muy bajo para genes adicionales y, por lo tanto,
uno de los beneficios de estos paneles es su
capacidad para incluir también un gran número
de genes en investigación con potencial utilidad
clínica a un bajo coste añadido.

The limitations of gene panel assays are the upfront investment in equipment and the cost of the sequencing reagents, which makes it only financially viable to run the samples in 
batches and thus impractical when the number is low, affecting the TAT. 

The regulatory and reimbursement frameworks for clinical laboratories that have been in practice for 40 years are mainly inappropriate for gene panel assays, limiting their 
deployment in hospital laboratories.



Los paneles NGS tienen un coste incremental 
muy bajo para genes adicionales y, por lo tanto, 
uno de los beneficios de estos paneles es su 
capacidad para incluir también un gran número 
de genes en investigación con potencial utilidad 
clínica a un bajo coste añadido.

Las limitaciones de los ensayos de panel de genes 
son la inversión inicial en equipos y el costo de 
los reactivos de secuenciación, lo que hace que 
solo sea financieramente viable ejecutar las 
muestras en lotes y, por lo tanto, poco práctico 
cuando el número es bajo, lo que afecta el TAT. 

Los marcos regulatorios y de reembolso para los 
laboratorios clínicos que han estado en práctica 
durante 40 años son principalmente inapropiados 
para los ensayos de panel de genes, lo que limita 
su implementación en los laboratorios 
hospitalarios.



+10-30 days







Gen Variante de AA   N° 

KRAS G12C 7 21 

  G12V 6   

  G12S 2   

  G13C 2   

  Q61H 2   

  G12A 1   

  G12D 1   

EGFR L858R 4 11 

  E746_A750del 3   

  E746_S752delinsV 1   

 D770delinsGY 1  

  

E746_A750del + 

L858R 1   

  

E746_A750del + 

L747_T751delinsQ 1   

EML4-ALK     4 

MET  splice donor mutation 1 4 

  MET-MET 3   

BRAF V600E 1 2 

  G469A 1   

SDC4-ROS1     2 

ERBB2 (HER2) (E770_A771insAYVM)   1 

FGFR3-TACC3     1 

Combinado ALK + KRAS (G12S) 6 

  MET-MET + EGFR (L861Q) + KRAS (G12D)   

  ERBB2amp + EGFR (L858R)   

  EML4-ALK + EGFR (E746_A750del)   

  KRAS (Q61H + G12D) + BRAF (V600E)   

_ 

EGFR (E746_A750delinsAP) +  

BRAF (V600M)   

Total     52 

 



Gen N° 

PIK3CA 4 

(E81V) 1 

(E545K) 1 

(M1043V) 1 

(E365K) 1 

IDH1 (R132C) 3 

MET 2 

(T1010I) 1 

(H1112Y) 1 

BRAF (G466E) 1 

CTNNB1 (H36Y) 1 

AKT1 (E17K) 1 

Total 12 

 

Variante por individuo estudiado N° individuos 

0 33 

1 11 

2 9 

3 17 

4 3 

5 5 

>5 2 

 
Gen Variante AA Función Refseq ID N° Individuos 

JAK3 (A660fs) frameshift insertion NM_000215.03 10 

KIT (M541L) missense NM_000222.2 8 

ALK (T680I) missense NM_004304.4 7 

MYC (N26S) missense NM_002467.4 6 

IDH1 (R119fs) frameshift deletion NM_005896.3 6 

RET (R886fs) frameshift insertion NM_020975.4 5 

JAK2 (V617F) missense NM_004972.3 4 

ERBB2 (G882A) missense NM_004448.3 4 

MAP2K1 (A76fs) frameshift insertion NM_002755.3 4 

JAK1 (P733R) missense NM_002227.2 3 

 



Data Pipeline 
Tumor-only approach

Aumenta los requisitos computacionales, incluidos los costos de almacenamiento de datos, y la mayoría de 
los datos genéticos adicionales proporcionados exceden nuestra capacidad para comprenderlos y aplicarlos



Chrom Position Ref Variant Allele Call Frequency Quality Filter Type Allele Source Allele Name Region Name

chr4 1807894 G A Homozygous 100 31696 - SNP Novel --- CHP2_FGFR3_3

chr7 55228053 A T Homozygous 100 31994,2 - SNP Novel --- ON_EGFR_2A

chr7 55242478 G C Heterozygous 61,4 13946 - SNP Novel --- CHP2_EGFR_5

chr7 55249063 G A Homozygous 100 31888,5 - SNP Novel --- CCP_EGFR_6

ruido chr8 38285930 CAT - Heterozygous 2,9 9,64015 - DEL Novel --- CHP2_FGFR1_1

chr17 7579472 G C Heterozygous 54 11269,4 - SNP Novel --- CHP2_TP53_2

Case # «walking chromosome»

p.E746_A750insAP (6pb)



Desde abril de 2015

2023-2025 

✓ Pathology Committee

✓ Molecular Working Group Member



DNA-RNA panel

50 300 Genexus

150 800 2000 1000 200 30

EGFR DNA 18-21 X X X X X

KRAS DNA G12C X (#) X X X X

ALK (*) protein mut/fusion X X X

MET (*) RNA skiping X X

ROS1 (*) protein fusion X X X

BRAF DNA V600E X X X X X

RET (*) RNA fusion X X

NTRK 1-3 RNA fusion X (#)

PD-L1 protein X

TMB DNA X X

MSI-h DNA X X

DNA panel
Exoma IHC

Onco Drivers

ImmunoOncology

Gen Level Target
Single Gen



DNA-RNA panel

50 300 Genexus

150 800 2000 1000 200 30

EGFR DNA 18-21 X X X X X

ALK (*) protein mut/fusion X (#) X X

ROS1 (*) protein fusion X X X

PD-L1 protein X

DNA panel
Exoma IHC

Onco Drivers

Gen Level Target
Single Gen

✓ Solo los tratamientos para estos biomarcadores están aprobados en los países de 

LATAM: Argentina, Brasil, Chile, Uruguay y Colombia. 

✓ BRAF es solo para medicina privada. 

✓ El acceso a TKI de 3ª generación puede estar restringido y suele estar judicializado.



by Rolfo C.



mutaciones somáticas/Mb de DNA 

codificante
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+5 / 21 days
Oncomine / Illumina

Predictivo ???
Genómico

Continuo



Next-Generation Sequencing (NGS)

• Simultaneous (“massively parallel”) sequencing reaction carried out on microarray-style platforms

• Thousands/millions of sequencing reads per sample

47

Advantages (vs Sanger sequencing) Challenges Clinical utility

• Simultaneous screening of mutations1

‐ Multiple mutations analyzed in 
many samples in a single run

‐ Faster mutation discovery
‐ Gene regulation analysis

• Small sample requirements

• Output formats from different platforms
• Considerable run and data processing 

time (days)2

• Costs (consumables, data storage, 
analysis)5

• Sequence bias in enrichment steps7,8

• Copy number variations9,10

• Point mutations9,10

• Gene fusions10

• Short insertions and deletions (indels)9,10

• Tumor mutational burden assessment 
(for more details see slide 24)11

• Microsatellite instability11

Overview

WGS

• Allows for full complement of genomic analyses (intronic, exonic, 
intergenic regions) 

• Requires paired blood for germline variation subtraction

WES

• All coding regions (~180,000 exons), making up ~1% of the genome

• 85% of mutations contributing to disease are found in the coding 
region

• Requires paired blood for germline-variation subtraction

Targeted gene panels

• Predefined set of genes

• May or may not require paired germline sample

• The optimal number of genes is still under investigation and will 
depend on the intended use of the assay

WGS 

(whole genome)

WES 

(exons only)

Gene panel 

(selected genes)

Patient genome

Introns Exons

Selected genes for sequencing







Harmonization

Estandarización Harmonización

INTER-laboratorio

WES
ENTRE-laboratorios



TML assessment by WES:
Tumor-only approach



TML assessment by WES:
Patient-matched (tumor vs. normal) approach





Tumor Circulome

Dentro del Tumor Circuloma, el ADN 
tumoral circulante (ctDNA) y las células 

tumorales circulantes (CTC) tienen 
aplicaciones clínicas aprobadas por la 

Administración de Alimentos y 
Medicamentos de los Estados Unidos y 

Europea (FDA/EMA).













Tumor 

Circulome
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Biomarker Tumor 

Mutation 

Burden
- TMB -

02

ctDNA
burden

03

Metiloma

04

Fragmentoma

05



Krebs 2022



This is a sample text. You can insert your text
here. This is a sample text. You can insert your
text here. This is a sample text. You can insert
your text here. This is a sample text. You can
insert your text here. This is a sample text. You
can insert your text here. This is a sample text.
You can insert your text here. This is a sample
text. You can insert your text here.

01
BiomarkerTitle For Your Text.



El ctDNA representa entre el 
0,01 y el 10% del cfDNA, por lo 
que su detección requiere una 

alta sensibilidad 

Denninghoff & Serrano 2023





Nat Rev Genet. 2019;20:404. doi:10.1038/s41576-019-0114-6

Clonal evolution of treatment resitance

https://doi.org/10.1038/s41576-019-0114-6






El proyecto "Diagnóstico y tratamiento de precisión en enfermedades infecciosas y cáncer" está financiado en un 80% por la Unión Europea a 

través del Programa Operativo Plurirregional de España - FEDER 2014-2020, ayudas concedidas por el Ministerio de Ciencia e Innovación a 

través del programa FID "Fomento de la Innovación desde la Demanda", y el Servicio Andaluz de Salud.

Diagnóstico y tratamiento de precisión en 

enfermedades infecciosas y cáncer 

-BIOPSIA LIQUIDA-

Denninghoff V, de Álava E, Serrano MJ



30 ml BLOOD 
(EDTA)

NGS

Technical Validation

Reproducibility

Gold Standard

Precision



Equipamiento y reactivos



Quality Control MEDIA (Range)

CC (ng/ul) 0,56 (0,11 - 2,34)

%DNA (100-300pb) 63,07 (43,45 – 88,1)

INPUT (ng totales) 29,34 (5,55 - 117)

Q30 [>80] (%) 95,46 (94,94 – 95,80)

Clúster number (millions) 110,46 (102,99 – 116,60)



LOTE 1











Technical Validation

306 coordinates/patient



TMB

02



ctDNA
burden

03
This is a sample text. You can insert your text
here. This is a sample text. You can insert your
text here. This is a sample text. You can insert
your text here. This is a sample text. You can
insert your text here. This is a sample text. You
can insert your text here. This is a sample text.
You can insert your text here. This is a sample
text. You can insert your text here.

Title For Your Text.



En pacientes con cáncer, los niveles de cfDNA son mucho más altos que en los individuos 
sanos porque a medida que el tumor aumenta de tamaño, induce tanto a las células sanas 

adyacentes como a las células tumorales a apoptosis y necrósis. 

La cantidad de cfDNA que proviene de las células tumorales (ctDNA) depende de las 
características de cada tumor como su tamaño, la etapa en la que se encuentra, o su 

capacidad para invadir el endotelio vascular (Denninghoff y Serrano 2013).
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04

Title For Your Text.

Methylomics



Luo 2021



Rolfo 2023



Fragmentoma
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Title For Your Text.



146 pb de ADN dan 1,8 vueltas al octámero 

de histonas o nucleosomas









Caso Clínico



No tabaquista.

Consulta por dolor abdominal y tos. 

o Se realiza ecografía abdominal y radiografía de tórax que informan masa adrenal izquierda y 
opacidad en base pulmonar derecha respectivamente. 

o PET-CT con 18FDG confirma lesión en lóbulo inferior derecho (LID) de 7cm SUVmax 24, 
adenomegalias mediastinales, retroperitoneales, lesión costal derecha y acetabular izquierda 
hipercaptantes.

Paciente masculino de 32 años



❑Biopsia ganglionar por mediastinoscopia 
(19-01-2017).

❑Carcinoma indiferenciado TTF1+ 
(T3N3M1c).

Paciente masculino de 32 años



Se realizó determinaciones de ALK y PD-L1 por inmunohistoquímica (Ventana Medical Systems. Inc).

Paciente masculino de 32 años

H-E

ALK PD-L1



Se realizó determinaciones de EGFR por PCR (Sanger).

Paciente masculino de 32 años

Doble heterocigota

Deleción del exón 19

delE746_A750

+

del L747_T751insQ



del E746_A750

del L747_T751insQ

15 pb

Ganglio FFPET

Doble heterocigota

Deleción del exón 19

delE746_A750

+

del L747_T751insQ



Se efectuó NGS con panel Oncomine™ Focus Assay (Ion 520 Chip).

Paciente masculino de 32 años



Paciente masculino de 32 años



Paciente masculino de 32 años

Doble heterocigota

Deleción del exón 19

delE746_A750

+

del L747_T751insQ



Pulmón 

Mediastinal Lymph node 
EGFR Double Heterozygosity

(E746_A750del  + L747_T751delinsQ)
PDL1 90%

Paciente masculino de 32 años



Inició tratamiento con Afatinib 40mg/día y Denosumab.

Afatinib es un Inhibidor de la Tirosin Kinasa (TKI) del Receptor del Factor de Crecimiento 
Epidérmico (EGFR) para el tratamiento del carcinoma pulmonar no microcítico metastásico 
(mutación EGFR positivo).

SE DESCONOCE RESPUESTA A LA DOBLE HETEROCIGOSIS.

Denosumab es un anticuerpo monoclonal humano (IgG2) que se dirige y se une con gran 
afinidad y especificidad al RANKL, impidiendo la activación de su receptor, RANK, en la superficie 
de los precursores de los osteoclastos y en los osteoclastos.

Paciente masculino de 32 años



Respuesta parcial y beneficio clínico a 6 semanas. 

➢Continúa Afatinib y Denosumab. 

Paciente masculino de 32 años



Paciente masculino de 32 años

Al 4to mes evoluciona con epistaxis.  

➢Fibrobroncoscopía del LID (27/04/2017).



Paciente masculino de 32 años



Se confirma mutación de resistencia T790M en Biopsia Líquida (COBAS). 

Paciente masculino de 32 años



Al 5to mes de tratamiento evoluciona con mareos por lo que realiza RMN SNC donde se evidencia 
metástasis cerebral y cerebelosa, sintomática que requiere neurocirugía. 

Paciente masculino de 32 años

➢Se interna al paciente. 



Se realiza neurocirugía de ambas
lesiones (23/06/2017).

Paciente masculino de 32 años



Se repiten determinaciones de ALK y PDL1 por 
inmunohistoquímica en metástasis SNC y 
translocación de ALK por FISH

Paciente masculino de 32 años

H-E

ALK

PD-L1

Ganglio

H-E

ALK

PD-L1

SNC



Se repiten deleción del exón 19 (Sanger y COBAS)

Paciente masculino de 32 años

COBAS EGFR

del 19 POSITIVE

COBAS EGFR

del 19 POSITIVE

Ganglio

SNC



ctDNA T790M

Pulmón 

Mediastinal Lymph node 
EGFR Double Heterozygosity

(E746_A750del  + L747_T751delinsQ)
PDL1 90%

SNC
EGFR del exon 19 

ALK rearrangement
PDL1 90%

Paciente masculino de 32 años



Se interpreta ALK como probable mecanismo de resistencia a EGFR. 

➢ Inicia Crizotinib. 

➢ Evoluciona desfavorablemente con progresión pulmonar, ascitis y sangrado retroperitoneal.

Paciente masculino de 32 años





PD-L1

ALK ROS1

H-E

Re biopsia de Pulmón, metástasis en 

Páncreas y Glándula Suprarrenal.

Paciente masculino de 32 años



Al 6to mes fallece (17/7/2017).

Paciente masculino de 32 años



Conclusiones 1: 

La sensibilidad de Afatinib en mutaciones doble heterocigotas de EGFR es desconocida. 

La evolución con pérdida de mutación de EGFR en 1 alelo y translocación de ALK podría vincularse 
a mecanismo de resistencia o heterogeneidad tumoral. 

Paciente masculino de 32 años



Ganglio FFPET Ganglio fresco



Ganglio (FFPE) Ganglio (en fresco) 

EGFR 

(E746_A750del) 85,4 

EGFR 

(E746_A750del) 88,5 

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 82,8 

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 85,1 

 

Pulmón FFPET



Pulmón (%) Ganglio (%) Páncreas (%) Suprarrenal (%) 

EGFR 

(E746_A750del) 15,2 

EGFR 

(E746_A750del) 85,4 

EGFR 

(E746_A750del) 57 

EGFR 

(E746_A750del) 70,2 

  

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 82,8 

    EML4-ALK - 

 

- EML4-ALK - EML4-ALK - 

- - - - MYC amp 5,4 MYC amp 7,0 

- - - - - - EGFR amp 8,4 

 
Ganglio (FFPE) Ganglio (en fresco) 

EGFR 

(E746_A750del) 85,4 

EGFR 

(E746_A750del) 88,5 

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 82,8 

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 85,1 

 



Páncreas Glándula Suprarrenal



Pulmón (%) Ganglio (%) Páncreas (%) Suprarrenal (%) 

EGFR 

(E746_A750del) 15,2 

EGFR 

(E746_A750del) 85,4 

EGFR 

(E746_A750del) 57 

EGFR 

(E746_A750del) 70,2 

  

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 82,8 

    EML4-ALK - 

 

- EML4-ALK - EML4-ALK - 

- - - - MYC amp 5,4 MYC amp 7,0 

- - - - - - EGFR amp 8,4 

 
Ganglio (FFPE) Ganglio (en fresco) 

EGFR 

(E746_A750del) 85,4 

EGFR 

(E746_A750del) 88,5 

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 82,8 

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 85,1 

 





Pulmón (%) Ganglio (%) Páncreas (%) Suprarrenal (%) 

EGFR 

(E746_A750del) 15,2 

EGFR 

(E746_A750del) 85,4 

EGFR 

(E746_A750del) 57 

EGFR 

(E746_A750del) 70,2 

  

EGFR 

(L747_T751delinsQ) 82,8 

    EML4-ALK - 

 

- EML4-ALK - EML4-ALK - 

- - - - MYC amp 5,4 MYC amp 7,0 

- - - - - - EGFR amp 8,4 

 



Lung 
EGFR del exon 19 
(E746_A750del)

PDL1 90%

PAN
EGFR delexon 19 
(E746_A750del)

ALK rearrangement
MYC amp
PDL1 90%

GS
EGFR del exon 19 
(E746_A750del)

ALK rearrangement
MYC amp
EGFR amp
PDL1 90%

Mediastinal Lymph node 
EGFR Double Heterozygosity

(E746_A750del  + L747_T751delinsQ)
PDL1 90%

SNC
EGFR del exon 19 

ALK rearrangement
PDL1 90%

Pulmón 
EGFR del exon 19 
(E746_A750del)

ALK rearrangement
PDL1 90%

ctDNA T790M

Paciente masculino de 32 años



El EGFR T790M está en la posición chr7:55249071, 

alrededor de ella tenemos 3 variantes posibles.

COSM6240 es el T790M, sin embargo, no se llamó.

Paciente masculino de 32 años



Lung 
EGFR del exon 19 
(E746_A750del)

PDL1 90%

PAN
EGFR delexon 19 
(E746_A750del)

ALK rearrangement
MYC amp
PDL1 90%

GS
EGFR del exon 19 
(E746_A750del)

ALK rearrangement
MYC amp
EGFR amp
PDL1 90%

Mediastinal Lymph node
EGFR Double Heterozygosity

(E746_A750del  + L747_T751delinsQ)
PDL1 90%

SNC
EGFR del exon 19 

ALK rearrangement
PDL1 90%

Pulmón 
EGFR del exon 19 
(E746_A750del)

ALK rearrangement
PDL1 90%

DNA T790M

ctDNA T790M

Paciente masculino de 32 años



Conclusiones 2: 

El empleo de NGS es fundamental para analizar y comprender la 
biología de la enfermedad.

❖¿Cuál biopsia FFPET elegir en pacientes con múltiples metástasis ?

❖¿Qué solución podría haber para sortear la heterogeneidad tumoral ?

Paciente masculino de 32 años



Dr. Valeria Denninghoff
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