


Módulo 4: Características y especificidades metodológicas y 
prácticas de las plataformas asociadas al análisis de NGS

Descripción: Describir las distintas metodologías y plataformas asociadas a la 
NGS que están actualmente disponibles y aceptadas en la práctica clínica así 
como las plataformas de NGS de nueva generación.

Dr. Javier Hernández-Losa
Laboratorio Biologia Molecular

Servicio Anatomia Patologica

Hospital Universitario Vall d´Hebron



• Como funciona la NGS en sistema automatizado.

• ¿Como se analizan los datos y consulta de Bases de Datos?.

• Analisis en linea germinal vs linea somatica

• Casos del comite molecular de tumores

Agenda
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[1]
Los patólogos 

hacen el 
diagnóstico y 

seleccionan el área 
tumoral

[2]
Se corta para 
extracción de 

ácidos nucleicos

DNA

RNA

[3]
Extracción manual / 
automática según 
tamaño y celularidad 
de la muestra

[4]
Extracción manual

[5]
Preparación de 

librerías

Manual

Automática

[7]
Análisis e 

interpretación
de variantes

[6]
Secuenciación



Análisis de Datos primario
Convierten datos crudos a datos de secuenciación.



Ejemplo de FastQ File





Análisis de Datos secundario

SAM: Sequence Alignment/MAP Format.
BAM: Formato binario de SAM   

Archivo vcf



Anotación de variantes manual

J Mol Diagn. 2017 Jan;19(1):4-23



J Mol Diagn. 2017 Jan;19(1):4-23



J Mol Diagn. 2017 Jan;19(1):4-23



Descripción de la variantes

Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.



1.1- control de calidad 
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1.1- control de calidad de la muestra

Oncomine Childhood Assay metrics



Cuanta cobertura necesito?

Front. Oncol. 9:851. doi: 10.3389/fonc.2019.0085

562x

288x



1.1- control de calidad de la variante



1.2 Revisión en IGV



1.3 Anotación de la variante según las guías HGVS

KIT NM_000222.3:c.1504_1509dup, p.(Ala502_Tyr503dup)

TP53 NM_000546.5:c.517G>T, p.(Val173Leu)

Según HGVS



2. Clasificación de la variante

• 2.1 Clasificación de la patogenicidad

• 2.2 Bases de datos

Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.



Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.



Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.



Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.



Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.

Bases de Datos específicas de gen: 

- https://brcaexchange.org/
- https://arup.utah.edu/data

base/BRCA/
- https://tp53.isb-cgc.org/
- others

https://brcaexchange.org/
https://arup.utah.edu/database/BRCA/
https://tp53.isb-cgc.org/


Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.

Predictive algorithms:

Evolutionary conservation: ConSurf, FATHMM, 

Mutation Assessor, PANTHER, SIFT...

Protein structure: MAPP, AlignGVGD, ...

Splice site prediction: GeneSplicer, varSEAK, spliceAI...

Alignment-protein homolog: PROVEAN

Oncogenicity classifications: CADD, VEST-4...



2. Clasificación de la variante (Ejemplo)

KIT NM_000222.3:c.1504_1509dup, 

p.(Ala502_Tyr503dup)

Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.

Puntuación



KIT NM_000222.3:c.1504_1509dup, 

p.(Ala502_Tyr503dup)

Genet Med. 2022 May;24(5):986-998. doi: 10.1016/j.gim.2022.01.001.

Puntuación

2. Clasificación de la variante (Ejemplo)



Base de datos mas co

Base de datos COSMIC
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KIT NM_000222.3:c.1504_1509dup, 

p.(Ala502_Tyr503dup)
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+12

2. Clasificación de la variante (Ejemplo)



CSG: Cancer Susceptibility Genes



Molecular NGS Report

Future Oncology 2021.vol17 nº 26
Virchows Arch (2022). https://doi.org/10.1007/s00428-022-03344-1

Clinical Translational Oncology 2023  





Siguientes pasos
• Nueva convocatoria ejercicio 2024

• 52 centros participantes

gtmolecularseap@gmail.com

Centro Participante Ciudad

BASURTUKO OSPITALEA Bilbao

CIMA Pamplona

Complejo Asistencial Universitario de León Leon

Complejo Hospitalario Universitario A Coruña 

(CHUAC)
A Coruña

Consorci Corporació Sanitària Parc Taulí Barcelona
Consorcio Hospital General Universitario de 

Valencia
Valencia

Fundación Instituto de Investigación Sanitaria de 

Santiago de Compostela
Santiago Compostela

HCU VIRGE DE LA ARRIXACA Murcia

Hospital Clinic de Barcelona Barcelona

Hospital Clínico Universitario de Valencia / INCLIVA Valencia

Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa Zaragoza

Hospital de Girona Girona
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau Barcelona

Hospital del mar Barcelona

Hospital Dr Peset Valencia

Hospital General Universitario de Albacete Albacete

Hospital General Universitario de Castellón Castellón

Hospital Joan XXIII Tarragona Barcelona

Hospital La Fe de Valencia Valencia
Hospital Mutua Terrassa Barcelona

Hospital Regional Universitario de Málaga Málaga

Hospital San Cecilio de Granada Granada

Hospital Universitari de Bellvitge Barcelona
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol Barcelona

Hospital Universitari Vall d´Hebron Barcelona
Hospital Universitario 12 de Octubre Madrid

Hospital Universitario de Burgos Burgos

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CACERES Caceres

Hospital Universitario de Cruces Bilbao
Hospital Universitario de Fuenlabrada Madrid

Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor 

Negrín
Las Palmas Gran Canaria

Hospital Universitario de Jaén Jaen

Hospital Universitario de Jerez de la Frontera Cadiz

Hospital Universitario de Toledo Toledo

Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz Madrid
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla Santander

Hospital Universitario Puerta del Mar Cadiz

Hospital Universitario Reina Sofía de Córdoba Cordoba

Hospital Universitario Rio Hortega ( Valladolid) Valladolid

Hospital universitario Son Espases Mallorca

Hospital Universitario Virgen del Rocío - IBiS, Sevilla Sevilla

Hospital Universitario Virgen Macarena Sevilla

Hospital Universitario Ramon y Cajal Madrid

Laboratorio de Biología Molecular del Cáncer 

(LBMC). CIMES. Málaga
Malaga



Coordinadores de nodos

Beatriz Bellosillo. Hospital del Mar. Barcelona (Zona 1)
Javier Hernandez Losa. Hospital Univ. Vall d´hebron. Barcelona (Zona 1)
Javier Freire. Hospital Marqués de Valdecilla. Santander. (Zona 2)
Ihab abdulkader. Complejo Hospitalario (CHUS). Santiago (Zona 2)
Federico Rojo. Fundación Jimenez Diaz. Madrid  (Zona 3)
Sarai Palanca. Hospital la Fe de Valencia (Zona 3)
Michele Biscuola. Hospital Univ. Virgen del Rocio. Sevilla (Zona 4)
Miguel Carnero (Hospital Universitario Dr. Negrin. Canarias (Zona 4)

Fase 01: Evaluación de casos y reunion local en cada una de las areas .

Fase 02: Reunión de coordinadores y respresentantes de Oncología Médica de cada región
Análisis de resultados obtenidos en cada una de las zonas                
Establecer un consenso de la actividad
Publicar guía consenso en la revista de Anatomía Patológica.



ACTIVIDAD INFORMES NGS-SEAP

15/01/2024 12/03/2024 Abril 2024 Abril-Mayo

Inscripciones Envio informes NGS 
laboratorios

Reunión Local de 
análisis resultados

Reunión
coordinadores

Preparación de 
hoja de inscripción
a participantes. 

Envío de los
informes de los
casos por parte de 
laboratorios.  

Presentación de 
casos y análisis de 
informes.  

Reunion global de análisis
de resultados.
Redacción documento
consenso

14/02/2024

Final Inscripciones

Subida de documentación a la 
Web
Excel + vcfs

. 



• Como funciona la NGS en sistema automatizado.

• ¿Como se analizan los datos y consulta de Bases de Datos?.

• Analisis en linea germinal vs linea somatica
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Me han dicho que
es importante evaluar
el contenido tumoral

De las muestras??

Ni caso, con que haya
Tejido suficiente, la NGS 
lo resuelve todo



Variant allele frequency (VAF)

VAF is the percentage of sequence reads observed matching a specific DNA variant divided by the overall 
coverage at that locus. Because NGS provides a near random sample, VAF is thus a surrogate measure of the 
proportion of DNA molecules in the original specimen carrying the variant. For constitutional genetic testing, 
VAF is a measure of diploid zygosity: heterozygous loci should be near 50% VAF, homozygous loci should be 
near 100%, and reference loci should be near 0%. Deviations from these three expected values should be 
considered suspicious as potential errors due to incorrect base calls or alignment. For somatic testing, 
contamination from normal cells and tumor heterogeneity combine to cause unpredictable VAFs. In some 
clinical scenarios, such as testing a patient for therapeutic resistance mutations, the desired sensitivity dictates 
that variants with low VAF be included in downstream analysis. This all means that in order to maintain an 
acceptable level of sensitivity, variant filtering for somatic variant must be highly permissive from a technical 
validity perspective.

Nº lecturas variante mutante en DNA
Nº lectures totales en la NGS

Cancer Biol Med. 2016 Mar; 13(1): 3–11.

Definición de VAF

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4850126/
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Nº lecturas variante mutante en DNA
Nº lectures totales en la NGS

BRAF V600E: GTG > GAG

Nº reads GAG (2.350) 
Nº reads GTG (4.550) + Nº reads GAG (2.350) and others

Cancer Biol Med. 2016 Mar; 13(1): 3–11.

VAF  
34%

Definición de VAF

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4850126/
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1 GEN → 2 ALELOS

BRAF 
wt

BRAF
wt

BRAF 
wt

BRAF 
V600E

BRAF 
V600E

BRAF 
V600E

VAF  
0%

VAF  
100%

VAF  
50%

Definición de VAF

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4850126/


Tumour development can arise from germline or somatic 
gene alterations1-7

BRCA* mutations provide a good example of this1,2

Somatic  
No inherited BRCAm

Second somatic mutation results in 

biallelic BRCA loss

All cells have two ‘normal’ copies of 

BRCA gene

Somatic mutation in cell causes 

monoallelic BRCA loss

Non-tumour cells remain ‘normal’

Tumour cells have biallelic BRCA loss †

BRCAm inherited from parent

Germline 

All cells have one mutated and 

one normal BRCA copy*

(monoallelic BRCA loss – cells are 

viable but predisposed to cancer)

Non-tumour cells remain with monoallelic BRCA loss

Tumour cells have biallelic BRCA loss†

Somatic mutation causes loss of 

normal BRCA copy in a cell
(biallelic BRCA loss is a 

tumour driver event)

.

*Can be either BRCA1 or BRCA2. †Loss of function can also result from epigenetic and other non-genomic mechanisms. BRCA1/2=breast cancer gene 1/2; 
BRCAm=breast cancer gene 1/2 mutation

Cancer associated with 
BRCAm

Cancer associated 
with BRCAm

1. Wu H et al. Gene Ther. 2017;24,601–609; 2. Castro E et al. Asian J Androl. 2012;14:409–414; 3. Macedo GS et al. Genet Mol Biol. 2019;42(1suppl):215
2. –231; 4. Ryland G et al. BMC Medical Genomics. 2015;8:45;  5. Stoppa-Lyonnet D. European J Human Genet. 2016;24:S3–S9; 6. Tucker T & Friedma
enet. 2002;62:345–357; 7. Hunt JL. Cell & Tissue Based Mol Pathol. 2009



O% 100% 50%

VAF somáticas vs. VAF germinales
b = wild type
B= mutado

Germline VAF Somatic VAF

50%

Contenido tumoral: 30%Contenido tumoral: 100%

VAF=50%x30%=15%



VH16B-1234

30% tumor 

content

Presentación “Review of methodologies for tumour testing; highlighting experience from Radboud, NL”; Marjolijn Ligtenberg (Laboratory of tumour genetics; 20-11-2015)
1. Capoluongo E et al. Semin Oncol 2017;44(3):187-197

La revisión del tejido tumoral es importante: >30% células tumorales



VAF somáticas vs. VAF germinales
b = wild type
B= mutado

Somatic VAF

50%

Contenido tumoral: 30%Contenido tumoral: 100%

VAF=50%x5%=2,5%

Contenido tumoral: 5%

VAF=50%x30%=15%
Por debajo de los 

limites de sensibilidad de 
nuestra NGS



Sensibilidad en la NGS

Diapositiva cedida per el Dr. Javier Freire



VAF somáticas vs. VAF germinales EGFR

Exon 19

Tumor 95%

Mutación Deleción
en el exon 19 de EGFR

VAF de la mutación?

VAF=[(945/2771)x100]-100= 66%

Normal cells

Tumor cells



VAF somáticas vs. VAF germinales EGFR

Exon 20

C797S
VAF 32,4%

C797S
VAF 8,6%T790M

VAF 17,9%

Tumor 95%

Mutación Deleción
en el exon 19 de EGFR

VAF de las mutaciones?

Mutaciones de 
resistencia a TKIs

Normal cells

Tumor cells



VAF somáticas vs. VAF germinales
b = wild type
B= mutado

Contenido tumoral: 30%

VAF=50%x30%=15%

Si VAF < 15%

Si VAF > 15%

- Mutaciones secundarias

- Heterogeneidad tumoral

- Si >30% - sospecha de variante germinal

- Amplificación o ganancia de copias del gen 
analizado

- LOH o deleción (pérdida de una copia del gen 
analizado)



Pero si mi técnica de 
NGS es muy sensible, 
en que me afecta el % 

Tumor??

Ojo con las CNVs



Cálculo de CNVs en la NGS

Diapositiva cedida per el Dr. Javier Freire



OPA

OCAv3
Childhood

Cálculo de CNVs en la NGS
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Enfoques diferentes
1. Valor Terapéutico
2. Valor Diagnóstico
3. Valor Pronóstico y predictiva

Precision Oncology Program (2021)

• Germline
• Hematologic tumors
• Solid Tumours
• Pediatric Tumors

Population  7.750.000  



Different techniques for Molecular Alterations in NSCLC



Ou SI, et al. J Thorac Oncol 2023

The best way to achieve comprehensive testing (high diagnostic sensitivity) 
and is key to detect and precise annotate variants

PCR kits may miss more than 40% of EGFR Exon 20 insertions

NGS: Advantages



Oncomine Precision Assay (OPA)
Oncomine Focus Assay

(OFA)

Alteraciones hotspots: 45 genes

CNVs: 14 genes

Fusiones génicas: 19

Alteraciones hotspots : 35 genes

CNVs: 19 genes

Fusiones génicas: 23

Tipo Tumoral: tumor sólido como NSCLC, 
cancer de colon, melanoma

Tipo Tumoral: tumor sólido como NSCLC, 
cancer de colon, melanoma

Fusion Plex Sarcomas

Fusiones génicas: 56

Tipo Tumoral: sarcomas

Oncomine Childhood

Alteraciones hotspots : 86 genes

Genes cobertura completa: 44 genes

CNVs: 28 genes

Fusiones génicas: 91

Tipo Tumoral: Tumores pediátricos

Biologia Molecular. Vall d´hebron



Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

Extracción DNA 
+RNA

Cuantificación
Extracción 
DNA+RNA

Comité Molecular

Carga Genexus Cuantificación

Carga Genexus

Flujo de trabajo del laboratorio 2022

Análisis

Análisis

Selección del 
material

Selección del 
material

1

2

3

4

5

1

2 3

4 5

Biología Molecular. Vall d´hebron

Envio casos
NGS semana

Seleccion de casos
por parte clinicos

Comité Molecular



54
2

1

Comite Interno de 

pulmón

Comités Moleculares inter-hospitalarios 2021

Oncólogos VH

Patologos VH

Biologos VH

Incorporacion Oncologia

VH+ Altahia

Pulmon + Colon + 

Radiologos

Oncólogos VH

Patologos VH

Biologos VH

Oncologos Althaia

Patologos Althaia

Radiologos VH

4

Incorporacion

Oncologia Altahia

Pulmon + Colon

Oncólogos VH

Patologos VH

Biologos VH

Oncologos Althaia

Patologos Althaia

3

Incorporacion

Oncologia Altahia

Pulmon

Oncólogos VH

Patologos VH

Biologos VH

Oncologos Althaia

Patologos Althaia

21

Septiembre 21

Incorporacion

Oncologia

H.Arnau Vilanova

H. Trueta

Oncólogos Patologos

Biologos Radiologos

4 centros

5

Noviembre 21



Queremos comenzar a 
realizar NGS, pero no 
tenemos el personal 

cualificado suficiente??

Tu tranqui, la maquina 
lo hace todo. 
Tira para adelante



Comité Molecular Inter-hospitalario

Viernes 25 Noviembre 2022

Agenda

Caso 01 NHC: 11895142 VH21B8984 HUVH











Current Treatment Status and Future Perspective. Front Oncol. 2022 Mar 
31;12:863043.



LA NGS LO VE TODO



NHC: 17756078 VH22P24894



Informe Versión 01



Filtro Oncomine Extended



Sin Filtro



Filtro aplicado Poblacional 10-6



KIT p.Asp579_His580insLDPTQLPYD
c. 1738_1739insTAGACCCAACACAACTTCCTTATCATC



N= 499 pts







Ahora que tenemos 
la NGS en el 
laboratorio, ya puedo 

quitarme la IHQ no??

Ojo, que la NGS no lo
resuelve todo!!!!!



LA NGS LO RESUELVE TODO



Historia Clinica

• Mujer 76 años Nunca Fumadora

• A raiz de una disfonia se realizan estudios de imagen detectando
una masa pulmonar LSI de 5cm que afectando Hilio

• Adenocarcinoma Mucinoso T3N2 con PDL1-Negativo

• Se solicita estudio de NGS 



NHC: 17790999

qPCR de EGFR
IHQ ALK
IHQ ROS1

Presencia de Células en Anillo de sello
Adenocarcinoma Mucinoso



NHC: 17790999

ALK ROS1H/E



NHC: 17790999



NHC: 17790999

















GENERIC DETECTION BASED ON EXPRESSION IMBALANCE

102

5’ kinase gene
(ex.: ALK)

Expression imbalanceNo expression imbalance

5’ Forward 

primer ALK

3’ kinase gene
(ex.: ALK)

5’ Reverse 

primer ALK
3’ Reverse 

primer ALK

3’ Forward 

primer ALK

5’ Probe

ALK

3’Probe

ALK

ALK 5’ ALK 3’

Cq ALK 5’ ≈ Cq ALK 3’

3’ kinase gene
(ex.: ALK)

3’ Reverse 

primer ALK

3’ Forward 

primer ALK

3’ Probe

ALK

ALK 3’

Cq ALK 5’ > Cq ALK 3’

5’ kinase gene
(ex.: ALK)

5’ Forward 

primer ALK

5’ Probe

ALK

ALK 5’

5’ partner gene
(ex.: EML4)

3’ partner gene 
(ex.: EML4)

This promoter

gives a higher

expression for 3’







Aplicación reordenamientos Sin filtro.



LA NGS NOS DA ALEGRIAS



PRESENTACIÓN DEL CASO

Caso clinico HUVH

• Mujer de 48 años

• No fumadora, profesora sin exposición a tóxicos

• No antecedentes familiares

• Sin Antecedentes Médicos Conocidos ni comorbilidades



• Primer síntoma: disnea -> ingreso por taponamiento cardíaco

• Proceso diagnóstico:
• AngioTC Tx Urgencias 7/10/22: Derrame pericárdico. Derrame pleural bilateral

• PET-TC 19/10/22:  nódulo hipermetabólico en LII (8mm; SUVmax: 9.1). Adenopatías
hipermetabólicas en mediastino, hilios pulmonares bilaterales (16mm; SUVmax: 13.4). 
Múltiples lesiones hepáticas hipermetabólicas. Adenopatías hipermetabólicas en hilio
hepático (SUVmax: 17.9). Lesiones osteolíticas hipermetabólicas en columna vertebral, 
parrilla costal y pelvis

• TC SNC: no M1

• Citología pericárdica 24/10/22: adenocarcinoma de pulmón. Oncomine: EML4 - ALK. 
Otras alteraciones patogénicas: No se han detectado

• Biopsia hepática 28/10/22: M1 adenocarcinoma pulmonar. IHQ ALK positivo.

PRESENTACIÓN DEL CASO



PET-TC 19/10/22



PRESENTACION DEL CASO

Octubre 2022

Derrame Pleura
Nodulo Hipermetabolico
pulmonar
Adenopatias
mediastinicas.
Lesionas hepáticas
Lesiones osteolíticas

Angio TC + PET-TAC Citologia Liquido pericardico

Biopsia Hepática



ANALISIS NGS DE LA MUESTRA LIQUIDO PLEURAL

Liquido Pleural



PRESENTACION DEL CASO

Octubre 2022

Derrame Pleura
Nodulo Hipermetabolico
pulmonar
Adenopatias
mediastinicas.
Lesionas hepáticas
Lesiones osteolíticas

Angio TC + PET-TAC Alectinib

Noviembre 2022

Disminuye M1 Hepáticas
Mantiene derrame pleural

Biopsia Pleural

IHQ ALK Positivo
FISH ALK Positivo (62%)



TC 23/11/22 TC 30/01/23



PRESENTACION DEL CASO

Octubre 2022 Febrero 2023

Derrame Pleura
Nodulo Hipermetabolico
pulmonar
Adenopatias
mediastinicas.
Lesionas hepáticas
Lesiones osteolíticas

Angio TC + PET-TAC Alectinib

No mejora de derrame
pleural. 

Progesión

Noviembre 2022

Disminuye M1 Hepáticas
Mantiene derrame pleural

Citologia Pleural 03/02/2023

Panel 300 genes VHIO: EML4- ALK; FANCA V372A VAF 49,6%
Guardant Suero: EML4- ALK

Lorlatinib



CASO CLINICO

• Dos visitas a Urgencias con toracocentesis -> Ingresa por insuficiencia respiratoria por DP bilateral -> drenaje 15/2/23 -> 
20/2/23 pleurX bilateral

• Bx pleural 20/2/23: reacción inflamatoria a talcaje

• Citología pleural 20/2/23: Oncomine: EML4 - ALK. Otras alteraciones patogénicas: MYC. Amplificación del número de 
copias (CNV): 8,18; FANCA V372A VAF 47,4%

• Alta a domicilio 23/2/23 con pleurex bilateral + ODC

• Por mala evolución se adelanta TC TA 25/02 con pericárdico severo (grosor máximo 33 mm, previo 07/02 de 15 mm), así 

como TEP arterias inferiores derechas -> pericardiocentesis + enoxa



IMAGEN TRAS TRATAMIENTO 2 LINEA 

TC 25/02/23



POSIBLES MECANISMOS DE RESISTENCIA A TRTAMIENTOS ALK



MYC COMO MECANISMO DE RESISTENCIA A TRATAMIENTO ALK



NECESITO VER MAS COSAS POR NGS

OPA_CNVs



Liquido Pleural

04/04/2023



PRESENTACION DEL CASO

Octubre 2022 Febrero 2023 Febrero2023

Derrame Pleura
Nodulo Hipermetabolico
pulmonar
Adenopatias
mediastinicas.
Lesionas hepáticas
Lesiones osteolíticas

Angio TC + PET-TAC Alectinib

No mejora de derrame
pleural. 

Progesión

Noviembre 2022

Disminuye M1 Hepáticas
Mantiene derrame pleural

Lorlatinib

¿Resistencia Primaria?



Biopsia Hepatica

CK7 TTF1H&E



ANALISIS NGS BIOPSIA HEPATICA



ANALISIS NGS BIOPSIA HEPATICA

Pre-Tratamiento (80% Tumor) Post-Tratamiento (50%T)

Gen Variante VAF Reads VAF Reads

FANCA p.Val372AlafsTer42 49,60% 1945 47.4% 1948

FGFR4 p.Gly388Arg 36% 1962 36% 1968

ALK EML4(13)-ALK(20) Fusion 103905 172376

MYC CNV 5,89 4.77-7.55 8,18 6.05-10.87



RESUMEN CLINICO

DX NSCLC (ADK) 

E IV

Debut en forma de 

taponamiento cardíaco.

Citología PC: ALK 

traslocado. IHQ: ALK+. 

Oncomine: EML4(13)-

ALK(20)

Bx hepática: ALK 

traslocado. IHQ: ALK+.

OCTUBRE 

2022

1a línea

Alectinib 600mg/12h

Mejor respuesta: SD

31/10/2022

1a progresión 

Insuficiencia respiratoria 

-> pleurX 

13/02/23 

2a línea

Lorlatinib 100mg/24h

09/02/2023

2a progresión

Derrame pericárdico 

severo

01/03 

pericardiocentesis

25/02/2023

3 línea

CBDCA-pemetrexed

TC 9/5/23: RP 

08/03/2023



RESUMEN DE MUESTRAS DIAGNOSTICAS

Citología 

pericárdica

Adenocarcinoma de 

pulmón.

Oncomine: EML4 - ALK. 

Otras alteraciones 

patogénicas: No se han 

detectado

24/10/22

Biopsia hepática

M1 adenocarcinoma 

pulmonar.

IHQ ALK positivo. 

Oncomine:  EML4 - ALK. 

Otras alteraciones 

patogénicas: en un 

primer momento no 

detectadas

28/10/22

Biopsia pleural

M1 adenocarcinoma 

pulmonar. 

IHQ ALK positivo. 

FISH: presencia de 

translocación de ALK 

(62%) Presencia de 

ganancia número de 

copias ALK

21/11/22

Citología pleural 

Adenocarcinoma 

Panel 300: EML4- ALK 

3/2/23

Suero

Guardant: EML4- ALK 

7/2/23

Citología pleural 

Oncomine: EML4 - ALK. 

Otras alteraciones 

patogénicas: 

MYC. Amplificación del 

número de copias 

(CNV): 8,18;

FANCA V372A VAF 

47,4%

20/2/23



RESUMEN DEL CASO

Citología 

pericárdica

Adenocarcinoma de 

pulmón.

Oncomine: EML4 - ALK. 

Otras alteraciones 

patogénicas: No se han 

detectado

24/10/22

Biopsia hepática

M1 adenocarcinoma 

pulmonar.

IHQ ALK positivo. 

28/10/22

Biopsia pleural

M1 adenocarcinoma 

pulmonar. 

IHQ ALK positivo. 

FISH: presencia de 

translocación de ALK 

(62%) Presencia de 

ganancia número de 

copias ALK

21/11/22

Citología pleural 

Adenocarcinoma 

Panel 300: EML4- ALK 

Otras: 

FANCA V372A VAF 49,6%

VUS

BLM A734S

MDM2 L464I

PDGFRB T902I

PNRC1 P75A 

Regions with coverage < 

30 reads 

PDPK1 

PMS1 

RANBP2

3/2/23

Suero

Guardant: EML4- ALK 

Regions with coverage < 

250 reads 

BRCA2 

ERBB2 

PTEN 

RB1 

7/2/23

Citología pleural 

Oncomine: EML4 - ALK. 

Otras alteraciones 

patogénicas: 

CNV MYC: 8,18;

FANCA V372A VAF 

47,4%

20/2/23

Se añade a posteriori:  

Oncomine:  EML4 - ALK. 

Otras:

CNV MYC: 5,89
FANCA  VAF 49,6%



Comité Molecular Inter-hospitalario

Viernes 12 Enero 2024

Agenda

Caso 01 NHC 17790999 VH23P031858 Althaia – Cáncer de pulmón

Caso 02 NHC 20650398   HUVH – Cáncer de pulmón



NHC: 20650398 Análisis VH23B036039 – VH23P026420 

30/10/2023
BAG LID
PDL-1 Negativo

Tumor 60%



Muestra 
Sangre

EGFR p.L858R BRAF p.V600E
PIK3CA p.E545K

30/10/2023



PCR Digital en VHIO  EGFR p.L858R

Idylla EGFR cortes sobrantes: EGFR p.L858R

Nueva extracción ADN. Panel NGS VHIO   EGFR p.L858R

30/10/2023

30/10/2023

04/12/2023

Guardant     BRAF V600E + PIK3CA E542K

ddPCR BRAF V600E



11/12/2023

Muestra de Liquido Ascítico:
VH23C-41252 
VH23P031588A001002

Muestra de Liquido Pleural: 
VH23C-41029
VH23P031588A002001



19/12/2023

Biopsia Toraco-Abdominal 
20% Tumor

CK20+ STAB2+ CDX2+
CK7- TTF1 -

EGFR WT

VH23B043277A001
VH23P031588A003001



BRAF p.V600E/D

Conclusión: 
Paciente con dos tumores sincrónicos

- Tumor de pulmón EGFR Mutado p.L858R tratado
con Osimertinib.

- Tumor digestivo BRAF Mutado p.V600E

22/12/2023



Comité Molecular Inter- hospitalario
Viernes 08 marzo 2024

Agenda Caso 02 NHC xxxxxx VH24P00x4x5 HUVH – Cáncer de pulmón



INFORME NGS OCA

DNA: 
EGFR:NM_005228.5:exon19:c.2240_2264delinsCGAAAGA:p.(Leu747_Ala755delinsSerLysAsp) VAF 66.3%  [EGFRExon19Deletion] 

EGFR:NM_005228.5:exon20:c.2369C>T:p.(Thr790Met) VAF 17.9% [T790M]

EGFR:NM_005228.5:exon20:c.2390_2391delinsCT:p.(Cys797Ser) VAF 32.4% [C797S]

EGFR:NM_005228.5:exon19:c.2264C>A:p.(Ala755Asp) VAF 60.9%  [A755D] - VUS

RNA: SIN ALTERACIONES DETECTABLES

Varón 67 años

Información remitida:

- Biopsia de nódulo de pulmón derecho

- Diagnóstico: Adenocarcinoma

- Paciente con mutación en EGFR en progresión

- Se solicita estudio molecular para detección de

mutaciones de resistencia …

NHC: 1xxxxx706



NHC: 1xxxx06 CONTEXTO MOLECULAR DE ESTE CASO…

[Año 2009]
Secuenciación Sanger

Resultado Molecular → EGFR Exon19del 
Tratamiento indicado: Erlotinib

[Año 2016]
PCR RTG

Resultado Molecular → EGFR Exon19del + EGFR T790M
Tratamiento indicado: Olmutinib

[Año 2024]
El paciente progresa → Se realiza panel OCA



NHC: 1xxxx06

TUMOR 95%

ANÁLISIS NGS: CALIDAD DE LIBRERÍAS



NHC: 1xxxx06

Panel Oncomine ™ Comprehensive Assay v3 GX (Thermo Fisher Scientific) → Panel amplio: 161 genes

ANÁLISIS NGS: ESTUDIO DE VARIANTES



NHC: 1xxxx706

EGFR:NM_005228.5:exon 19:c.2240_2264delinsCGAAAGA:p.(Leu747_Ala755delinsSerLysAsp) VAF 66.3%                               [EGFRExon19Deletion] 

EGFR:NM_005228.5:exon 20:c.2369C>T:p.(Thr790Met) VAF 17.9%                                                                   [T790M]

EGFR:NM_005228.5:exon 20:c.2390_2391delinsCT:p.(Cys797Ser) VAF 32.4%                                                         [C797S]

EGFR:NM_005228.5:exon 19:c.2264C>A:p.(Ala755Asp) VAF 60.9%                                                                   [A755D]

ANÁLISIS NGS: ESTUDIO DE VARIANTES



NHC: 12615706 EGFR:NM_005228.5:exon 19:c.2240_2264delinsCGAAAGA:p.(Leu747_Ala755delinsSerLysAsp) VAF 66.3% [EGFRExon19Deletion] 

EGFRexon19del: 
c.2240_2264delTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCinsCGAAAGA

[A755D]

- Mutación oncogénica dominio TK de probable ganancia de función.
- Mayor frecuencia en Adenocarcinoma de pulmón.
- In-frame → Eliminación de la pauta de lectura del exón 19 → Activación constitutiva

de la actividad TK.
- Sensibilidad a Inhibidores TKIs de EGFR.



NHC: 12615706 EGFR:NM_005228.5:exon 20:c.2369C>T:p.(Thr790Met) VAF 17.9% [T790M]

EGFR T790M

- Mutación oncogénica de ganancia de función.

- Mayor frecuencia en Adenocarcinoma de pulmón.

- Mutación secundaria adquirida en el dominio TK, de

resistencia a inhibidores de la tirosina quinasa (TKI) de

EGFR de primera y segunda generación.

- Sensibilidad a TKI EGFR de tercera generación.



NHC: 1xxx06 EGFR:NM_005228.5:exon 20:c.2390_2391delinsCT:p.(Cys797Ser) VAF 32.4% [C797S]

EGFR C797S
c.2390_2391delGCinsCT

- Mutación en dominio TK de resistencia.

- Entidad tumoral descrita: Adenocarcinoma de pulmón.

- Mutación adquirida de resistencia a inhibidores TKI EGFR de tercera

generación.

Importancia CIS/TRANS respecto a T790M



NHC: 1xxxx06 EGFR:NM_005228.5:exon 20:c.2390_2391delinsCT:p.(Cys797Ser) VAF 32.4% [C797S]

EGFR T790M EGFR C797S EGFR T790M/trans-C797S, sin embargo…

en nuestro caso



NHC: 1xxx06 EGFR:NM_005228.5:exon 20 | c.2389T>A | p.Cys797Se [C797S]

EGFR T790M EGFR C797S 
c.2389T>A

EGFR T790M/cis-C797S
está apareciendo

¿Concomitancia EGFR T790M/cis-trans-
C797S?



NHC: 1xxxx06 EGFR:NM_005228.5:exon 20:c.2390_2391delinsCT:p.(Cys797Ser) VAF 32.4% [C797S]

EGFR:NM_005228.5:exon 20 | c.2389T>A | p.Cys797Se [C797S]

EGFR T790M EGFR C797S 
c.2389T>A

¡EGFR T790M/cis-trans-C797S!

EGFR C797S 
c.2390_2391delGCinsCT



NHC: 1xxxx06 EGFR:NM_005228.5:exon 19:c.2264C>A:p.(Ala755Asp) VAF 60.9% [A755D]

[EGFRexon19del]

EGFR A755D

- Alteración de significado incierto [VUS].
- Descrita en cáncer de pulmón de célula pequeña.
- Funcionalmente no caracterizada.
- Bibliografía….

Consensuamos reportarla como VUS y que aparezca en el informe …



NHC: 1xxxx706 INFORME PROVISIONAL NGS, SUSCEPTIBLE A CAMBIO SI SE CONSIDERA EN EL COMITÉ DE MOLECULAR…

Añadiríamos la C797S en CIS…



NHC: 1xxxxx06 INFORME PROVISIONAL NGS, SUSCEPTIBLE A CAMBIO SI SE CONSIDERA EN EL COMITÉ DE MOLECULAR…

GUARDANT 2024:

OCA BIOPSIA 2024:

IMPORTANTE ANOTACIÓN DE DISCORDANCIA DE RESULTADOS GUARDANT vs BX



Comité Molecular Inter-hospitalario

Viernes 20 Enero 2023

Agenda

Caso 01 VH22P29436 HUVH









Mecanismos de resistencia anti EGFR



1% de BRAF V600E en resistencias a EGFR TKI



27 casos frente a Erlotinib----- No BRAF V600E

Tratamiento dual: EGFR TKI + BRAFinh



Futuros pasos



Comité Molecular Inter-hospitalario

Viernes 10 Febrero 2023

Agenda

Caso 01 NHC 11836931  VH23P000191 HUVH



Caso 02 NHC 17900375  VH22P26854 Althaia





















Clin Cancer Res 2019;25:4611–5



Caso 03 NHC 20593976   Biopsia 2021



Caso 03 NHC 20593976   VH22P27025 HUVH



Caso 02 NHC: 14524938; VH22P24435 Hospital Vall d´Hebron







KIF5B RET





RET alterations: Mutations + Fusions

Annals of Oncology 2021 32337-350DOI: (10.1016/j.annonc.2020.11.021

♦ RET=rearranged during transfection.

♦ Drilon A, et al. Oral presentation. ASCO 2018. Abstract 102.

Non-small cell lung cancer (NSCLC) (2%)

Papillary and other thyroid cancers (10%-20%)

Pancreatic cancer (<1%)

Salivary gland cancer  (<1%)

Spitz tumours (<1%)

Colorectal cancer  (<1%)

Ovarian cancer  (<1%)

Myeloproliferative disorders  (<1%)

Many others  (<1%)

Most ommon mutation: RET M918T

MTC

Sporadic (>60%)

Hereditary (>90%)

KIF5B (most common in lung cancer)

CCDC6 or NCOA4 (most common in thyroid cancer)

PPPP

PPPP

Dimerisation Kinase

P

P

P

P

Direct kinase 

activation

Kinase domain mutation

RET fusions are found in many tumour types RET-activating mutations are found in medullary thyroid cancer (MTC)

Activation by ligand-

independent dimerisation

Covalent disulphide bonds 

in cysteine-rich region

P

P

P

P

P

P

P

P



ESMO Recommendations on the standard methods to detect 
RET alterations

178

→ ESMO recommends NGS

(preferably RNA-based) for RET

testing

• FISH, RT-PCR or liquid biopsy

could be also used, but in case

of negative results NGS should

be considered.

• MTC patients should be tested

for germline RET mutations, as

well as for somatic mutations in

metastatic tumors (using tissue

from metastatic site)



Comité Molecular Inter-hospitalario

Viernes 03 Marzo 2023

Agenda

Caso 01 NHC 16051658  VH23P003557 HUAV





Caso 01 NHC 16051658  VH23P003557 HUAV



Nueva extraccion de ADN



Muestra 02

Muestra 01







Comité Molecular Inter-hospitalario

Viernes 24 Febrero 2023

Agenda

Caso 01 NHC 17134618  VH23P004331 HUVH

Caso 02 NHC 12249472  VH23P002732 HUVH

Caso 03 NHC 14663495  VH23P002950 Althaia



Caso 02 NHC 12249472  VH23P002732 HUVH DNA: 
KRAS NM_033360.4 c.35G>A  p.G12D VAF 9,1
RET  NM_020975.6 c.2410G>A p.V804M VAF 50,9
RNA: NO VAL 50% Contenido Tumoral



KRAS G12D

GGT>GAT

RET V804M

GTG>ATG









Caso 03 NHC 14663495  VH23P002950 Althaia DNA: 
KRAS  NM_033360.4 c.35G>T p.G12V VAF 40,6
TP53  NM_000546.5  c.586C>T p.R196* VAF 85,8
EGFR AMP 5,5
MET AMP 4,7
RNA: NO VAL

20% Contenido Tumoral

Dx: Adenocarcinoma Diferenciación Enteroblástica





TCGA; 4723 pacientes





52% casos TP53 mutado



Comité Molecular Inter-hospitalario

Viernes 18 Noviembre 2022

Agenda

Caso 01 NHC: 17756078 VH22P24894 Althaia
Caso 02 NHC: 17906477 VH22P24921 Althaia



Caso 02 NHC: 17906477 VH22P24921 Althaia



Caso 02 NHC: 17906477 VH22P24921 Althaia











GNAS R201H



GNAS R201H



GNAS R201H



CTNNB1 G34E



CTNNB1 G34E







GNAS R201H en resistencia a Osimertinib
CTNNB1 en resistencia a Osimertinib



KRAS amplificado en resistencia a Osimertinib


