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Resumen

El presente trabajo muestra el papel fundamental que desempefia el Laboratorio de Dianas Terapéuticas
(LDT) del Hospital Universitario HM Sanchinarro en el diagnostico molecular de pacientes oncoldgicos y la
deteccién de biomarcadores genéticos. El objetivo del LDT es individualizar el tratamiento y mejorar el
pronostico de los pacientes mediante la aplicaciéon de herramientas tecnoldgicas disponibles en sus
instalaciones. Al hablar de medicina de precisién en oncologia, es necesario disponer de suficientes
biomarcadores (EGFR, KRAS, IDH, BRAF, entre otros), por un lado, porque brindan informacion sobre el
tipo de mutacion presente en el paciente, y, por otro, porque establecen en qué gen se encuentra y en
qué cantidad. Este ultimo, se correlaciona con la frecuencia alélica de la mutacién de interés, pudiendo
asi, monitorizar al paciente. Asimismo, el estudio de biomarcadores permite evaluar la progresion de la
enfermedad a través del estudio de la carga tumoral (biopsia liquida), conocer si hay respuesta molecular
bajo el tratamiento elegido y, finalmente, evaluar la posible aparicion de mutaciones de resistencia como
consecuencia de dichas mutaciones. El avance tecnoldgico de técnicas como la secuenciacion masiva
(NGS) ha resultado una ventaja importante en cuanto a rapidez y precisién de deteccion. También,
permite ampliar el conocimiento de las alteraciones genéticas de los tumores, de las personas que las
portan y las principales vias de sefializacion celular implicadas. En esta revision, se resumen los pasos en
la deteccién de biomarcadores clinicamente relevantes en oncologia junto con una serie de casos clinicos
llevados a cabo dentro del Laboratorio de Dianas Terapéuticas. Entre los mas representativos se
destacan el cancer de pulmén, glioma, colon y recto.
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Introduccién

El cancer es una enfermedad multifactorial causada por factores genéticos y ambientales, donde las
células adquieren la capacidad de proliferar, migrar e invadir tejidos adyacentes y metastatizar tejidos
distales a través del torrente sanguineo y el sistema linfatico [1]. Dada la gran heterogeneidad en la
respuesta clinica observada en pacientes oncoldgicos, ha sido necesaria la identificacion y el estudio de
dianas terapéuticas y biomarcadores, con el objetivo de beneficiar a los pacientes con un determinado
tratamiento farmacologico.

En oncologia, una diana terapéutica se puede definir como un componente celular que contribuye al inicio
y progresion de la carcinogénesis que puede ser reconocido por un firmaco y producir una respuesta
celular [2]. Es por esto, que la patologia molecular y mas concretamente el Laboratorio de Dianas
Terapéuticas (LDT) cumple un papel fundamental en la medicina de precision del cancer, la cual se
refiere al uso de terapias con mayor probabilidad de favorecer a un subgrupo de pacientes cuyo cancer
muestra ciertas caracteristicas moleculares, en contraposicion a la vision tradicional en la que todos los
tumores originados en un mismo tejido se consideraban como bioldégicamente similares y se trataban con
un mismo farmaco [3].

Por su parte, un biomarcador es una biomolécula objetivamente medible, pudiendo ser una proteina, un
metabolito, ARN o ADN, que puede aportar informacion especifica para cada paciente sobre su
diagnostico, su prondstico o la respuesta a un determinado tratamiento. Los biomarcadores, por tanto,
pueden categorizarse como diagndsticos, pronosticos y predictivos. Un biomarcador diagndstico
identifica a las personas con una enfermedad, pudiendo asi clasificarla [4]. El biomarcador pronostico
determina la probabilidad de un evento clinico o recurrencia de la enfermedad en pacientes con una
condicion médica de interés. En oncologia, permite predecir la evolucion clinica del tumor
independientemente del tratamiento que reciba el paciente. Por ultimo, un biomarcador predictivo lo
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definen caracteristicas del tumor o del paciente que se asocian con el grado de respuesta a un determinado
farmaco. En la Tabla 1 se describe una lista de algunos de los biomarcadores empleados en la practica
clinica en oncologia.

Biomarcador Tipo de cancer Metodologia de deteccion
BRAF Melanoma, colorrectal, NSCLC, Mutaciones especificas (secuenciacion, PCR en
tiroides, glioma tiempo real, [HQ)
EGFR NSCLC Mutaciones especificas (secuenciacion, PCR en

tiempo real)

HER 2 Mama, pulmon, colorrectal, estomago,  Expresion de proteina, amplificacion de genes o
utero secuenciacion de mutaciones (IHQ/ISH)
IDH1/IDH2 Sistema biliar, glioma Mutaciones especificas (secuenciacion, PCR en

tiempo real)

KIT Estroma gastrointestinal (GIST), Mutaciones especificas (secuenciacion)
melanoma
RAS Colorrectal Mutaciones especificas (secuenciacion, PCR en
(KRAS/NRAS) tiempo real)

TML Uso agnostico Secuenciacion masiva (NGS)

ER mama IHQ

Ki-67 mama, pulmon Perfil de expresion génica, IHQ
PD-L1 mama, pulmén, estdmago THQ

TPS3 estdmago, colorrectal, pulmén Mutaciones especificas (secuenciacion, IHQ)

Tabla 1. Principales biomarcadores diagnosticos, pronosticos y predictivos en tumores sélidos
utilizados actualmente en la practica clinica. NSCLC: cancer de pulmon de células no pequeiias. IHQ:
inmunohistoquimica. ISH: hibridacion in situ. Adaptado de Werneck Da Cunha et al., Exp. Pathol.
2021; 4(1): 1-27.

Las pruebas moleculares para el diagndstico y prondstico en pacientes con cancer comienzan con la
adquisicion del material biologico. El tipo de muestra empleado suelen ser biopsias, ya sea una pequefia
muestra de tejido o un 6rgano completo. Asimismo se pueden utilizar citologias (células sueltas), que se
obtienen tras el raspado de superficie de un tejido o aspiraciones mediante aguja fina [5]. Generalmente,
se usan biopsias de tejido fijadas en formaldehido e incluidas en parafina (FFPE), porque se obtienen
como parte de la atencion clinica de rutina. Sin embargo, este procedimiento conlleva una intervencion
altamente invasiva, que a pesar de utilizar una cantidad significativa de muestra, no representa la
heterogeneidad tumoral [6]. La heterogeneidad se puede clasificar como intertumoral (entre distintos
tumores) e intratumoral (pudiéndose detectar distintos clones tumorales con alteraciones moleculares
diferentes dentro de un mismo tumor) que, en conjunto, determinan la progresion de la enfermedad,
ademas de contribuir al fracaso terapéutico y la resistencia a medicamentos [7].

En la era actual de la oncologia de precision, cuando el tejido no se encuentra disponible, la muestra se
haya agotado o se requiera realizar la monitorizacion de la enfermedad, se recomienda analizar los
distintos biomarcadores a partir de biopsias liquidas. La biopsia liquida consiste en el aislamiento y
analisis de analitos tumorales presentes en fluidos biologicos. Estos analitos son liberados por las células
cancerigenas hacia el torrente sanguineo y permiten evaluar mutaciones somaticas, alteraciones del
numero de copias y fusiones de genes mediante la aplicacién de métodos altamente sensibles y
especificos, como por ejemplo la PCR digital y NGS. La biopsia liquida es una alternativa rapida y
minimamente invasiva para monitorizar cambios moleculares en el tumor a lo largo de la evolucion de la
enfermedad [8]. A pesar de su potencial, el ADN tumoral circulante (ADNct) no es necesariamente
aplicable a todos los canceres; algunos tipos de tumores son malos excretores de ADN, como son los
gliomas y sarcomas, siendo, por tanto, un obstdculo obvio para implementarla como metodologia
rutinaria en la clinica [9].

A la hora de trasladar el estudio de dianas terapéuticas y biomarcadores predictivos a la practica clinica se
requiere de un método sensible y especifico para caracterizar la alteracion genética o molecular
subyacente. Los métodos de rutina para analizar biomarcadores celulares incluyen: inmunohistoquimica



(IHQ), la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la hibridacion fluorescente in situ (FISH), la
secuenciacion Sanger y la secuenciacion masiva (NGS). Cada método tiene su sensibilidad, especificidad,
tiempo de respuesta (TAT), nivel de automatizacion, y necesidad de equipo especializado y personal
capacitado. En particular, el tiempo de respuesta es un pardmetro importante, ya que los retrasos en TAT
pueden conducir a un uso menos eficiente de las terapias dirigidas [10]. Por este motivo, seglin las pautas
establecidas por el American Society of Clinical Oncology (ASCO), se recomienda un TAT de 10 dias
para el caso de la aplicacion de NGS entre la recepcion de la muestra y el informe de los resultados
obtenidos [11]. La Tabla 2 compara las técnicas comiinmente empleadas dentro de los laboratorios de
patologia molecular para la detecciéon de biomarcadores.

IHQ FISH PCR NGS
Sensible, carece de
Sens.lbll.ldad, espem.ﬁ.mdad (los.casos Alta sensibilidad y Mayor Sens1b1hdad y
especificidad y positivos necesitan esoecificidad sensibilidad especificidad
confiabilidad confirmacion con FISH u P muy alta
otro método)
o A -
N de cclulas : 50 células 600-1000 600-1000
tumorales necesarias Pocas células , células (3-5
- evaluables células .
para el analisis laminas FFPE)
Variantes de un solo
nucleétido (SNV) + ? No Si Si
indels (Si/No)
Variantes del nimero
de copias (CNV) Si Si No Si
(Si/No)
. La interpretacion requiere Requiere dos Req.uler.e .
Personal y experiencia . . experiencia y Requiere
. un patélogo lectores/patdlogo .
requerida . mucha mano de  analista de datos
experimentado experto
obra
Tiempo de respuesta 1 dia 1 dia 2 dias 5-10 dias

(TAT)

Tabla 2. Pros y contras del uso de marcadores tnicos (IHQ, FISH, PCR) y marcadores multiples
(NGS) para la deteccion de alteraciones genéticas. Adaptado de Flodgren, G. M & Hamidi, V. 2021.

La aparicion de la secuenciacion masiva ha hecho posible el estudio sistematico de las alteraciones
genéticas, y ha permitido comprender los procesos y conocer las vias de sefializacion celular implicadas
en el cancer [12]. La NGS se emplea cada vez mas en oncologia clinica, ya que es una tecnologia rapida y
de alto rendimiento que permite la secuenciacién paralela masiva de ADN de genomas humanos
completos, exomas o exones de genes seleccionados (panel de genes) [13]. A dia de hoy, los laboratorios
de patologia molecular suelen utilizar estos ultimos. Dentro de un panel de genes se pueden secuenciar
regiones concretas de los mismos donde se localizan la mayor parte de las alteraciones descritas para cada
uno de ellos (regiones hotspot) como es el caso del exdén 15 de BRAF, los exones 18 al 21 de EGFR, los
exones 2, 3 y 4 de los genes KRAS y NRAS o para cubrir la totalidad de las secuencias codificantes y
relevantes para un gen determinado (7P53)[14]. Tras la obtencién de resultados por NGS, la
patogenicidad de las variantes deben ser informadas y clasificadas siguiendo las directrices del American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) o del Association for Molecular Pathology (AMP).
Las variantes pueden ser clasificadas como patogénica, probablemente patogénica, variante de significado
incierto (VUS), probablemente benigna o benigna. Los laboratorios de diagndstico molecular utilizan
herramientas de visualizacion (IGV) y bases de datos (COSMIC, ClinVar, My Cancer Genome,
cBioportal) para facilitar la interpretacion de los resultados de NGS [15].

Maés recientemente, la carga mutacional tumoral (TML) se ha empleado como biomarcador predictivo
para identificar a los pacientes que seran candidatos a tratamiento con inmunoterapia. El TML representa
el nimero de mutaciones por megabase (muts/Mb) que albergan las células tumorales en una neoplasia
determinada y se puede calcular mediante la utilizacion de NGS. Los valores de TML varian dependiendo
del tamaiio de panel que se emplee y como se analicen los datos [16]. Otro factor importante a mencionar
es que el LDT participa en los comités de tumores moleculares (MTB), los cuales representan una valiosa
herramienta para respaldar el tratamiento personalizado de un paciente. EI MTB es un equipo
multidisciplinar que retne diferentes especialistas, incluidos oncoélogos, patdlogos, genetistas y bidlogos
moleculares, con el objetivo de revisar, discutir e interpretar toda la informacién referente a la historia



general del paciente en casos que se hayan realizado secuenciacion masiva para asi aumentar la eficiencia
en el flujo de trabajo [17]. Las neoplasias malignas raras representan colectivamente casi una cuarta parte
de todos los canceres, mucho mas que cualquier cancer comun, por lo que representan el objetivo mas
importante para ser discutidos en el MTB.

Esta revision tiene como objetivo resumir el trabajo realizado en el Laboratorio de Dianas Terapéuticas en
el Hospital Universitario HM Sanchinarro, su contribucién durante la deteccion de biomarcadores
genéticos clinicamente relevantes con fines diagnosticos, prondsticos y predictivos, mediante la
aplicacion de nuevas y tradicionales técnicas que permiten validar los resultados, para la
individualizacion del tratamiento y mejorar el prondstico de todos los pacientes con céncer.

Materiales y métodos

Seleccion de la muestra

En primer lugar, un patélogo revisa y marca las areas tumorales en portaobjetos tefiidos con
hematoxilina-eosina (H&E) para determinar el porcentaje de células tumorales contenido por area. Para la
extraccion de acidos nucleicos se puede emplear una o dos secciones de 5 um de espesor de tejido FFPE
[18]. El aislamiento de ADN se realiza utilizando el kit de extraccion Cobas® DNA Sample Preparation
(Roche Molecular Diagnostics) y para la extraccion de ARN se emplea el kit High pure FFPET RNA
Isolation (Roche Molecular Diagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Pruebas moleculares para detectar alteraciones genéticas

Varias técnicas estan disponibles para la deteccion de alteraciones genéticas en una muestra de tumor con
fines clinicos en el escenario de diagndstico molecular.

PCR en tiempo real

COBAS

El sistema Cobas® 4800 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) es un ensayo de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) en tiempo real capaz de detectar variantes genéticas especificas. El ADN diana se
amplifica y se analiza utilizando los reactivos proporcionados en el kit BRAF/NRAS Mutation Test (LSR),
capaz de detectar 11 mutaciones puntuales en los exones 11 y 15 en el gen del protooncogén B-Raf
(BRAF) y 25 mutaciones en los exones 2, 3 y 4 en el gen NRAS, mientras que el kit KRAS Mutation Test
v2 (LSR), detecta 28 mutaciones en los exones 2, 3 y 4 en el gen homdlogo del oncogén viral del sarcoma
de rata Kirsten (KRAS). Los andlisis mutacionales se realizan de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Idylla

El sistema Idylla™ (Biocartis, Mechelen, Bélgica) es una técnica automatizada de PCR en tiempo real
que emplea cartuchos de un solo uso para detectar 51 mutaciones clinicamente relevantes de EGFR. Los
cartuchos desechables se cargan con secciones de tejido FFPE sin necesidad de preparar previamente la
muestra ni extraer el ADN y a continuacion se insertan en el Instrumento Idylla™ de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Varios ensayos se multiplexan dentro de cada camara con seis fluoroforos, lo
que permite el analisis simultineo del ADN para las variantes y el EGFR total como control de
procesamiento de muestras endogenas [19]. Durante la amplificacion y deteccion especificas, las sefales
fluorescentes se generan y analizan de manera automatica mediante el software especifico para EGFR
(Paquete de Tipo Test, EGFR TTP) version 1.2 (Biocartis, Mechelen, Bélgica) reportando finalmente el
tipo de mutacion detectada. Los resultados se informan de la siguiente manera: i) mutacion detectada, ii)
mutacion no detectada, o iii) no valido (es decir, no se obtuvo ningun resultado en la prueba)

PCR especifica de metilacion

El patron de metilacion del ADN en la isla CpG del gen MGMT se determina mediante PCR especifica de
metilacion (MSP) con ADN tratado con bisulfito. La conversion de ADN con bisulfito se realiza
utilizando el kit EpiTect Bisulfito (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. EI ADN se trata con
bisulfito de sodio para convertir todos los residuos de citosina no metilados en uracilo, mientras que la
citosina metilada permanece sin cambios. Para la MSP se requieren cebadores especificos de metilacion
(metilados y no metilados), seguido de un gel de agarosa al 3% para visualizar los resultados.



Secuenciacién Sanger

La secuenciacion Sanger, se lleva a cabo en el Centro Nacional de Investigaciones Oncologicas (CNIO),
mediante el sistema ABI Prism (Applied Biosystems) de terminadores fluorescentes Big Dye™ vy el
instrumento de electroforesis multicapilar ABI 3730.

NGS y analisis de variantes

El panel Oncomine™ Comprehensive Assay v3 (OCAv3) esta disefiado para el andlisis de variantes en
161 genes relevantes en el desarrollo del cancer en tumores s6lidos mediante la plataforma Ion S5™
(ThermoFisher Scientific). Para la secuenciacion, las librerias se preparan con el sistema Ion Chef™ y se
cargan en chips Ion 540™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La secuenciacion se realiza con
el secuenciador Ion S5™. Las alteraciones que cubre el panel se dividen en mutaciones puntuales
(analisis de ADN: sustituciones, inserciones o deleciones), alteraciones en el nimero de copias (analisis
de ADN) y reordenamientos (analisis de ARN). Los datos se analizan mediante el programa lon Reporter
v5.18 (ThermoFisher Scientific). El analisis bioinformatico incluye: (1) el alineamiento de las secuencias
obtenidas con la secuencia de referencia (GRCh37/hgl19) para los genes diana tras filtrado segun criterios
de calidad; (2) la identificacion de variantes; y (3) anotacion de las variantes.

El panel Oncomine™ Tumor Mutation Load (TML) analiza 409 genes relevantes para la carcinogénesis
de tumores solidos, los cuales representan 1.7Mb del genoma. El calculo de la carga mutacional se realiza
con el programa Ion Reporter v5.18, empleando un algoritmo especifico, e informa el nimero de
mutaciones puntuales somaticas no sinénimas por megabase, tras descartar polimorfismos y mutaciones
consideradas conductoras (driver).

Resultados

El cancer es una enfermedad genética muy heterogénea por lo que resulta imprescindible la busqueda de
marcadores moleculares para cada tipo de cancer en el contexto de la medicina de precision [20]. A la
hora de realizar cualquier prueba molecular es de gran importancia considerar el porcentaje tumoral de la
muestra, asi como la cantidad disponible de la misma. Por ejemplo, en el entorno de atenciéon médica a
pacientes con cancer de pulmon, los oncédlogos y patdlogos deben establecer qué pruebas y biomarcadores
emplear con el fin de promover el correcto aprovechamiento de la muestra, ya que estos pacientes poseen
una cantidad limitada de tejido tumoral. Dentro del LDT del Hospital Universitario HM Sanchinarro se ha
establecido un flujo de trabajo similar al esquema representado en la Figura 1 para favorecer la busqueda
de biomarcadores empleando la menor cantidad de muestra posible en un determinado tiempo.
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Figura 1. Diagrama de flujo para la priorizacion de muestras en el estudio de biomarcadores
predictivos en pacientes con adenocarcinoma pulmonar avanzado. La ruta A es para los casos que
requieren THQ clasificatoria, mientras que la ruta B es para los casos que se diagnostican basandose
unicamente en la H&E. * Adenocarcinomas (AC) o carcinomas escamosos (SCC) de pacientes no
fumadores o menores de 50 afios. Adaptado de Conde E et al. Clin Transl Oncol. 2020; 22(7): 989—
1003.

Diariamente al Laboratorio de Dianas Terapéuticas llegan diversas solicitudes por parte de médicos
oncdlogos que requieren el andlisis de marcadores moleculares para pacientes con diferentes tipos de
cancer. Entre los mas comunes se encuentran: cancer de pulmoén, mama, melanoma y colon. A
continuacion, se describen algunos de los casos mas relevantes que se han recibido entre los meses de
marzo y junio del afio 2022.



Paciente 1: mujer de 49 afios que presenta carcinoma epidermoide pulmonar (carcinoma no microcitico).
Se realizo el aislamiento de ADN a partir de bloque FFPE que contenia aproximadamente 60% de
celularidad tumoral. Para determinar la presencia de mutaciones en el gen EGFR, el cual se encuentra
mutado en aproximadamente el 10% de los carcinomas epidermoides de pulmoén, se utilizé el kit cobas
EGFR Mutation Test v2 y se observo una mutacion puntual ¢.2573T>G, p.Leu858Arg en el exon 21 y la
sustitucion ¢.2369C>T, p.Thr790Met en el exon 20. Posteriormente, la muestra se analizé mediante
secuenciacion masiva confirmando asi el resultado de positividad dual para el gen EGFR.

Paciente 2: vardn de 43 afios, diagnosticado con adenocarcinoma de pulmoén. Se solicitd realizar una
prueba de EGFR, BRAF y KRAS; la muestra exhibe un porcentaje tumoral aproximadamente del 60%.
Usando el kit Idylla™ se analizo el gen EGFR y se observd una delecion en el exon 19 (dell9).
Aproximadamente entre el 10%-30% de los adenocarcinomas de pulmén presentan mutaciones en EGFR,
siendo la delecion en el exén 19 una de las alteraciones mas frecuentes, con una incidencia aproximada
del 50% del total de mutaciones descritas [21]. Mediante la utilizacion del sistema Cobas se determind la
ausencia de mutaciones en los genes BRAF' y KRAS.

Paciente 3: mujer de 45 afios, presenta tumoracion cerebral en el 16bulo temporal. A través del informe
patolégico se describe la presencia de un posible oligodendroglioma grado II. Para el diagndstico
definitivo se recomienda determinar el estatus de los genes IDHI e IDH?2, y analizar la metilacion del
promotor MGMT para evaluar un posible tratamiento adyuvante, de acuerdo a las guias de diagndstico y
manejo de tumores cerebrales de bajo grado (grado II y III). E1 ADN se extrajo a partir de un bloque
FFPE que contenia un porcentaje tumoral aproximado del 100%. Mediante secuenciacion Sanger se
determind la presencia de mutaciones en los genes IDHI ¢ IDH?2. Se evidenci6é una mutacion en el exon 4
del gen IDH]I ¢.395G>A, p.Argl32His (Figura 2), que representa >90% de todas las mutaciones de /IDH1
[22], mientras que el gen IDH2 no mostr6 mutacion en el exon 4 (secuencia de tipo salvaje).
Posteriormente se efectud el estudio de metilacion del promotor MGMT mediante MSP, donde se observo
la presencia de metilacion del gen MGMT (Figura 3).
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Figura 2. Analisis mediante secuenciacion de Sanger del ex6n 4 de IDHI. (A) muestra salvaje (WT),
(B) muestra de tejido tumoral (/DH1, ¢.395G>A). IDH: isocitrato deshidrogenasa.

Figura 3. PCR especifica de metilacion (MSP). El producto de PCR indica la presencia de metilacion.
MW, marcador de peso molecular (50 pb). Como controles internos se aplican muestras de ADN
metilado (CM) y no metilado (CUM). 1, muestra de ADN de la paciente (1000ng), 2, muestra de
ADN de la paciente duplicada (1500ng). M, promotor de MGMT metilado; UM, promotor de MGMT
no metilado.

Paciente 4: varon de 57 afios con adenocarcinoma de colon. El médico propone iniciar un tratamiento
adyuvante con capecitabina y oxalplatino (CAPOX) tras cirugia y solicita un estudio molecular para los
genes BRAF, NRAS y KRAS. El analisis molecular se realiz6 a partir de un bloque FFPE que contenia un
40% de celularidad tumoral y mediante la utilizacion del kit KRAS Mutation Test v2 (LSR), se detect6 la
presencia de mutacion p.Gly12X en el gen KRAS localizada en el exon 2. La mutacion p.Glyl12X puede
representar cualquiera de las siguientes mutaciones en el codon 12: Glyl2Ala, Glyl2Asp, Glyl2Arg,



Glyl2Ser, Glyl12Val ya que el kit utilizado no discrimina entre cada una de ellas. Se ha observado que
entre el 30% al 50% de los carcinomas de colon presentan mutado el codon 12 de KRAS [23]. Para los
genes BRAF' y NRAS no se observo ninguna mutacion empleando el kit BRAF/NRAS Mutation Test (LSR).

Paciente 5: mujer de 77 afos con adenocarcinoma de recto. El médico solicita una caracterizacion
molecular mediante secuenciacion masiva (paneles OCAv3 y TML). La biopsia utilizada presenta un
70% de celularidad tumoral. Tras la realizacion de NGS se identificaron variantes patogénicas en los
genes MRE1 (frecuencia alélica: 50%) y TP53 (frecuencia alélica: 31%), asi como un aumento en el
numero de copias (5,14 copias) en la regiéon cromosémica 13q12.2(28578185-28636095), donde se
localiza el gen FLT3. Asimismo, mediante el analisis del ARN se confirmé la ausencia de
reordenamientos (fusiones) en los genes cubiertos por el panel. Adicionalmente se detectaron dos
variantes genéticas en los genes FGFR4 y NFI que, en base a informacion proporcionada en distintas
bases de datos estan clasificadas como variantes de significado incierto (VUS) (https://varsome.com/,
https://franklin.genoox.com/, https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/), por lo que su papel oncogénico no
seria concluyente. En la Tabla 3 se proporciona informacion detallada sobre las variantes. Por tultimo,
mediante el panel TML se obtuvo un valor de 7,61 muts/Mb.

Variante genética Frecuencia Clasificacion de
Gen . . L1s .
(transcrito, proteina) alélica variantes
MREI11 c.215delT, p.Leu72Tyrfs*8 50% Patogénica
TP53 c.742C>T, p.Arg248Trp 31% Patogénica
FGFR4 ¢.233G>A, p.Arg78His 51% VUuS
NF1 ¢.586G>C, p.Val1957Leu 30% VUS
Gen Region cromosémica Niimero de Interpretacion
g copias (CNV) P
13q12.2(28578185- .
FLT3 28636095) 5,14 copias Aumento

Tabla 3. Caracterizacion molecular del tumor mediante estudio de secuenciacion masiva:
Oncomine™ Comprehensive Assay v3 (OCAv3)

Discusidn

En la actualidad, los notables avances en oncologia molecular han dado como resultado tratamientos mas
efectivos y una mejor supervivencia para pacientes con cancer en un estado avanzado. A pesar de estos
beneficios, la resistencia a las terapias dirigidas ain son inevitables y las terapias inmunoldgicas
contintian sin biomarcadores predictivos solidos. Es por esto, que el trabajo que desempefa el Laboratorio
de Dianas Terapéuticas es fundamental a la hora de determinar biomarcadores predictivos con el objetivo

de mejorar la precision del diagndstico y recomendar un tratamiento individualizado a los pacientes con
cancer.

El trabajo conjunto entre patdlogos y bidlogos dentro del laboratorio de dianas terapéuticas es esencial
para llevar a cabo las pruebas moleculares. El patdlogo proporciona el porcentaje de células tumorales
dentro de cada muestra para su posterior analisis, teniendo en cuenta que cada metodologia presenta un
limite de sensibilidad, y cuando se encuentra por debajo del valor establecido se efectua una
macrodiseccion para el enriquecimiento de células tumorales [14]. Por ejemplo, para la deteccion de
alteraciones genéticas mediante PCR en tiempo real (Cobas® 4800 o Idylla) se necesita al menos un 10%
de células tumorales, mientras que para la secuenciaciéon Sanger es necesario partir de un mayor
porcentaje tumoral (entre 30-50%) [24]. Ademas, los patdlogos y oncdlogos deben conocer la cantidad de
tejido necesaria para realizar cada una de las pruebas moleculares con el objetivo de preservar el material
bioldgico en caso de requerir mas analisis a futuro.

Para los pacientes 1 y 2, la presencia de mutaciones en el exon 21 y la delecion del exén 19,
respectivamente, confieren sensibilidad a inhibidores de tirosina kinasa (TKI) dirigidos frente a EGFR.
Las mutaciones activadoras en dicho gen ocurren principalmente en los exones 18 a 21 ya que codifican
el dominio intracelular de tirosina quinasa (TK) [25]. Por otro lado, la presencia de la mutacion
p.Thr790Met en el paciente 1, representa un mecanismo de resistencia a los inhibidores de primera
generacion, haciendo necesaria la utilizaciéon de inhibidores de segunda o tercera generacion, los cuales
son eficaces para el tratamiento de tumores con esta mutacion [26]. El estudio de Soria et al. [27],



demuestra que el uso de osimertinib, un TKI de tercera generacion, presenta una mayor eficacia al inhibir
selectivamente tanto las mutaciones de sensibilizacion de EGFR-TKI como las de resistencia en pacientes
con cancer de pulmén no microcitico. Por otro lado, los resultados observados en el paciente 2, coinciden
con el estudio realizado por Singh et a/ [28], ya que establecen que la coexistencia de mutaciones
para EGFR y KRAS en el mismo paciente se observan en baja proporcion (4 de 125 pacientes analizados).
Para ambos casos al detectar la presencia de mutacion de EGFR en tejido se recomienda valorar la
monitorizacion en plasma con el fin de controlar la evoluciéon de los pacientes e identificar posibles
mecanismos de resistencia, contribuyendo asi a un mejor manejo clinico del mismo. Igualmente, se
recomienda valorar la realizacion de una caracterizacion molecular mas completa del tumor mediante el
empleo de abordajes de secuenciacion masiva con paneles dirigidos, ya que permitiria conocer la
existencia de otras alteraciones moleculares con valor predictivo.

En relacion al paciente 3, segtn estudios previos se cree que una de las vias que permiten el desarrollo del
glioma comienza con la mutacion de IDHI o IDH?2 seguida de la pérdida de los cromosomas 1p y 19q.
Como se observa en el caso de la paciente 3, la presencia de mutacion en /DH junto con la codelecion
1p/19q (estudiado mediante IHQ), confirma la clasificacién del tumor como oligodendroglioma de grado
II. Este tipo de glioma puede sufrir otras alteraciones genéticas y convertirse en un oligodendroglioma
anaplasicos (grado III), cuya caracteristica fundamental es el crecimiento celular acelerado. La
importancia prondstica de la mutacion IDHI es independiente de otros factores prondsticos conocidos,
como la edad y el estado de metilacion del promotor MGMT [29]. Ademas, la determinacion del estado de
metilacion del promotor MGMT tiene un valor pronoéstico y predictivo clinicamente relevante, ya que el
paciente posee mayor probabilidad de beneficiarse del tratamiento con temozolomida (TMZ), puesto que
varios estudios han demostrado que la metilacion del promotor compromete la reparacion del ADN,
promoviendo, por tanto, la muerte de las células tumorales [30].

En el caso del paciente 4, la presencia de mutacion en el gen de KRAS resulta en la activacion constitutiva
de la via RAS-RAF-MEK-ERK, lo que confiere resistencia a la terapia anti-EGFR. Por este motivo, las
directrices de la American Society of Clinical Oncology (ASCO), la European Society for Medical
Oncology (ESMO) y la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomiendan la determinacion
ampliada de mutaciones RAS antes de la administracion de inhibidores de EGFR. Se debe incluir al
menos los exones 2, 3 y 4 de KRAS (codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146) y los exones 2, 3 y 4 de NRAS
(codones 12, 13, 59, 61 y 117) [31]. Ademas, se puede considerar el uso de CAPOX como quimioterapia
adyuvante para pacientes con cancer de colon o recto localmente avanzados que previamente no han sido
tratados con terapia preoperatoria (quimioterapia o radioterapia) [32].

Finalmente, en relacion a la paciente 5, es importante destacar que mutaciones germinales en MRE1 se
asocian al sindrome de predisposicion a cancer colorrectal hereditario no poliposico (CCHCNP) [33]. Por
ello, la deteccion de la variante patogénica en MREII con una alta frecuencia alélica (50%) podria ser
indicativo de ser una variante de origen germinal en lugar de somatico. Por este motivo, este caso se
presentd ante el comité de tumores (MTB) y se derivd a consejo genético para confirmar la naturaleza
somatica o germinal de dicha alteracion. En la actualidad se esta llevando a cabo el estudio de la variante
detectada en MRE11 en sangre. Por otro lado, generalmente entre el 40-50% de los carcinomas de colon
esporadicos presentan mutaciones en 7P53 [34], por lo que no es de extrafiar que se haya detectado esta
alteracion en dicho paciente. Por ultimo, la presencia de la amplificacion de la region cromosdmica
13q12.2 donde se localiza FLT3 puede ser considerado un marcador de peor prondstico en cancer
colorrectal tal y como describe Lim et al. [20]. Ademas, el incremento en el nimero de copias detectado
(5,14) puede no ser un indicativo de una verdadera amplificacion génica, ya que el nimero de copias
estimado por el programa Ion Reporter v5.18 se encuentra en el limite de los pardmetros del programa
para la deteccion de alteraciones en el numero de copias, siendo necesario el uso de otras metodologias
(p. ¢j. FISH) para confirmar o descartar esta amplificacion. Por otro lado, en lo relativo al valor de TML
obtenido (7,61 muts/Mb), a la hora de establecer un tratamiento aiin no existe un punto de corte 6ptimo
para el cancer colorrectal. Pese a que en 2020 la Food and Drug Administration (FDA) aprobd la terapia
anti-PD-1 para tumores so6lidos con TML > 10 muts/Mb (ensayo Keynotel58) [16], todavia se requieren
mas estudios para establecer un valor de TML ideal para cada tipo de cancer. Casos como estos resaltan la
importancia de la participacion de LDT en el comité de tumores, ya que promueven la evaluacion de los
resultados en conjunto con otras variables clinicas. Por lo que, una vez definida la carga mutacional, los
médicos podrian plantearse o no la posibilidad de tratar a la paciente con inhibidores del punto de control
inmunitario (p. ej. pembrolizumab) [35], o considerar la opcion de incluirla dentro de un ensayo clinico.
Actualmente, existen algunos ensayos clinicos en curso registrados en ClinicalTrials.gov, los cuales
investigan el bloqueo del punto de control inmunitario en relacién con el marcador TML. Por ejemplo,
uno de los ensayos que se encuentra en fase II emplea el anticuerpo PD-1 (BAT1306/pembrolizumab)
combinado con el inhibidor de la ciclooxigenasa (COX) (aspirina) (NCT03638297).

Los ensayos moleculares tradicionales han utilizado la tecnologia de secuenciacion masiva con paneles de
genes pequetios, a menudo dirigidos a un tipo de tumor especifico. Los paneles pequefios ofrecen algunos
beneficios, como una interpretacion relativamente simple, pero pueden tener inconvenientes


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03638297?term=tmb&cond=Colorectal+Cancer&draw=2&rank=1

importantes. Especificamente, los paneles de genes pequeiios pueden no incluir todas las variantes
requeridas para la identificacion de terapias o diagndsticos apropiados en los distintos tipos de
tumores. El uso secuencial de paneles pequefios puede provocar el agotamiento de la muestra. Por lo
tanto, el empleo de paneles mas grandes ofrecen una mayor cobertura de genes que son clinicamente
relevantes para varios tipos de tumores, especialmente si son compatibles con cantidades minimas de
entrada de acidos nucleicos [36].
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