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Un órgano muchas enfermedades



Un órgano muchas enfermedades



WES germinal WES tumoral

-Predicción de respuesta al tto
-Predicción de la sobrevida
-Indicaciones agnósticas
-Ayuda a caracterizar variantes 
germinales.

¿Variante patogénica?
-Vigilancia en la familia
-Sensible a tratamientos

NCCN guidelines:
Cancer de Páncreas
Ovario, Colorrectal

15% de todos los 
diagnósticos de cáncer 
hay variantes 
germinales en su 
mayoría accionables



Utilidad del WES germinal en Cáncer

Búsqueda de variantes germinales de predisposición al cáncer

Búsqueda de variantes germinales por sensibilidad a tratamientos

Muestra “normal” para extracción de variantes germinales sobre WES somático

Valoración de AF para cálculo de LOH (pérdida de heterocigosidad) sobre muestra somática 



Variantes germinales: 
Síndromes hereditarios
Síndrome de Lynch: MLH1 MSH2(EPCAM) MSH6 PMS2
Síndrome polipósico: APC MUTYH
Li-Fraumeni: TP53
Bloom Síndrome: NBN
Anemia de Fanconi: FANCA/B/C
Poliposis Juvenil: SMAD4 BMPR1A
Síndrome de Peutz-Jeghers: STK11
Síndrome Hamartomatoso: PTEN

Cáncer Gástrico Difuso: CDH1
PDAC: BRCA1/2 PALB2 CHEK1 ATM CDKN2A
Síndrome mama-ovario: BRCA1/2 PALB2

Cáncer hereditario 



Proteínas reparadoras del ADN

Boland R.C et al. Microsatellite Instability in CCR Gastroenterology 2010



Mecanismo molecular en el desarrollo de la enfermedad

Henry T. Lynch 2015. The milestone of Lynch. Nature 2015



Lynch Syndrome

Expresión 
Conservada

Déficit en la 
expresión

Inestabilidad de Microsatelites

Cual es la primer sospecha ante una variantes candidata en los genes MMR
de reparación del ADN si tenemos pérdida de expresión en el tumor de alguna

proteína de reparación e inestabilidad de microsatélites?

La información somática es determinante para la clasificación de variantes 
germinales de predisposición al cáncer.

Qué podría aportar tener el WES somático?

High TMB
MSI signature

LOH o variante puntual confirmando segundo hit



Sensibilidad a tratamientos:
Inhibidores de PARP (Mecanismo de letalidad 
sintética)

PDAC BRCA1/2 germinal indicación de Olaparib en 
mantenimiento: (POLO trial)

Patients were eligible if they were 18 years of age or older 
and had histologically or cytologically confirmed pancreatic 
adenocarcinoma and a documented deleterious or 
suspected deleterious germline mutation in BRCA1 or 
BRCA2. 



Piliè PG., Nature Reviews 2019

synthetic lethalityDNA damage response pathways

Nigel J. O’Neil, Nature Reviews 2017





Mutaciones en genes involucrados en el 
HRR (homologous recombination repair) 
dejan una “marca” en el genoma tumoral

Mutaciones en genes involucrados en el 
MMR (Mismatch repair) dejan una 
“marca” en el genoma tumoral

MSI – IHQ MMR – 
Mutational Signatures 

HRD (que se puede 
medir por : LOH, tAI, 
LGR) Mutational 
Signatures

Evento responsable de la 
tumorigénenesis

Consecuencias

podríamos medir por IHQ las proteínas del 
sistema de reparación homólogo?



BRCA2 BRCA2

Materno Paterno

Caso 1 BRCA 2 mutado germinal

1st hit germinal 2nd hit somatic

Gen

Protein

Test genetico
muestra de SE

HRD(-)



BRCA2 BRCA2

Materno Paterno

Caso 2 BRCA 2 mutado germinal + somatico

1st hit germinal 2nd hit somatic

Gen

Protein

Test genetico
muestra de SE

 HRD (+)

Test somatico



Variantes 
germinales

Variantes 
germinales y 

variantes 
tumorales

-

Muestra 
Normal

Muestra Tumoral

= Variantes 
tumorales

Muestra “normal” para extracción de variantes germinales sobre WES somático
Calling – GATK mutect2 (varscan, strelka, deepsomatic)

Usar una muestra normal para el calling somático,
mejora drásticamente la calidad de las mutaciones somáticas



Mutaciones somáticas en cáncer. La carga de las mismas es muy variables entre 
tipos tumorales

Alexandrov LB. Nature 2013



Alexandrov LB. Nature 2013

No solo la cantidad es variable
sino que también la calidad



Exposiciones del ambiente (tabaco)

Actividades celulares normales
Deaminación

Fallas en la replicacion del DNA

Diferentes patrones de mutaciones son 
asociados con diferentes fuentes de daño al 
DNA







FFPE
Problema 1: Tiempos de fijacion en formol. 

Problema 2: La toma de la muestra está 
pensado para el diagnóstico 
histopatológico. No para el diagnóstico 
molecular.

Queda mucho camino por recorrer para 
entrenar los que toman las muestras:

Endoscopistas
Imagenólogos
Cirujanos

Hoy se toman muentras como hace mas 40 años
antes del descubrimiento de la PCR

Capello F. et al, Journal of personalized medicine, 2022



Adaptado de Hanahan D., et al, Cell Review 2011

FFPE



X

Gen AF Total AA

X 0,5 2 1

VAF - somático



X PX

Gen AF Total AA

X 0,5 4 2

P 0,25 4 1



X PX T

Gen AF Total AA

X 0,5 8 4

P 0,25 8 2

T 0,125 8 1

R 0,125 8 1

X X P R



X P

X T

Gen AF Total AA

X 0,5 16 8

P 0,25 16 4

T 0,125 16 2

R 0,125 16 2

W 0,063 16 1

Q 0,063 16 1

A 0,063 16 1

M 0,063 16 1

X W

X P R

X

X T Q

X P A

X P R 
M



X T

Gen AF Total AA

X 0,5 68 34

P 0,38 68 26

T 0,06 68 4

R 0,324 68 22

W 0,03 68 2

Q 0,03 68 2

A 0,03 68 2

M 0,294 68 20

X W

X P R

X

X T Q X P R 
MX T

X WX

X T Q

X P

X P R

X P A

X P R 
MX P R 

M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M

X P R 
M



Reads Alelo alternativo

Reads Alelo alternativo + Reads Alelo referencia
= VF o AF

En tejido somático los límites se 
ponen difusos sobre la ploidía de 
las variantes Tejido 

normal

en un mundo ideal una variante 
heterocigota en tumor no tendría 0.5 de 
VF, sino que 0.25 con un porcentaje de 
células tumorales 50%

50%N

50%T

Alelo WTAlelo mutado

Tejido 
tumoral



LOH = pérdida de heterocigosidad

Tejido 
normal

el alelo mutado va a aparecer con 
una VF mayor a 0.25 (0.33) por la 
pérdida del alelo normal

Pierdo Alelo Normal

Alelo mutado

Tejido 
tumoral

50%N Tejido 
normal

Tejido 
tumoralEsta predicción de pérdida de heterocigosidad se puede

aplicar para estimar si esta ocurriendo la perdida del segun alelo
si ocurre la pérdida se puede postular la variante como candidata



baja pureza (bajo % de celulas tumorales) empuja a AF hacia la izquierda



Variant allele frecuency global – Todas las variantes

Zona de mutaciones driversZona de mutaciones pasajeras



Citosina Uracilo

Formalina Se aparea con una A
dU:A

Library amplificacion 
NGS

Timina
Library amplificacion 
NGS

Conversión

Guo Qingli. et al, Nature comm. 2022



Cómo medir la calidad de lecturas

slide basada en datos propios



Cómo medir la calidad de lecturas

30% C>T

KRAS 
G12A
G12S

implica un 
cambio 
C>T

slide basada en datos propios



No todos los inmunopéptidos en la superficie son 
inmunogénicos

Cuanto más mutaciones tenga ese tumor, es más 
probable de que tenga neoantígenos

El TMB puede representar una estimación útil de la 
carga de neoantígenos tumorales.

La cantidada de mutaciones que hay en el tumor como 
biomarcador predictivo de respuesta a la 
inmunoterapia



Sankar K, Biomarker Research 2022



All Lineages

TMB

MSI

PD-L1

MSI, TMB, and PD-L1

MSI unstable: 3%

PD-L1 positive: 25.4%

TMB high: 7.7%

High TMB

MSI-H

High PD-L1

High TMB and MSI-H

MSI-H and high PD-L1

High TMB and high PD-L1

High TMB, MSI-H, and high PD-L1







High TMB

1st Hit Germline

2nd Hit Somatic

dMMR/MSI

Lynch

1st Hit Somatic

2nd Hit Somatic

dMMR/MSI

Sporadic MSI PPAP

1st Hit Germline

2nd Hit Somatic

pMMR/MSS or dMMR/MSI

1st Hit Somatic

2nd Hit Somatic

Sporadic High TMB
MSS

MLH1/PMS2 MSH2/MSH6 POLE or POLD1 exonuclease domain







Conclusiones:

Es momento de implementar en la rutina los datos de exomas germinales y tumorales para mejorar las decisiones clínicas

Los datos de WES germinal sirver para identificar variantes germinales que predisponen al cáncer y asi poder implementar
medidas de vigiliancia preventiva en familiares portadores sanos y además, para predecir la sensibilidad 
a algunas terapias dirigidas.

Mejora la calidad del llamado de variantes en muestras somáticas.

Permite ayudar a predecir la pérdida de heterocigosidad (LOH) valorando la frecuencia alélica. Y a su vez la
identificación del segundo hit somático.

Los datos de WES somático permiten evular el panorama global de mutaciones a través de patrones o 
firmas de mutaciones más allá de los grupos de genes interesados.

Permite la identificación de biomarcadores agnósticos como la carga mutacional tumoral. 
TMB y MSI a través de NGS en muestras somáticas son biomarcadores agnósticos para indicar inmunoterapia.

Ambos tipos de muestras se complementan. El WES somático mejora el resultado del WES germinal y viceversa.
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