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EOH-M: enfermedades oncohematolégicas mieloides

FISH: hibridacién in situ fluorescente (Fluorescence in Situ Hybridi-
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CFM: citometria de flujo multiparamétrica (MFC, multiparametric
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MM: mieloma multiple
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PRISMA: Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Me-

ta-Analyses

SG: supervivencia global (OS, Overall Survival)

SHM: hipermutacién somética

SMD: sindrome mielodisplasico

SMP: secuenciacién masiva paralela
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TP: tiempo de progresion (TTP, Time To Progression)
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WGS: secuenciacion del genoma completo (Whole-Genome Sequencing)



Indice

RESUMEN ... 9
ADSTraCT ... 13
INEFOAUCCION ... 17
Caracteristicas detalladas de [a NGS...........cccoooiiiiiiiiiii 19
ODBJEHIVOS ... 23
ODJELIVO GENETAL ....eiiiiiiiii i 23
Objetivos BSPECIICOS ... .uuiiiieiiiiiiii e 23
IMEEOOS ... 25
TiPO B ESTUAIO .ttt 25
Estrategia de bUsqUEda...........cccoiiiiiiiiieiiiiiic e 25
Seleccion de 108 eStUAIOS .........coviiiiiiiiii 25
Criterios de INCIUSION ....c.vvviiiiiicii e 25
Criterios de EXCIUSION .....vvviiiiiieiii e 27
ANAlISiS de 18 VIAENCIA ......vvviiiiiicce e 27
EXtracCion de datOs ......covviiiviiiiiiiicici 27
ResURadOos..... ... 29
Resultados de la bUsqueda ..........ccvvvvieiiiiiiiiiecccie e 29
Disefio y caracteristicas de los estudios iNCIUIdOS ..........oovvvveeiiiiiienen.n. 29
Resultados sobre efectividad...........ccccoviiiiiiiiii 32
DISCUSION ...t 35
CONCIUSIONES ...t 37
AANBXOS ... 39
Anexo 1. Estrategia de bUsquedas ...........ccoivveiiieeeiiiieiiie e 39
Anexo 2. Nivel de calidad de la evidencia cientifica...........c.ccccccvveenins 40

EFICACIA DE LA SECUENCIACION MASIVA PARA EL DIAGNOSTICO
Y SEGUIMIENTO DE ENFERMEDADES ONCOHEMATOLOGICAS 7



Anexo 3. Herramienta Quadas (Quality Assessment

Diagnostic Accuracy STUAIES) ......vvvieeiiiiiiieeiiiiiiieeeeiieen 4
Anexo 4. Diagrama de flujo PRISMA 2009.........cccccoviiiiiiiiiiiiiicieens 42
Anexo 5. Motivo de exclusion de los estudios excluidoS...........vvee...... 43

Anexo 6. Tablas de evidencia cientifica:
caracteristicas de los estudios iNnCluidos ............ccooeevivvvinnnns 44

Bibliografia...........ccviiiiiiiii e 57

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



Resumen

Titulo: Eficacia de la secuenciacion masiva para el diagndstico y seguimien-
to de enfermedades oncohematologicas.

Autor/es: Ana Clara Zoni Matta, Joaquin Martinez Lépez

Agencia: Unidad de evaluacion de tecnologias sanitarias de la Comunidad
de Madrid

Persona de contacto: Paloma Arriola Bolado

Fecha: Octubre 2015

Idioma: Espaiiol

Tipo de publicacién: Informe de evaluaciéon de tecnologias sanitarias. Re-
vision sistemadtica

Paginas: 64

N° Referencias: 38

Tipo de tecnologia: Diagnostica

Palabras clave: Revision sistematica, enfermedades oncohematoldgicas, Se-
cuenciacion de segunda generacidn, secuenciacién masiva paralela.
Antecedentes: La Secuenciacion de segunda o nueva generaciéon (NGS)
parece ser de gran relevancia para fines diagndsticos y prondstico de en-
fermedades oncohematolégicas (EOH), como alternativa a las técnicas de
secuenciacion de primera generacion, las técnicas citogenéticas moleculares
y de hibridacion genémica comparada (CGH) arrays.

En general, tanto el diagndstico, como el prondstico y el tratamiento de
eleccién para los pacientes con EOH se basan en la presencia o ausencia de
alteraciones genéticas especificas. La NGS estd proporcionando nuevos as-
pectos y perspectivas en estas dreas. Dentro de las ventajas de la utilizacién
de estas técnicas en las EOH, se destaca su alta sensibilidad y la aceleracion
de descubrimientos bioldgicos y biomédicos, permitiendo comprender me-
jor la patogénesis, precisar el diagnostico y realizarlo més rapidamente,
identificar nuevas mutaciones somadticas submicroscépicas con significado
prondstico, clasificar la agresividad y el tratamiento efectivo desde el diag-
nostico y experimentar con tratamientos personalizados. Sin embargo, tiene
como dificultad la interpretacion de la deteccion de variantes de la normal-
idad con significado desconocido (SUV) y el andlisis computacional de los
datos obtenidos con sentido clinico, sumado a los altos costes de instrument-
acion inicial y costes globales.

Objetivo: Evaluar la eficacia de la secuenciacion masiva (NGS), en com-
paracion con una prueba de referencia o secuenciacion convencional y ci-
togenética, para el diagnédstico y seguimiento de enfermedades oncohema-
toldgicas.
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Metodologia: Se realiz6 una revision sistematica de la literatura cientifica
de acuerdo con los criterios de elaboracién de revisiones sistemadticas de la
declaracion PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses). La busqueda bibliografica se hizo en diferentes ba-
ses de datos electronicas MEDLINE (PubMed), Embase y la base de datos
de revisiones sistematicas de Cochrane. También se realizd una bisqueda
manual de la bibliografia de los estudios finalmente incluidos. La dltima
fecha de busqueda fue el 8 de junio de 2015.

Resultados: La busqueda identificé un total de 649 citas. Tras aplicar los
criterios de inclusién y exclusién se incluyeron cinco articulos. Todos los
estudios se publicaron después del afio 2013.

En cuanto al disefio, un estudio fue cohortes retrospectivo y cuatro fueron
series de casos prospectivos. En cuatro estudios se realizaron las pruebas en
personas con leucemia linfocitica crénica (LLC) y en uno en personas con
mieloma multiple (MM). La suma total de pacientes en todos los articulos
fue de 945, 812 pacientes con LLC y 133 con MM. En ninguno de los articu-
los se considerd a la muestra representativa. Respecto al riesgo de incurrir
en sesgos, tres estudios no realizaron o no informaron de la utilizacién de
las pruebas en paralelo y ninguno de los estudios reportd interpretar los
resultados de forma enmascarada. Un estudio podria estar incurriendo en
sesgo de verificacion parcial y ninguno de los estudios ha incurrido en sesgo
de verificacion diferencial.

En relacién a los resultados, ningin estudio tuvo como objetivo comparar
la efectividad de la técnica NGS con su prueba de referencia. La mayoria de
los estudios tuvieron como objetivo identificar una determinada mutacién
y/o analizar el estado mutacional y su correspondencia con la clinica. Un es-
tudio analiz6 el seguimiento y el valor prondstico de la enfermedad residual
minima (ERM) utilizando distintas pruebas. Por lo tanto, los resultados se
obtuvieron a partir de comparaciones indirectas.

Los resultados comparados fueron los siguientes: (1) nimero de pacientes
con la mutacion NOTCH1 c.7541_7542delCT en pacientes con LLC,
encontrandose mayor nimero cuando se realizé la NGS (145 vs 49 con
ARMS-PCR y 25 con SANGER); (2) nimero de mutaciones TP53 y nimero
de pacientes con dicha mutacion en pacientes con LLC. La NGS confirm6
los resultados de las mutaciones identificadas por las pruebas de referencia
(FASAY, DHPLC y AmpliChip) e identificé 24 pacientes con mutaciones
adicionales de bajo nivel (<10% de ADN) y 8 pacientes con mutaciones
de muy bajo nivel no detectadas por las otras pruebas; (3) nimero de
mutaciones TP53 detectadas y nimero de pacientes con dicha mutacién en
pacientes con LLC. La NGS detect6 85 vs 35 (SANGER) mutaciones y a
46 pacientes con mutaciones en comparacion con los 28 con SANGER. Por
otra parte, la NGS detecté 50 mutaciones subclonales de TP53 que fueron

10 INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



validadas mediante AS-PCR; (4) estado de hipermutacién somdtica (SHM)
y el reporte del gen dominante IGHV en pacientes con LLC, con resultados
idénticos obtenidos en ambas pruebas (NGS y SANGER). Se observaron
discordancias pequefias en cuanto al porcentaje de mutaciones, pero sin
afectar al resultado clinico final. La méxima diferencia de mutacién iden-
tificada fue de 2,2%; (5) valoracién del seguimiento y evaluacion del valor
prondéstico de la ERM en pacientes con MM. La concordancia entre la NGS
y la citometria de flujo multiparamétrica (CFM) fue del 83% con un r* de
0,58. Cinco pacientes dieron positivos con CFM y negativos con NGS, de los
cuales s6lo uno habia progresado en el momento de la publicacién. Doce
pacientes que fueron negativos con CFM y positivos con NGS tuvieron un
TP intermedio (mediana de 50 meses, P=5,05) en comparacién con los casos
con ERM con NGS negativa. La concordancia entre NGS con ASO-PCR
fue del 85% con un r* de 0,54. El grado de concordancia segin el coeficiente
de correlacion entre NGS y las dos pruebas diagnosticas fue moderado.
Conclusiones: La evidencia disponible sobre la eficacia de la secuenciacion
masiva (NGS) para el diagndstico y seguimiento de EOH, en comparacion
con una prueba de referencia de secuenciacion convencional y citogenéti-
ca no es concluyente, es escasa y de calidad baja/moderada. Se necesitan
estudios de mayor calidad, cuyo objetivo sea comparar la efectividad entre
pruebas y que sean disefiados para ese fin, con un nimero maés elevado de
participantes. También se necesitan estudios de evaluaciones econdémicas
que valoren la eficiencia en comparacion con las demds técnicas de secuen-
ciacion.

Por lo tanto, los autores consideran que se necesitan mds publicaciones y
con disefios de mayor calidad, para definir si la NGS es una prueba menor,
igual o mds efectiva, para el diagnostico y seguimiento de EOH comparando
con las técnicas actuales.
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Background: Next generation sequencing (NGS) seems to be an important
technique for diagnostic purposes and prognosis of oncohematologic diseas-
es (OHD), as an alternative to first-generation sequencing, molecular cyto-
genetic techniques and CGH arrays.

In general, both the diagnosis and prognosis and the treatment of choice for
patients with OHD are based on the presence or absence of specific genet-
ic alterations. The NGS is providing new aspects and perspectives in these
areas. Among the advantages of using these techniques for OHD it can be
noted the high sensitivity and the acceleration of biological and biomedical
discoveries, allowing a better understanding of the pathogenesis, to identify
new somatic submicroscopic mutations with prognostic significance, to clas-
sify the aggressiveness and to make effective treatment from the diagnosis
and experiment with personalized treatments.

However, it is difficult to interpret the detection of unknown variants (SUV)
and the computational analysis of data obtained with clinical sense, coupled
with the high cost of initial implementation and overall costs.

Objective: The objective of the study was to evaluate the efficacy of the
Next Generation Sequencing (NGS) comparing with the gold standard test
for diagnosis and monitoring oncohematologic diseases.

Methodology: A systematic review of the literature according to the criteria
of developing systematic reviews of the PRISMA statement (Preferred Re-
porting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) was performed.
The literature search was done in different electronic databases: MEDLINE
(PubMed), Embase and the database of systematic reviews of Cochrane.
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Bibliographies hand searching of the studies included were also finally real-
ized. The last search date was June 8, 2015.

Results: The search identified a total of 649 abstract. After applying the in-
clusion and exclusion criteria 5 full article were included. All studies were
published after 2013.

In terms of design, one study was a retrospective cohort and 4 were prospec-
tive case series. Most of tests (four studies) were conducted on people with
chronic lymphocytic leukemia (CLL) and 1 was in people with Multiple My-
eloma (MM). The sum of patients of all articles was 945: 812 CLL and MM
133. None of the articles had a representative sample. Regarding the risk of
incurring bias, 3 studies made or did not report the use of parallel testing
and none of the studies included reported to interpret in a masked way the
results. One study could be incurring on partial verification bias and none of
the studies has incurred on differential verification bias.

Regarding to the results, any study aimed to compare the effectiveness of
the NGS with the gold standard test. Most studies aimed to identify a par-
ticular mutation and/or to analyze the mutational status and their corre-
spondence with the clinic. One study analyzed the minimal residual disease
(MRD) as monitoring and prognostic value, and compared the results ob-
tained through different test. Therefore, the results were obtained from in-
direct comparisons.

The comparative results between tests were the following: (1) number of
patients with the NOTCHI1 c.7541_7542delCT mutation in patients with
CLL, being much more when NGS was performed (145 vs 49 ARMS-PCR
and 25 SANGER); (2) number of TP53 mutations and the number of pa-
tients with this mutation in CLL patients. The NGS confirmed the results
of the mutations identified by the gold standard tests (FASAY, DHPLC
and AmpliChip) and detected 24 patients with additional low-level TP53
mutations occurring below 10 % of DNA and 8 patients with very low level
TP53 mutations occurring under the detection limit of all tested methods;
(3) number of TP53 mutations identified and number of patients with this
mutation in CLL patients. The NGS detected 85 vs 35 (SANGER) muta-
tions and 46 patients with mutations compared to 28 with SANGER. More-
over, the NGS detected 50 subclonal TP53 mutations that were validated by
AS-PCR; (4) the State of Somatic Hypermutation (SHM) and the report of
the IGHV dominant gene in patients with CLL, had identical results with
both tests (NGS and SANGER). In many cases, small discordances in the
percentage of mutation reported were observed between the two methods,
but in no case did the discordance affect the final clinical result. The max-
imum difference in percentage mutation identified in this study was 2.2%
and in no case did the difference alter the final result with respect to SHM
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status; (5) the monitoring and evaluation of the prognostic value of MRD in
patients with MM. The concordance between the NGS and multiparametric
flow cytometry (MFC) was 83% with an 12 of 0.58. Five patients were posi-
tive with MFC and negative with NGS, of which only one had progressed at
the time of publication. Twelve 12 patients were negative by MFC but still
remained positive by sequencing, and they had an intermediate TTP (medi-
an 50 months, P=0.05, for the comparison with sequencing negative cases).
The concordance between NGS with ASO-PCR was 85% with an 1 of 0.54.
These results reflect a moderate degree of concordance.

Conclusions: The available evidence on the efficacy of the next genera-
tion sequencing in the diagnosis and follow up OHD, compared to a gold
standard test (cytogenetic and conventional sequencing) is not conclusive,
is scarce and with low or moderate quality. More publication whit higher
quality, aimed to comparing the efficacy between the tests, with the design
made for that purpose and with a higher number of participants are needed.
Economic evaluation studies that assess the efficiency compared to other
sequencing techniques are also necessary.

Therefore, the authors believe that more publication are needed and with
higher quality design for quality to define whether the NGS is a smaller,
equally or more effective for the diagnosis and monitoring of the OHD com-
pared with the current testing techniques.
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Introducciéon

Las tecnologias de secuenciacion de segunda o nueva generacion (NGS, por
sus siglas en inglés) estan revolucionando el diagndstico genético. Constitu-
yen diversas técnicas que identifican diferencias en las secuencias de 4cido
desoxirribonucleico (ADN) o é4cido ribonucleico (ARN) complementario
de un individuo al compararlo con uno de referencia.'

La NGS es idénea para abordar la complejidad mutacional de los tu-
mores, ademas de permitir la deteccion de alteraciones de tipo somético pre-
sentes en porcentajes bajos en las muestras, e incluso detectar inversiones,
una clase de variacion cuyo estudio resulta muy complicado para la mayoria
de las otras técnicas.> La NGS es de gran relevancia para fines diagndsticos
como alternativa a las técnicas de secuenciaciéon de primera generacion, las
técnicas citogenéticas moleculares y de CGH arrays.’

En la actualidad, la secuenciacion tradicional de acidos nucleicos se
realiza con el método Sanger, también conocido como método de los termi-
nadores de cadena o dideoxi. Este método permite identificar la secuencia
de solo unaregion de ADN en cada lectura/carrera. Es un proceso laborioso,
que consume mucho tiempo y recursos humanos. Para realizar esta técnica,
es esencial disponer de un ADN de cadena simple (molde) y un iniciador,
denominado cebador. Este cebador se utiliza como sustrato de la enzima
ADN polimerasa I que va a extender la cadena con nucledtidos marcados
con fluorescencia, copiando de forma complementaria el molde de ADN y
revelando la secuencia analizada. Necesita cantidades relativamente gran-
des de ADN para evaluar un solo gen y la coordinacién y la compilacién de
los resultados de varias plataformas de anélisis en un informe integrado.*

La citogenética convencional (estudio de los cromosomas mediante
bandas G) se utiliza para el analisis del cariotipo de las células tumorales.
Requiere un nimero adecuado de metafases de buena calidad y no puede
detectar cambios submicroscopicos ni reorganizaciones cromosémicas que
impliquen zonas del cromosoma con un anélisis de bandas similar. Esta se
complementa con otras técnicas, como la hibridacion in situ fluorescente
(FISH) y la hibridacion genomica comparada (CGH). La FISH permite
determinar aneuploidias, microdeleciones, duplicaciones, inversiones, asi
como la adjudicacién de un marcador genético a un cromosoma (cartografia
genética). Usa segmentos de una tnica hebra de ADN que son tintados, o
etiquetados, con una sustancia fluorescente que puede ligarse a un cromo-
soma especifico; estos segmentos de ADN son llamados sondas. Las sondas
hibridan con el ADN del paciente en la zona analizada, emitiendo una sefal
luminosa visible con el microscopio de fluorescencia. Esta técnica tiene una
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gran especificidad, sensibilidad y rapidez ya que también puede utilizarse
en interfase y no necesita cultivo celular. No puede detectar pequefias de-
leciones y mutaciones.® La CGH identifica y analiza alteraciones genéticas
del tipo de ganancia o pérdida de material genético entre una muestra de
ADN en comparacion con una muestra de referencia y tampoco requiere de
cultivo celular previo. Necesita una proporcion de células malignas minima
del 25%. Permite la deteccién de variantes en el nimero de copias (CNV)
de todo el genoma con una resolucién 50 veces mds alta que la citogenética.
Detecta anormalidades cromosémicas en un 15-20% de las muestras (sien-
do de un 4% mediante andlisis clasico del cariotipo). En general, no detecta
los reordenamientos balanceados generales, los mosaicismos de bajo nivel y
la poliploidia. A diferencia de la FISH, puede detectar anormalidades cro-
mosOmicas que no han sido descritas antes y detectar copias simultdnea-
mente en multiples loci del genoma.’

Respecto a las técnicas convencionales, el avance mds importante con
la NGS es la enorme cantidad de datos que puede producir, con el conse-
cuente reto de poder almacenarlos y procesarlos. El andlisis secundario y
terciario de las secuencias, mediante software especificos es imprescindible.!
Con la NGS el coste por base secuenciada disminuye drdsticamente respecto
a la secuenciacion Sanger, cuando el nimero de muestras y/o el nimero de
regiones secuenciadas son altos. La NGS permite secuenciar miles de regio-
nes de ADN no sélo de un paciente, sino de hasta 384 muestras simultdneas
de distintos pacientes en funcion de la plataforma que se utilice. Dependien-
do del nimero de genes analizados, la profundidad de andlisis y de la plata-
forma, se pueden estudiar paneles de entre 10 y 500 genes en grupos de entre
1-50 pacientes simultdneamente. A su vez posee mayor sensibilidad, desde
un limite de deteccién de 15-20% de carga tumoral con las técnicas actuales,
a la deteccion de mutaciones presentes en un 1% con esta nueva tecnologia.
La calidad de alineamiento y ensamblaje de las secuencias respecto al de
referencia son fundamentales para evitar falsos positivos, mientras que las
secuencias no alineadas pueden ser fuente de falsos negativos.?

Las enfermedades oncohematolégicas (EOH) forman un grupo de
entidades heterogéneas que tienen en comun su origen en un trastorno he-
matopoyético. La tercera revision de la Clasificacién Internacional de En-
fermedades para Oncologia (CIE O-3)¢ las clasifica en dos grupos principa-
les en funcion del linaje celular: enfermedades onhematoldgicas linfoides
(EOH-L) y mieloides (EOH-M). Se ha estimado una incidencia cruda (Ic)
europea para el periodo 2000-2002, de 29,64 casos con EOH-L por 100.000
habitantes (IC95%: 29,41-29,86) y una Ic de 9,73 casos con EOH-M por
100.000 habitantes (IC95%: 9,60-9,86).°

En general, tanto el diagndstico como el prondstico y el tratamiento
de eleccion para los pacientes con EOH se basan en la presencia o ausencia
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de alteraciones genéticas especificas. La NGS estd proporcionando nuevos
aspectos y perspectivas en estas areas. Numerosas publicaciones sefialan las
ventajas de la utilizacién de estas técnicas en las EOH, por su alta sensi-
bilidad y porque han acelerado descubrimientos biolégicos y biomédicos,
permitiendo comprender mejor la patogénesis, precisar el diagnostico y
realizarlo més rdpidamente, identificar nuevas mutaciones somaticas submi-
croscopicas con significado prondstico, clasificar la agresividad de una EOH
y seleccionar el tratamiento efectivo desde el diagndstico y experimentar
con tratamientos personalizados.®”'*!" Sin embargo, tiene como dificultad la
interpretacion de la deteccion de variantes de la normalidad con significado
desconocido (SUV) y el analisis computacional de los datos obtenidos con
sentido clinico, sumado a los altos costes de instrumentacion inicial y costes
globales.>*’

Debido a los avances tecnoldgicos en el desarrollo de técnicas de se-
cuenciacion de segunda generacion, la evidencia de mejora del proceso de
diagndstico molecular y la demanda creciente por disponer de NGS en los
centros sanitarios, es conveniente ofrecer a los profesionales sanitarios la
mejor informacién disponible en la literatura cientifica, que valore el rendi-
miento diagnostico y de seguimiento de la NGS, con las ventajas e inconve-
nientes de su utilizacién respecto a las técnicas de secuenciacion de primera
generacion, las técnicas citogenéticas moleculares y de CGH arrays.

Caracteristicas detalladas de la NGS

Definicion de NGS: obtencién de las secuencias correspondientes a frag-
mentos diferentes de ADN o ARN/ADN complementario presentes en una
muestra de forma simultdnea y sin necesidad de una separacion previa de
los mismos.

Sinénimos: ultrasecuenciacion de alta capacidad (ultra-high-through-
put sequencing), secuenciacion de nueva generacion o de segunda genera-
cion (Next Generation Sequencing, NGS), secuenciacién profunda (deep
sequencing) y secuenciacion masiva paralela (Massive Parallel Sequencing,
MPS).

Sensibilidad: se pueden obtener miles de lecturas de cada base por lo
que tiene capacidad para alcanzar una alta sensibilidad, limitada por la tasa
de error de la tecnologia: (a) mutaciones puntuales (sustituciones o insercio-
nes-deleciones) alrededor del 1%; (b) genes quimera, reordenamientos de
gen o inserciones-deleciones de varias bases alrededor de 10°.

Flujo de trabajo: Si bien cada plataforma NGS tiene diferentes carac-
teristicas, el esquema principal de trabajo es conceptualmente similar para
todas ellas e incluye los siguientes pasos:
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1. Preparacién de librerias a partir de ADN o ARN.

2. Amplificacién clonal de los fragmentos de dcidos nucleicos presen-
tes en la librerfa.

3. Secuenciacion de los fragmentos.

4. Anélisis primario/secundario: traduccién de las sefales registradas
en datos/ alineamiento y ensamblaje de las lecturas.

1. Preparacion de librerias

Definicion de libreria: serie de fragmentos de ADN o ARN a cuyos extre-
mos se une una pareja de oligonucledtidos, cuya secuencia es caracteristica
de cada tecnologia de secuenciacion comercializada, llamados adaptadores.

Técnicas de incorporacion de adaptadores: frecuentemente mediante liga-
sas, también como colas de los cebadores en librerias de productos de PCR.

Multiplexado de muestras: el oligonucle6tido unido a los fragmentos incluye
ademads del adaptador una secuencia identificativa de cada muestra (10-12
pb, = (pb, =96) diferentes secuencias).

Tipos de librerias:

20

—Segtn tipo de dcido nucleico:

e genoma (ADN genémico o mitocondrial): WGS (Whole-Genome
Sequencing).

e exoma (exones de genes conocidos, facultativamente se incluyen
otras regiones de interés): WES (Whole-Exome Sequencing).

e de regiones o genes diana (ADN o ARN): resecuenciacion dirigida.

e transcriptoma (ARN mensajero)

e small RNA (miRNA, siRNA, piRNA y otros ARN no codifi-
cantes)

La WES permite la identificacion de la secuencia completa del
ADN de una muestra dada, al nivel de resolucion de una sola base.
En cambio, la secuenciacion del exoma estd precedida por una eta-
pa de captura que selecciona las regiones del genoma a codificar
(aproximadamente 1% del genoma).

—Segtin metodologia:
e con fragmentacion inicial fisica (nebulizacidn, ultrasonicacion) o
enzimatica
e con fragmentacion inicial seguida de captura mediante hibri-
dacion a sondas
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e amplificaciéon mediante PCR (no excluye fragmentacion posterior
en productos de PCR larga)

—Otros pasos de los procedimientos de preparacion:
e reparacion de extremos y de enlaces fosfodiester entre nucledtidos
e seleccion de fragmentos de un tamafio determinado en gel de agarosa
e eliminacién de cebadores e inhibidores (particulas magnéticas o
columnas)
e cuantificacion y evaluacion de la calidad del ADN o ARN de par-
tida y de la libreria final

2. Amplificacion clonal

Aislar cada uno de los fragmentos de la libreria y realizar copias de los mis-
mos a fin de intensificar la sefial que serd registrada durante la secuenciacion.
La presencia de fragmentos distintos espacialmente préximos proporciona
sefiales no validas durante la secuenciacion, al detectar varios nucleétidos
en la misma posicion que son asignados a un mismo fragmento.

Técnicas habituales:
¢ PCR en emulsion de cada fragmento unido a una particula haciendo
uso de los adaptadores
¢ formacion de clusters separados de copias clonales de los fragmentos
sobre una superficie sélida, a la cual se hibridan mediante los adapta-
dores

3. Secuenciacién masiva paralela - Plataformas de segunda gener-
acioén capacidad media

Tecnologias empleadas para la deteccidn de incorporacion de nucledtidos
durante la polimerizacién del ADN en los diferentes instrumentos:

e fluorescencia procedente de nucle6tidos o sondas marcados

e quimioluminiscencia en los pirosecuenciadores

¢ determinacion del cambio de pH producido por el H* liberado
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4. Analisis primario/ secundario: traduccion de las sefales registradas
en datos/ alineamiento y ensamblaje de las lecturas.

La NGS produce una cantidad de datos sin precedentes que un orde-
nador comtn no puede manejar.

En clinica, las tecnologias mds empleadas son MiSeq Personal Se-
quencer de Illumina (actualmente de referencia) e PGM/Ion Proton de la
tecnologia Ion Torrent de Life Technologies. (http://www.molecularecolo-

gist.com/next-gen-fieldguide-2014/)
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la eficacia de la secuenciacién masiva (NGS), en comparacién con
una prueba de referencia o secuenciacién convencional y citogenética, para
el diagndstico y seguimiento de enfermedades oncohematoldgicas.

Objetivos especificos

e Valorar el rendimiento diagndstico de la técnica de secuenciacion
masiva (NGS): sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo.

e Evaluarlaocurrencia de modificaciones en el diagndsticoy el manejo
de los pacientes como consecuencia de la informaciéon diagndstica
aportada por la NGS (subclasificaciones de la enfermedad y
tratamientos dirigidos “dianas terapéuticas”).

e Evaluar modificaciones en el estado de salud de los pacientes
provocados por losresultados diagndsticos delaNGS (supervivencia,
morbilidad).
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Métodos

Tipo de estudio

Revision sistematica de la literatura cientifica.

Estrategia de busqueda

Se realizé una busqueda electrénica con fecha dltima de busqueda el 8 de
junio de 2015. Las fuentes de informacién fueron las siguientes: MEDLINE
(PubMed), Embase y la base de datos de revisiones sistematicas de
Cochrane. También se realiz6 la busqueda manual de la bibliografia de los
estudios finalmente incluidos.

La estrategia de busqueda empleada en cada una de las bases de datos
se encuentra detallada en el Anexo 1.

Seleccidn de los estudios

Este trabajo fue realizado de acuerdo con los criterios de elaboraciéon de
revisiones sistematicas de la declaracion PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) publicada en 2009.%

Todas las citas (titulos y resimenes) identificadas mediante la busqueda
electrénica se descargaron a una base de datos de Reference Manager. Los
duplicados fueron eliminados y las citas restantes fueron examinadas por
un revisor, aplicando criterios de inclusién fijados con anterioridad. Se
contd con el apoyo de un especialista en enfermedades oncohematologicas
con experiencia en las técnicas analizadas. Los resimenes que cumplieron
los criterios de inclusién fueron analizados mediante la lectura del texto
completo.

Criterios de inclusion

Participantes (poblacién)

Personas con alguna enfermedad oncohemadtologica (especificamente
leucemia mieloide aguda, leucemia linfobldstica aguda, leucemia linfdtica
crénica, sindrome mielodispldsico y mieloma mdltiple) candidatas a la
realizacién de andlisis del ADN utilizando las pruebas NGS.
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Intervenciones (descripcion tecnoldgica)

e NGS
e Método Sanger
¢ Otras: citogenética molecular/ FISH/CGH array

Comparaciones

Estudios en los que se comparan los resultados de las pruebas de NGS con
sus pruebas de referencia o gold estandar, en pacientes con enfermedades
oncohematoldgicas.

Resultados
—Efectividad:

Sensibilidad, especificidad y valores predictivos.

Numero de mutaciones detectadas

Nimero y porcentaje de pacientes con al menos una mutacién
Numero de mutaciones nuevas detectadas que no se observen con
el método de referencia.

Nimero de copias de variantes estructurales [copy number
variants; CNV]. Variantes de nucleétido dnico o mutaciones
puntuales, pequeiias inserciones y deleciones, y también variantes
estructurales tanto equilibradas (inversiones y traslocaciones)
como desequilibradas (deleciones o duplicaciones).

Deteccion de variante de nucledtido tnico (SNV).

Concordancia entre pruebas.

—Relacionados con la aplicacién de la prueba en el laboratorio:

Numero de reacciones en paralelo.

Tiempo carrera (Tiempo necesario en el instrumento para conseguir
la longitud méxima de lectura).

Lecturas/carrera (en millones).

Bases/Lecturas.

Capacidad de secuenciacién (Gb/carrera).

Frecuencia variante (% ).

Profundidad de cobertura.

—Impacto de los resultados de la prueba:
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Modificaciones del diagnéstico inicial.
Cambios en las decisiones terapéuticas o manejo de los pacientes
después de realizar NGS.
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Diseno de los estudios:

Se incluiran ensayos clinicos aleatorizados (ECA), revisiones sistemadticas y
meta-andlisis, estudios comparativos de evaluacion diagndstica.

Criterios de exclusidon

e Estudios que no comprueben los resultados de la NGS con alguna
prueba de referencia o secuenciacién convencional y citogenética.
e Estudios realizados en diferentes patologias y que no den los

resultados desagregados por patologia.

e Estudios que describan los resultados en funcién del nimero de
muestras y no en funcién del nimero de pacientes. En casos en los
que el nimero de muestras por paciente sea elevado, los resultados
podrian verse influenciados por unos pocos pacientes y es necesario
analizar las caracteristicas de los mismos.

e Estudios con tamafio muestral menor de 30 pacientes.

Analisis de la evidencia

Serealizé lalecturacritica de los estudios incluidos. A partir de lainformacién
extraida en tablas de evidencia se elaboré una sintesis narrativa y un andlisis
descriptivo de los principales hallazgos de cada estudio. La informacién mas
relevante se presentd en tablas.

Se analiz6 el nivel de evidencia cientifica de los estudios de acuerdo a
la clasificacion del Scottish Intercollegiate Guidelines Network (Anexo 2).
Se analiz6 la calidad metodoldgica con la herramienta QUADAS (Quality
Assessment Diagnostic Accuracy Studies)™ (Anexo 3).

Extraccidn de datos

Se realiz6 la extraccion de los siguientes datos de los estudios incluidos en la
revision, recogiéndose en unas tablas de evidencia cientifica:

e Autor

e Afio de la publicacién

* Afio del estudio

e Pais/Region
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Disefio del estudio:
- tipo de disefio epidemioldgico
- intervencion
- seguimiento
- enmascaramiento
- método de aleatorizacion
Tamafio muestral
Criterios de seleccion de los pacientes
Caracteristicas iniciales de los pacientes participantes
Caracteristicas de la tecnologia: prueba de referencia usada
Variables de resultado
Observaciones
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Resultados

Resultados de la busqueda

La busqueda localizé un total de 649 citas, de las cuales quedaron 562
después de eliminar las citas duplicadas autométicamente. Fue identificada
manualmente una cita a través de la lectura de un resumen presentado en
un congreso."

La mayoria de los estudios fueron excluidos durante el primer cribado
de titulos y restimenes: por realizar un analisis general de la NGS (160
citas), ser estudios que utilizaban NGS pero no comparaban con una prueba
de referencia (159 citas) o abordaban otra temdtica como por ejemplo
patogénesis y tratamiento de las enfermedades (112 citas). En el anexo 4 se
detalla el diagrama de flujo con el nimero de las citas incluidas y excluidas de
acuerdo con las directrices PRISMA. Diecisiete citas fueron seleccionadas
para la lectura completa del articulo, y de estas, 12 fueron excluidas (anexo
5): cinco citas'>" por ser resimenes de congresos cientificos que no permiten
la evaluacion de la calidad del estudio ni obtener demasiada informacién
sobre el mismo; dos articulos®? analizaban muestras de laboratorios y no
informaban los resultados en pacientes, tres articulos®? tuvieron tamafio
muestral insuficiente; un articulo® no comparaba los resultados, solo
confirmaba los resultados obtenidos con NGS y un articulo utilizaba como
poblacion de estudio a neonatos con sindrome de down.* Finalmente se
incluyeron un total de cinco articulos'**" que cumplieron los criterios de
inclusién. En el anexo 6 se detallan en tablas de evidencia las caracteristicas
generales de los estudios incluidos.

Disefo y caracteristicas de los estudios incluidos

En el andlisis geografico se observé que la mayoria de los estudios incluidos
eran europeos (uno de Espafia, dos de Italia y uno de Republica Checa).
El tnico estudio procedente de otro continente fue americano (EEUU y
Canada).

Todos los estudios se publicaron después del afio 2013: dos en 2014
y tres en 2015. Todos los estudios fueron publicados en inglés. El periodo
agrupado de inclusién de casos y recogida de datos de los estudios que
reportaron esta informacién (N=4) fue desde 1996 hasta el 2014.

En cuanto al disefio, uno de los estudios fue cohorte retrospectivo
y cuatro fueron series de casos prospectivos. Todos los estudios fueron
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clasificados como nivel 2, 3 de evidencia segtin la clasificacion de la Scottish
Intercollegiate Guidelines Network (anexo2). La mayoria de los estudios
realizaron el trabajo en personas con LL.C (N=4) y uno en personas con
MM. Todos los estudios tuvieron al menos 50 participantes en su tamafio
muestral: dos estudios con tamafio muestral bajo (< 100) y tres estudios con
tamafio muestral intermedio (100-500). La suma total de pacientes en los
cinco articulos fue de 945: 812 con LLC y 133 con MM.

En la tabla 1 se recoge la valoracion de los estudios con la herramienta
QUADAS de valoracién de la evidencia para estudios de pruebas
diagnésticas. En ninguno de los articulos se consider6 a la muestra
representativa. Los criterios de seleccion fueron bien descritos en tres de los
cinco articulos incluidos. Tres de los cuatro estudios realizados en personas
con LLC informaron las caracteristicas iniciales de los pacientes y los
criterios de seleccién, pero con diferencias entre ellos: pacientes en estadios
tempranos de la enfermedad en dos estudios y el tercero en enfermos en
estadio tardio. En el estudio realizado en pacientes con MM el criterio
de seleccidn estaba ligado a las caracteristicas de la muestra. Respecto al
riesgo de incurrir en sesgos, tres estudios no realizaron o no informaron
la utilizacién de pruebas en paralelo y ninguno de los estudios reportd
interpretar los resultados de forma enmascarada. Uno de los estudios podria
estar incurriendo en sesgo de verificacion parcial y ninguno de los estudios
ha incurrido en sesgo de verificacion diferencial.
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Tabla 1. Valoracion de los items de la herramienta QUADAS

Martinez-
Estudio Lionetti et Kantorova Rossi et Mc Clure et Lopez et al.*
(afio publicacién) al.?(2014) etal®* (2015) | al.»® (2014) | al.® (2015) @ 02 4) ’
1. Muestra representativa | No No No No No
2. Criteri leccio
C.rl erios dc.e seleccion S No Si No Si
bien descritos
Muestra de casos
. Si No claro Si No claro No claro
consecutiva
Extraccién de datos Prospectivo | Prospectivo | Prospectivo | Prospectivo | Retrospectiva
3. Patron de ref i
atrén de referencia S S Si Si S

bien clasificado

4. Siel patrony la
prueba no se aplican
simultaneamente, ¢es . .

¢ Si (no Si (no ) ) )
razonable pensar que Si (Paralelo) | Si (Paralelo) | Si
paralelo) paralelo)
la enfermedad no haya
evolucionado en ese
tiempo?

5. Sesgo de verificacion
parcial (cuando no
todos los pacientes No claro No No No No
tienen comparacion con
el patrén)

6. Sesgo de verificacion
diferencial (cuando No No No No No
tienen distinto patrén)

7. Patrén de referencia
independiente de la Si Si Si Si Si
prueba

8. Detalle de la ejecucion

de la prueba Si Si Si Si Sj

©

Detalle de la ejecucién Si

del estandar Si Si Si Sj

10. La prueba se inter-
pret6é desconociendo Si Si No claro No claro No claro
el resultado del patrén

11. El patrén se interpret6
desconociendo el re- No No No claro No claro No claro
sultado de la prueba
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Martinez-

Estudio Lionetti et Kantorova Rossi et Mc Clure et Lopez et al.*
(afio publicacién) al.?(2014) etal* (2015) | al.*®(2014) | al.* (2015) @ 0‘: 4) ’
12. La informacién clinica

disponible en la inter-

tacion de | b

pre acu.)n e la pruel a’l S S S S S

es la misma que habra

cuando se use en la

practica
13. Se informa de los

resultados no inter- Si No No claro Si Si

pretables
14. Se explican las pér-

didasp P No claro No claro Si (ninguna) | No claro Si

Resultados sobre efectividad

En relacion a los resultados, ninguno de los cinco estudios tuvo como obje-
tivo comparar la efectividad de la técnica NGS con su prueba de referencia.
La mayoria de ellos tuvo como objetivo identificar una determinada muta-
cioén y/o analizar el estado mutacional y su correspondencia con la clinica.”
Un estudio analizé el seguimiento y el valor prondstico de la enfermedad
residual minima (ERM) utilizando distintas pruebas'. Por lo tanto, los re-
sultados se obtuvieron a partir de comparaciones indirectas.

Ningtn estudio reportd en sus resultados sensibilidad, especificidad
y valores predictivos de las pruebas que utilizaron, y ninguno evalué la
ocurrencia de modificaciones en el diagnostico y el manejo de los pacien-
tes como consecuencia de la informacién diagndstica aportada por la NGS
(nuevas subclasificaciones de la enfermedad o dianas terapéuticas nuevas).
Solo un estudio analizé la supervivencia global (SG) y el tiempo de progre-
sién (TP) de manera comparativa y midio la concordancia entre pruebas."
La tabla 2 resume los principales resultados.

La mayoria de los estudios utilizaron la secuenciacién convencional
(SANGER) como prueba de referencia (N=3), un estudio utiliz6 tanto
ARMS-PCR como SANGER, otro estudio utilizé FASAY, DHPLC y Am-
pliChip y otro CFM y ASO-PCR.

Los estudios incluidos proporcionan evidencia de que la NGS tiene
efectividad mayor o igual de detecciéon de mutaciones que las pruebas de
referencia.

Lionetti et al.” analizaron el nimero de pacientes con la mutacién
NOTCHI ¢.7541_7542delCT en pacientes con LLC, encontrandose mayor
nimero cuando se realizé la NGS (145 vs 49 con ARMS-PCR y 25 con SAN-
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GER). Este estudio valoré el impacto clinico prondstico de esta mutacion,
la cual se asoci6 a un aumento estadisticamente significativo del riesgo tera-
péutico y a una disminucion del tiempo mediano de supervivencia libre de
progresion.

Kantarova et al.* analizaron el numero de mutaciones TP53 y el nume-
ro de pacientes con dicha mutacion en pacientes con LLC. La NGS confirmé
los resultados de las mutaciones identificadas por las pruebas de referencia
(FASAY, DHPLC y AmpliChip) e identificé 24 pacientes con mutaciones
adicionales de bajo nivel (<10% de ADN) y 8 pacientes con mutaciones de
muy bajo nivel no detectadas por las otras pruebas.

Rossi et al.* analizaron el nimero de mutaciones TP53 detectadas y el
nimero de pacientes con dicha mutacién, en pacientes con LLC. La NGS
detect6 85 vs 35 (SANGER) mutaciones y a 46 pacientes con mutaciones en
comparacion con los 28 con SANGER. Por otra parte, la NGS detect6 50
mutaciones subclonales de TP53 que fueron validadas mediante AS-PCR.

Mc Clure et al. analizaron el estado de hipermutacion somatica
(SHM) y el reporte del gen dominante IGHV en pacientes con LLC, con
resultado igual obtenido en ambas pruebas, NGS y SANGER: 31 casos sin
mutacién y 19 casos con mutacién y con tasas de mutacion en el rango de
0,3% a 13,6%. No obstante, mencionan que se observaron discordancias pe-
queifias en el porcentaje de mutaciones, pero sin afectar al resultado clinico
final. La madxima diferencia de mutacion identificada en este estudio fue de
2.2% (47 casos).

Martinez-Lopez et al.'* es el Unico estudio que valora seguimiento y
evalda el valor prondstico de la ERM en pacientes con MM. El nimero de
personas detectadas con ERM fue mayor con NGS (110 vs. 99 con CFM y
41 con ASO-PCR). La concordancia entre la NGS y la CFM fue del 83%
con un r*> de 0,58. Cinco pacientes dieron positivos con CFM y negativos con
NGS, de los cuales sélo uno habia progresado en el momento de la publi-
cacion. Doce pacientes que fueron negativos con CFM y positivos con NGS
tuvieron un TP intermedio (mediana de 50 meses, P=5,05) en comparacién
con los casos con ERM con NGS negativa. La concordancia entre NGS y
ASO-PCR fue del 85% con un r* de 0,54. El grado de concordancia segin
el coeficiente de correlacion, entre NGS y las dos pruebas diagnosticas, fue
moderado
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Tabla 2. Resultados y caracteristicas principales de los estudios incluidos

Marti
Caracteristicas Lionetti et al.” | Kantorova et Rossi et al.® Mc Clure et Li :ze:t i
(2014) al.* (2015) (2014) al.?(2015) * :
(2014)
Utilizacion Diagnostico Diagnostico Diagnéstico Diagnéstico Seguimiento
Tamafo 384 69 309 50 133
muestral
Enfermedad | LLC LLC LLC LLC MM
Identificacion | Mutacion Mutacion TP53 Mutaciones Hipermutacion | Enfermedad
NOTCHA1 pequenas de somatica residual mini-
C.7541_7542 subclones de (SMH) y gen ma (ERM)
delCT TP 53 dominante
Comparacion | - NGS - NGS -NGS -NGS - NGS
- ARMS-PCR | - FASAY, DH- -SANGER -SANGER - CFM
PLC y AmpliChip
- SANGER (FDA) - ASO-PCR
Resultados - N° de pa- - N° de muta- - N° de mu- N° de SMHy ERM
cientes con ciones: 58(FDA); | taciones: 35 deteccion del | NGs: 110
mutacion: NGS confirma (SANGER); 85 | gen dominan-
145(NGS); - N° de pa- (NGS) te: resuitados | CFM: 99
49(ABMS- cientes con -N°y % de idénticos con ASO-PCR: 41
PCR); 25 mutaciones: pacientes ambas prue- | congordan-
(SANGER). | 37 (FDA); NGS | con muta- bas. cia (ERM)
;jzrlz‘;’jrr:'a confirma cion:28,9,1% | Seobsenvaron | Nas vs
de mutacion: | NGS identifica (SANOGER); 46, | discordancias CEM:83%
0.02-1 75% 24 pacientes 14,8% (NGS) grem(?:uear;]?cs) al r=0,58
, ) u
(NGS); >0,7%. | con mutaciones .SANG.EB no orcentaie de | NGS vs ASO-
(ARMS-PCR/ | adicionales de | identifico nin- | Porcenta PCR:85%
SANGER). bajo nivel y 8 guna mutacion | mutaciones, —
con mutaciones | no detectada | Pero sinafec- | 10,54
de muy bajo por NGS. NGS ta,r gal regultado Pacientes
nivel. detecté 50 clinico final. ERM CFM+/
mutaciones NGS-:1/5 con
subclonales de progresion
TP53 adiciona- hasta el mo-
les que fueron mento de la
validadas publicacion.
mediante AS-
PCR.
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Discusion

La evidencia que proporcionan los cinco estudios analizados en relacién a
la mayor o igual efectividad de la NGS para el diagndstico y seguimiento
de enfermedades oncohematoldgicas y respecto a las pruebas de referen-
cia (técnicas de secuenciacion de primera generacion, técnicas citogenéticas
moleculares y de CGH arrays), es escasa y de baja/moderada calidad.

En los estudios incluidos se observé que la NGS en pacientes con LLC
detecté mayor nimero de mutaciones NOTCHI1 c¢.7541_7542delCT y TP53
que las pruebas de referencia.””?** Por otra parte, e igualmente en pacientes
con LLC, el andlisis de la hipermutacién somética de la inmunoglobulina de
cadena pesada (SHM) con las técnicas de secuenciacion NGS y SANGER,
dio igual resultado.” En enfermos con MM, NGS permitié detectar mayor
ndmero de pacientes con ERM."

Se conoce que, en pacientes con LLC, la presencia de la mutacion
NOTCHI c.7541_7542delCT y del gen supresor de tumor TP53 se asocian
a un peor prondstico (menor tiempo de supervivencia global) y resistencia
a tratamientos especificos #-2*33; que la deteccion de la SHM es ttil para
predecir el tiempo de tratamiento y una mejor supervivencia global * ¥,y
que predicen mayor supervivencia libre de progresion y global los estudios
de ERM en pacientes con MM."

Los estudios incluidos no evaluaron la sensibilidad, especificidad y va-
lores predictivos de las pruebas que utilizaron. Tampoco los estudios anali-
zaron la ocurrencia de modificaciones en el diagndstico y el manejo de los
pacientes como consecuencia de la informacién diagnéstica aportada por la
NGS (nuevas subclasificaciones de la enfermedad o dianas terapéuticas nue-
vas). Solo un estudio analizé la supervivencia global y el tiempo de progre-
sion de manera comparativa; la concordancia entre pruebas fue moderada."

La principal limitacién de esta revision fue que los estudios localizados
tuvieron como objetivo identificar una mutacion determinada y/o analizar el
estado mutacional y su correspondencia con la clinica, sin llegar a formular
como tal, valorar la efectividad comparada de las técnicas empleadas. Todo
esto, ha condicionado que sus resultados se basen en comparaciones simples
e indirectas, con la consecuente disminucion de la calidad de la evidencia
hallada.

El bajo ntimero de publicaciones incluidas, podria estar reflejando el
escaso tiempo de utilizaciéon de la NGS para el diagndstico y seguimiento
de los tumores hematoldgicos, asi como el nimero reducido de centros
que hasta la fecha tienen acceso a ella. Por otra parte, esta revision ha
excluido un importante nimero de citas, casi el 30% de las localizadas, por
inexistencia de comparacion de los resultados de la NGS con alguna prueba
de referencia o secuenciacion convencional y citogenética; han quedado
fuera de la misma algunos estudios relevantes, que evidencian nuevas
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alteraciones moleculares no detectadas por las técnicas convencionales, si
bien ain se desconoce, en la mayor parte de ellas, su significado clinico.
Estudiar estas nuevas multiples mutaciones simultdneamente generard
futuras utilidades y aplicaciones de la NGS que posibilitaran: i) redefinir
el prondstico de los tumores hematoldgicos; ii) encontrar alteraciones que
sean dianas terapéuticas especificas del tumor de un individuo dado; iii)
detectar lesiones moleculares que predigan la resistencia a tratamientos y
iv) monitorizar el tratamiento de estos enfermos de forma precisa.***

Las expectativas que genera la tecnologia y la incidencia aproximada
de canceres hematoldgicos en Espafia, con 3000 casos-afio de leucemia lin-
fatica crénica, 3500 casos-afio de leucemia aguda, 1500 casos-afio de sindro-
me mielodisplasico, 2000 casos-afilo de mieloma multiple, 1000 casos-afio de
mielofibrosis primaria y 3000 casos-afio de linfomas, hace prever la realiza-
cién de, al menos, 13000 estudios al afio (1100 estudios al mes).* La capa-
cidad de los nuevos equipos de secuenciacion, que permiten generar gigab-
ytes de secuencias en un dia y la secuencia de miles de genes de diferentes
tumores en pocas horas, hace aconsejable y muy conveniente concentrar los
estudios en un nimero limitado y controlado de centros especializados, para
asi maximizar los requerimientos materiales, personales y formativos que
requiere la correcta utilizacién de la tecnologia.
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Conclusiones

La evidencia disponible sobre la eficacia de la NGS para el diagndstico y
seguimiento de enfermedades oncohematoldgicas, en comparacion con una
prueba de referencia de secuenciacion convencional y citogenética no es
concluyente, es escasa y de calidad baja/moderada. Se requieren estudios
de mayor calidad, cuyo objetivo sea comparar la efectividad entre pruebas,
diseflados para ese fin y con un nimero mads elevado de participantes.

Los autores consideran que se necesitan mds publicaciones y de mayor
calidad para definir si la NGS es una prueba menor, igual o mds efectiva,
para el diagndstico y seguimiento de enfermedades oncohematolégicas que
las técnicas actuales.
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Anexos

Anexo 1. Estrategia de busqueda

Base de datos | Busqueda | Pregunta (palabra clave)
Pubmed #1 “hematologic malignancy”
#2 “chronic lymphocytic leukemia”
#3 “acute myeloid leukemia”
#4 “multiple myeloma”
#5 “Myelodysplastic syndromes”
#6 “acute myeloblastic leukemia”
(" acute myeloblastic leukemia””) OR “”Myelodysplastic syndromes””)
#7 OR “’multiple myeloma””) OR “"acute myeloid leukemia””) OR “”chronic
lymphocytic leukemia”) OR “’hematologic malignancy”””
#8 “high throughput sequencing”
#9 “next generation sequencing”
#10 (“’next generation sequencing””) OR “’high throughput sequencing””
((((("acute myeloblastic leukemia”) OR “’Myelodysplastic syndromes””)
411 OR “’multiple myeloma””) OR “"acute myeloid leukemia””) OR “"chronic
lymphocytic leukemia””) OR “’hematologic malignancy””)) AND ((*"next
generation sequencing””) OR “’high throughput sequencing””)”
Embase #1 ‘myelodysplastic syndromes’/exp OR ‘myelodysplastic syndromes’
#2 ‘multiple myeloma’/exp OR ‘multiple myeloma’
#3 ‘acute myeloid leukemia’
#4 ‘acute myeloblastic leukemia’
#5 ‘chronic lymphocytic leukemia’/exp OR ‘chronic lymphocytic leukemia’
#6 ‘hematologic malignancy’/exp OR ‘hematologic malignancy’
#7 #1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6
#8 ‘high throughput sequencing’/exp
#9 ‘next generation sequencing’/exp
#10 #8 OR #9
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Anexo 2. Nivel de calidad de la evidencia cientifica.
Clasificacion SIGN (Scottish Intercollegiate Guidelines

Network)

Clasificacion de evidencia cientifica

14t Meta-andlisis de alta calidad, revisiones sistematicas de ensayos controlado y
aleatorizados (ECA) o ECA con riesgo de sesgos muy bajo

1s Meta-andlisis bien realizados, revisiones sistematicas de ECA, o ECA con
riesgo de sesgos bajo

1- Meta-anadlisis, revisiones sistematicas de ECA, o ECA con riesgo de sesgos
alto
Revisiones sistemaéticas de alta calidad de estudios de cohortes o casos-

2++ controles. Estudios de cohortes o casos-controles con riesgo de sesgos muy
bajo y alta probabilidad de que la relacién sea causal

o Estudios de cohortes y casos-controles bien realizados y con riesgo de
sesgos bajo y probabilidad moderada de que la relacion sea causal

2 Estudios de cohortes y casos-controles con riesgo de sesgos alto y riesgo
significativo de que la relacién no sea causal

3 Estudios no analiticos (Ej. Serie de casos)

4 Opinién de expertos

40

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION




Anexo 3. Herramienta Quadas (Quality Assessment
Diagnostic Accuracy Studies)

NO
ITEMS Sl NO
CLARO
1. ¢ Es representativa la muestra? () 0 0
2. ¢Se describen bien los criterios de seleccion? () () ()
3. ¢ Patron de referencia bien clasificado? () () ()
4. Si el patron y la prueba no se aplican simultdneamente, ¢es
razonable pensar que la enfermedad no haya evolucionado en ese () () ()
tiempo?
5. ¢,Sesgo de verificacion parcial? (cuando no todos los pacientes 0 0 0
tienen comparacion con el patrén)
6. ¢,Sesgo de verificacion diferencial? (cuando tienen distinto patréon) () () ()
7. ¢ Es el patron de referencia independiente de la prueba? (la prueba 0 0 0
no forma parte del patrén)
8. Detalle de la ejecucion de la prueba () () ()
9. Detalle de la ejecucion del estandar () () ()
10. ¢,Se interpretd la prueba sin conocer el resultado del patron? () () ()
11. ¢, Se interpreto el patrén sin conocer el resultado de la prueba? () () ()
12. ¢ La informacion clinica disponible en la interpretacion de la prueba 0 0 0
es la misma que habra cuando se use en la practica?
13. ¢Se informa de los resultados no interpretables? () () ()
14. ;Se explican las pérdidas? () () ()
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Anexo 4. Diagrama de flujo PRISMA 2009

Identificacion

[

Cribado

] [ Elegibilidad

Incluidos

Numero de registros o citas
identificados en las bases
Pubmed, Embase y OVID

Numero de registros o citas
adicionales identificados
en otras fuentes

(n= 649)

(n=1)

l i

Numero total de registros o citas
después de eliminar las duplicadas
(n= 563)

l

Numero total de
registros o citas Unicas
cribadas
(n= 563)

\

Numero total de articulos a
texto completo analizados

(n=17)

Numero total de registros o citas

excluidas (n=546)

Razones de su exclusion:

* 160: Andlisis general descriptivo

e 159: Estudios que no comparan
entre pruebas

® 112: Otro tema (ej: tratamiento,
patogénesis, otras pruebas)

® 49: Tamafio muestral
insuficiente

e 21: Carta al editor/comentario

e 15: Otra enfermedad (ej:
glioblastoma, cancer de mama)

e 12: Otro idioma

e 8: Estudios experimentales

e 7: Analizaban muestras de
laboratorios y no reportaba
resultados sobre pacientes

¢ 3: Duplicados

para decidir su elegibilidad | ——»

Numero total de estudios
incluidos en la sintesis cualitativa
de la revision sistematica
(n=5)

Numero total de registros o citas

excluidas (n=12)

Razones de su exclusion:

¢ 5: Resimenes de Congresos
cientificos

e 2: Analizaban muestras de
laboratorios y no reportaba
resultados sobre pacientes

e 3: Tamafno muestral insuficiente

¢ 1: No compara resultados, solo
confirma.

® 1:Se realiza en una poblacion de
neonatos con sindrome de down
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Anexo 5. Motivo de exclusion de los estudios excluidos

Estudio
(afo publicacién)

Motivo de exclusién

Jethwa et al. (2012) ™

Tipo de publicacion:

resumen de congreso

Shih et al. (2013)

Tipo de publicacion:

resumen de congreso

Bally et al. (2014) '

Tipo de publicacion:

resumen de congreso

Takamatsu et al. (2014) 7

Tipo de publicacion:

resumen de congreso

Morgan et al. (2015) @

Tipo de publicacion:

resumen de congreso

Spencer et al. (2013) Describe los resultados en funcion del nimero de muestras

Abel et al. (2014) Describe los resultados en funcion del nimero de muestras

Ladetto et al. (2014) = Tamano muestral menor de 30 participantes

Thol et al. (2012) Tamano muestral menor de 30 participantes

Luthra et al. (2014) = Tamano muestral menor de 30 participantes

Smith et al. (2010) No confirma los resultados de la NGS con alguna prueba de referencia

Poblacion: analiza pacientes sin enfermedad oncohemétologica

Roberts et al. (2013)
oberts et al. ( ) diagnosticada
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Anexo 6: Tablas de evidencia de los estudios incluidos

Estudio Lionetti et al.” (2014)
Pais/Region Italia
Objetivo Investigar la mutacion NOTCH1 ¢.7541_7542delCT por medio de NGS

en casos de LLC y LMB. Determinar las relaciones entre esta mutacion
y otras caracteristicas clinicas y bioldgicas, asi como con el impacto
clinico de la enfermedad.

Disefio del estudio

Tipo de disefio

Observacional comparativo (serie de casos). Prospectivo.
Casos registrados en el ensayo clinico multicéntrico GISL (Grupo
Italiano Studio Linfomi).

Comparacion NGS
ARMS-PCR
SANGER
Intervencion Se tomaron muestras de sangre periférica dentro del primer afio tras

el diagnostico. En 48 casos se volvieron a tomar muestras tras 24/36
meses de estabilizacién de la enfermedad.

Se detectaron mutaciones del gen IGHV por inmunofluorescencia
directa. Se midieron ZAP70 y CD38 por citometria de flujo. Se realizd
un andlisis con FISH para detectar deleciones 13q14, 17p13y
11022-g283 y trisomia 12.

Se detectaron mutaciones NOTCH1 mediante amplificaciones

con PCR (FastStart High Fidelity Polymerase), pirosecuenciacion y
secuenciacion profunda (Genome Sequencer Junior).

Se detectaron del alelo NOTCH1, ¢.7541_7542delCT con ARMS-PCR.

Afos del estudio

2013

Seguimiento (meses) 39 (mediana)
Enmascaramiento No
Método de aleatorizacion No procede

Participantes

Tamano muestral

384 pacientes con LLC

Criterios de inclusion

Pacientes de edad = 70 afios con diagnéstico de LLC en estadio A
de Binet

Criterios de exclusion

No menciona

Caracteristicas iniciales

Pacientes en etapas tempranas de la enfermedad:

Recuento linfocitario de al menos 5000x10%1; 291 (75,8%) pacientes
en estadio 0 de Rai, 52 (13,5%) pacientes en estadio | y 28 (7,3%) en
estadio Il

La edad mediana de los pacientes con LLC fue de 61 afios, 174
hombres y 110 mujeres.

Pacientes reclasificados como linfocitosis monoclonal tipo B (LMB):
100 de los 291 pacientes en estadio O, con una edad mediana de 62
afos, 49 hombres y 51 mujeres.
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Estudio

Lionetti et al.” (2014)

Caracteristicas de la tecnologia

Se amplificé el ADN gendémico utilizando FatStart High Fidelity
Polymerase (Roche). En un segundo paso de amplificacion, se
afadieron identificadores MID y adaptadores de secuenciacion a
ambos extremos de los amplicones. La PCR fue purificada mediante
perlas Agencourt AMPure XP. Las muestras se cuantificaron mediante
tincion con “picogreen” y se detectaron con el fluorémetro Victor X2.
Los productos de la PCR fueron afadidos a ratios equimolares como
preparacion para la pirosecuenciacion Roche-454 Life Sciences. La
biblioteca de amplicones obtenida se anadié a la emulsion de PCR
para la secuenciacion con el instrumento Genome Sequencer Junior.
Para establecer la frecuencia de alelos mutados, se mapearon los
resultados con la secuencia de referencia y se analizaron con el
software Amplicon Variant Analyser (Roche).

Resultados

Variables de resultados

N° de pacientes con mutacion NOTCH1 ¢.7541_7542delCT
N° de mutaciones no detectadas por el método que se compara

Resultados

NGS:

N° de pacientes con mutacion NOTCH1 ¢.7541_7542delCT: 145
Frecuencia de lectura de mutacion de 0,02% al 75%.

La técnica de secuenciacion profunda es capaz de detectar la delecion
dinucledtido incluso a nivel clonal minimo de “bajo nivel”.

Profundidad de cobertura (mediana): 1510x

ARMS-PCR:

N° de pacientes con mutacion NOTCH1 ¢.7541_7542delCT: 49
(12,8%)

Frecuencia de lectura de mutacion > 0,7%.

No se validé con una técnica independiente. A pesar de esto, solo se
observé un porcentaje practicamente nulo de falsos positivos con esta
tecnologia cuando se secuenciaron cinco réplicas del NOTCH1 de
tipo salvaje linea celular Jurkat (en promedio, 0,01% de la secuencia
mutada lee en 1461 Total de Lecturas, rango de 1349 hasta 1688).
SANGER

N° de pacientes con mutacion NOTCH1 ¢.7541_7542delCT : 25
Frecuencia de lectura de mutacion = 7%.
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Estudio

Lionetti et al.” (2014)

Observaciones

EN LA DISCUSION LOS AUTORES MENCIONAN: Aungue la técnica
NGS es cada vez mas factible y rentable, especialmente cuando se
aplica a la resecuenciacion dirigida de genes candidatos, se requiere
un equipo que todavia no estéa disponible en todos los laboratorios.
Por otra parte, la alta sensibilidad de ARMS-PCR observada en este
estudio, demuestra que es un método conveniente para detectar la
mutacion, incluso a niveles muy bajos, en condiciones en que muchos
pacientes de otro modo hubieran sido considerados de tipo salvaje.
La determinacion cuantitativa por NGS ha puesto de manifiesto

que, aunque hubo casos en los que el porcentaje de la variante

de secuenciacion de lectura fue sugestivo de la presencia de una
mutacion heterocigética en toda la poblacion tumoral, la mutacion
NOTCH1 a menudo afecté sélo a un pequefio sub-clon neoplasico.
También valora la prevalencia de la mutaciéon NOTCH1
€.7541_7542delCT en LLC y LMB, el impacto prondstico de la
mutacion NOTCH1 ¢.7541_7542delCT y el andlisis secuencial de las
mutaciones NOTCH1. Estos resultados no los compara con la prueba
de referencia.

Prevalencia de la mutacién NOTCH1 ¢.7541_7542delCT en LLC
(13,4%) LMB (11%) y casos estadio 0 de Rai (14,2%)

Impacto prondstico de la mutacion NOTCH1 ¢.7541_7542delCT:
Asociada a un aumento estadisticamente significativo del riesgo
terapéutico y a una disminucién del tiempo mediano de supervivencia
libre de progresion (HR= 2,34; 95%Cl: 1,37-3,99; tiempo mediano

52 frente a 82,5 meses). Tras un andlisis multivariante, sélo mantuvo
condicién de factor de riesgo para un peor prondstico la presencia de
IGHV y LLC.

Andlisis secuencial de las mutaciones NOTCH1: No se encontraron
diferencias en las frecuencias de mutaciones durante la progresion

de la enfermedad, excepto en un caso, donde se pasoé de encontrar
mutaciones en el 1.11% de las lecturas en el momento del diagndéstico
a encontrar 16.9% en las muestras a los 36 meses.

Nivel de evidencia

3
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Estudio

Kantorova et al.** (2015)

Pais/Region

Republica Checa (Hospital Universitario Brno)

Objetivo

Determinar las limitaciones de los métodos comuinmente empleados
para el examen de la mutacion TP53 en pacientes con LLC y proponer
un abordaje 6ptimo para su deteccion

Disefio del estudio

Tipo de disefio

Observacional comparativo (serie de casos). Prospectivo.

Comparacion DHPLC, FASAY (confirmadas ambas con SANGER) y AmpliChip p53
Research Test
NGS

Intervencion Se extrajo sangre periférica y se realizd hisopado bucal a todos los

pacientes. Se compard el uso de DHPLC, FASAY (confirmadas
ambas con SANGER) y AmpliChip p53 Research Test, para detectar
mutaciones TP53. A un subgrupo (69 pacientes) también se le realizd
NGS ultra-deep (32 TP53-tipo salvaje y 37 TP53-mutado):Plataforma
MiSeq (lllumina)

Afos del estudio 2004-2014
Seguimiento (meses) No realiza
Enmascaramiento No

Método de aleatorizacion No procede

Participantes

Tamano muestral

69 pacientes con 4 métodos (de 182 pacientes con LLC)

Criterios de inclusion

Pacientes con prondstico desfavorable con estadios avanzados de la
enfermedad, pacientes con estatus genético IGVH y/o del (17p)

Criterios de exclusion

No menciona

Caracteristicas iniciales

Edad mediana al diagnéstico: 61 afios; 115 hombres, 67 mujeres
Estadio RAI: 26 en estadio 0, 55 en estadio I/Il, 97 en estadio Ill/IV
Pacientes con gen IGHV mutado: 33

Caracteristicas de la tecnologia

Las muestras de ADN se amplificaron utilizando lectura-revisada
(“proof-reading”) Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (Biolabs). Cada
producto de la PCR fue purificado por separado mediante Agencourt
AMPure XP y cuantificado usando QuBit dsDNA HS Assay Kit (Life
Techonologies). Los amplicones purificados se mezclaron a ratios
equimolares segun el nimero de moléculas y se diluyeron a 1ng. La
biblioteca indexada se prepard con Nextera XT DNA Preparation Kit
(llumina) y se secuencié mediante MiSeq Reagent Kit v2 (300 ciclos,
lllumina).

Las lecturas secuenciadas se pre-procesaron y alinearon con la
secuenciacion de referencia (GenBank: CRGh37.p9) utilizando CLC
Genomic Workbench v. 6.0.4. (CLC Bio). Las variaciones se detectaron
usando el paquete-R deepSNV.

Resultados

Variables de resultados

N° de mutaciones TP53 detectadas
N° de pacientes con mutacion TP53N° de mutaciones no detectadas
por el método que se compara
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Estudio

Kantorova et al.** (2015)

Resultados

Solo se informan los resultados de los pacientes a los que se les
hace NGS (69 pacientes):

FASAY, DHPLC y AmpliChip

N° de mutaciones TP53 detectadas: 58

N° de pacientes con mutacion TP53: 37

N° de paciente con mutaciones de muy bajo nivel de deteccion
(probado en 32 pacientes con mutaciones TP53 de tipo salvaje): 5
(realizado con FASAY)

NGS

N° de mutaciones TP53 detectadas: confirma resultados previos

N° de pacientes con mutacion TP53: confirma resultados previos

N° de paciente con mutaciones adicionales de bajo nivel (<10% de
ADN): 24

N° de paciente con mutaciones de muy bajo nivel de deteccion
(probado en los 32 pacientes con mutaciones TP53 de tipo salvaje): 8

Observaciones

Este estudio utiliza NGS para confirmar los resultados de las pruebas
de referencia. Analiza las ventajas de utilizar NGS, pero no enfoca el
analisis de forma comparativa con la prueba de referencia.

Si lo hace entre los otros métodos utilizados, para los que describe el
tipo de mutaciones identificadas:

N°y % de mutaciones missense

N°y % mutaciones no-missense

N°y % mutaciones del marco de lectura

N°y % de mutaciones del sitio de empalme

N°y % de deleciones

N°y % de mutaciones sin sentido

EN LA DISCUSION LOS AUTORES MENCIONAN: La NGS tiene
un enfoque prometedor para la deteccion de mutaciones TP53.

Este estudio confirmd la presencia de todas las mutaciones de TP53
evaluadas y permitié la deteccion de mutaciones de TP53 adicionales
de bajo nivel en las células de LLC, que podria ser objeto de una
mayor seleccion clonal. Sin embargo, usando NGS, la determinacion
de los errores que pueden ser inducidos durante la amplificacion

por PCR de las muestras es importante. A pesar de tener mayor
sensibilidad y eficiencia de tiempo, las principales limitaciones son el
precio del equipo de laboratorio y los altos costes directos, junto con la
necesidad de un perfil especialista en bioinformética

Nivel de evidencia

3
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Pais/Region

[talia (Universidad de Avogadro)

Objetivo

Analizar el impacto clinico de las mutaciones pequenas de subclones
de TP 53

Disefio del estudio

Tipo de disefio

Observacional comparativo (serie de casos). Prospectivo

Comparacion SANGER
NGS
Intervencion Se analizd sangre periférica al diagndstico y seguimiento, mediante

NG, para estudiar la mutacion en el gen TP53. En cada ensayo se
amplificaron 60 amplicons de 10 pacientes utilizando PCR y posterior
NGS con en Genome Sequencer Junior (Life Science). También se
realizé en paralelo la validacion con secuenciacion Sanger.

Se desarrolld un algoritmo bioinformatico para extraer la informacion
de las mutaciones subclonales fuera del ruido basal (error por ruido
de fondo). Con esta aproximacion se logré detectar mutaciones
representadas en al menos el 0,3% de los alelos.

Las variantes subclonales fueron validadas por ASO-PCR.

Anos del estudio

1996-2011

Seguimiento (meses)

Mediana: 8,1 afos. Ninguna perdida

Enmascaramiento

No

Método de aleatorizacion

No procede

Participantes

Tamafo muestral

309 pacientes con LLC

Criterios de inclusion

Pacientes recién diagnosticados de Leucemia linfocitica crénica segin
los criterios definidos en el taller del Instituto Nacional de Cancer
(IWCLL-NCI)

Criterios de exclusion

No menciona

Caracteristicas iniciales

Edad mayor de 70 afios: 51,8%; Varones : 53,4%
Estadio Binet A: 79,3%; B: 12%; C: 8,7%
Identidad IGHV > 98%: 35,5%

Caracteristicas de la tecnologia

La secuenciacion NGS de las mutaciones TP53 se realizé utilizando
PCRy basandose en bibliotecas de amplicones. La region de

interés se cubrié por 6 parejas de cebadores, cada uno flanqueado
por secuencias etiquetadas para codificar las muestras. En cada
experimento, 60 amplicones se amplificaron con polimerasa Taq de
alta fidelidad (FatStart High Fidelity Polymerase, Roche) y se secuencio
con Genome Sequencer Junior (Roche Science) para obtener una
cobertura de 2000 por amplicon

Resultados

Variables de resultados

N° de mutaciones TP53 detectadas
N°y % de pacientes con mutacion TP53
N° de mutaciones no detectadas por el método que se compara
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Resultados

Sanger

N° de mutaciones TP53 detectadas: 35

N°y % de pacientes con mutacion TP53: 28 (9,1%)

N° de mutaciones no detectadas por el NGS: 0O

NGS

N° de mutaciones TP53 detectadas: 85

N°y % de pacientes con mutacion TP53: 46 (14,8%)

N° de mutaciones no detectadas por Sanger: 50 mutaciones
subclonales de TP53 que fueron validadas mediante AS-PCR

Observaciones

Otros analisis realizados: Fueron mutaciones subclonales de Unica
variante de TP53 un 5,8% (18/309) de CLL, mientras que coexistieron
en la misma poblacién leucémica junto con una mutacién TP53 clonal
en 3,2% (10/309) de los casos. Considerando la delecion 17p13 entre
los defectos genéticos dirigidos al gen TP53, mutaciones subclonales
de TP53 fueron la Unica lesion TP53 en un 4,8% (15/309) de LLC.

En general, los pacientes portadores de mutaciones exclusivamente
subclonales representaron el 30% (15/50) de los casos de todos los
que albergan defectos TP53

EN LA DISCUSION LOS AUTORES MENCIONAN: La NGS anade
significativamente valor al andlisis de los defectos TP53 genéticos en
LLC al permitir la identificacion de pequefias mutaciones de subclones
TP53 entre los pacientes, que de otro modo se considerarian de tipo
salvaje para el gen TP53 de acuerdo con la secuenciacion de Sanger.
Esto se debe a su alta sensibilidad (0,1-1%)

Nivel de evidencia
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Estudio

Mc Clure et al.**(2015)

Pais/Region

Canada /EEUU

Objetivo

Determinar si la secuenciacion con NGS es capaz de analizar la
hipermutacion somatica (SMH) en pacientes con LLC y agilizar su
analisis

Disefio del estudio

Tipo de disefio

Observacional comparativo (serie de casos). Prospectivo

Comparacion SANGER
NGS
Intervencion Se evaluaron muestras de sangre y de aspirado de médula dsea en

paralelo usando dos protocolos de secuenciacién de Sanger y de
secuenciacion con lon Torrent

Anos del estudio

No lo menciona

Seguimiento (meses) No realiza
Enmascaramiento No
Método de aleatorizacion No procede

Participantes

Tamafo muestral

50 pacientes con LLC

Criterios de inclusion No menciona
Criterios de exclusion No menciona
Caracteristicas iniciales No describe

Caracteristicas de la tecnologia

Se realizd PCR utilizando cebadores FR1 y el consenso JH
determinado para el andlisis con Sanger. Los productos se purificaron
mediante perlas 1x5 Agencourt AMPure XP siguiendo instrucciones
del fabricante. La biblioteca se cuantificd usando un fluorémetro
Qubit (Life Technologies) y cada muestra se diluyé a 6 ng/ulL. Las
muestras de los pacientes se agregaron para generar la biblioteca
para la secuenciacion. El kit 400-bp se utilizd segun instrucciones del
fabricante. El producto se cargd en un chip lon 316 generacion 2 'y
secuencio en el lon Torrent PGM. Para cada muestra, los fragmentos
se alinearon seguin una configuracion de referencia que contenia toda
la secuencia germinal IGHV usando el software lon Torrent Suite v.
3.4.1.

Se eliminaron los cebadores y se analizaron simultaneamente las
primeras 25 lecturas hacia adelante y reversas con el software IMGT/V-
Quest.

Resultados

Variables de resultados

Estado de SHM y reporte del Gen dominante IGHV
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Resultados

Las muestras de los 50 pacientes arrojaron resultados idénticos en
ambos ensayos (Sanger y NGS) en cuanto a la interpretacion del
estado de SHM y reporte del gen dominante IGHV. Treinta y un casos
sin mutacion y 19 casos con mutacion, con tasas de mutacion en el
rango de 0,3% a 13,6%.

En 1 caso la secuenciacion del gen IGHV arrojo resultados
discordantes entre ambas plataformas. Tenia una sola posicién de
la base que se interpreté como una guanina en una secuencia de
rastreo limpia generada por el método de Sanger pero tenia algunas
lecturas con una guanina y algunas con una citosina después de la
secuenciacion por el PGM.

Se observaron discordancias pequefas en cuanto al porcentaje de
mutaciones, pero sin afectar al resultado clinico final. La maxima
diferencia de mutacion identificada en este estudio fue de 2,2% (47
casos) y en ninguin caso esta diferencia alterd el resultado final con
respecto a la condicién de SHM.

Observaciones

No menciona el periodo de estudio

EN LA DISCUSION LOS AUTORES MENCIONAN: La NGS es un
método fiable para evaluar el estado IGHV SHM y mas eficiente, por lo
que probablemente se convertira en el método de eleccion.

NGS llevé mas tiempo que SANGER (12 vs 24 hr), aunque el tiempo
de andlisis de datos fue menor para NGS, porque es semiautomatico.
Ademas con NGS se eliminan errores de interpretacion generados por
la manipulaciéon manual con SANGER. NGS fue més cara por muestra
pero mas barata si estas se procesan simultaneamente.

Nivel de evidencia

3
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Estudio Martinez-Lopez et al.™ (2014)
Pais/Region Espafia
Objetivo Evaluar el valor pronéstico de la deteccion de enfermedad minima

residual (ERM) mediante secuenciacion en pacientes con MM, asf
como la concordancia entre los niveles de ERM medida por citometria
de flujo multiparametrica (CFM), ASO-PCR y secuenciacion de alto
rendimiento

Disefio del estudio

Tipo de disefio

Cohorte retrospectivo

Comparacion NGS
CFM y ASO-PCR
Intervencion Se realizd la secuenciacion de alto rendimiento. Se analizé ERM

utilizando los ensayos IGH-VDJH e IGK o IGH-VDJH, IGH-DJH y IGK y
por medio de ASO-PCR (tecnologia TagMan) y CFM

Afos del estudio 2000-2013
Seguimiento (meses) No describe
Enmascaramiento No

Método de aleatorizacion No procede

Participantes

Tamano muestral

133 pacientes con MM

Criterios de inclusion

Disponer de muestra con més de 3 ug

Criterios de exclusion

Se excluyeron del andlisis de ERM los pacientes cuyas muestras no
identificaban clones de mieloma con alta frecuencia (>5%).

Caracteristicas iniciales

No describe

Caracteristicas de la tecnologia

La secuenciacion de alto rendimiento se realizé de acuerdo con el
método LymphoSIGHT (Sequenta). Para las muestras de MM, se
amplificd el ADN gendmico con sets de cebadores locus-especificos
para el locus de la cadena pesada de inmunoglobulina completa
(IGH- VDJH), de la IGH incompleta (IGH-DJH) y del locus K de

la inmunoglobulina (IGK). El producto amplificado se sometié a
secuenciacion y se obtuvieron las secuencias y las frecuencias de los
distintos clonotipos.

Se analiz6 el ERM a los pacientes con alta frecuencia de clon de
mieloma con los ensayos IGH- VDJH e IGK, o IGH- VDJH, IGH- DJH e
IGK. Una vez que fue determinada la cantidad absoluta de moléculas
derivadas del cancer presentes en cada muestra, se realizé una
medicién final de ERM, dando el nimero de moléculas por 1 millén de
equivalentes celulares.

Resultados

Variables de resultados

Valores de supervivencia segun la técnica utilizada.
Correlacion de ERM medidas con CFM, ASO-PCR y NGS
Pronostico
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Resultados Valores de supervivencia segun la técnica utilizada (tiempo de
progresion y supervivencia global):
CFM
—Numero de pacientes con ERM: 99
TP:
e <10°: no alcanzada
® >10%: 32 meses (24-40)
SG:
® <10°: no alcanzada
® >10° 110 meses (50-150)
ASO-PCR
Numero de pacientes con ERM: 41
TP:
® <10°: no alcanzada
® >10%: 26 meses (20-32)
SG:
® <10°: no alcanzada
¢ >10°: no alcanzada
NGS
Numero de pacientes con ERM: 110
TP:
® <10°: 80 meses (48-112)
® >10°: 31 meses (26-37)
SG:
e <10*: no alcanzada
® >10°: 81 meses (40-122)
Concordancia:
Concordancia con CFM: 83% de las muestras dio resultados
concordantes: 60 (61%) fueron ERM positivas y 22 (22%) fueron ERM
negativas por ambas técnicas, con un r2 de 0,58.
Discrepancia entre técnicas: 12 pacientes fueron negativos con CFM y
positivos con NGS; los 5 pacientes restantes tenian el patrén opuesto
CFM+ / NGS-
Concordancia con ASO-PCR: 85% de las muestras: 20 (49%) fueron
ERM positivas y 15 (36%) fueron ERM negativos por ambos métodos,
con un r2 de 0,54. No se analizaron las discrepancias.
Pronéstico
Los pacientes con ERM negativa evaluada con NGS (con TP mediano
no alcanzado) tuvieron un prondstico significativamente mejor que el de
las muestras con CFM+/NGS+ (TP mediano 29 meses, P= 0,0001).
Pacientes con ERM CFM-/NGS+ tuvieron un TP intermedio (mediana
de 50 meses, P= 5,05) en comparacion con los casos con ERM con
NGS-.
Pacientes con ERM CFM+/NGS-: De los 5 casos solo un paciente
habia progresado en el momento de la publicacion.
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Observaciones

EN LA DISCUSION LOS AUTORES MENCIONAN: La NGS

evalla los marcadores tumorales de ADN estables y especificos,
proporcionando una cuantificacion directa, sensible y objetiva de

la carga de enfermedad del mieloma. En este estudio, la NGS
identificd un marcador tumoral en el 91% de los pacientes con MM,
y por lo tanto fue “aplicable” a 0,90% de los pacientes con MM. La
aplicabilidad es un factor critico en la evaluacion de cualquier técnica
de evaluacion ERM, debido a que una mayor tasa de aplicacion se
traduce directamente en mas pacientes que pueden beneficiarse.

La NGS proporciona una mejora significativa en comparaciéon con
aplicabilidad ASO-PCR (70%) y evita la necesidad de disefiar sondas
de PCR individualizados. Solo CFM ha demostrado una aplicabilidad
mas alta (casi el 100%); sin embargo, la sensibilidad de CFM es de 1 a
2 logs menor que el alcanzado por la NGS.

También se valoraron como resultados:

Identificacion de reordenamiento clonal con secuenciacion de alto
rendimiento: Se detectd un clonotipo con frecuencia >5% en 121

de 133 pacientes con MM. La evaluacion de ERM pudo realizarse
en el 91% de los pacientes. El reajuste génico mas frecuentemente
detectado fue el IGH-VDJH (69%; 84/121), al menos un reajuste
IGK en 55% (66/121), y reajuste IGH-DJH en 48% (58/121) de

los pacientes. Se dispuso de muestras de seguimiento en 110 de
121 pacientes, permaneciendo 80 de ellos (73%) positivos tras la
secuenciacion con niveles de ERM = 10-5.

Valor pronéstico de la ERM detectada por secuenciacion. La
negatividad a ERM (ERM <10-5) se asoci6 a:

mayor tiempo hasta la progresion del tumor (TTP), con una mediana
de tiempo de 80 meses frente a 31 meses para pacientes positivos a
ERM.

Mayor supervivencia total ( mediana no alcanzada frente a 81 meses
en ERM+)

Nivel de evidencia

2
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