Secuenciacion masiva en el
diagnostico de las leucemias
agudas

Informes de Evaluacion
de Tecnologias Sanitarias

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

EUSKO JAURLARITZA
“""Ig GOBIERNO VASCO

NNNNNNNNN






Secuenciacion masiva en el
diagnostico de las leucemias
agudas

Informes de Evaluacion
de Tecnologias Sanitarias

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

e Cioe
\ME"E@, EUSKO JAURLARITZA
w0 H””F- GOBIERNO VASCO

l Eusko Jaurlaritzaren Argitalpen Zerbitzu Nagusia

I Servicio Central de Publicaciones del Gobierno Vasco

Vitoria-Gasteiz, 2023



Un registro bibliogréafico de esta obra puede consultarse en el catalogo de la
Red Bibliotekak del Gobierno Vasco:
http://www.bibliotekak.euskadi.net/webOpac

Edicion: noviembre 2023
Internet: www.euskadi.eus/publicaciones
Edita: Ministerio de Sanidad

Jaurlaritzaren Argitalpen Zerbitzu Nagusia

Servicio Central de Publicaciones del Gobierno
Vasco c/ Donostia-San Sebastian, 1 - 01010 Vitoria-
Gasteiz

Fotocomposicion: Composiciones RALI, S.A.
Costa, 12-14 — 48010 Bilbao

NIPO: 133-23-029-1 (Ministerio de Sanidad)


http://www.euskadi.eus/publicaciones
https://www.bibliotekak.euskadi.net/webOpac

Secuenciaciéon masiva en el diagnoéstico de las leucemias agudas. Ibargoyen-Roteta N, Gutiérrez-
Ibarluzea |, Garcia Ruiz JC, Lawry C, Urruticoechea Ribate A, Galnares-Cordero L, Bayén Yusta JC.
Vitoria — Gasteiz. Ministerio de Sanidad / Jaurlaritzaren Argitalpen Zerbitzu Nagusia, Servicio
Central de Publicaciones del Gobierno Vasco; 2023.

1 archivo pdf; (Informes, Estudios e Investigacion)

NIPO: 133-23-029-1 (Ministerio de Sanidad)

Este documento ha sido realizado por OSTEBA en el marco
de la financiacion del Ministerio de Sanidad, Consumo y Bien-
estar Social para el desarrollo de actividades del Plan anual de
trabajo de la Red Espafiola de Agencias de Evaluacion de Tec-
nologias y Prestaciones del SNS, aprobado en el Pleno del
Consejo Interterritorial del SNS de 4 de marzo de 2019 (con-
forme al Acuerdo del Consejo de Ministros de 13 de diciembre
de 2019).

Para citar este informe:

Ibargoyen-Roteta N, Gutiérrez-Ibarluzea I, Garcia Ruiz JC, Lawry C, Urru-
ticoechea Ribate A, Galnares-Cordero L, Bayén Yusta JC. Secuenciacién
masiva en el diagnodstico de las leucemias agudas. Ministerio de Sanidad.
Servicio de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias del Pais Vasco; 2023. In-
formes de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias: OSTEBA.






Indice de autores

Dra. Nora Ibargoyen Roteta. Investigadora del Servicio Vasco de Eva-
luacion de Tecnologias Sanitarias (Osteba). Gestion del Conocimiento
y Evaluacion de Tecnologias Sanitarias. Fundacion Vasca de Innovacion
e Investigacion Sanitarias (BIOEF). Barakaldo.

Dr. Inaki Gutiérrez Ibarluzea. Coordinador de la Unidad de Gestion
del Conocimiento y Evaluacion de Tecnologias Sanitarias. Fundacion
Vasca de Innovacion e Investigacion Sanitarias (BIOEF). Barakaldo.

Dr. Juan Carlos Garcia Ruiz. Jefe de Servicio de Hematologia y He-
moterapia del Hospital Universitario Cruces, del Servicio Vasco de
Salud (Osakidetza) y profesor asociado del Departamento de Medicina
de la UPV/EHU. Coordinador del Grupo de Cancer Hematologico del
IIS Biocruces Bizkaia. Barakaldo.

Dr. Charles Lawry. Coordinador del Area de Oncologia y responsable
del Grupo de Investigacion de Oncologia Molecular del IIS Biodonos-
tia. Ikerbasque Research Professor. Donostia- San Sebastian.

Dr. Ander Urruticoechea Ribate. Especialista en Oncologia Medica.
Director Cientifico de Onkologikoa (Instituto Oncologico de San Se-
bastian). Donostia- San Sebastian.

Lorea Galnares Cordero. Especialista en documentacion sanitaria. Ser-
vicio Vasco de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias (Osteba). Gestion
del Conocimiento y Evaluacién de Tecnologias Sanitarias. Fundacion
Vasca de Innovacion e Investigacion Sanitarias (BIOEF). Barakaldo.

Juan Carlos Bayon Yusta. Economista e investigador del Servicio Vas-
co de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias (Osteba). Gestion del Co-
nocimiento y Evaluaciéon de Tecnologias Sanitarias. Fundacion Vasca
de Innovacion e Investigacion Sanitarias (BIOEF). Barakaldo.

Colaboraciones expertas

Ainhoa Fernandez. Coordinadora de la Asociacion de Madres y Padres
de Nias, Nifios y Adolescentes con Cancer de Bizkaia (ASPANOVAS).

Begofia Barragan. Presidenta de la Asociacion Espaifiola de Afectados
por Linfoma, Mieloma y Leucemia (AEAL).

INFORMES, ESTUDIOS E 7



Revision del Informe

Dra. Itziar Astigarraga. Jefa del Servicio de Pediatria, Hospital Univer-
sitario Cruces. Dedicacion a Hematologia y Oncologia Pediatricas.
Profesora Asociada de Pediatria (UPV/EHU). Investigadora del cancer
infantil en IIS Biocruces Bizkaia.

Dra. Ana Batlle Lopez. Médica especialista en Hematologia, y coordi-
nadora de la Unidad de Genética Oncohematologica. Hospital Marqués
de Valdecilla. Santander.

Agradecimientos

A Asun Gutiérrez, por haber trabajado y ayudado durante afios en el
desarrollo y edicion de estos informes.

Declaracion de conflictos de intereses

Los autores declaran no tener ningtin conflicto de interés en relacion
con este informe de evaluacion.

Desarrollo del proyecto

Desarrollo cientifico y coordinacién técnica: Nora Ibargoyen Roteta
Documentacion: Lorea Galnares Cordero
Coordinacion y Gestion administrativa: Nora Ibargoyen Roteta

Edicién y difusion: Anaitz Leunda Ifiurritegui y Lorea Galnares Cordero.
Autor/a para correspondencia

Nora Ibargoyen Roteta

e-mail: nibargoyen@bioef.eus

8 SECUENCIACION MASIVA EN EL DIAGNOSTICO DE LAS LEUCEMIAS


mailto:nibargoyen@bioef.eus

El Servicio de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias del Pais Vasco
(OSTEBA/BIOEF) asume la responsabilidad exclusiva de la forma y
el contenido final de este informe. Las manifestaciones y conclusiones
de este informe son las del Servicio de Evaluacion y no necesariamente
la de sus revisores externos.

INFORMES, ESTUDIOS E 9






Indice

Abreviaturas 15
Resumen Estructurado 19
Laburpen egituratua 21
Structured Summary 24
I.  Introduccién 26
I.1. Qué es la leucemia aguda 26
1.1.1. Leucemia aguda en la edad pediatrica 28

1.1.2. Leucemia aguda en la edad adulta 28

I.1.3.  Clasificacién de las leucemias agudas 30

I.2. Estrategias moleculares en el diagnéstico de la leucemia aguda 32
1.2.1. Pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

y secuenciacién por método Sanger 32

I.2.2.  Citogenética convencional y molecular 33

I.3.  Secuenciacidn masiva de nueva generacion 35
I.3.1.  Tipos de secuenciacion 36
I.3.1.1.  Secuenciacion de ADN 36

1.3.1.2.  Secuenciacion del ARN 38

I.3.2.  Etapas de la NGS 39

1.3.1.1.  Preparacion de bibliotecas (library preparation) 39
1.3.4.  Marcado CE-IVD para el uso de la NGS en diagndstico clinico 45

I.3.,5.  Secuenciacion masiva de tercera generacion 46

I.4. Justificacion de la elaboracién del informe 46

II.  Objetivos 48

II.1. Objetivo general 48

I1.2.  Objetivos especificos 48

lll.  Metodologia 49

l11.1. Definicion de las preguntas de investigacion en formato PICO 49

[11.2. Definicion del marco de evaluacion 50
I11.2.1. Validez analitica, validez clinica, utilidad clinica y utilidad

personal 50

I11.2.2.  Modelos de prestacion 51

I11.2.2.1. Aspectos organizacionales 51

INFORMES, ESTUDIOS E 11



V.

12

[1.2.1.2. Evaluacion econémica
I1.2.1.3. Implicaciones éticas, legales y sociales
I11.2.1.4. Perspectiva del paciente

I11.3. Revision sistematica de la evidencia cientifica

1.3.1.
1.3.2.

1.3.3.
11.3.4.

1.3.5.

Definicion de las medidas de resultado a evaluar

Formulario de recogida y extraccion de datos de los

estudios

111.3.2.1. Estudios sobre validez y utilidad de la NGS
en leucemias agudas

111.3.2.2.  Estudios sobre barreras, valores y preferencias
sobre NGS en leucemias agudas

111.3.2.3. Estudios sobre eficiencia de la NGS en
leucemias agudas

Estrategia de blusqueda

Criterios de inclusion y exclusion de estudios

[1.3.4.1. Validezy utilidad de la NGS en el diagndstico
de leucemias agudas

I11.3.4.2. Eficiencia de la NGS en el diagnéstico de
las leucemias agudas

111.3.4.3. Barreras, valores y preferencias con relacion
a la NGS en leucemias agudas

Evaluacion de la calidad de los estudios identificados

y de la evidencia

I11.3.5.1. Validez analitica, clinica y utilidad clinica
(Marco EGAPP)

I11.3.5.2. Eficiencia de la NGS en el diagnostico de
las leucemias agudas

I11.3.5.3. Barreras, valores y preferencias sobre la
NGS y su implementacion

l1l.4. Proceso de revision interna y externa

Resultados

IV.1. Resultados de las busquedas realizadas

IV.1.1.
IV.1.2.

IV.1.3.

Validez y utilidad de la NGS
Estudios de costes relacionados con la NGS en
leucemias agudas

Barreras, valores y preferencias con relacion a la NGS
en el diagndstico de las leucemias agudas

IV.2. Andlisis de la evidencia disponible

IvV.2.1.

Estudios sobre validez y utilidad de la NGS

IV.2.1.1. Estudios que combinan al NGS de ADN
y ARN

IV.2.1.2. Estudios que realizan NGS de s6lo ADN

SECUENCIACION MASIVA EN EL DIAGNOSTICO DE LAS LEUCEMIAS

52
52
52

52
52

53

53

54

54
55
56

56

57

57

58

58

61

61
61

62
62

62

64

65
65
65

65
70



VI
VII.
VIII.

IV.2.1.3. Estudios que realizan NGS de sélo ARN
IV.2.1.4. Validez externa de la NGSy
comparacion de diferentes paneles de
genes en el
diagnéstico de las leucemias agudas
IV.2.1.5. Resumen de los paneles incluidos en los
estudios y sus caracteristicas
IV.2.2. Estudios sobre eficiencia de la NGS
IV.2.3. Estudios sobre barreras, valores y preferencias

Discusion
V.1. Papel de la NGS en el diagnostico de las leucemias agudas
V.2. Sobre la validez y utilidad de la NGS en el diagnostico de las
leucemias agudas
V.2.1. Tipode NGSy de alteraciones a identificar
V.2.2.  NUmero de genes cubiertos por la NGS
V.3. Implementacion de la NGS en el diagnoéstico de las agudas

V.3.1. Aspectos organizativos
V.3.2. Eficiencia
V.3.3. Aspectos éticos y legales, valores y preferencias

Conclusiones

Bibliografia

Anexos

Anexo |.  Estrategias de busqueda

Anexo Il. Diagramas de flujo de todas las busquedas realizadas

Anexo Ill. Estudios excluidos

Anexo IV. Tablas de estudios individuales incluidos

Anexo V. Evaluacion de la calidad de los estudios siguiendo los

criterios de la EGAPP

Anexo VI. Tabla resumen de los paneles comerciales utilizados en

los estudios incluidos

INFORMES, ESTUDIOS E

80

88

96
96
100
105
105

106
108
110

111
111
114
115

116
118

131
131
142
145
152

175

180

13






Abreviaturas

ADN:
APL:

ARMS-PCR:

ARN:

BCP-ALL:

CCA:

CE-IVD:

CEA:
CEBNX:

CEBPA:

CES:
CGAT:

CGH:

CHIP:

ChIP Seq:

CMHs:
CMML:

acido desoxibirronucléico
leucemia promielocitica aguda (acute promyelocytic leukaemia)

sistema de mutacion refractario a la amplificacion por PCR
(amplification refractory mutation system-PCR)

acido ribonucleico

leucemia linfoblastica aguda de célula B precursora (B-cell

precursor acute lymphoblastic leukemia)

analisis citogenético convencional (conventional cytogenetic
analysis)

marcado de conformidad europea para el diagnostico in
vitro (Conformité Européenne for In Vitro Diagnostic)

Cost-Effectiveness Analysis registry

flujo de trabajo basado en amplicones Nextera XT especifico
de CEBPA (CEBPA-specific Nextera XT amplicon workflow)

gen alfa de union al potenciador CCAAT (CCAAT enhanc-
er-binding protein alpha gen)

secuenciacion del exoma clinico (clinical exome sequencing)

prueba de array gendémico de cromosomas (chromosome
genomic array testing)

hibridacion gendémica comparada (comparative genomic
hybridization)

hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (clonal
hematopoiesis of indeterminate potential)

inmunoprecipitacion de la cromatina acoplada a secuenci-
acion (chromatin immunoprecipitation followed by sequenc-

ing)
c¢lulas madre hematopoyéticas

leucemia mieldgena cronica (chronic myelomonocytic leukemia)

INFORMES, ESTUDIOS E 15



CN-LOH:

CNA:
CNV:
ddPCR:

EE:
EGAPP:

ELN:
ETS:
FDA:
FISH:

FLC:
FN:
FP:
GC:

LC-WGS:

LLA:
LLA-B:
LMA:
MDS:
MLPA:

MNYV:
MPN:
MRD:

16

pérdida de heterozigosidad copia neutro (copy neutral loss
of heterozygosity)

alteraciones del namero de copia (copy humber alterations)
variantes del numero de copia (copy number variation)
doplet digital PCR (digital doplet PCR)

especificidad

evaluacion economica

grupo de trabajo de Evaluacion de Aplicaciones Gendmicas
en la Practica y Prevencion (Evaluation of Genomic Appli-
cations in Practice and Prevention Initiative)

European LeukemiaNet
evaluacion de tecnologias sanitarias
United States Food and Drug Administration

hibridacion fluorescente in situ (fluorescent in situ hybridi-
zation)

Fichas de Lectura Critica
falso negativo
falso positivo

guanina y citosina

secuenciacion de baja cobertura del genoma completo (low

coverage-whole genome sequencing)

leucemia linfoblastica aguda (acute lymphoblastic leukemia)
leucemia linfoblastica aguda de células B

leucemia mieloide aguda (acute myeloid leukemia)
sindrome mielodisplasico (myelodysplastic syndrome)

amplificacion de sondas tras ligaciéon multiple (multiplex li-
gation dependent probe amplification)

variante multinucleotidica (multinucleotide variant)
neoplasias mieloproliferativas (myeloproliferative neoplasms)

enfermedad residual minima (minimal residual disease)

SECUENCIACION MASIVA EN EL DIAGNOSTICO DE LAS LEUCEMIAS



MYS:
NASEM:
NCCN®:
NGK:

NGS:

NHS EED:
OMR:
OMS:
OOCRA
PCR:

PETHEMA:
Ph+:

PMP:
qPCR:
RCEI:
RQ-PCR:
RT-PCR:
RT-qPCR:
S:
SEHOP:
SNP:

SNV:
sWGS:

TKI:
TLA:

SOPHia Genetics Myeloid Solutions
National Academies of Sciences Engineering and Medicine
National Comprenhensive Cancer Network®

cariotipado de nueva/proxima generacion (next generation
karyotyping)

secuenciacion de nueva/proxima generacion (next generation
sequencing)

National Health Service Economic Evaluation Database
Oncomine Myeloid Research Assay

Organizaciéon Mundial de la Salud

Oncomine™ Childhood Cancer Research Assay

reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain re-
action)

Programa Espafiol de Tratamiento en Hematologia
Philadelphia chromosome-positive

Pan-Myeloid Panel

PCR cuantitativa (quantitative PCR)

ratio coste-eficacia incremental

PCR cuantitativa en tiempo real (real-time quantitative PCR)
PCR de transcripcién inversa (reverse transcription PCR)
qPCR con transcripcion inversa (reverse transcription gPCR)
sensibilidad

Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatricas

polimorfismo de nucleétido tinico (single nucleotide polymor-
phism)

variante de nucleétido tinico (single-nucleotide variant)

secuenciacion superficial del genoma completo (shallow whole
genome sequencing)
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Resumen Estructurado

Titulo: Secuenciacion Masiva en el diagnodstico de las leucemias agudas
Autores: Ibargoyen-Roteta N, Gutiérrez-Ibarluzea I, Garcia Ruiz JC, Lawry
C, Urruticoechea Ribate A, Galnares-Cordero L, Bayon Yusta JC.
Palabras clave: secuenciacion masiva, leucemia aguda, diagndstico

Fecha: 14/07/2023

Paginas: 182

Referencias: 116

Lenguaje: castellano y resumen en castellano, euskera e inglés

Introduccion

La leucemia aguda es un cancer de evolucion rapida que se origina en
la médula 6sea, el tejido que genera la sangre. La leucemia linfoblastica
aguda (LLA) supone el 80 % de todas las leucemias agudas en la edad pe-
diatrica, y en los adultos, la leucemia mieloide aguda (LMA) es uno de los
tipos de leucemia mas comun. Muchas de las alteraciones genéticas que
portan estos pacientes son criticas para establecer el diagndstico clinico, el
prondstico y el tratamiento a utilizar, y suelen ser detectadas por cariotipo
convencional, hibridacion fluorescente in situ (FISH en inglés) y secuencia-
cion Sanger dirigida. Sin embargo, en los ultimos afios, la secuenciacion de
nueva generacion (NGS en inglés) ha revolucionado el diagndstico genético.
Por ello, se considera necesario evaluar la mejor evidencia publicada que
valore el rendimiento diagnostico de la NGS en pacientes con leucemia
aguda.

Objetivos

El objetivo principal es evaluar la evidencia sobre la utilidad de la
NGS en el diagnodstico de las leucemias agudas y, especificamente, su vali-
dez, utilidad clinica, eficiencia y los aspectos relacionados con su implemen -
tacion.

Metodologia

Se ha realizado una busqueda de estudios sobre la validez y utilidad de
la NGS en Medline (Pubmed), Embase, y la Cochrane Library entre 2015 y
octubre de 2021. Se realiz6 también una busqueda de estudios sobre barreras
y facilitadores, asi como de valores de profesionales y pacientes, y una ultima
busqueda de estudios econdmicos. La evidencia fue valorada siguiendo el
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marco propuesto por Pitini et al. Tanto la seleccion, lectura y evaluacion de
la evidencia fue realizada por pares.

Analisis econémico: @ NO Opinién de Expertos: @ NO

Resultados

Entre las 1.453 referencias potencialmente relevantes sobre validez y
utilidad de la NGS, se incluyeron finalmente 36. En estos estudios se evalua-
ba el uso de NGS del ADN, el ARN o de ambas. Los estudios utilizaban
diferentes pancles comerciales o paneles customizados, que podian abarcar
diferentes genes o diferentes tipos de alteraciones. Algunos estudios incluian
pacientes con cualquier tipo de leucemia aguda, y otros pacientes con LMA
o LLA. Aunque hubo mucha heterogeneidad, la NGS obtenia buenos resul-
tados, que variaban segun el gen o tipo de alteracion estudiada.

En cuanto a los estudios de costes, no se encontraron referencias rele-
vantes entre las 182 identificadas. Con relacion a las barreras, valores y
preferencias, ninguna de las 923 referencias trataba sobre el uso de la NGS
en el diagndstico de la leucemia aguda, aunque si se identifico una revision
narrativa sobre los retos de introducir la NGS en el diagnostico de neoplasias
mieloides. En una busqueda manual adicional, se identificaron cuatro refe-
rencias sobre las barreras de implementacion del diagnostico molecular en
general, asi como opiniones y valores de pacientes con cancer y de los pro-
fesionales implicados relacionados con el uso de la NGS.

Discusion y conclusiones

Son pocos los estudios que evaluan la utilidad clinica de la NGS en las
leucemias agudas. Ademas, existe gran heterogeneidad en las estrategias y
paneles de NGS utilizados en los studios, lo que dificulta la valoracién de la
evidencia en referencia a la validez analitica y clinica. Sin embargo, estable-
cer de forma consensuada los criterios de calidad e interpretacion de los
resultados, asi como la realizacion de estudios de concordancia y validacion
interlaboratorios pueden ayudar a aumentar la validez y utilidad clinica de
la NGS en el diagnodstico de las leucemias agudas. Para implementar la NGS,
se deben definir los genes necesarios a secuenciar, el tipo de alteraciones a
detectar y si hay alteraciones para las que seria recomendable continuar
utilizando métodos convencionales. A pesar de la heterogeneidad identifica-
da, la NGS puede ayudar a obtener datos relevantes en pacientes en los que
no se pueden realizar cariotipos convencionales y aportar datos para mejorar
la estratificacion y eleccion del tratamiento. Sin embargo, profesionales y
pacientes deberian conocer las implicaciones que los resultados de la NGS
pueden tener para no crear falsas expectativas y la posibilidad de encontrar
resultados no relacionados con la leucemia que pueden escoger no conocer.
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Laburpen egituratua

Izenburua: Sekuentziazio masiboa leuzemia akutuen diagnostikoan
Egileak: Ibargoyen-Roteta N, Gutiérrez-Ibarluzea I, Garcia Ruiz JC, Lawry
C, Urruticoechea Ribate A, Galnares-Cordero L, Bayon Yusta JC.
Gako-hitzak: sekuentziazio masibo, leuzemia akutu, diagnostiko

Data: 2023/07/14

Orrialde kopurua: 182

Erreferentziak: 116

Hizkuntza: gaztelania eta laburpena gaztelaniaz, euskaraz eta ingelesez

Sarrera

Leuzemia akutua eboluzio bizkorreko minbizi bat da, hezur-muinean
sortzen dena; hau da, odola sortzen duen ehunean. Adin pediatrikoan, leu-
zemia linfoblastiko akutua (LLA) leuzemia akutu guztien % 80 da; helduetan,
berriz, leuzemia mieloidea (LMA) da leuzemia motarik arruntenctako bat.
Paziente horiek dauzkaten alterazio genetiko asko oso garrantzitsuak dira
ezartzeko zein diren diagnostiko klinikoa eta pronostikoa, eta zer tratamen-
du erabili; bestalde, antzemateko, kariotipo konbentzionala, in situ hibrida-
zio fluoreszentea (ingelesez, FISH) eta Sanger sekuentziazio zuzendua
erabiltzen dira. Hala ere, azken urteotan, generazio berriko sekuentziazioak
(ingelesez, NGS) diagnostiko genetikoa irauli du. Horregatik, beharrezkotzat
jotzen da ebaluatzea zein den argitaratutako ebidentziarik onena, NGSren
errendimendu diagnostikoa baloratzen duena leuzemia akutua duten pazien-
teetan.

Helburuak

Helburu nagusia da ebaluatzea zein den NGSk leuzemia akutuen diag-
nostikoan duen baliagarritasunari buruzko ebidentzia, eta, bereziki, zer ba-
liozkotasun eta erabilgarritasun kliniko duen, eta zer alderdi dauden lotuta
haren inplementazioarekin.

Metodologia

Medline (Pubmed), Embase eta Cochrane Library-n, NGSren balioz-
kotasunari eta erabilgarritasunari buruzko azterlanak bilatu dira, 2015 eta
2021eko urriaren artekoak. Horrez gain, barrerei eta erraztaileei buruzko
azterlanak bilatu ziren, bai eta profesionalen eta pazienteen balioak ere, eta
azken bilaketa egin zen azterketa ekonomikoei buruz. Ebidentzia baloratze-
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ko, Pitini et al.-ek proposatutako esparruari jarraitu zitzaion. Ebidentzia
binaka hautatu, irakurri eta ebaluatu zen.

Analisi ekonomikoa: EZ Adituen iritzia: EZ

Emaitzak

NGSren baliozkotasunari eta erabilgarritasunari buruz garrantzitsuak
izan daitezkeen 1.453 erreferentzien artean, azkenik, 36 sartu ziren. Azter-
lan horietan, ebaluatzen zen zein DNAren NGS erabilera, RNArena edo
biena. Azterlanek hainbat panel komertzial edo panel pertsonalizatuak
erabiltzen zituzten, gene edo alterazio mota desberdinak barnean hartu
ahal zituztenak. Azterlan batzuek barnean hartzen zituzten edozein mota-
tako leuzemia akutu zuten pazienteak, eta beste batzuek, LMA edo LLA
zuten pazienteak. Heterogeneotasun handia egon bazen ere, NGSk emaitza
onak lortu zituen, aztertutako genearen edo alterazio motaren arabera
aldatzen zirenak.

Kostuen azterlanei dagokienez, identifikatutako 182 erreferentzien
artean, ez zen artikulu garrantzitsurik aurkitu. Barrera, balio eta lehentasu-
nei dagokienez, 923 erreferentzietatik, bakar batek ere ez zuen NGSren
erabilera leuzemia akutuaren diagnostikoan jorratu, baina bai identifikatu
zen berrikuspen narratibo bat, neoplasia mieloideen diagnostikoan NGS
sartzeak dakartzan erronkei buruzkoa. Eskuz egindako bilaketa gehigarri
batean, lau erreferentzia identifikatu ziren, diagnostiko molekularra oro har
inplementatzeko barrerei buruzkoak; baita iritziak eta balioak ere, minbizia
duten pazienteenak eta NGSaren erabilerarekin zerikusia duten profesio-
nalenak.

Eztabaida eta ondorioak

Azterlan gutxik ebaluatzen dute zein den NGSren erabilgarritasun
klinikoa leuzemia akutuetan. Horrez gain, heterogeneotasun handia dago
azterlanetan erabilitako estrategietan eta NGS paneletan, eta horrek zaildu
egiten du ebidentzia baloratzea, balio analitiko eta klinikoari dagokionez.
Hala ere, leuzemia akutuen diagnostikoan, emaitzen kalitate- eta interpre-
tazio-irizpideak modu adostuan ezartzeak eta laborategien arteko bat-
etortze eta baliozkotzeari buruzko azterlanak egiteak lagundu ahal du
NGSren baliozkotasun eta erabilgarritasun klinikoa areagotzen. NGS in-
plementatzeko, definitu behar da zer gene sekuentziatu behar den, baita
zer alterazio mota detektatu behar dirn, eta ohiko metodoak erabiltzen
jarraitzea komeni den alteraziorik dagoen ala ez. Identifikatutako hetero-
geneotasuna gorabehera, NGS lagungarria izan daiteke datu garrantzitsuak
lortzeko kariotipo konbentzionalik egin ezin zaien pazienteetan, eta datuak
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emateko estratifikazioa hobetzeko eta tratamendua hautatzeko. Hala ere,
profesionalek eta pazienteek jakin beharko lukete zer ondorio izan ditza-
keten NGSren emaitzek, itxaropen faltsurik ez sortzeko, eta aukera izate-
ko leuzemiarekin zerikusirik ez duten aurkitu daitezken emaitzak ez eza-
gutzeko.
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Introduction

Acute leukaemia is a rapidly developing type of cancer, originating in
the bone marrow, the tissue that produces blood. Acute lymphoblastic leu-
kaemia (ALL) accounts for 80% of all cases of paediatric acute leukaemia,
while in adults, acute myeloid leukaemia (AML) is one of the most common
types of leukaemia. Many of the genetic alterations found in these patients
are key to establishing the clinical diagnosis, prognosis and treatment to be
used, and tend to be detected by conventional karyotyping, fluorescent in
situ hybridization (FISH), and targeted Sanger sequencing. Nonetheless,
next-generation sequencing (NGS), also called massive parallel sequencing,
has revolutionized genetic diagnosis in recent years. In this context, it was
considered necessary to assess the best evidence evaluating the diagnostic
performance of NGS in patients with acute leukaemia.

Aims

The main aim of this study was to assess the evidence available concern-
ing the usefulness of NGS for the diagnosis of acute leukaemia, and specifi-
cally, its validity, clinical utility, and efficiency as well as factors related to its
implementation.

Methodology

The Medline (via PubMed), Embase, and the Cochrane Library data-
bases were searched to identify studies published between 2015 and October
2021 on the validity and usefulness of NGS. In addition, searches were per-
formed for studies focusing on barriers and facilitators, health professionals’
and/or patients’ values and preferences, and finally, economic analyses. The
evidence was evaluated using the framework proposed by Pitini et al. The
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selection, reading and assessment of the evidence were carried out inde-
pendently by two researchers.

Economic analysis: @ NO Expert opinion: @ NO

Results and discussion

Out of 1,453 potentially relevant references on the validity and utility
of NGS, 36 were finally included. These studies assessed the use of NGS of
DNA, RNA or both. The studies employed a range of commercially available
and customised panels spanning different genes or different types of altera-
tion. Some studies included patients with any type of acute leukaemia, while
others focused only on AML or ALL. Although there was great heteroge-
neity, NGS tended to provide good results, with differences depending on
the gene or type of alteration studied.

Regarding cost analyses, we did not find any relevant studies among the
182 publications identified. Concerning barriers/facilitators, and clinicians’
and/or patients’ values and preferences, none of the 923 publications identi-
fied focused on the use of NGS in the diagnosis of acute leukaemia, although
we did find a narrative review on the challenges of introducing NGS in the
diagnosis of myeloid cancer. An additional manual search retrieved four
studies on the barriers to the implementation of molecular diagnosis in gen-
eral, as well as the opinions and values of cancer patients and the health
professionals involved in the use of NGS.

Discussion and conclusions

Few studies have assessed the clinical utility of NGS in acute leukaemia.
Furthermore, there is great heterogeneity in the NGS strategies and panels
used, and this makes it difficult to assess the evidence on analytical and clinical
validity. Even so, we consider that the establishment of agreed criteria for
quality assessment and the interpretation of results, as well as the performance
of inter-laboratory concordance and validation studies, may help to increase
the validity and clinical utility of NGS in the diagnosis of acute leukaemia.
Before implementing NGS, there is a need to define the genes to be sequenced
and type of alterations to be detected and decide whether there are alterations
for which conventional methods should continue to be used. Despite the het-
erogeneity identified, NGS may help obtain relevant data in patients in whom
conventional karyotyping cannot be performed and provide data to improve
risk stratification and treatment decision- making. Nonetheless, health profes-
sionals and patients should be conscious of the implications that NGS results
could have, to avoid creating false expectations, and the possibility of finding
results unrelated to leukaemia that patients might prefer not to know about.
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I. Introduccion

I.1. Qué eslaleucemia aguda

La leucemia aguda es un cancer de evolucion rapida que se origina en
el tejido que genera la sangre. La caracteriza el crecimiento desordenado y
la producciéon de glébulos blancos andémalos (blastos) que alcanzan el torren-
te sanguineo e infiltran a otros 6rganos (1).

El tejido que genera la sangre se denomina médula dsea. Se encuentra
en la vida adulta en el interior de los huesos planos y esta compuesto en un
45 % por células y el resto por matriz extracelular. La vida media de estas
células es variable, desde los 120 dias en los eritrocitos hasta incluso afnos
para ciertos tipos de linfocitos. Este sistema hematopoyético se caracteriza
por presentar una alta actividad proliferativa y recambio celular, y por la
presencia de una poblacion de células primitivas inmaduras conocidas como
Células Madre Hematopoyéticas (CMHs), que son las que se encargan del
proceso de la hematopoyesis y que generan cerca de 2 x 10" eritrocitos y 10"
células blancas por dia (2).

Las CMHs poseen la capacidad de auto-renovarse y diferenciarse a
multiples linajes celulares, presentando marcadores de superficie que las
identifican. En los tltimos afios se han realizado grandes avances en la com-
prension de la biologia basica de los procesos celulares que rigen los meca-
nismos de auto-renovacion, diferenciacion y proliferacion de las CMHs y de
la participacion de diferentes vias de sefializiacion (Hedgehog, Notch y Wnt)
que controlan el comportamiento in vivo e in vitro de las mismas (3).

El sistema hematopoyético en su conjunto tiene multiples funcionali-
dades. Se ocupa tanto del transporte de oxigeno (eritrocitos) como de la
hemostasia primaria (plaquetas) como de soportar nuestro sistema inmu-
nologico, tanto de respuesta innata como adaptativa (leucocitos). Este
sistema esta constituido por un conjunto de células de la médula osea, la
sangre y del sistema linfoide que dan origen a todos los tipos de células
sanguineas a partir de una CMH. Las CMHs poseen tres caracteristicas
basicas: 1) son multipotentes, es decir, tienen el potencial de generar todos
los linajes sanguineos (la linea roja que produce eritrocitos, la blanca que
produce células de tipo linfoide (linfocitos B y T) o mieloide y la linea
trombocitica, que da origen a megacariocitos/plaquetas; 2) tienen un alto
potencial proliferativo y son capaces de dividirse y producir un gran nime-
ro de células maduras durante la vida de la persona; y 3) tienen alta capa-
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cidad de generacion de nuevas células madre idénticas, lo que se conoce
como auto-renovacion (3).

En la siguiente figura (Figura 1) se resume el proceso hematopoyético,
es decir, como se produce la proliferacion y diferenciacion de las células que
forman el tejido sanguineo (4):

After division, some cells
remain stem cells.

Multipotent hematopoietic
stem cell (hemocytoblast)

"
o -

' }

The remaining cell goes down one of two paths
depending on the chemical signals received.

=) ()
Myeloid stem cell Lymphoid stem cell
| |
o o o = )
Megakaryoblast  Proerythroblast Myeloblast Monoblast Lymphoblast

,‘ 3

-,
£

5 ' Reticulocyte ;, ’
‘ . ‘ Natural Killer cell Small lymphocyte
oo O (large granular
- - lymphocyte) / \
b Jd & @ o
Megakaryocyte Erythrocyte Basophil Neutrophil Eosinophil Monocyte @ @
Tlymphocyte B lymphocyte

Platelets

Figura 1. Sistema hematopoyético de la médula 6sea. Reproducido de:
https://openstax. org/books/anatomy-and-physiology/pages/18-2-
production-of-the-formed-ele- ments (4).

La proliferacion y maduracion de las células precursoras en la médula
Osea esta estimulada por citocinas. Las citocinas hematopoyéticas las produ-
cen las células estromales y los macréfagos en la médula osea, lo que propor-
ciona el ambiente local 6ptimo para la hematopoyesis. También las producen
linfocitos T estimulados por antigenos u otras células y los macrofagos acti-
vados por citocinas o microrganismos, lo que proporciona un mecanismo
para el reabastecimiento de los leucocitos que puedan haberse consumido
durante las reacciones inflamatorias e inmunitarias (3).

Toda aquella mutacion en estas células que produzca alteraciones en
los procesos de proliferacion y maduracion puede derivar en el desarrollo de
neoplasias hematologicas, como es el caso de las leucemias agudas.
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A continuacion, se describen las caracteristicas mas importantes de la
leucemia aguda, tanto en la edad pediatrica como en la edad adulta.

l.1.1. Leucemia aguda en la edad pediétrica

La leucemia aguda es el tipo de neoplasia mas frecuente en la edad
pediatrica, sobre todo la leucemia linfoblastica aguda (LLA). Esta compren-
de el 80 % de todas las leucemias agudas en este grupo de edad (5).

Las manifestaciones clinicas de la LLA suelen ser la consecuencia de la
ocupacion de la médula ésea por parte de las células leucémicas, lo que pro-
duce anemia, trombopenia y neutropenia. El diagndstico se realiza median-
te el analisis morfologico, citogenético y molecular del aspirado de médula
osea de los pacientes (5).

El prondstico de los nifios con LLA ha mejorado mucho en las ultimas
décadas, gracias a los nuevos farmacos y la adaptacion del tratamiento al
riesgo de recaida de los pacientes. En la actualidad, la tasa de curacion
global de la LLA se aproxima al 90 % en los paises desarrollados (5). A
pesar de estos buenos resultados, el tratamiento fracasa en un 10-20 % de
los pacientes (6). Por ello, son necesarias nuevas estrategias que permitan
conocer y seleccionar los pacientes que presentan mayor riesgo de recaida.
Ademas del fracaso al tratamiento, otro de los temas que mas preocupa en
el manejo de estos nifios es la toxicidad de los farmacos que se utilizan en
el proceso de induccidon y mantenimiento y de su efecto en la calidad de
vida de estos nifios a largo plazo (5).

En el caso de la leucemia mieloblastica aguda (LMA), aunque no es tan
frecuente en nifios como la LLA (15-25 % de las leucemias pediatricas) es la
responsable del 20-30 % de las muertes por leucemia en la edad pediatrica.
Este tipo de leucemia responde peor al tratamiento, presenta mayor nimero
de complicaciones hemorragicas e infecciosas al diagndstico y necesita tra-
tamientos mas intensivos, como el trasplante de progenitores hematopoyé-
ticos. Los resultados de los tltimos estudios europeos y americanos sitian ya
una supervivencia a los 5 afios del 60-70 % (5).

l.1.2. Leucemia aguda en la edad adulta

En los adultos, la LMA es uno de los tipos de leucemia mas comun,
siendo la incidencia en Espafia de 3,91 casos (IC 95 % de 3,79 a 4,02) por
100.000 habitantes/afio (7). La edad al diagnostico fue de 68 afos de media-
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na (rango de 50 a 78 afios), aunque en caso de LMA con anomalias genéticas,
ésta desciende a los 49 afios (rango de 35 a 67 afios) (7).

Cerca del 60-70 % de los pacientes adultos (entre 18-65 afos) alcanza-
ran remision completa, aunque el 50-70 % recaen en un tiempo de tres afios.
En los pacientes adultos con LMA, cerca del 22,6 % de los pacientes alcanza
una supervivencia de 5 afios (8).

En el caso de la LLA, solo el 20 % de los casos se producen en poblacion
adulta. En este grupo de edad, las tasas de curacion son solo del 40 al 50 %,
siendo la tasa de supervivencia a los 5 afios del 30 al 40 %. Esto puede deber-
se a caracteristicas de mayor riesgo en el diagnodstico, mayor presencia de co-
morbilidades y al desarrollo de resistencia a la quimioterapia tras la recaida

9).

En la siguiente figura se describen las diferencias entre las LLA y las

LMA (5).

Tabla 1. Diferencias principales entre las LLA y las LMA

Presentacion
clinica

LMA

'

Sintomas
constitucionales mas
marcados (fiebre,
anorexia...)

Sangrado mucosa oral,
epistaxis, purpura,

LLA

Fiebre frecuente
Hepatoesplenomegalia

y linfadenopatias como
expresién de enfermedad
extramedular

Petequias, purpura

peteqilias - Dolores 6seos
- Adenopatias
Morfologia de los - Grandes - Pequefios
blastos en el - Nicleo irregular - Niicleo grande
subtipo mas - Cromatina irregular - Cromatina homogénea
fteouerie - Citoplasma abundante - Citoplasma escaso
con granulos y bastones
de Auer
Histoquimica - Mieloperoxidasa - Acido periédico de Schiff

Sudéan negro
Esterasa inespecifica

Fosfatasa acida (células T)

Inmunofenotipo

CD13, CD14, CD33

Cel. B: CD10, CD19, CD22,
TdT

Cel. T: CD3, CD7, CD5, CD2,
TdT

Tratamiento

Quimioterapia intensiva
TPH en 1° remisi6én
completa (si alto riesgo)
Corta duraci6n (<9
meses)

Quimioterapia menos intensa
TPH solo para recaidas y
pacientes de muy alto riesgo
Larga duracion (2-3 afios)

Pronéstico
(supervivencia
libre de
enfermedad)

Aprox. 60-70 %

Riesgo standard: 90-95 %
Alto riesgo: 75 %
Lactantes aprox. 50 %

TPH: trasplante progenitores hematopoyéticos.

Figura 2. Diferencias principales entre las LLA y las LMA (5)
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1.1.3. Clasificacion de las leucemias agudas

En la siguiente figura se muestra la clasificacion de las LLA propuesta
por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (10), en funcioén de la pre-
sencia o no de determinadas alteraciones genéticas que tienen gran impor-
tancia pronostica y se utilizan para definir los grupos de mayor o menor
riesgo de recaida, asi como para ajustar la intensidad de la quimioterapia.

En el caso de la LLA de células B (LLA-B), la National Comprenhensive
Cancer Network® (NCCN) clasifica en dos grupos de riesgo citogenético a los
pacientes, en funcion del tipo de alteracones genéticas que presentan: el grupo
de bajo riesgo (good risk) y el de riesgo alto (poor risk) (11).

WHO classification of acute lymphoblastic leukemia

B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma, not otherwise specified

B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma, with recurrent genetic
abnormalities B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma with
hypodiploidy

B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma with hyperdiploidy

B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(9;22)(q34;911.2)[BCR-
ABL1] B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(v;11g23)[MLL
rearranged]

B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(12;21)(p13;922) [ETV6-
RUNX1] B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma with
t1(1;19)(q23;p13.3)[TCF3-PBX1]

B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(5;14)(q31;932) [IL3-IGH]
B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma with intrachromosomal
amplification of chromosome 21 (iAMP21)® B-cell lymphoblastic
leukemia/lymphoma with translocations involving tyrosine kinases or
cytokine receptors ("BCR-ABL1-like ALL’)>4

T-cell lymphoblastic leukemia/lymphomas
Early T-cell precursos lymphoblastic leukemia®

Figura 3. Clasificacion de las LLA propuesta por la OMS (10).

En la siguiente figura, se muestra por otro lado la clasificacion de las
LMA segun la OMS (12).

Table 1. WHO classification of AML and related neoplasm

Types Genetic abnormalities

AML with recurrent AML with t(8;21)(g22;922);RUNX1-RUNX1T1

genetic AML with inv(16)(p13.1922) or

abnormalities t(16;16)(p13.1;9q22);CBFB-MYH11 APL with PML-
RARA

AML with t(9;11)(p21.3;923.3);MLLT3-KMT2A

ML with t(6;9) (p23;934.1);DEK-NUP214

AML with inv(3)(q21.3926.2) or
1(1;22)(p13.3;9q13.3);RBM15- MKL1

AML (megakaryoblastic) with
t(1;22)(p13.3;9q13.3);RBM15-MKL1 AML with BCR-
ABL 1 (provisional entity)
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AML with mutated NPM1
AML with biallelic mutations of CEBPA
AML with mutated RUNX1 (provisional entity)

AML with | AML with minimal differentiation AML
myelodysplasia-related without maturation AML with maturation
changes Therapy-related | Acute monoblastic/monocytic leukemia Acute
myeloid neoplasms erythroid leukemia Pure erythroid leukemia
Acute megakaryoblastic leukemia Acute
basophilic leukemia Acute panmyelosis with
myelofibrosis

Myeloid sarcoma Transient abnormal myelopoiesis ML associated
Myeloid proliferations with Down syndrome

related to Down

syndrome

Figura 4. Clasificacion LMA y neoplasias relacionadas por la OMS (12).

Los casos de LMA (12, 13) pueden estratificarse en grupos de riesgo
favorabe, intermedio y de alto riesgo, en funcion a su perfil citogenético (ver
Figura 5).

Risk Category” Genetic Abnormality

Favorable 1(8:21)(q22:922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1,q22); CBFB-MYH11
Mutated NPM1 without FLT3-ITD or with FLT3-ITD*¥
Biallelic mutated CEBPA

Intermediate Mutated NPM1 and FLT3-ITD""
Wild type NPM1 without FLT3-ITD or with FLT3-ITD™ (w/o adverse-
risk genetic lesions)
1(9:11)(p21.3:923.3); MLLT3-KMT2A"
Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or adverse

Adverse 1(6:9)(p23:934.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2A rearranged
t(9:22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
inv(3)(q21.3926.2) or 1(3;3)(q21.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1)
-5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)
Complex karyotype,® monosomal karyotypef
Wild type NPM1 and FLT3-ITD""®
Mutated RUNX1°
Mutated ASXL 1°
Mutated TP53"

Figura 5. Estratificacion del riesgo de la LMA de 2017 de la European Leukemia
Net (ELN) (13).

De hecho, la identificacién de mutaciones genéticas recurrentes en la
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LMA, como FLT3-ITD, NMP1 y el gen alfa de union al potenciador CCAAT
(CEBPA en inglés), ha ayudado a refinar el pronostico individual y a guiar
el manejo de estos pacientes. El tratamiento de base sigue siendo una com-
binacion de régimenes de tratamiento con citarabina/antraciclinas y trasplan-
te para los candidatos elegibles dependiendo de su riesgo genético de recai-
da (13). Los pacientes de mayor edad a menudo no toleran esos régimenes
de tratamiento, y presentan peor prondstico (12).
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Se observa entonces que es indispensable para un correcto diagnostico
y clasificacion, realizar un estudio citogenético y molecular que permita cla-
sificar al paciente en alguna de esas categorias, realizando los test genéticos
que permitan identificar esas mutaciones de la forma mas fiable posible.

[.2. Estrategias moleculares en el diagnodstico
de la leucemia aguda

Las enfermedades oncohematologicas incluyen una amplia variedad de
alteraciones genéticas, que pueden ir desde las variantes de nucledtido tnico
(SNVs en inglés), a pequefias inserciones o deleciones (llamados indels) o
hasta grandes reordenamientos o cambios estructurales (deleciones, dupli-
caciones y amplificaciones de grandes fragmentos de genes o Copy Number
Variation en inglés) en los cromosomas o cambios numéricos (15). Muchas
de estas alteraciones son criticas para el diagndstico clinico, el pronodstico y
la terapia de pacientes con estas enfermedades (14).

Existen varias técnicas moleculares que son utilizadas para detectar estas
alteraciones. El analisis citogenético de los cromosomas por técnicas conven-
cionales (cariotipo), la técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH en
inglés) y la secuenciacion Sanger dirigida han sido las herramientas principal-
mente utilizadas para detectar estas alteraciones y siguen siendo parte de la
atencion estandar (15), aunque en algunas guias ya se recomienda el uso de la
secuenciacion de nueva/proxima generacion (NGS en inglés) para detectar
mutaciones de genes accionables que pueden cambiar el pronodstico y el trata-
miento del paciente, tanto en los casos de LLA (17) como LMA (11). De hecho,
en estas dos ultimas décadas, los avances en la NGS han llevado a importantes
descubrimientos genomicos en la LLA, relacionados con alteraciones genéticas
somaticas y germinales de las que algunas tienen una importante implicacion
diagnostica, pronoéstica y terapéutica. En el caso de la LLA pediatrica, estos
descubrimientos han facilitado la reduccion de la proporcion de pacientes que
previamente eran catalogados como “otros” de un 25 % aun 5 % (16).

A continuacion, se explican varias de las mismas.

1.2.1. Pruebas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y secuenciacién por
método Sanger

El método de Sanger es una técnica que permite identificar la secuencia
de una unica region de acido dexosirribonucléico (ADN) en cada lectura/
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carrera. Es un proceso laborioso, que consume mucho tiempo y recursos
humanos. Para realizar esta técnica, es esencial disponer de 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 complemen-
taria el molde de ADN y revelando la secuencia analizada. Necesita cantida-
des relativamente grandes de ADN para evaluar un solo gen y la coordinacion
y la compilacion de los resultados de varias plataformas de anélisis en un
informe integrado (18).

La PCR cuantitativa (qPCR en inglés) es la técnica mas utilizada en los
laboratorios, ya que permite monitorizar la amplificacion del ADN en cada
ciclo de amplificacion, y no solo al final.

1.2.2. Citogenética convencional y molecular

Como ya se describe en el informe de Zoni Matta (18), la citogenética
convencional (estudio de los cromosomas mediante bandas G) se utiliza para
el analisis del cariotipo de las células tumorales. Requiere un nimero ade-
cuado de metafases de buena calidad y no puede detectar cambios submi-
croscOpicos ni reorganizaciones cromosomicas que impliquen zonas del
cromosoma con un analisis de bandas similar.

Esta se complementa con otras técnicas, como la FISH y la hibridacion
genomica comparada (CGH en inglés). La técnica FISH (ver Figura 6) permi-
te determinar aneuploidias, microdeleciones, duplicaciones, inversiones, asi
como la adjudicacion de un marcador genético a un cromosoma (cartografia
genética). Usa segmentos de una unica hebra de ADN (llamados sondas) que
son marcados, o etiquetados, con una sustancia fluorescente y que pueden li-
garse a un cromosoma especifico. Cuando las sondas hibridan con el ADN del
paciente, se emite una sefial luminosa que se visibiliza con el microscopio de
fluorescencia. Esta técnica es sensible, especifica y rapida, puesto que no ne-
cesita cultivo, aunque una de sus limitaciones es que no puede detectar peque-
flas deleciones y mutaciones (18).

La CGH (ver Figura 7, obtenida de Chari et al. (20)) identifica y analiza
alteraciones genéticas relacionadas con una ganancia o pérdida de material
genético entre una muestra de ADN en comparacién con una muestra de
referencia. Se trata de una técnica que no requiere cultivo celular previo pero
que necesita al menos un 25 % de células malignas. Con esta técnica se pueden
detectar variantes en el numero de copias (CNV en inglés) en todo el genoma,
siendo la resolucion 50 veces mas alta que la de la citogenética. En compara-
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cion con la técnica FISH, la CGH puede detectar anormalidades cromoso-
micas no descritas anteriormente y detectar copias simultineamente en
multiples loci del genoma (18).
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Figura 6. Citogenética convencional e hibridacion in situ con
fluorescencia en un paciente con leucemia mieloide crénica Filadelfia
positivo. A) Cariotipo con t(9;22)(q34;911). B) FISH que demuestra
fusiéon en BCR (verde) en cromosoma 22 y gen ABL (rojo) en cromosoma
9. Imagen obtenida de Hernandez JM et al. (19).
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Figure 1. Generation of array comparative genomic hybridization profiles. Tumor and normal reference DNA are differentially labeled with
cyanine-5 and cyanine-3 respectively and competitively hybridized to a genomic microarray. The array consists of DNA targets selected to
span chromosome regions or the entire genome. These targets are typically spotted in replica. The ratio of the two fluorescence signal
intensities reflects the relative copy number at that target. The ratio for each spot is plotted against its corresponding position in the human
genome to generate a copy number profile.

Figura 7. Técnica de la CGH, obtenido de Chari R et al. (20).
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1.3. Secuenciacion masiva de nueva
generacion

Las tecnologias de NGS estan revolucionando el diagnostico genético.
Se trata de un conjunto de técnicas que identifican diferencias en las secuen-
cias de ADN o acido ribonucleico (ARN) complementario de un individuo
al compararlo con uno de referencia (15).

La NGS es una tecnologia que puede abordar la complejidad mutacio-
nal de los tumores, ademas de mostrar una mayor capacidad de detectar al-
teraciones somaticas que se puedan presentar en un bajo porcentaje en las
muestras.

Respecto a las técnicas convencionales, la NGS produce una enorme
cantidad de datos que hay que almacenar y procesar, lo que hace imprescin-
dible un buen analisis de los mismos.

La NGS permite secuenciar miles de regiones de ADN no sélo de un
paciente, sino de varias muestras de distintos pacientes de forma simultanea.
El nimero de muestras que se pueden secuenciar a la vez dependera de la
plataforma que se utilice.

Dependiendo del numero de genes analizados, la profundidad de ana-
lisis y de la plataforma, se pueden estudiar paneles de entre 10 y 500 genes
en grupos de entre 1-50 pacientes simultaneamente. A su vez posee mayor
sensibilidad (S), desde un limite de deteccion de 15-20 % de carga tumoral
con las técnicas actuales, a la deteccion de mutaciones presentes en un 1 %
con esta nueva tecnologia.

Pero para evitar falsos positivos (FP) y falsos negativos (FN), el alinea-
miento y ensamblaje de las secuencias con respecto al del ADN de referencia
son fundamentales (18).

En la siguiente figura se muestra una comparacion de las caracteristicas
de la NGS con las tecnologias gendémicas comtinmente utilizadas en los la-
boratorios para la caracterizacion de las leucemias (ver Figura 8):
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TABLE 1 | Comparison of genomic technologies commonly used in clinical laboratories for leukemia profiling.

Cytogenetics F in situ Cl Sanger Next-generation
hybridization microarray analysis i il

Resolution 10-20 Mb 50-100 kb 1-100 kb 1bp 1bp

Sample type Fresh tissue: PB, BM, PB, BM, fresh, FF, PB, BM, fresh, FF, FFPE, PB, BM, fresh, FF, FFPE,  PB, BM, fresh, FF, FFPE, etc.
tumor FFPE, etc. etc. efc.

Aberration detection Del/Dup/Amp, insertion, Del/Dup/Amp, Del/Dup/Amp SNVs, indels Del/Dup/Amp, translocation,
translocation translocation SNV, indel, fusions, SV

Loss of No No Yes* No Yes

heterozygosity

Qualitative or Qualitative with low Quantitative Semi quantitative Qualitative with relatively Quantitative with high sensitivity

quantitative sensitivity low sensitivity

Genomic coverage Whole genome Targeted Whole genome Targeted Targeted/whole genome

Scalability No No Yes No Yes

“Only arrays containing SNPs.
PB, peripheral blood; BM, bone marrow; FF, fresh frozen; FFPE, formalin fixed paraffin imbedded:; del, deletion; dup, duplication; Amp, amplification; SV, structural variation; UPD,
uniparental disomy; SNVs, single nucleotide variants.

Figura 8. Comparacion de las caracteristicas de la NGS frente a las
técnicas convenciona- les de laboratorio para la caracterizacion de
leucemias, obtenido de Lalonde E etal. (21).

A continuacion, se describen las diferentes estrategias de NGS existen-
tes, asi como los pasos generales de los que consta la NGS.

[.3.1. Tipos de secuenciacion

1.3.1.1. Secuenciacion de ADN

A nivel del ADN, se puede estudiar el genoma completo, el exoma
completo o grupos de genes en lo que se denominan paneles de genes. Segln
el disefio del ensayo, se puede obtener informacion sobre SNVs, indels y/o
grandes reordenaciones (deleciones, duplicaciones o amplificaciones de
grandes fragmentos de genes o CNV).

Secuenciacion del genoma completo

El estudio de todas las regiones codificantes y no codificantes dentro
del genoma se denomina secuenciaciéon del genoma completo (WGS en
inglés).

Una de sus ventajas es que la preparacion de las bibliotecas es relativa-
mente simple ya que no requiere pasos de enriquecimiento (22), aunque
proporciona una gran cantidad de datos que hay que analizar y almacenar,
lo que hace que el coste sea mas elevado que el de las estrategias de secuen-
ciacion dirigidas y dando lugar ademads a un gran numero de variantes de
significado incierto (15). Ademas, la profundidad de la secuenciacion es, en
general, baja comparada con la de la secuenciacion dirigida (15).
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De todas formas, la WGS ha tenido su importancia durante las etapas
de iniciales del desarrollo de la tecnologia NGS, puesto que permitié descu-
brir numerosas asociaciones entre variantes de secuencia en genes y patolo-
gias (23).

Secuenciacion del exoma

La secuenciacion del exoma completo (WES en inglés) es un tipo de
secuenciacion dirigida donde se enriquece aproximadamente del 1 al 2 % del
genoma humano. Est4 orientado a obtener la informacioén genémica de los
exones (las regiones codificantes de los genes) de los casi 20.000 genes, cu-
briendo aproximadamente un 85 % de las variantes que causan enfermeda-
des hereditarias, principalmente monogénicas (23).

En la secuenciacion de lo que se denomina exoma clinico (CES en inglés)
se estudia la region codificante de unos 5.000 genes que tienen relevancia
clinica, aunque no siempre es suficiente (24, 25).

Utilizando técnicas de WGS y WES, se ha aumentado la cantidad de
genes asociados a enfermedades en casi un 90 % s6lo desde 2007 a 2013 (26).
Estas estrategias fueron también importantes en el descubrimiento de mu-
taciones recurrentes en el estudio de neoplasias, tanto en tumores sélidos
como hematoldgicos, y han contribuido significativamente en la deteccion de
mutaciones conductoras (driver mutations en inglés), asi como al desarrollo
de terapias dirigidas, y el disefio de paneles de genes segun patologias (23).

Paneles de genes

Otro abordaje de secuenciacion dirigida popularmente empleado es el
estudio de paneles de genes.

En este tipo de secuenciacion dirigida, lo que se hace es estudiar un
numero determinado de genes o regiones de genes importantes asociados a
la patologia concreta. Existen gran cantidad de paneles comerciales basados
en distintas estrategias de enriquecimiento, y muchas compaiiias ofrecen
opciones personalizables donde se pueden escoger las regiones y genes que
se quieren secuenciar (27).

Ademas, el estudio de tumores en busqueda de mutaciones somaticas
suele ser algo més complejo, puesto que: 1) en el tumor coexisten tanto cé-
lulas tumorales como células normales; 2) las células tumorales pueden
presentar trastornos de la ploidia y 3) pueden coexistir mutaciones conduc-
toras o mutaciones pasajeras, subclones tumorales, etc.
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Los paneles son utilizados de un modo habitual puesto que cubren re-
giones en las que se pueden observar mutaciones recurrentes. Ademas, al
centrarse en determinados genes, permiten que la profundidad de secuen-
ciacidon sea muy elevada, lo que permite detectar variantes somaticas que se
encuentren en baja frecuencia, y agiliza el procesamiento bioinformatico y
posterior interpretacion de los resultados (15).

Los paneles comerciales pueden estar enfocados en la secuenciacion de
ADN, de ARN o de ambas moléculas, y pueden utilizar técnicas de enrique-
cimiento diversas.

Otras técnicas basadas en ADN

Existen también algunos abordajes utilizados sobre todo en investiga-
cidn, y que se centran en el estudio de la metilacion (dirigida o de metiloma
completo), de la unién entre proteina-ADN inmunoprecipitacion de la cro-
matina acoplada a secuenciacion (ChIP Seq en inglés), entre otros (28, 29),
pero en este informe, estas variantes no se van a tener en cuenta.

1.3.1.2. Secuenciacion del ARN

Para poder secuenciar el ARN por NGS, lo primero que hay que hacer
es convertir el ARN en un ADN copia, mediante lo que se denomina retro-
transcripcion.

Los métodos de secuenciacion del transcriptoma completo brindan
informacion util para obtener un perfil de expresion de virtualmente todos
los transcriptos de ARN (ARN mensajero), estudiar la secuencia codifican-
te (similar al exoma, pero restringido a genes expresados en ese tejido en
particular), o bien para evaluar empalmes alternativos en la muestra en
cuestion (30).

Otra opcidn es la secuenciacion de ARN dirigida, enriqueciendo la
muestra para representar los transcriptos de interés y evaluar asi su expresion
relativa.

Una estrategia muy utilizada es la que se utiliza para determinar la pre-
sencia de fusiones génicas (translocaciones) cuando éstas producen una pro-
teina quimérica. Como los puntos de ruptura y empalme entre genes fusiona-
dos suelen encontrarse en regiones intronicas profundas y son muy variables,
se han desarrollado estrategias a partir de ARN para poder detectar uniones
exon-exon entre dos genes (ej: BCR-ABL1, EML4-ALK, etc.) (31).
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|.3.2. Etapas de la NGS

A continuacion, se describen de forma breve los pasos basicos de la
NGS.

1.3.1.1. Preparacion de bibliotecas (library preparation)

El objetivo de esta etapa es preparar la biblioteca, es decir, obtener
fragmenos cortos de ADN que puedan ser secuenciados, y que puede hacer-
se antes o después de la fase de enriquecimiento de la muestra.

El ADN se puede fragmentar por medio de sonicaciéon o por enzimas.
Después de este proceso, y dependiendo de la estrategia de secuenciacion,
se seleccionaran las hebras de ADN que tengan un rango de tamafio adecua-
do, que puede variar entre 150 y 400 pares de bases.

Una vez fragmentado, se afiade lo que se denominan los adaptadores
(que son especificos para cada plataforma de secuenciacion) a ambos extre-
mos de cada uno de los millones de fragmentos de ADN a secuenciar (deno-
minados insertos). En esta etapa se pueden afiadir etiquetas, o lo que es lo
mismo, secuencias establecidas de ADN para diferenciar cada muestra
(sample barcodes), permitiendo combinar en un mismo ensayo multiples
muestras sin que haya riesgo de entrecruzamiento entre las mismas (27).

Enriquecimiento del blanco (target enrichment)

La secuencion del genoma completo no requiere del proceso de enri-
quecimiento, pero si la fragmentacion del ADN.

En el caso de la secuenciacion dirigida, se necesita enriquecer y separar
las regiones a secuenciar del resto de ADN gendémico. Para ello hay dos
técnicas principales, que son:

1) enriquecimiento basado en captura y 2) enriquecimiento basado en
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR en inglés) (15).

Para el enriquecimiento basado en captura (ver Figura 9), el ADN se
hibrida con sondas de ADN o ARN complementario a las regiones de interés.
Las sondas en solucién se encuentran marcadas, con biotina, por ejemplo,
por lo que pueden ser capturadas con perlas magnéticas con avidina y des-
cartar asi las secuencias que no se han hibridado. Ese procedimiento, aunque
es mas costoso, elimina la parte de amplificacion por PCR, que puede intro-
ducir errores en la amplificacion por parte de las enzimas polimerasas.
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Figura 9. Enriquecimiento del blanco basado en captura: el ADN es
fragmentado en seg- mentos cortos (A). Posteriormente se afiaden
adaptadores (rojo y verde) (B) que se unen a los fragmentos de
ADN para lograr la construccion de la biblioteca (C). Luego se
hibrida la biblioteca con sondas complementarias a las regiones de
interés (azul) (D). Las sondas se encuentran marcadas con biotina
(amarillo) y pueden ser capturadas por medio de perlas magnéticas
recubiertas con avidina (unidon avidina-biotina) (E). Por ultimo,
mediante un iman se capturan las perlas magnéticas y se obtiene

una biblioteca que contiene sélo fragmentos de ADN representando
regiones de interés (F).

En cuanto a las técnicas basadas en enriquecimiento por el sistema PCR
multiplex (ver Figura 10), se utilizan multiples cebadores (primers) especifi-
cos en una misma reaccion para enriquecer las regiones de interés, generan-
do amplicones de tamafio corto. Este es un método menos laborioso, se
obtienen menos secuencias mapeadas fuera de la region de interés (denomi-
nadas off-target en inglés) y requiere menos tiempo que el anterior, pero al

basarse en la amplificacion por PCR, puede presentar una mayor fuente de
error.
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Figura 10. Enriquecimiento del blanco basado en amplicones
(sistema PCR multiplex): las regiones de interés son amplificadas a
partir de ADN gendémico (doble hebra, color negro) por medio de
cebadores especificos (flechas de color azul, rojo, verde) (A). Se
obtienen asi multiples copias de las regiones amplificadas (doble
hebra color azul, rojo y verde) (B). Luego se afiaden Ilos
adaptadores para la construccion de la biblioteca (amarillo y violeta)
(C). Posteriormente, la biblioteca es purificada para eliminar ADN
gendmico y los dimeros de adaptadores (D).

Amplificacién y secuenciacion masiva paralela

Las plataformas de Illumina e Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific)
utilizan las bibliotecas como molde o templado de secuenciacion, que tienen
que ser amplificadas para poder ser detectadas. En las plataformas Illumina
(ver Figura 11), las bibliotecas son cargadas en una celda de flujo, y cada
inserto es amplificado de forma clonal (una PCR-puente), lo que se usa como
molde o templado. Posteriormente se produce la secuenciacion por sintesis
con terminadores reversibles, donde en cada flujo sucesivo de nucleoétidos
terminadores (marcados con fluorescencia), compiten para elongar la cadena.
Solo se afiade un nucledtido por ciclo, que al excitarse se registra su emisioén
luminica por un dispositivo optico. A continuacion, el fluoréforo y el termi-
nador se clivan y comienza un nuevo ciclo.

El proceso de secuenciacion se realiza en ambos sentidos (desde ambos
adaptadores), por lo que se obtienen lecturas de extremos pareados (o paired-
end reads en inglés) (27).
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Figura 11. Secuenciacion en la plataforma Illumina: amplificacion de
grupos (clusters) en celda de flujo (A a D). Cada hebra de ADN se
une a la celda de flujo por hibridacion (verde y violeta) con
oligonucledétidos complementarios (unidos al soporte solido).
Mediante otra re- accion de polimerizacion (B) se obtiene una
segunda hebra complementaria (C). El proceso se repite hasta
generar un grupo (cluster) a partir de la hebra primaria, que se
detecta por fluorescencia. La secuenciacion (por sintesis) (E a H)
se genera por cebadores especificos para los adaptadores (flecha
verde). En cada flujo, los nucleétidos marcados con fluorescen- cia
compiten por elongar la cadena de ADN (E) y se une a ella sélo
aquel complementario a la hebra molde (F). El resto se elimina y
una fuente luminica excita el fluoréforo del nucleéti- do afadido (G),
sefal que es recogida y analizada. EI ciclo vuelve a repetirse para
incorporar otro nucledétido a la cadena (H).

En las plataformas lon Torrent (ver Figura 12), para amplificar clonal-
mente cada hebra de la biblioteca, se realiza una PCR en emulsién con
perlas. Cuando la emulsion se rompe, las perlas recubiertas de ADN ampli-
ficado (templado) se enriquecen y se cargan en un chip (semiconductor) que
contiene millones de pocillos. Cada perla se aloja dentro de un pocillo, y cada
vez que un nucledtido se incorpora a la cadena, se libera un protéon que se
traduce en una sefal eléctrica, indicando que en ese flujo se ha afiadido ese
nucleétido. Por lo tanto, si no se adiciona un nucleoétido, no habra senal
eléctrica.
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Figura 12. Secuencacion en plataforma lon Torrent: la PCR en
emulsion (A a D) consiste en millones de reacciones de PCR a la vez
en micelas contenidas en una emusién. En cada micela hay solo una
hebra de ADN (inserto -color negro) flaqueada por adaptadores (verde
claro y rojo), y una perla con secuencias complementarias a uno de
los adaptadores (verde oscuro) (A). La hebra de ADN se une por
complementariedad a la perla (B). Por cebadores especificos
complementarios al adaptador libre (rojo claro) se general ciclos de
amplificacion clonal (C) para obtener una perla con multiples copias
del mismo fragmento de ADN inicial

(D). La secuenciacion por semiconductor (E a H) se realiza tras
romper la emulsion, enrique- cer las perlas amplificadas
clonalmente y cargarlas en el chip semiconductor. Cada una de las
perlas alcanza un pocillo en el chip (E). A partir de cebadores
complementarios al adap- tador del extremo libre se realizan flujos
de un nucledétido en particular (en el ejemplo se observa una
adenina) (F). Si el nucledétido correspondiente a ese flujo es afadido
a la cadena por complementariedad con la hebra molde se libera un
protén al generarse la reaccién de la polimerizacion (G). Esa
liberaciéon causa un cambio de pH que se traduce a un cambio de
voltaje y genera la sefial cruda de secuencacion (H).

En este caso, las plataformas Ion Torrent genera lecturas en un solo
sentido (single-end reads) (27).

Tanto Illumina como Ion Torrent presentan una serie de secuenciado-
res de distinta escala y capacidad de procesamiento. La eleccion del tipo de
secuenciador dependera de la intencidén de uso que se le vaya a dar.

Procesamiento de los datos

El procesamiento bioinformatico de los datos comienza con la sefial
cruda obtenida y termina con la interpretacion de las variantes (15).

Para el estudio de variantes puntuales (SNVs) e inserciones o deleciones
(indels) en el ADN, el procesamiento bioinformatico se realiza en tres pasos
(analisis primario, secundario y terciario). A este flujo de trabajo bioinfor-

matico se lo denomina pipeline bioinformatico.
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En el analisis primario, la sefial cruda obtenida se convierte de forma
automatica en millones de secuencias cortas de ADN, que se denominan
lecturas. Cada lectura se corresponde con un inserto de la biblioteca. El ar-
chivo que se genera con esta informacion es normalmente un archivo FASTQ.

En el analisis secundario de los datos, y tras una serie de pasos, se ob-
tiene el archivo de formato de llamado de variantes (VCF) que contiene la
informacidn de todas las variantes y que incluye a todas aquellas que mues-
tran alguna diferencia con el genoma de referencia, sin que signifique que
sean patogénicas (15). Por ultimo, en el analisis terciario, se anotan y filtran
cada una de las variantes segun el objetivo del analisis. Para este proceso, se
utilizan bases de datos que pueden incluir informacion genomica (gen, exon,
variante en secuencia codificante y en la proteina, etc.), funcional, frecuencia
poblacional de la variante, predicciones bioinformaticas de patogenicidad
etc. En la figura 13 se muestran algunas de las bases de datos mas utilizadas
en oncologia (obtenido de Jauk et al. (15)).

Catalogue of Somatic Mutations in Can- | http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

cer (COSMIC)
The Cancer Genome Atlas (TCGA) http://cancergenome.nih gov/
OncoKB http://oncokb.org/#/
My Cancer Genome https://www.mycancergenome.org/
Oncologia Clinical Interpretations of Varants in | https://civicdb.org/home
Cancer (C1VIC)

Personalized cancer therapy, MD An- | https://pct.mdanderson.org
derson Cancer Center

Pediatric Cancer Genome Project (St. | http://explorepcgp.org
Jude Children’s Research Hospital)

Figura 13. Bases de datos utilizadas para la anotacion e interpretacion
de variantes en on- cologia (adaptado de Jauk et al., 2019) (15)

Por ultimo, el filtrado de las variantes se puede realizar a partir de los
elementos anotados, asignando asi un valor clinico a cada una de ellas.

Existen algunos criterios y recomendaciones internacionales para inter-
pretar y reportar variantes germinales y somaticas (32-34).

La cobertura de la secuenciacion se refiere a la cantidad de informacion
gendmica representada por las lecturas obtenidas frente a una referencia.
Cuanto mayor sea el porcentaje, mejor estara representado el blanco a estu-
dio. A lo largo del genoma humano, existen ciertas zonas que son dificiles de
enriquecer o secuenciar, y la cobertura puede reducirse.

El concepto de fuera de diana (off-target) se refiere al porcentaje de
lecturas que se sitian fuera de la region de interés de enriquecimiento, lo que
suele ser mas frecuente cuando se utilizan estrategias de captura (15).

INFORMES, ESTUDIOS E 45




Se entiende como profundidad (coverage depth) al namero de veces que
fue secuenciado un locus en particular. Por lo que si se cuenta con una pro-
fundidad de 100x, quiere decir que el locus fue cubierto por 100 lecturas.

En general, la secuenciacion de mutaciones somaticas requiere una
mayor profundidad que la de mutaciones germinales, por lo que, a mayor
profundidad, mayor confianza en poder detectar variantes presentes en baja
frecuencia (15).

El valor de la deteccion de grandes deleciones, duplicaciones o ampli-
ficaciones (CNV) es muy importante en algunas patologias, como en el caso
de las leucemias agudas. Este tipo de alteraciones pueden evaluarse por
medio de diversos métodos bioinformaticos, siempre y cuando el disefio del
estudio lo permita.

A nivel del ARN, el procesamiento bioinformatico de las lecturas pue-
de detectar presencia de fusiones génicas, cuantificar las lecturas correspon-
dientes a un transcripto y expresarla de forma absoluta o relativa, etc. (ex-
presion génica).

[.3.4. Marcado CE-IVD para el uso de la NGS
en diagnaostico clinico

En la valoracion de la introduccion en la cartera comun de servicios de
la NGS para el diagnostico de leucemias agudas es necesario disponer de la
informacion sobre los dispositivos y paneles de secuenciacion masiva que
cuentan con el marcado de conformidad europea para el diagnostico in vitro
(CE-1VD en inglés).

En el caso de los secuenciadores, tanto Ion Torrent como Illumina
cuentan con dispositivos para uso en laboratorios de diagndstico clinico.

Se trata de los modelos Ion PGM Dx System (ver en: https://www.ther-
mofisher.com/es/es’/home/clinical/diagnostic-testing/instruments-automation/
genetic-analysis-instruments/ion-pgm-dx.html) de Thermo Fisher Scientific
y el instrumento MiSeqDx de Illumina (regulada por la United States Food
and Drug Administration (FDA) y con marcado CE-IVD)) (ver https://emea.
illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseqdx.html).

El resto, son plataformas de uso en investigacién, por lo que, en un
principio, no podrian ser utilizados en un laboratorio de diagnoéstico clinico.

En cuanto a los paneles de genes disponibles para la secuenciaciéon en
pacientes con leucemias agudas, de momento los tnicos paneles que se han
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detectado que tienen marcado CE-IVD son los paneles de la Compaiiia
Sistemas Genomicos y el Myeloid Solution (MYS) (SOPHiA Genetics).

1.3.5. Secuenciacién masiva de tercera generacion

Si bien la NGS es una herramienta novedosa y prometedora, se han
desarrollado nuevos secuenciadores con un concepto diferente. Se los deno-
mina de tercera generacion: son capaces de secuenciar sin amplificar (secuen-
ciacidon de molécula unica), es decir que carecen de pasos de amplificacion.
Entre estas tecnologids se encuentran las desarrolladas por Nanopore,
NanoString o PacBio. Las ventajas de este tipo de secuenciadores se encuen-
tran en poder secuenciar en tiempo real (sin que haya pausas entre los flujos
de nucledtidos) y leer hebras de ADN de miles de bases de longitud, aunque
con una precision algo menor que la de NGS (15).

Se trata de tecnologias que estan en desarrollo, por lo que no se han
tenido en cuenta para este informe, aunque en un futuro probablemente
superen a las técnicas de secuenciacion de segunda generacion.

[.4. Justificacion de la elaboracion del informe

Este informe surge a peticion de la Comision de Prestaciones, Asegu-
ramiento y Financiacién (CPAF) del Ministerio de Sanidad en el proceso de
identificacion y priorizacion de necesidades de evaluacion que se lleva a cabo
para conformar el Plan de Trabajo Anual de la Red Espafola de Agencias
de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias y Prestaciones del Sistema Nacional
de Salud (RedETYS).

En general, tanto el diagndstico como el pronostico y el tratamiento de
eleccion para los pacientes con leucemia aguda se basa en la presencia o au-
sencia de alteraciones genéticas especificas. El hecho es que las leucemias
agudas son neoplasias hematologicas caracterizadas por la presencia de alte-
raciones genéticas que se relacionan de forma estrecha con el curso de la en-
fermedad. El nimero de alteraciones identificadas en estos pacientes aumen-
ta por el gran numero de publicaciones al respecto, pero en la practica clinica,
las técnicas convencionales utilizadas solo detectan las mas comunes (35).

La NGS estad proporcionando nuevos aspectos y perspectivas en estas
areas. Numerosas publicaciones sefialan las ventajas de la utilizacion de la
NGS en las enfermedades oncohematoldgicas, por su alta S y porque han
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acelerado descubrimientos bioldgicos y biomédicos que ayudan a compren-
der mejor la patogénesis, precisar el diagndstico y hacerlo mas rapidamente,
identificar nuevas mutaciones somaticas submicroscopicas con significado
prondstico, clasificar la agresividad de la leucemia aguda, seleccionar el tra-
tamiento efectivo desde el diagnodstico, asi como el desarrollo de tratamien-
tos personalizados (dianas terapeuticas). Sin embargo, la interpretacion de
variantes de la normalidad con significado desconocido y el analisis compu-
tacional de los datos obtenidos con sentido clinico sigue siendo un reto.

Debido a los avances tecnoldgicos en el desarrollo de técnicas de se-
cuenciacion de segunda generacion, los estudios que indican una mejora en
el proceso diagnodstico molecular de los pacientes con leucemia aguda y la
demanda cada vez mayor de contar con la NGS en los centros sanitarios, se
considera necesario la elaboracion de un informe que ofrezca a los decisores
y a los profesionales sanitarios la mejor evidencia publicada que valore el
rendimiento diagnoéstico de la NGS, en este caso, en pacientes con leucemia
aguda.

Cabe sefialar que este informe no aborda el uso de la NGS como mé-
todo para monitorizar la enfermedad residual minima (MRD en inglés) en
pacientes con leucemia aguda.
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II. Objetivos

II.1. Objetivo general

El objetivo general de este informe es evaluar la evidencia que existe
sobre la utilidad de la NGS en el diagnostico de las leucemias agudas.

I1.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos planteados son los siguientes:

— Determinar cual es la validez (S, especificidad (E), valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)) de la NGS en el
diagnostico de la leucemia aguda.

— Valorar la utilidad clinica (impacto en los resultados en salud) de la
NGS en los pacientes con leucemia aguda.

— Analizar la eficiencia de la utilizacion de la NGS en el diagndstico de
los pacientes con leucemia aguda.

— Valorar cuales son las barreras, valores y preferencias para implemen-
tar la NGS en el diagndstico de pacientes con leucemia aguda.
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III. Metodologia

III.1. Definicidon de las preguntas de
investigacion en formato PICO

Como paso previo a la busqueda, se formularon las preguntas de inves-
tigacion en el formato PICOd (Poblacion, Intervencidon, Comparador, Outco-
mes/Resultados y diseflo de los estudios a incluir).

Pregunta 1: En pacientes con sospecha de leucemia aguda (tanto linfo-
blastica como mieloide), jla NGS identifica de forma mas precisa las muta-
ciones genéticas mas importantes para el diagndstico y clasificacion de los
pacientes con leucemia aguda?

Descripcion Alcance
Poblacion Pacientes con sospecha de leucemia aguda
(tanto linfoblastica como mieloide, en nifos y
adultos)
Intervencion NGS (secuenciacion de genoma, exoma,

paneles de genes...) para la deteccion de
mutaciones genéticas con impacto clinico en el
diagndstico y prondstico del paciente

Comparacion Secuenciacion Sanger, citogenética convencional
y molecular
Resultados S, E, VPP, VPN para los diferentes tipos de

alteraciones genéticas Reclasificacion de los
pacientes en los grupos de riesgo

Disefio de estudios | Informes de evaluacion de tecnologias
sanitarias, revisiones sistematicas de estudios
diagndsticos, estudios de pacientes
consecutivos

Aunque la pregunta PICO incluye tanto a pacientes con leucemia lin-
foblastica aguda como a pacientes con leucemia mieloide aguda, cuando sea
posible, los resultados seran separados por tipo de enfermedad y por grupo
de edad (pediatrica y adulta).

Pregunta 2: En pacientes con sospecha de leucemia aguda (tanto leu-
cemia linfoblastica aguda como leucemia mieloide aguda), afiadir la NGS
cambia los desenlaces de los pacientes?
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Descripcion Alcance

Poblacion Pacientes con sospecha de leucemia aguda
(tanto linfoblastica como mieloide, en nifios y
adultos)

Descripcion Alcance
Intervencion NGS (secuenciacidon de genoma, exoma, paneles

de genes...)

Comparacion Secuenciacion Sanger, citogenética convencional
y molecular

Resultados Aumento de supervivencia, dismunicion de
toxicidad, mejor calidad de vida...

Disefio de estudios | Informes de evaluacién de tecnologias
sanitarias, revisiones sistematicas de ensayos
clinicos (con o sin metaanalisis), ensayos
clinicos aleatorizados

II1.2. Definicion del marco de evaluacidon

Para este informe se ha seguido parte del esquema sefialado por Pitini
et al. (36), que hace referencia al marco de la genética y gendmica, y que
divide el analisis en cuatro secciones principales:

1. Lavalidez analitica, validez clinica, utilidad clinica y utilidad personal.

2. Modelo de prestacion (aspectos organizacionales, evaluacion econod-
mica, implicaciones éticas, legales y sociales, y perspectiva del paciente).

3. Prioridades de investigacion.

4. Puntos de decision (sobre el beneficio neto, el coste-efectividad y la
factibilidad).

Para este informe, nos hemos centrado en los primeros dos puntos: en
el analisis de la validez analitica, clinica, utilidad clinica y personal, asi como
en el analisis de como podria ser el modelo de prestacion. No se ha profun-
dizado en los dos siguientes puntos.

[11.2.1. Validez analitica, validez clinica, utilidad
clinica y utilidad personal

La validez analitica es la precision con la que una caracteristica genéti-
ca particular, como una variante en la secuencia del ADN o la delecion de
un cromosoma especifico, es identificada por la prueba en cuestion. Se trata
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de evaluar el rendimiento de una prueba en el laboratorio, e incluye comuin-
mente la evaluacion de la S analitica, la E analitica, la precision y exactitud,
la robustez y el control de calidad del laboratorio.

La validez clinica evaltia la habilidad de una prueba diagnostica para
detectar o predecir con exactitud y de forma fiable la condicion clinica, y
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consta de dos partes: la evaluacion de la validez cientifica (existencia de
evidencia sobre la asociacion entre el biomarcador y la enfermedad) y del
rendimiento de la prueba (grado en el que las variantes pueden distinguir
entre aquellos que desarrollaran la condicion clinica de aquellos que no). La
evaluacion del rendimiento se realiza en términos de S, E, VPP y VPN y de
los factores que pueden influir, como la prevalencia o la penetrancia, etc.

La utilidad clinica se refiere al impacto en la salud de una pruecba gené-
tica en términos de riesgos y beneficios (mortalidad, morbilidad o discapaci-
dad), debido a las intervenciones adoptadas en base a los resultados de la
prueba y de los riesgos, que dependera a su vez de la disponibilidad de tra-
tamientos eficaces y seguros.

La utilidad personal incluye un amplio rango de razones personales por
las que realizarse la prueba y en los efectos personales que esto tiene. No
lleva directamente a mejorar los resultados en salud, pero si tiene un efecto
sobre el estado general de los pacientes (conocimiento de su condicion, pla-
nificacion reproductiva y familiar etc.).

l11.2.2. Modelos de prestacion

Se trata del contexto amplio en el que se va a ofrecer la prueba genéti-
ca: se debe definir cudl va a ser la prueba y en qué poblacion se va a aplicar,
el nivel de atencion sanitaria en el que se va a ofrecer (en oncologia, genéti-
ca, pediatria...) y como va a ser la via que va a seguir el paciente (desde el
punto de acceso a la prueba genética hasta el diagnostico y tratamiento).

En este informe, no se llega a profundizar tanto, pero si se han valorado
los cuatro aspectos que se incluyen en este apartado mediante el estudio de
las barreras, valores y preferencias para la implementar la NGS en el diag-
nostico de las leucemias agudas.

I11.2.2.1. Aspectos organizacionales

Se trata de valorar la demanda que se espera y los recursos necesarios
para implementar el programa de salud relacionado y otros requerimientos,
como la educacién de los profesionales, diseminacién de informacion, pro-
cesos que aseguren el acceso a todos los colectivos (4reas remotas, grupos de
poblacion especiales), etc.

En base a ese andlisis, se describen las principales barreras a la imple-
mentacion de la prueba en cuestion.
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111.2.1.2. Evaluacién econémica

Se valora la cantidad y calidad de la evidencia sobre el coste-efectividad
y coste-utilidad para las pruebas alternativas, valorando lo siguiente: tipo de
evaluacion econdmica, comparador, perspectiva del analisis, y otros aspectos
a valorar en los estudios econémicos.

I11.2.1.3. Implicaciones éticas, legales y sociales

Se provee de un resumen de los aspectos relacionados con la prueba
genética a evaluar, asi como su relacion con la autonomia del paciente, la
equidad, la privacidad y confidencialidad de la informacion genética, impac-
to psicosocial, etc.

I11.2.1.4. Perspectiva del paciente

Se pueden utilizar estudios cualitativos o cuantitativos para conocer las
experiencias, creencias y expectativas de los pacientes que viven con la con-
dicién y que utilizan un servicio genético.

II1.3. Revision sistematica de la evidencia
cientifica

[11.3.1. Definicidon de las medidas de resultado
a evaluar

Partiendo de un informe reciente (37) se han tenido en cuenta los si-
guientes desenlaces de interés a la hora de aplicar la NGS en el diagndstico
de pacientes con leucemia aguda:

Medidas de resultado para validez analitica:

— S y E analitica.
— Limite de deteccion.
— Reproducibilidad.

Desenlaces de interés para la validez clinica:

— Numero y tipo de mutaciones detectadas.
— Efectividad diagnostica: Sy E.
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— Deteccion de diana terapéutica y eleccion de tratamiento personali-
zado.

— Modificaciones del diagnostico inicial o de la categoria de riesgo.

— Cambio en las decisiones terapéuticas o en el manejo de los pacientes.

— Tiempo requerido para ofrecer los resultados por cada prueba.

Desenlaces de interés para la utilidad clinica:

— Mortalidad, supervivencia global, supervivencia libre de progresion
tumoral y calidad de vida.

— De seguridad: complicaciones asociadas a la técnica de obtencion de
la muestra, toxicidad del tratamiento, toxicidad evitada por descartar
un tratamiento no efectivo, toxicidad o complicaciones debidas al
posible retraso en el inicio del tratamiento en espera de los resultados
de NGS.

111.3.2. Formulario de recogida y extraccion de
datos de los estudios

111.3.2.1. Estudios sobre validez y utilidad de la NGS en
leucemias agudas

Se ha disefiado un formulario para recoger los datos de interés de los
estudios seleccionados, que incluye:

— Caracteristicas generales del estudio: autor principal y afio de publi-
cacion, pais de realizacion del estudio, disefio, uni o multicéntrico,
tiempo de seguimiento, criterios de inclusion y exclusion.

— Caracteristicas de la poblacion: ntimero de pacientes, edad, sexo, tipo
de leucemia.

— Caracteristicas del proceso de NGS utilizado y de las técnicas conven-
cionales: tipo de muestra, tiempo desde la extraccion de la muestra
hasta la realizacion de los tests diagndsticos, tiempo desde el andlisis
de la muestra hasta el resultado del test, tipo de secuenciaciéon, ntime-
ro de genes incluidos, plataforma utilizada, tests convencionales con
los que se comparan los resultados.

— Desenlaces de interés:
* Numero de pacientes con alteraciones intervenibles, nimero y tipo
(amplificaciones, deleciones, inserciones, fusiones, reordenamientos,
truncamientos o sustituciones) de alteraciones detectadas, trata-
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mientos propuestos por la NGS, concordancia entre las alteraciones
detectadas frente a técnicas convencionales, S y E para cada tipo de
mutacion.

« Influencia en el manejo clinico del paciente: cambio (%) de pacien-
tes en los que las NGS modificaron el diagnostico o la clasificacion
de riesgo, cambio (%) del tratamiento previsto por otro indicado
por la NGS; aumento de supervivencia o de tiempo libre de enfer-
medad por los resultados de la NGS, menor toxicidad o efectos
adversos, mejor calidad de vida etc.

111.3.2.2. Estudios sobre barreras, valores y preferencias sobre
NGS en leucemias agudas

En este caso, se ha realizado una descripcion narrativa de los resultados
obtenidos que hacen referencia tanto a las barreras de implementar la NGS
como a los valores y preferencias de los diferentes grupos de interés al res-
pecto.

111.3.2.3. Estudios sobre eficiencia de la NGS en leucemias agudas

Para la extraccion de datos se utilizé el formulario propio de la herra-
mienta Fichas de Lectura Critica (FLC 3.0) desarrollada por el Servicio de
Evaluacion de Tecnologias Sanitarias del Pais Vasco, Osteba (39). En el
mismo se recogieron las variables consideradas mas importantes de acuerdo
con los objetivos generales y especificos sefialados en el apartado correspon-
diente.

El formulario recopild los siguientes datos:
— Datos generales: autores, fecha de publicacion, localizacion y periodo

de realizacion, tipo de evaluacion y objetivo del estudio.

—La pregunta de investigacion y la metodologia: poblacion, tipo de
intervencion, tipo de comparador, efectividad, costes, perspectiva del
analisis, horizonte temporal, tasa de descuento, modelo y analisis de
Sensibilidad.

— Los resultados: desenlaces de efectividad y de costes, desenlaces in-
crementales, ratio coste-eficacia incremental (RCEI) y analisis de S.
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[11.3.3. Estrategia de busqueda

Se ha llevado a cabo una busqueda bibliografica estructurada para la
identificacion de estudios sobre la validez y utilidad de la NGS para el diag-
nostico de las leucemias agudas en las siguientes bases de datos de literatura
médica:

— Bases de datos especializadas en revisiones sistematicas: Cochrane
Library.
— Bases de datos generales: Medline (PubMed) y Embase (OvidWeb).

La busqueda fue ejecutada en octubre de 2021. La estrategia incluia,
entre otros, los siguientes términos en lenguaje libre y controlado: High-
Throughput Nucleotide Sequencing y Leukemia. Los estudios se limitaron a
aquellos publicados desde 2015, fecha de busqueda de un informe anterior
de la agencia UETS (38), y cuyo idioma fuera inglés o castellano. La estra-
tegia de busqueda se adapto a cada una de las bases de datos siguiendo las
estructuras detalladas que se pueden consultar en el Anexo 1.

Este proceso se completo con una consulta en el metabuscador Google
y con la revision manual de las referencias de los trabajos incluidos con la
finalidad de localizar estudios no recuperados en las busquedas automatiza-
das que pudiera ser de interés.

Se realizo una actualizacion de la busqueda en las bases de datos prin-
cipales (Medline y Embase), con el objetivo de identificar nuevos estudios
que se publicasen antes de la edicion de este documento.

Ademas, se ha realizado una busqueda de estudios sobre las barreras y
facilitadores, asi como los valores de los profesionales y pacientes derivado
del uso de esta técnica en las bases de datos Medline (Pubmed), Embase
(OvidWeb), Cochrane Library y Cinahl (EBSCOhost), mediante el empleo
de términos y filtros especificos, sin limitacion temporal y para aquellos estu-
dios cuyo idioma fuera inglés o castellano (ver Anexo I). Este proceso se
completd con una consulta en el metabuscador Google y con la revision manual
de las referencias de los trabajos incluidos con la finalidad de localizar estudios
no recuperados en las busquedas automatizadas que pudiera ser de interés.

Por ultimo, para dar respuesta a las consideraciones econdmicas de la
tecnologia, se ha llevado a cabo una revision para la identificacion de estudios
de costes y econdmicos en las principales bases de datos de estudios econd-
micos: NHS EED (National Health Service Economic Evaluation Database)
y Cost-Effectiveness Analysis (CEA) Registry. Asimismo, se han buscado
estudios en las bases de datos generales, Medline y Embase, mediante el
empleo de términos y filtros econdmicos (ver Anexo I).
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Los resultados de la busqueda fueron volcados en un gestor de referen-
cias bibliograficas (Reference Manager). Posteriormente, dichos archivos se
exportaron a la aplicacion online Rayyan para facilitar la lectura por pares
de los articulos identificados.

[11.3.4. Criterios de inclusién y exclusién de estudios

La seleccion de los estudios potencialmente relevantes fue realizada
por dos técnicos de evaluacion de tecnologias sanitarias (ETS) de manera
independiente, conforme a los criterios de inclusién y exclusion establecidos
en el protocolo del estudio y en base a la pregunta de investigacion, resol-
viendo por consenso los posibles desacuerdos.

[11.3.4.1. Validez y utilidad de la NGS en el diagnéstico de
leucemias agudas

Criterios de inclusién

— Tipo de participantes: pacientes con leucemia aguda.

— Tipos de intervencion: NGS.

— Tipos de comparador: secuenciacion convencional, citogenética, CGH
arrays.

— Tipos de medidas de resultado: validez analitica, validez clinica (ren-
dimiento diagndstico por S, E, VPP...) y utilidad clinica de la NGS
(mortalidad, tasa de recaida, supervivencia...).

— Tipos de estudios:
 Informes de ETS.

» Para validez clinica: revisiones sistematicas (RS) de estudios diag-
nosticos, estudios de pacientes consecutivos (prospectivos o retros-
pectivos).

» Para utilidad clinica: RS de ensayos clinicos, ensayos clinicos.

Criterios de exclusion

— Estudios que no comprueben los resultados de la NGS con alguna
prueba de referencia (secuenciacion convencional y citogenética).
— Estudios realizados en diferentes tipos de enfermedad oncohemato-

légica que no den los resultados desagregados por patologia.
— Estudios que describan los resultados en funcion del nimero de mues-
tras y no en funcidn del nimero de pacientes.

58 SECUENCIACION MASIVA EN EL DIAGNOSTICO DE LAS LEUCEMIAS



I11.3.4.2. Eficiencia de la NGS en el diagndéstico de las
leucemias agudas

Criterios de inclusiéon

— Tipo de participantes: pacientes con lecuemia aguda.

— Tipos de intervencion: NGS.

— Tipos de comparador: secuenciacion convencional (método Sanger),
citogenética, CGH arrays.

— Tipos de medidas de resultado: los estudios tenian que informar sobre
los costes de las técnicas o su efectividad incremental, coste incremen-
tal y RCEI.

— Tipos de estudios: estudios de costes y evaluacion econdémica (EE)
completos (estudios coste-efectividad, coste-utilidad, coste-beneficio,
coste-consecuencia y de minimizacion de costes), incluyéndose tanto
evaluaciones econdmicas completas desarrolladas en paralelo a estu-
dios primarios (por ejemplo, ensayos clinicos) como modelos econo-
micos.

—Idiomas de publicacion: estudios publicados en inglés, francés o
espafiol.

Criterios de exclusion

— RS de EE.

— Protocolos de estudios sin resultados, resimenes de congresos, cartas
al editor, articulos de discusioén o editoriales.

111.3.4.3. Barreras, valores y preferencias con relacion a la NGS
en leucemias agudas

Criterios de inclusién

— Tipo de participantes: pacientes con lecuemia aguda.

— Tipos de intervencion: NGS.

— Tipos de comparador: secuenciacion convencional (método Sanger),
citogenética, CGH arrays o ninguno.

— Tipos de medidas de resultado: los estudios tenian que informar sobre
las barreras y los facilitadores que se encuentran los grupos de interés
a la hora de implementar la NGS en el diagnostico de las leucemias
agudas, asi como de los valores y preferencias, tanto de los pacientes
con leucemia aguda como de los profesionales sanitarios que se im-
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plican en el diagnostico y manejo de estos pacientes, relacionados con
el uso de la NGS.

— Tipos de estudios: RS, revisiones narrativas, estudios descriptivos (tipo
cuestionario) o cualitativos.

— Idiomas de publicacidn: estudios publicados en inglés, francés o
espaiiol.

[11.3.5. Evaluacion de la calidad de los
estudios identificados y de la
evidencia

Tanto el proceso de identificacion de riesgo de sesgos, como el de la
extraccion de datos y el de la evaluacion de la evidencia de los estudios in-
cluidos fue realizado por dos investigadores de forma ciega e independiente.
En caso de discrepancias, se solicitd la participacion de un tercer evaluador.

111.3.5.1. Validez analitica, clinica y utilidad clinica (Marco EGAPP)

Pitini et al. (36) no sefialan con qué herramientas valorar la calidad de los
estudios y de la evidencia identificada para cada uno de los aspectos a evaluar.
Por ello, se han seguido los criterios propuestos en el marco Evaluacion de
Aplicaciones Gendmicas en la Practica y Prevencion (EGAPP en inglés) (40).

Level® Analytic validity Clinical validity Clinical utility

1 Collaborative study using a large panel of Well-designed longitudinal cohort studies Meta-analysis of randomized lled trials (RCT)
well characterized samples

Summary data from well-designed Validated clinical decision rule”
external proficiency testing schemes or
interlaboratory comparison programs
2 Other data from proficiency testing Well-designed case-control studies A single randomized controlled trial
schemes
Well-designed peer-reviewed studies
¢.g., method comparisons, validation

Expert panel reviewed FDA summaries

3 Less well designed peer-reviewed studies Lower quality case-control and cross-  Controlled trial without randomization
sectional studies
Unvalidated clinical decision rule” Cohort or case-control study
4 Unpublished and/or non-peer reviewed  Case series Case series

research, clinical laboratory, or
manufacturer data

Studies on performance of the same basic Unpublished and/or non-peer reviewed ~ Unpublished and/or non-peer reviewed studies

methodology, but used to test for a research, clinical laboratory or

different target manufacturer data
Consensus guidelines Clinical laboratory or manufacturer data
Expert opinion Consensus guidelines

Expert opinion

decision rule is an algorithm leading to result categorization. It can also be defined as a clinical tool that quantifies the contributions made by different variables
(e.g.. test result, family history) in order to determine classification/interpretation of a test result (e.g., for diagnosis, prognosis, therapeutic response) in situations requiring
complex decision-making.55

Figura 14. Nivel de evidencia por disefio de estudio para cada
componente de evaluacién del marco EGAPP (40).
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En la figura 14 se muestra el nivel de evidencia que puede proporcionar
un disefio de estudio determinado para cada uno de los componentes de la
evaluacion, y en la figura 15, los criterios para valorar la calidad de los estu-
dios individuales para cada componente (validez interna). En la figura 16, se
muestra la calidad de la evidencia general segun el tipo de estudios identifi-
cado para cada uno de los componentes.

Table 4 Criteria for assessing quality of individual studies (internal validity)s

Analytic validity Clinical validity Clinical utility

Adequate descriptions of the index test
(test under evaluation)

Source and inclusion of positive and negative What was the relative importance of outcomes
control materials Status verified for all cases measured: which were prespecified primary

outcomes and which were secondary?

Clear description of the disorder/phenotype  Clear description of the outcomes of interest
and outcomes of interest

Reproducibility of test results Appropriate verification of controls
Quality control/assurance measures Verification does not rely on index test Clear presentusion of the study desian.
result Was there clear definition of the specific

Adequate descriptions of the test under Ze % .
equiit deseripaons D the 1es o outcomes or decision options to be studied

evaluation Prevalence estimates are provided (clinical and other endpoints)?
Specific methods/platforms evaluated Adequate description of study design and Was i SiiGE endpoints blinded?
test/methodology k P !

Number of positive samples and negative

Jere v cerified?
controls tested Adequate description of the study population ‘Were negative results verified?

Lo . o - ot Was Hecti £ ive s ive?

Adequate descriptions of the basis for the Inclusion/exclusion criteria s dan i s

“right answer” If an experimental study design was used, were
subjects randomized? Were intervention and

Study population defined and representative evaluation of outcomes blinded?

Sample size. demographics
Comparison to a “gold standard” referent

test
of the clinical population to be tested . e - -
Consensus (e.g., external proficiency testing) ot "y Did lh:iS"‘j'd)‘ ".’C.l““lji COFpaTS(?plwlth d::jur&c;lt
Allele/genotype frequencies or analyte practice/empirical treatment (value added)?
Characterized control materials (e.g.. NIST, distributions known in general and Titarveition
sequenced) subpopulations
5 2 What interventi i 2
Avoidance of biases Independent blind comparison with it interyentionstwererused
appropriate, credible reference standard(s) What were the criteria for the use of the

Blinded testing and interpretation % 5
> < Independent of the test Iterventions
Specimens represent routinely analyzed P Asialvsisiofih
clinical specimens in all aspects (e.g.. Used regardless of test results nalysis of data
collection, transport, processing) s . i . Is the information provided sufficient to rate
; z 8 Description of handling of indeterminate the quality of the studies?
Reporting of test failures and uninterpretable results and outliers o )
or indeterminate results : 8 % % elev. identified?
Blinded testing and interpretation of results Are the data relevant to each outcome identified
Analysis of data Is the analysis or modeling explicit and

Analysis of data understandable?

Point estimates of analytic sensitivity and p s 3 3
specificity with 95% confidence intervals Po_ssﬂ)le blgscs are identified and potential Are analytic methods prespecified, adequately
impact discussed described, and appropriate for the study

Point estimates of clinical sensitivity and design?
specificity with 95% confidence intervals

Sample size/power calculations addressed

Were losses to follow-up and resulting potential
Estimates of positive and negative predictive for bias accounted for?

values Is there assessment of other sources of bias and

confounding?

Are there point estimates of impact with
95% CI?

Is the analysis adequate for the proposed use?

NIST, National Institute of Standards and Quality.

Figura 15. Criterios para valorar la calidad de los estudios individuales
para cada uno de los componentes (validez interna) del marco EGAPP
(40).
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Table 5 Grading the quality of evidence for the individual components of the chain of evidence (key questions)s”

Adequacy of information

to answer key questions Analytic validity

Clinical validity

Clinical utility

Convincing Studies that provide confident
estimates of analytic sensitivity
and spec ) using intended
sample types from representative
populations

Two or more Level 1 or 2 studies
that are generalizable, have a
sufficient number and distribution
of challenges, and report
consistent results

One Level 1 or 2 study that is
generalizable and has an
appropriate number and
distribution of challenges

Two or more Level 1 or 2 studies
that

Adequate

Lack the appropriate number
and/or distribution of
challenges

Are consistent, but not
generalizable

Modeling showing that lower
quality (Level 3, 4) studies may
be acceptable for a specific well-
defined clinical scenario

Inadequate Combinations of higher quality
studies that show important

unexplained inconsistencies

One or more lower quality studies
(Level 3 or 4)

Expert opinion

Well-designed and conducted studies
in representative population(s) that
measure the strength of association
between a genotype or biomarker
and a specific and well-defined
disease or phenotype

Systematic review/meta-analysis of
Level | studies with homogeneity

Validated Clinical Decision Rule

High quality Level 1 cohort study

Systematic review of lower quality
studies

Review of Level | or 2 studies with
heterogeneity

Case/control study with good reference
standards

Unvalidated Clinical Decision Rule
(Level 2)

Single case-control study
Nonconsecutive cases
Lacks consistently applied reference
standards
Single Level 2 or 3 cohort/case-control
study
Reference standard defined by the
test or not used systematically
Study not blinded

Level 4 data

Well-designed and conducted studies
in representative population(s)
that assess specified health outcomes

Systematic review/meta-analysis of
randomized controlled trials
showing consistency in results

At least one large randomized
controlled trial (Level 2)

Systematic review with heterogeneity

One or more controlled trials without
randomization (Level 3)

Systematic review of Level 3 cohort
studies with consistent results

Systematic review of Level 3 quality
studies or studies with heterogeneity

Single Level 3 cohort or case-control
study

Level 4 data

Figura 16. Calidad de la evidencia general segun el tipo de estudios
identificado para cada componente del marco EGAPP (40).

En este caso, se ha realizado la lectura critica de los estudios incluidos

siguiendo los criterios de evaluacion propuestos en la Figura 15. Se han ela-
borado tablas de estudios individuales y se ha realizado una descripcion
narrativa de los principales resultados de cada estudio.

Se valor¢ si los estudios evaluaban la validez analitica, clinica (rendi-
miento diagndstico) o la utilidad clinica, es decir, si la utilizacion de la NGS
mejoraba el diagnodstico o la estratificacion del riesgo de los pacientes, asi
como los desenlaces clinicos del paciente. No se considero la evaluacion de
la validez cientifica de los genes que se secuenciaban en cada estudio, aunque
estos si deberian incluir como minimo las alteraciones genéticas que ayudan
a diagnosticar y estratificar al paciente con leucemia aguda (tanto LMA como
LLA).
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I11.3.5.2. Eficiencia de la NGS en el diagnoéstico de las
leucemias agudas

Para la evaluacion de la calidad de la evidencia de los estudios sobre la
eficiencia de la NGS en el diagnostico de las leucemias agudas se empled la
herramienta FLC 3.0 (39). Esta evaluacion fue realizada de forma indepen-
diente por dos revisores, y las discrepancias se resolvieron por consenso.

111.3.5.3. Barreras, valores y preferencias sobre la NGS y
su implementacion

Se decidid que en caso de identificar estudios cualiativos o cuantitativos
sobre las barreras en la implementacion de la NGS para el diagndstico de las
leucemias agudas, o sobre los valores y preferencias de profesionales y pa-
cientes en los que seria utilizada la NGS, los resultados serian descritos de
forma narrativa. Si fuera oportuno, éstos serian tenidos en cuenta en la va-
loracion de los aspectos organizativos, €ticos y legales relacionados con la
NGS, asi como su impacto en la utilidad personal (41) de la NGS para los
pacientes con leucemia aguda.

II1.4. Proceso de revisidon interna y externa

El borrador inicial del informe fue revisado de forma interna por todos
los autores. Una vez consensuado el documento y obtenido el visto bueno,
se envid a revision externa por parte de profesionales sanitarios de diferentes
areas, asi como por organizaciones de pacientes con leucemia aguda, tanto
pediatrica como adulta. Los comentarios recibidos fueron discutidos y se
realizaron las modificaciones que se consideraron oportunas en el informe.
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IV. Resultados

IV.1. Resultados de las busquedas realizadas

IV.1.1. Validez y utilidad de la NGS

La busqueda realizada en relacion con la validez y utilidad de la NGS
en el diagnoéstico de las leucemias agudas proporciono un total de 1.453 re-
ferencias potencialmente relevantes.

De esas 1.453 referencias, 1.386 fueron descartadas (1.137 por no respon-
der a la pregunta PICO (no era la poblacion diana, no evaluaba la NGS en el
diagnostico, no la comparaban con técnicas convencionales o abordaban otras
PICO diferentes) y 249 por ser revisiones narrativas o de tipo background).

De los 67 estudios preseleccionados, un estudio era el articulo de la
nueva revision de la clasificacion de la OMS para las neoplasias mieloides y
leucemias agudas (42) y otra referencia era la guia de ESMO para el diag-
nostico, tratamiento y seguimiento de pacientes adultos con LMA (43).
Entre las 65 referencias restantes, leidas a texto completo, se descartaron 31.
Entre éstas:

— 17 estudios que describen el perfil mutacional de los pacientes me-
diante NGS, sin comprobar los resultados mediante técnicas conven-
cionales (44-58), o el perfil mutacional de un subgrupo de pacientes
con LMA y mutaciéon doble en CEPBA, validando solo una muestra
aleatoria (59), o nuevas reordenaciones de un gen en concreto o genes
de fusion (60).

— Cuatro estudios investigan o describen nuevas categorias de riesgo
(61) o escalas de riesgo para clasificar a los pacientes (62-64).

— Tres estudios se centran en el estudio de la clonalidad por NGS (65-67).

— Un estudio compara los resultados obtenidos con los resultados de
otro panel, no con técnicas convencionales (68).

— En otros dos estudios no se evalta la validez analitica del panel cus-
tomizado (69, 70).

— Dos estudios que se centran en el uso de diferentes pipelines bioinfor-
maticos para mejorar el proceso de identificacion de variantes gené-
ticas (71, 72).

—Dos estudios evaluan la tecnologia nCounter® de NanoString (73, 74)
para la deteccion de genes de fusion en pacientes con leucemia aguda
(73) o cancer en general (74).
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Finalmente, se han incluido 34 estudios en este informe. De estos, solo
cinco comparan los resultados de mas de un laboratorio (75-79); en los 29
restantes, solo participa un centro por estudio, siendo 14 (80-93) los que se
centran en la evaluacion de la NGS de ADN, 10 estudios (94-103) los que
evalian la NGS de ARN y 5 los que evaliian la NGS tanto de ARN como
ADN (104-108), aunque dos de estos lo hacen en el mismo panel de secuen-
ciacion (106, 108), otros dos combinan la secuenciacion de ARN con el del
genoma completo en baja cobertura (104, 105) y el ultimo, compara la se-
cuenciacion del transcriptoma con el del exoma para disminuir el numero de
variantes a evaluar en pacientes con LMA (107).

En relacion a la secuenciacion masiva de ADN, dos estudios realizan la
secuenciacion completa de ADN de baja cobertura (104, 105) (aunque Mack
et al. (105) también utilizan un panel de NGS para ADN), un estudio com-
para la secuenciacioén del exoma junto con la de un panel dirigido de genes
para la deteccion de alteraciones del numero de copia (CNAs en inglés) (88)
y 15 (80-87, 89-93, 106, 108) evaliian paneles de genes centrados en determi-
nar el estado mutacional del ADN de las células tumorales.

En referencia al ARN, solo dos estudios (104, 107) realizan la secuen -
ciacion masiva de todo el transcriptoma (aunque Hansen et al. (107) lo utili-
za para compararlo con la NGS del exoma como estrategia para disminuir el
nimero de variantes a analizar), siendo 10 los estudios que utilizan paneles
para la secuenciacion de ARN (94-103).

En algunos casos, los autores se centran en la validez analitica de la
NGS para detectar mutaciones en genes especificos, como la FLT3-ITD (84)
o el gen de fusion BCR-ABLI en pacientes con LLA tipo Ph+ (95, 96, 101).

En cuanto al tipo de paciente incluido, un estudio abarca diferentes
tipos de tumores (106), puesto que incluye nifios con diferentes canceres,
entre los que se encuentran las leucemias agudas (106). Dos estudios incluyen
pacientes con neoplasias hematologicas (97, 102), siete estudios pacientes
con neoplasias mieloides (80-83, 90, 91, 108). Cuatro estudios incluyen pa-
cientes con LMA o LLA (85, 98, 99, 102); ocho incluyen solo pacientes con
LMA (69, 81, 84, 87, 88, 93, 104, 105), siendo uno en LMA citogenéticamen-
te normal (107) y otro en LMA del tipo NPMImut/FLT3-ITDneg (81). En
el caso de LLA, se han identificado nueve estudios (86, 89, 92, 94-96, 100,
101, 103), aunque de estos uno incluye solo LLA de tipo Ph+like (sin fusiones
mutuamente excluyentes y sin CRLAr por FISH) (94), tres incluyen pacien-
tes con LLA Ph+ (86, 95, 96), siendo pacientes pediatricos para el estudio de
Aoe M et al. (86). El ultimo incluye pacientes con LLA para los que no se
habian detectado genes de fusion por métodos convencionales (100).
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Sin embargo, la mayoria de estos estudios no evaliian la validez ex-
terna de los métodos de NGS utilizados. Solo se identificaron cinco arti-
culos que incluyen mas de un centro en la evaluacion de la NGS, donde se
comparan los resultados obtenidos al secuenciar las mismas muestras en
diferentes laboratorios que: 1) utilizan el mismo panel y la misma plata-
forma de secuenciacién, buscando valorar la concordancia inter-laborato-
rio (75); 2) utilizan cada uno la plataforma y el panel de genes que mas les
conviene y se evalua si cada laboratorio detecta todas las variantes (76); o
3) comparan el rendimiento de diferentes paneles de genes en diferentes
centros (77-79).

De estos cinco estudios, tres se centran en LMA (75-77), uno en neo-
plasias mieloides (79) y el tltimo estudio en la LLA pediatrica (78).

Cabe sefalar que, de estos cinco estudios, tres fueron realizados en
centros espafioles (76, 78, 79).

En el Anexo II se presenta el diagrama de flujo que resume el proceso
de seleccion de articulos sobre validez y utilidad de la NGS en el diagnoéstico
de las leucemias agudas y en el Anexo III, el listado de articulos excluidos
en el cribado a texto completo y las principales razones de exclusion.

IV.1.2. Estudios de costes relacionados con la
NGS en leucemias agudas

La busqueda genérica realizada en las bases de datos electronicas
identifico 182 estudios como potencialmente relevantes, una vez eliminados
los duplicados. Excluidos aquellos que no cumplieron con los criterios de
tipo de estudio e idioma, se seleccionaron 162 referencias para su lectura
por titulo y resumen. Tras una lectura detallada de los mismos, se identifi-
caron tres estudios para su lectura a texto completo, que finalmente no
fueron seleccionados para el analisis de costes de la NGS en leucemias
agudas.

En el Anexo II se presenta el diagrama de flujo, y en el Anexo III la
relacion de los articulos excluidos en el cribado a texto completo y las razones
principales para su exclusion.
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IV.1.3. Barreras, valores y preferencias con relacion
a la NGS en el diagnéstico de las leucemias
agudas

La busqueda sobre barreras, valores y preferencias produjo un total de
923 referencias potencialmente relevantes, aunque 916 fueron descartadas
porque no abordaban ninguno de los criterios de interés. El diagrama de
flujo se encuentra en el Anexo II.

De las siete referencias preseleccionadas para su lectura a texto com-
pleto, no se identific6 ningun estudio cualitativo o cuantitativo sobre las
barreras, los valores o las preferencias sobre la NGS en el diagnostico de la
leucemia aguda, aunque si se identifico una revision narrativa acerca de los
retos para la introduccion de la NGS en el diagndstico de neoplasias mieloi-
des en la clinica rutinaria (115). De las seis referencias restantes, en dos de
los estudios (identificados también en la busqueda sobre validez externa de
la NGS), los autores incluian algunos aspectos a tener en cuenta para la im-
plementacion fiable de la NGS en diferentes laboratorios (76, 78).

De forma adicional, se han tenido en cuenta los aspectos comentados
en el marco de evaluacion para test genéticos de National Academies of
Sciences, Engineering and Medicine (NASEM) (41) en relaciéon con la im-
plicacién de los aspectos éticos, legales y sociales en la evaluacion de las
pruebas genéticas.

En la busqueda manual se identificaron tres referencias que, aunque no
se centraban en leucemia aguda, abordaban algunos aspectos relacionados
con las barreras de implementacion del diagndstico molecular en general en
la practica clinica (114), opiniones y valores de pacientes con cancer y de los
profesionales que se ocupan del manejo de estos pacientes (112, 113).

IV.2. Analisis de la evidencia disponible

IV.2.1. Estudios sobre validez y utilidad de la NGS

IV.2.1.1. Estudios que combinan al NGS de ADN y ARN

Dos estudios (104, 105) combinan la secuenciaciéon masiva de ADN con
la del ARN, valorando la utilidad de la NGS no solo para la deteccion de
CNYV, sino también de polimorfismo de nucleétido tnico (SNP en inglés),
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indels y genes de fusion (104, 105). En ambos estudios, se combina la secuen-
ciacion de baja cobertura del genoma completo (LC-WGS en inglés) para
detectar CNV con la del ARN, aunque en un caso se secuencia todo el trans-
criptoma (104) y en el otro se utiliza ademas de un panel de NGS para genes
de fusion otro para el analisis de variantes de ADN (105).

En el estudio de Mareshal S et al. (104) los autores utilizan una combi-
nacion de dos técnicas basadas en NGS, la secuenciacion superficial del ge-
noma completo (sWGS en inglés) y la secuenciacion del transcriptoma
completo (WTS en inglés), que denominan cariotipo por NGS, para identi-
ficar CNV y traslocaciones en 281 pacientes con LMA, y comparan los resul-
tados con los de la citogénica convencional (CCA en inglés).

Los autores sefialan que la comparacion de la sWGS con el analisis CCA
es un reto, porque muchas aberraciones reportadas en CCA corresponden a
multiples segmentos en sWGS. Las dos técnicas describieron 672 aberracio-
nes, incluyendo 298 (44 %) coincidentes y 266 (40 %) identificadas por una
unica de las técnicas, excluyendo 108 (16 %) aberraciones incomparables.
De las 118 aberraciones detectadas solo por sWGS, 62 (52 %) eran mas
cortas que las detectadas por CCA. De las 148 aberraciones encontradas solo
por CCA, 70 (47,3 %) eran reordenaciones balanceadas o incluian cromoso-
mas sexuales, por lo que no eran detectadas por sSWGS y 37 (25 %) eran
subclonales y dificiles de detectar por sWGS. Estas observaciones redujeron
el porcentaje de desacuerdos claros entre las dos técnicas.

Ambas ténicas reportaron algunas aberraciones no confirmadas por la
otra técnica (18 y 13 para sWGS y CCA, respectivamente), realizandose FISH
en 23 de las mismas. En 17 casos se confirmo el resultado de la sWGS y solo
en dos de la CCA. Asi, el grado de acuerdo entre CCA y cariotipado de
proxima generacion (NGK en inglés) fue alto (96 %).

En cuanto a la deteccion de genes de fusion, de las 74 filtradas, 30
formaban parte de la clasificacion European LeukemiaNet (ELN), y seis
eran fusiones PML-RARA que definen la leucemia promielocitica aguda
(APL en inglés). Ni la t(6;9) ni la t(9;22) pudieron ser identificadas, con
frecuencias reportadas de 0,7 % y 0,9 %, mientras que las otras cuatro fu-
siones definidas en ELN si lo fueron. Con la WTS se identificaron 10 fusio-
nes no definidas por ELN, pero potencialmente relevantes y descritas en
LMA.

La concordancia entre el CCA y la WTS fue del 99,4 % para la deteccion
de criterios ELN basados en translocaciones. La WTS tenia mayor S para
identificar las inv(16) y reordenaciones KMT2A, mientras presentaba limi-
taciones en la deteccion de fusiones PML-RARA de baja expresion. Los
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resultados fueron validados mediante PCR de transcripcion inversa (RT-PCR
en inglés), demostrando que la WTS es un método rapido y fiable para la
deteccion de fusiones. Para todos los criterios de la ELN relacionados con
CNA fue del 94 %.

En total, de los 281 pacientes, solo 17 cambiaron de grupo de riesgo:
seis de los pacientes que presentaban un riesgo intermedio cambiaron al
grupo de mas riesgo; uno de los pacientes con riesgo intermedio cambid al
grupo de riesgo favorable; siete pacientes del grupo de riesgo adverso cam-
biaron al grupo de riesgo intermedio; y un paciente de riesgo adverso cambid
al grupo de riesgo favorable (104). En este estudio, no se identificaron dife-
rencias significativas en la habilidad de la CCA y la NGK para identificar
grupos con distinto pronoéstico utilizando los criterios de ELN. También se
estimo el coste relativo en tiempo y dinero de la NGS en comparacion con
la CCA convencional. Asi, en Estocolmo, pais en el que se llevo a cabo el
estudio, el tiempo que se necesita para la NGS es de 14 dias, por lo que las
aproximaciones son comparables bajo condiciones dptimas (dos semanas).
El coste seria comparable o incluso algo menor para la NGS frentea la CCA
convencional junto con la técnica FISH para translocaciones/inversiones. Por
todo ello, los autores concluyen que una estrategia basada en NGS puede
sustituir a la CCA convencional en detectar los CNA definidas por la ELN
y puesto que es un método rapido y fiable para la deteccion de genes de fusion
relacionados con la LMA.

En el estudio de Mack et al. (105) se disefia una plataforma de NGS
integrada para un analisis genético exhaustivo de las aberraciones que son
criticas para el diagnodstico, pronostico y tratamiento de pacientes adultos
con LMA. El flujo completo (preparacion de tres librerias de NGS y ana-
lisis de datos por cinco algoritmos diferentes) se completa en cinco dias.
El cariotipo se realiza por LC-WGS (como en el estudio de Mareschal et al.
(104)), seguido de un analisis de CNV con un nuevo algoritmo basado en
cariotipos de referencia generados in- silico. Para la evaluacion de trans-
locaciones y variantes de ADN, se utilizaron los paneles comerciales
TruSight Myeloid sequencing panel (TSMP) (Illumina) y el QI4Seq™
Myeloid Neoplasms panel (Qiagen, Hilden, Germany). Para la identifica-
cion de duplicaciones de tandem internas de FLT3 y duplicaciones parcia-
les en tindem de KMT2A, se adaptaron las herramientas previamente
descritas.

Se desarrollaron nuevos algoritmos para identificar CNV, KMT2A-PTD

y PTDi y se afiadi6 ITD-seek para la identificacion de FLT3-ITD a otros
pipelines disponibles.

INFORMES, ESTUDIOS E 69



Los autores sefialan que los costes del servicio por muestra fueron
comparables con los de los costes totales de la citogenética convencional,
FISH y analisis mutacional.

Los paneles de deteccion de genes de fusién y mutaciones fueron vali-
dados en lineas celulares y en un subgrupo de muestras de pacientes, identi-
ficando todas las alteraciones gendmicas esperadas.

Para validar el procedimiento diagnoéstico, se utilizo una cohorte de 33
pacientes. Los nueve cariotipos normales de esta cohorte fueron clasificados
de forma correcta, y 30 de las 31 (97 %) CNVs también fueron reportadas
de forma correcta frente a la citogenética clasica y FISH.

El anéalisis cegado de ocho muestras de pacientes adicionales mediante
este protocolo reprodujo de forma precisa los resultados. Por ello, se conclu-
ye que el cariotipado por LC-WGS, siempre que el recuento de blastos sea
de al menos 20 %, permite detectar de forma rapida y fiable los cambios
numéricos cromosomicos y, que, en combinacion con el cribado de fusiones
y mutaciones por paneles, puede facilitar la implementacion de terapias de
induccion especificas en pacientes con LMA.

También se han identificado dos estudios que valoran un panel que
permite la NGS tanto de ADN como ARN (106, 108). El primer panel de
Oncokids® Cancel Panel (Children’s Hospital Los Angeles, CA, USA) (106)
se dirige a pacientes pediatricos con cualquier cancer (incluye las leucemias
agudas); y el segundo, Oncomide Myeloid Research assay (OMR) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (108), a neoplasias mieloides (agudas
y cronicas), incluyendo la LMA. Asi, se pretenden analizar los SN'Vs, indels
y genes de fusion con relevancia clinica.

En el caso de Izevbaye et al. (108), los autores realizan la validacion
analitica del panel OMR, que incluye 40 genes y 29 genes de fusiéon comunes
en neoplasias mielodies. Utilizaron 77 muestras de ADN (con 91 SNVs y
pequenos indels), asi como 71 muestras de ARN de pacientes con la mayoria
de las traslocaciones que definen la LMA, previamente caracterizadas por
otros paneles.

De las 77 muestras de ADN (42 % pacientes con LMA), 67 habian sido
previamente referidas para NGS con el panel TMSP y, las 10 restantes para
mutaciones CALR, FLT3, KIT y CEBPA por métodos convencionales (por
ser regiones dificiles de secuenciar por alto contenido en guanina y citosina
(GC)). 49 eran muestras con mutaciones bien caracterizadas y 28 muestras
sin mutaciones patoldgicas.

70 SECUENCIACION MASIVA EN EL DIAGNOSTICO DE LAS LEUCEMIAS



De las 71 muestras de ARN (45 muestras con genes de fusion anorma-
les y 26 sin genes de fusion o cariotipo normal caracterizadas por cariotipo
y/o FISH), el 44,2 % eran de pacientes con LM A y solo 4,6 % pacientes con
LLA.

La concordancia fue de un 91,3 % y 100 %, para el ADN y ARN, res-
pectivamente. La S y E para las muestras de ADN fueron del 96,7 % y 100 %,
y para el ARN del 99,8 % y 100 %, respectivamente. Por ello se concluye
que el panel OMR es altamente preciso y reproducible en la deteccidon de
alteraciones genéticas comunes en neoplasias mieloides.

Hiemenz et al. (106) describen la validacion del panel Oncokids (con 20
ng de ADN y 20 ng de ARN) en una cohorte de 192 muestras de un amplio
rango de tumores y alteraciones.

Este panel cubre la region codificante completa de 44 loci de predispo-
sicion del cancer, genes supresores de tumor y oncogenes; hotspots para
mutaciones de 82 genes y eventos de amplificacion en 24 genes, y 1.421 genes
de fusion. Se incluyeron un catalogo de alteraciones genomicas (diagndsticas,
pronosticas o terapéuticas) reportadas en todas las formas comunes de can-
cer pediatrico (SNVs, indels, amplificacion de genes y genes de fusion).

Tras la validacion con una mezcla sintética de variantes conocidas
(AcroMetrix), se seleccionaron casos previamente confirmados mediante
métodos ortogonales (FISH, microarray de cromosomas (CMA), secuencia-
cion Sanger y en algunos casos, paneles de secuenciacion de NGS), testando
44 LLA-B, 30 tumores blandos/sarcomas, 26 neoplasias mieloides, 18 tumo-
res cerebrales y nueve tumores embrionarios.

Para la S analitica de SNVs, variantes multinucleotidicas (MNVs en
inglés) e indels, se utilizo el ADN de 83 muestras clinicas previamente carac-
terizadas por secuenciacion Sanger (18 muestras) o NGS (64 muestras), que
presentaban un total de 99 SNVs, tres MNVs y 49 indels. La concordancia
fue de 98 de 99 SNVs (S de 99 %; IC95 % de 94,5 2 99,9 %) y 44 de 49 indels
(S de 89,8 %, IC95 % de 77,8 a 96,7 %). Las tres MNVs fueron detectadas.
En cuanto a los genes de fusion de las muestras hematologicas, 47 de las 51
muestras fueron concordantes (92,2 %; IC95 % de 81,1 a 97,8 %). Las cuatro
discordantes fueron fusiones de ETV6-RUNXI1 detectadas por FISH (On-
cokids cubria solo el principal breakpoint de ETV6-RUNXI1, el 90 % de las
fusiones de los dos genes). Estos casos fueron confirmados por RT-PCR y
secuenciacion Sanger.

Por ello, los resultados apoyan la validez analitica y el valor de Oncokids
en el uso rutinario en la practica clinica en pacientes pediatricos con un am-
plio rango de tumores, entre ellos los hematologicos.
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En relacion con el unico estudio (107) que evalia la combinacion de la
secuenciacion del transcriptoma codificante y del exoma para reducir el nume-
ro de variantes (SNVs e indels) a analizar, se secuenciaron las muestras de
cinco pacientes con LMA citogenéticamente normales, emparejando muestras
de médula dsea de diagnostico y remision (20 muestras secuenciadas en total).

Se observo una correlacion cercana entre biomarcadores diagndsticos
de rutina en 29 de 30, con la excepcidn de una repeticidn interna en tindem
de FLT3.

De forma adicional, la prueba reveld mutaciones en DNMT3A, IDH2,
TET2 e IL32 (mutacion de desplazamiento de pauta de lectura), que la prue-
ba de rutina no abarcaba. Con este proceso se reducen de forma efectiva las
observaciones a un subgrupo dirigido de alta especificidad.

Todas las muestras diagndsticas fueron testadas para mutaciones comu-
nes mediante analisis de fragmentos de ADN por electroforesis capilar.

Se excluyen variantes detectadas en las muestras en remision. La intersec-
cién entre el exoma y las variantes de ARN, identificadas exclusivamente en las
muestras diagnosticas, proporciono sets de 10 variantes de media (rango entre
3y 21), con la exclusion de variantes de referencia y polimorfismos comunes.

El analisis molecular rutinario paralelo de NPM1, IDHI1, FLT3 (ITD y
mutaciones puntuales en D835), WT1, CEBPA y KIT confirman la presencia
o ausencia de candidatos somaticos desde NGS, con una excepcion: no se
detectan dos FLT3-ITD con ninguna de las dos técnicas de NGS, que si de-
tectan por el analisis de fragmentos (frecuencia del alelo variante (VAF en
inglés) de 6 y 22 %, longitud de 60 y 111 pb, respectivamente).

IV.2.1.2. Estudios que realizan NGS de s6lo ADN

En cuanto a los 12 estudios que se centran en la secuenciacion del ADN,
un estudio se centra s6lo en la deteccion de CNVs (89), otro en la deteccidon
de translocaciones frecuentes en pacientes con leucemia (85) y el tercero en
la deteccion de CNA en pacientes con LMA (88).

Cinco estudios evaltian la utilidad de la NGS para identificar todo tipo
de alteraciones, tanto CNVs como SNVs, pequeiios indels o incluso en algu-
nos genes de fusion y translocaciones (80-83, 86, 91, 92) y los cuatro restantes,
la deteccion de SNVs e indels mediante la NGS del ADN (84, 87, 90, 93).

En cuanto a los estudios que sélo se centran en la deteccion de CNVs/
CNA o translocaciones (85, 88, 89), el primero (89) evalta una variante de
NGS que permite la deteccion simultanea de CNAs en pacientes con LLA
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de tipo B y T con hasta 1.000 secuencias diana, lo que se ha denominado
“cariotipado digital”, que realiza la amplificacion digital por sondas depen-
diente de ligandos multiples. Este nuevo método fue disefiado y optimizado
para detectar CNAs en las regiones de 56 genes relacionados con la LLA.

El set de 208 sondas para el cariotipado digital cubre todos los brazos
de los cromosomas con entre tres y seis sondas, con al menos una sonda para
cada una de las “localizaciones” (cerca del centromero, en la mitad del brazo
del cromosoma y cerca del telomero).

Este método fue aplicado en muestras de pacientes sanos y fue valida-
do con lineas celulares con CNAs conocidas.

Posteriormente, el método fue validado con muestras de 67 pacientes
con LLA (de tipo B y T), caracterizadas previamente por amplificacion de
sondas tras ligacion multiple (MLPA en inglés), hibridacion genémica com-
parativa y/o arrays de SNP.

Las alteraciones eran detectadas de forma fiable si la muestra contenia
un 20 o0 30 % de células con las mismas. Asi, la S diagnostica fue del 98,9 %
y la E del 97,8 %.

Los autores sefialan que el cariotipo digital identifica de forma fiable
todas las pérdidas y ganancias cromosémicas (incluyendo la hiperdiploidia
alta), deleciones o ganancias de genes completos, amplificacion intracromo-
somica del cromosoma 21, genes de fusion y deleciones intragénicas que
fueron confirmadas por otros métodos, por lo que los resultados colocan a la
MLPA digital como una alternativa para la caracterizacion genética de pa-
cientes diagnosticados de LLA de forma reciente.

El segundo estudio (85) presenta un panel multiple de amplificacion de
locus dirigida (TLA en inglés) como test de cribado de traslocaciones en
pacientes con leucemia que incluye 17 genes asociados con cientos de genes
de fusion, para determinar si la region o gen esta envuelto en una traslocacion
y con qué partner. Para ello se utilizan sets de primers dirigidos a regiones
breakpoints y regiones cercanas para ampliar la cobertura del panel.

Para la validacion técnica del panel (optimizacion del analisis e inter-
pretacion de los resultados), se realizé una serie de diluciones de lineas ce-
lulares y muestras de la médula 6sea de 17 pacientes con cariotipo conocido
y las lineas REH y FKH-1, asi como diluciones seriadas de las lineas KOPN-
8 y HAL-01. Todas las muestras se utilizaron para marcar los puntos de
corte para el analisis e interpretacion de los datos. Las diluciones también se
utilizaron para establecer el porcentaje minimo de células necesario para la
prueba. A este primer grupo de muestras se la denominé training set, y la
concordancia con los tests convencionales fue del 81 %.
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Para valorar el rendimiento, se selecciond un segundo set de muestras
de 19 pacientes, denominado test set, utilizando los limites Optimos obtenidos
del training set.

Se repitieron las series de diluciones con las lineas celulares para con-
firmar el nimero minimo de células aberrantes para detectar las transloca-
ciones con este procedimiento, y se utilizaron los limites 6ptimos definidos
con el primer set, encontrando en este caso que la concordancia era del 100 %
(E del 100 %, sin FP).

Los autores determinaron que la prueba requiere un minimo de 10 %
de células aberrantes para detectar las traslocaciones, con excepcion de la
region diana MY C, que necesita de un 25 %, concluyendo que puede tratar-
se de una prueba para realizar un primer cribado de translocaciones, sin
conocimiento previo de los genes partners, tanto en pacientes con leucemia
aguda como otras neoplasias hematologicas.

En el caso del estudio de Vosberg et al. (88), se evalua la utilidad de la
secuenciacion masiva del exoma y de un panel customizado de genes frente
al array de SNPs para detectar CNA en pacientes con LMA.

Los autores incluyeron 90 pacientes con leucemia emparejados con
muestras en remision completa. La citogenética convencional detecto alte-
raciones cromosomicas en 25 de éstos, siendo 65 los que no presentaban
ninguna alteracion.

Para evaluar la utilidad del panel customizado en la deteccion de CNAs,
se seleccionaron 22 pacientes de los 25 que presentaban delecion del cromoso-
ma 9 (de los que cinco también fueron analizados por array de SNP) y 21 pa-
cientes sin aberraciones en el cromosoma 9. Los autores confirmaron los resul-
tados citogenéticos en 18 de los 22 casos (82 %), siendo el tamafio clonal (<33 %)
el factor limitante para la deteccion de CNAs en los cuatro casos discordantes.

En cuanto a los resultados de la WES de los 65 pacientes citogenética-
mente normales, se identificaron CNAs aparentemente no detectados por
citogenética convencional en seis de los pacientes.

Los 25 pacientes con LMA que presentaron aberraciones cromosomicas
bien definidas, fueron emparejadas con muestras control germinales para
WES y deteccion de CNAs. Asi, se pudieron confirmar aberraciones cromo-
sOmicas, incluyendo trisomias, monosomias y delecion parcial en 20 de las 25
muestras secuenciadas por WES.

La comparacion de deteccion de CNA utilizando la WES, un panel
customizado de genes y el array de SNP demostro resultados equivalentes
en los cinco pacientes que presentaban un tamafio clonal variable.
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Por lo tanto, los autores sefialan que la deteccion de CNAs mediante
secuenciacion dirigida puede complementar los datos obtenidos por citoge-
nética clasica y molecular en el diagnostico rutinario, especialmente en la
deteccion de CNAs autosomicos en el clon dominante de la LMA.

En relacion con los estudios que pretenden identificar las principales
alteraciones genéticas implicadas en estas enfermedades, en el estudio de
Shen W et al. (91) (centrado en neoplasias mieloides) se investiga la factibi-
lidad de combinar la detecciéon de CNV en el genoma, pérdida de heterozi-
gosidad copia neutro (CN-LOH en inglés) y mutaciones genéticas diana en
una Unica prueba para lo que se disefa una estrategia de SNP sequencing
backbone de genoma completo con 22.762 regiones SNP distribuidas por todo
el genoma.

Se seleccionaron 62 genes mutados de forma frecuente para las muta-
ciones diana y se combind este eje de secuenciacion con un panel de secuen-
ciacion dirigida en nueve individuos sanos y 16 pacientes con neoplasias
mieloides.

En los 16 pacientes con neoplasias mieloides se detectaron 52 CNVs
somaticas, 11 casos de CN-LOH y 39 mutaciones oncogénicas. En los nueve
individuos sanos no se detectd ninguna alteracion. Todos los CNVs y CN-
LOH fueron confirmados por microarrays de SNP.

En ocho casos se detectaron perfiles complejos de CNV o CN-LOH que
predecian un mal prondstico y demostraban mutaciones en TP53. Este mé-
todo es capaz de detectar CNVs presentes en un 20 % de las células, y el
tamafio mas pequefio de CNV identificado fue una ganancia de 500 kb.

Por ello, los autores sefialan la factibilidad de integrar la deteccion de
CNV, CN-LOH y mutaciones genéticas diana con un coste directo menor
(850 $) que el coste combinado de realizar un microarray de SNP (650 $) y
un panel dirigido para deteccion de mutaciones (650 $).

En el estudio de Aoe et al. (86) se valora la utilizacion de un panel de
NGS customizado (HaloPlex) para detectar mutaciones puntuales, indels y
CNVs en genes que podrian ayudar a estratificar el riesgo de pacientes pe-
diatricos con LLA Ph+ (como mutaciones en ABL1 y deleciones de IKZF1).
Los autores analizan con este panel 160 genes implicados en desdrdenes
hematologicos en cinco pacientes pediatricos, tanto al momento diagnostico
como en la recaida, y comparan los resultados obtenidos con los de las téc-
nicas de MLPA o secuenciacion Sanger.

Aunque se observan resultados similares a los obtenidos con otros méto-
dos, tres de los 36 CNVs identificados por MLPA no fueron detectados por
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Hapoplex (FN) (uno como normal y los otros dos sin datos), y dos de los iden-
tificados por Hapoplex no fueron detectados por MLPA (FP) (S del 91,7 %).

En caso de SNVs e indels, se consideraron las variantes con un VAF
superior al 10 % que no estaban presentes en remision. Se detectaron mu-
taciones en el momento diagnostico en dos pacientes (uno en IKZF1K y
mutacion indel en DNM2) y en el momento de recaida tres (una en ABL1
y una mutacién puntual y un idnel en DOTIL). Estas mutaciones fueron
validadas por secuenciacion Sanger. También se realizé un estudio de la
evolucion clonal en estos pacientes, observado si las mutaciones identifica-
das en la recaida estaban ya presentes en el momento diagndstico, etc. Los
autores sefialan que es necesario mejorar el panel para aumentar el nimero
de lecturas y reducir el nimero de genes analizados, y que la NGS podria
ser utilizada para decidir qué tipo de inhibidor de la tirosina quinasa (TKI
en inglés) (dasatinib, nilotinib o ponatinib) seria mas adecuado en cada caso,
o si fuera necesario el trasplante hematopoyético en algunos de estos pa-
cientes.

En cuanto al estudio de Kim et al. (99), los autores disefian y evaltian
un panel de NGS para detectar mutaciones somaticas, translocaciones y
mutaciones germinales en pacientes con neoplasias mieloides también en un
unico ensayo. Para ello se incluyen 129 pacientes con neoplasias mieloides,
de los que 95 tienen LMA.

Con la NGS se identificaron 280 variantes en 65 genes (al menos una
variante en 119 pacientes). Los autores secuenciaron por NGS y Sanger 11
genes frecuentemente mutados en 34 de los pacientes con LMA, con una
concordancia fue del 100 % (aunque solo se muestran los resultados de los
genes NPM1, CEBPA, IDHI ex6n 4, IDH2 exén 4, DNMT3A exén 23,
ASXLI1 ex6n 12, FLT3-ITD). En el caso de FLT3-1TD, el analisis de frag-
mentos detectd 17 casos que la NGS identificaba si se utilizaba el algoritmo
Pindel en vez de la herramienta Genome Analysis Tool Kit (GATK) opti-
mizada para deteccion de SNVs, que solo detectdé mutacion en ocho de los
17 casos (47 %).

La delecion o duplicacion de exones o de genes completos fue detecta-
da en 19 pacientes. En aquellos genes para los que habia un kit de MLPA
disponible, se confirmaron todas las CN'Vs.

Tras excluir los 25 casos para los que no se contaba con informaciéon
citogenética completa, la concordancia fue del 87,5 % (91/104). Asi, el ana-
lisis de NGS pudo detectar pequefias deleciones intersticiales con mayor
resolucion que el cariotipo convencional. Los autores también estudian las
posibles mutaciones germinales examinando 113 genes de predisposicion al
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cancer. Estos observaron que entre el 8,4 % y 11,6 % de los pacientes con
LMA tenian mutaciones germinales que no respondian a la quimioterapia
estandar, sugiriendo que la predisposicion germinal puede tener implicacio-
nes clinicas significativas y diferentes.

Por ello, los autores sefialan que este panel puede ser una buena prue-
ba complementaria para muchas pruebas convencionales (como la secuen-
ciacion Sanger, la RT-PCR vy la citogenética convencional).

En otro de los estudios que pretenden utilizar la NGS para identificar
en un unico paso las principales alteraciones genéticas, en este caso de la
LLA-B (35), se disefia y valida un panel customizado que incluye exones
especificos de 150 genes asociados a B- LLA: 165 SNPs asociados con la
farmacogenética del tratamiento de la LLA, secuencias breakpoint de
ETV6-RUNXI1, BCR-ABL1, MLLr, CRLF2r, incluyendo los genes de
fusion CRLF2/P2YRS8 y IGH/CRLF2, regiones especificas de deteccion
de CNV en IKZF1, CDKN2A, PAXS, BTG1, RB1, y ETV6; sondas dis-
tribuidas de forma aleatoria entre los cromosomas 4, 8, 10 y 21 para de-
teccion de hiperdiploidia, y de cromosomas 7 y 17 para la deteccion de
hipodiploidia.

Los autores incluyen en el estudio 75 pacientes con LLA-B caracteri-
zados previamente por técnicas convencionales: 10 pacientes positivos a
BCR-ABLI1, 10 positivos a ETV6-RUNX1, 10 con hiperdiploidia alta (>51
cromosomas), 10 con reordenaciones en MLL, tres con clones con baja hi-
podiploidia (<40 cromosomas); tres con iAMP21 y 29 sin alteraciones recu-
rrentes o pacientes con otro tipo de alteraciones.

Se reportaron un total de 868 variantes (SNV/indels), incluyendo aneu-
ploidias en 14 muestras y algunos de los genes de fusion recurrentes en 35 de
los 75 pacientes. También se detectaron alteraciones secundarias, como SNVs
y CNVs en 66 y 46 pacientes, respectivamente, permitiendo refinar la estra-
tificacion de los pacientes. Los polimorfismos y genes de fusion fueron vali-
dados mediante secuenciaciéon Sanger.

No se reportaron SNVs/indels ni perfil alterado de CNV en las muestras
control, y el panel fue altamente reproducible (se secuenciaron tres muestras
de forma duplicada).

La S y E fueron del 96,3 % y 90 % para SNV ¢ indels (frente a otros
paneles de NGS, como 454 Junior sequencing y TruSeqCustom amplicon
panel de LLA); 89,7 % y 100 % para genes de fusion frente a FISH; 93,3 %
y 100 % para deteccion de aneuploidias en comparacion con cariotipo; y, del
95,5 % y 100 % para deteccion de CN'Vs en comparacion con MLPA.
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En el 28 % de los pacientes (21/75), no se pudo realizar el cariotipo y
los datos de NGS permitieron reclasificar a tres de los 29 pacientes del grupo
de otros pacientes B.

Entre las alteraciones recurrentes, el 81,3 % fueron detectadas por
ambas metodologias. El 12 % fue detectado Unicamente por la NGS y el
6,7 % por técnicas citogenéticas. De forma adicional, se identificaron algunas
alteraciones secundarias en 61,3 % (46 de 75) de los pacientes por NGS.

En relacion con los principales genes de fusion, todos fueron identifi-
cados por el panel, incluso cuando el porcentaje de células portadoras era
bajo o en casos no detectados por técnicas convencionales. En casos de
MLLr, el panel solo detectd el 70 % de los casos confirmados por citoge-
nética, porque solo la region con breakpoints mas frecuentes fue incluida
en su disefio. E1 20 % de los pacientes con MMLr presentaban un breakpoint
en una posicion diferente y, por lo tanto, no pudieron ser detectados por el
panel.

Por ello, se sefala que se trata de un panel que permite la deteccidon
rapida y eficiente de las principales alteraciones genéticas de la LLA-B (SNVs,
indels, genes de fusion recurrentes, CNVs, aneuploidias, SNPs), lo que podria
simplificar y acelerar el proceso de diagnodstico molecular de estos pacientes.
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Figura 17. Alteraciones genéticas identificadas del analisis
combinado del panel de NGS customizado y del diagnéstico estandar
en pacientes con LLA-B (Obtenida de Montafio et al., 2020).

En cuanto al ultimo estudio que pretende identificar todo tipo de alte-
raciones mediante la NGS en un tinico paso (80), se reportan los resultados
del panel enrichement capture MyeloidNeoplasm-GeneSGKit (Sistemas
Genomicos), que incluye mutaciones frecuentes, CNVs y translocaciones
relacionadas con 35 genes implicados en las neoplasias mieloides, y validados
con citogenética y/o MLPA cuando fue posible.

Los autores incluyeron 121 casos de neoplasias mieloides con estudio
citogenético completo, en los que detectaron 64 alteraciones frecuentes (10
solo por citogenética y siete por NGS). En los 17 en los que no se pudo rea-
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lizar cariotipo se observaron dos alteraciones frecuentes por NGS y una por
FISH, por lo que finalmente se identificaron 66 alteraciones totales: 48 por
ambas técnicas, 10 solo por citogenética y 8 por NGS.

Ademas de las alteraciones frecuentes, se observaron 38 CNVs en 29
pacientes (16 ganancias y 22 pérdidas) en algunos de los genes incluidos, de
los que todos, salvo siete, fueron confirmados por MLPA o citogenética.

Al analizar el impacto de la NGS frente al cariotipo, se detectaron 19
nuevas alteraciones frecuentes en 12 pacientes. En cinco casos se presentaban
en el contexto de cariotipo alterado (no influyeron en el pronostico) y en
otros seis, en el contexto de cariotipo normal (3) o en pacientes sin cariotipo
(3). Entre esos seis, cuatro cambiaban el riesgo de intermedio a no favorable,
y uno de intermedio a favorable. Por ello, se concluye que la NGS es una
prueba complementaria fiable para el analisis de CNVs y translocaciones en
neoplasias hematoldgicas mieloides.

Con relacidn al resto de estudios que evaltian la NGS del ADN (81, 82,
84, 87, 90, 93), el estudio de Carbonell et al. (82) analiza 121 muestras diag-
nosticas de pacientes con neoplasias mieloides y 10 muestras de un subgrupo
de pacientes con leucemia que habian recaido, utilizando dos paneles de NGS
de enriquecimiento por captura (LMA-GeneSGKit (Sistemas Gendmicos) y
Myeloid Neoplasm-GeneSGKit (Sistemas Genomicos, oncologia germinal)).
Es el tnico estudio que incluye paneles con marcado CE-IVD. El panel
LMA-GeneSGKit incluye la deteccion de indels y SNV, y el panel Myeloid-
Neoplasm-GeneSGKit incluye indels, SNV, translocaciones, CNVs y altera-
ciones numéricas grandes.

La NGS detectéo 278 variantes patogénicas en 84 % de los pacientes. El
82 % de las alteraciones estructurales caracterizadas por citogenética (25 de
31 CNV vy las tres traslocaciones) fueron identificadas por la NGS.

La deteccion de variantes por NGS cambi6 el diagnostico de siete pa-
cientes y el pronostico de 15 (de riesgo intermedio a riesgo desfavorable). 44
pacientes fueron calificados para ser incluidos en ensayos clinicos (22 de esttos
pacientes con LMA con deteccion de variantes en FLT3-TKD, IDH1, IDH2
y genes del espliceosoma).

Seis de los diez pacientes con LMA que sufrieron una recaida perdieron
0 ganaron variantes, en comparacion con las muestras diagnosticas.

La presencia de las variantes fue confirmada por PCR y secuenciacion
Sanger. La deteccion de duplicaciones internas en tindem de FLT3 fue va-
lidada por amplificacion y electroforesis capilar. El origen germinal o soma-
tico fue testado en pacientes con variantes que afectaban a genes asociados
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a neoplasias mieloides hereditarias con un VAF superior a 0,4. Las altera-
ciones citogenéticas fueron confirmadas por qPCR, FISH y/o cariotipo.

Los autores concluyen que el uso de pancles de NGS mejora la carac-
terizacion genética en comparacion con los métodos convencionales, demos-
trando su potencial utilidad en la practica clinica.

En otro estudio de Carbonell et al. (81), se estudia lo que podria aportar
la NGS en pacientes con LMA clasificados como NPM1mut/FLT3-ITDneg,
aunque son pacientes de bajo riesgo presentan una alta tasa de recaida. De
333 pacientes con LMA tratados en el hospital, 27 fueron NPM1mut/FLT3-
ITDneg, y fueron analizados en mayor detalle mediante NGS para identificar
asociaciones entre las caracteristicas clinicas y moleculares y la incidencia
acumulada de recaida. La NGS se realizo en el momento diagnostico y en
remision, mediante dos paneles de captura comercializados (LMA-GeneS-
GKit y MYS).

Las mutaciones identificadas fueron validadas mediante secuenciacion
Sanger, y se observo que la presencia de la variante FLT3D835 se asociaba
con una mayor probabilidad de recaida, por lo que la NGS podria ser de
utilidad en caracterizar mejor el riesgo de este tipo especifico de pacientes.

Alonso et al. (93) evaltan la utilidad clinica del panel lon Ampliseq
AML Community panel (Thermo Fisher Scientific) que incluye 19 genes, en
el diagnostico de pacientes con LMA frente a técnicas convencionales.

En primer lugar, la S y E del panel se testo en lineas celulares, siendo
del 87,55 % y 99,88 %, respectivamente.

Posteriormente, se secuencian las muestras de 162 pacientes con
LMA, donde la NGS identifica 339 variantes (36 % indels y 64 % SNV5s),
observando una concordancia del 100 % con los métodos convencionales.
Sin embargo, mientras que solo el 45,07 % de los pacientes presentaron
un marcador molecular mediante técnicas convencionales, la NGS identi-
fico al menos un marcador util en el 88,89 % de los pacientes. E1 68 % de
los pacientes pertenecian al grupo de LMA con anomalias recurrentes. En
este grupo, 18,5 % de los pacientes presentaban anomalias citogenéticas,
y el 49,4 % cambios moleculares. E1 20 % de los pacientes fueron clasifi-
cados como LMA con cambios relacionados con mielodisplasia y 12 % se
mantuvieron en la categoria de LMA not otherwise specified. Asi, todos
los pacientes pudieron ser clasificados en una de las categorias diagnosticas
de la OMS de 2016 (12), y en los indices pronosticos propuestos por ELN
2017 (13).

La conclusién de los autores es que la NGS dirigida es reproducible y
precisa y que es aplicable en el diagnostico de LM A, y que una seleccion
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adecuada de genes clave o regiones clave puede ser suficiente para clasificar
a los pacientes en las diferentes categorias de riesgo en el diagndstico, redu-
ciendo asi costes y simplificando el analisis bioinformatico de los datos.

El estudio de Ng et al. (89), se centra en el analisis mutacional del gen
CEBPA en pacientes con LMA, debido a la dificultad de deteccion de mu-
taciones en este gen por la cantidad de GC que contiene en su secuencia.

Los autores utilizan el flujo de trabajo basado en amplicones Nextera
XT especifico de CEBPA (CEBNX en inglés) para construir las librerias, y
secuencian un total de 137 muestras de pacientes con LMA. Se encuentran
que 22 de las muestras (16,1 %) presentaban mutaciones en el gen CEBPA
(VAF entre 3,8 % y 58,2 %). Tomando la CCS como gold estandar,laSy E
fue del 97 % (IC95 % de 82 a 100 %) y 97 % (1C95 % de 92 a 99 %), respec-
tivamente.

Los autores sefialan que la prueba de NGS desarrollada en el laborato-
rio tiene alta cobertura y supera los retos asociados con la eficiencia de la
amplificacion y la baja cobertura del gen CEBPA, encontrando ademas que
CEBNX identifica tres mutaciones adicionales que no fueron detectadas por
CCS. Para demostrar que los resultados que se obtienen son mejores que los
obtenidos mediante la NGS con paneles comerciales, los autores secuencian
las mismas muestras utilizando el panel TSMP. En este caso, se observa que
la S y E del panel fueron menores para detectar mutaciones en el gen CEBPA
(S de 47 %, IC95 % de 31 a 62 %; E de 94 %, IC95 % de 88 a 98 %).

El estudio de He et al. (86) aborda de forma especifica las dificultades
de interpretar los resultados de NGS para las mutaciones de FLT3 y, en
concreto, para determinar el ratio de FLT3-ITD en LMA. Se utiliza el panel
OncoHeme next generation sequencing panel (Mayo Clinic Laboratories,
Rochester, MN, USA) (que incluye 34 genes mas, ademas de FLT3), para la
secuenciacion masiva de 7.902 pacientes con neoplasias mieloides, con el que
se detectaron 335 casos de FLT3-ITD, con tamafio y puntos de insercion
variables. Sin embargo, de los 7.902 pacientes iniciales s6lo en 402 se conta-
ba con resultados del analisis de fragmentos para FLT3. En estos pacientes,
la concordancia entre ambos test fue de un 100 % (136 casos positivos y 266
negativos).

En relacion al ratio, y utilizando los resultados del andlisis de fragmen-
tos como gold estandar, se observo una concordancia del 94 % (128 de los
136 casos) con la clasificacion de un ratio alto o bajo.

Ademas, la NGS detectdé mutaciones que podrian beneficiarse de tera-
pia con inhibidor de FLT3 en regiones no cubiertas por el analisis de frag-
mentos en siete pacientes.
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Por lo tanto, la utilizaciéon de una técnica de captura por hibridacion y
pipeline bioinformaticos optimizados, la NGS si podria detectar de forma
fiable las FLT3-ITD y clasificar de forma adecuada el ratio alélico para es-
tratificar el riesgo de la LM A. Ademas, es mas sensible a la hora de detectar
mutaciones en FLT3, por lo que puede mejorar la terapia dirigida persona-
lizada en pacientes con LMA.

Por ultimo, en relacién con la validez o utilidad de la secuenciacion
masiva de ADN en pacientes con leucemia aguda, nos encontramos con el
estudio de Au et al. (90), que evalta la aplicabilidad de un panel de genes
para la deteccion de mutaciones de LM A en un laboratorio de diagnostico
molecular.

El panel utilizado es el TSMP con 54 genes incluidos (exones codifican-
tes completos de 15 genes y hotspot exdnicos de 39 genes). Se secuenciaron
muestras de 50 pacientes (46 con LMA y cuatro con otras neoplasias mieloi-
des), y se compararon los resultados con los obtenidos con técnicas molecu-
lares. La NGS identifico 77 mutaciones en 24 genes (74 %) de 37 pacientes.
Los resultados se comparan con los resultados de pruebas convencionales de
42 pacientes (n = 111 resultados, tanto positivos como negativos, incluyendo
FLT3 ITD (n = 39), dominio tirosin quinasa de FLT3 (TKD; n = 39), NPM1
(n=122), JAK2 (n =4), KIT (n =4), CALR, MPL y CSF3R (todos n = 1)).

La concordancia fue del 95,5 % (106 de 111), aunque al aplicar el nue-
vo algoritmo informatico ITD seek, la concordancia aumentd hasta el 98,2 %
(109/111).

Los autores concluyen que el panel de genes detecta de forma sensible
y precisa mutaciones de LMA accionables, ayudando a individualizar el
manejo de los pacientes con LMA. Ademas, los autores presentan ITDseek
que mejora la deteccion de FLT3-ITD de longitud variable, posicion y baja
carga alélica.

IV.2.1.3. Estudios que realizan NGS de s6lo ARN

En relacion con los estudios que secuencian de forma masiva el ARN,
todos utilizan paneles comercializados, dirigidos sobre todo a la deteccién
de genes de fusidon, aunque también mutaciones puntuales en algunos casos,
implicados en enfermedades oncohematoldgicas. En la mayoria de los estu-
dios se centran en la utilizacién de la NGS para la deteccién de genes de
fusion en pacientes con leucemia aguda (71, 98, 102) o en pacientes con
LLA-B (100, 103). Sin embargo, también se han identificado tres estudios
que se centran en la utilizacion de la NGS en pacientes con LLA de tipo Ph+
(95, 96, 101) y un estudio que incluye la NGS de ARN en el algoritmo que

82 SECUENCIACION MASIVA EN EL DIAGNOSTICO DE LAS LEUCEMIAS



utilizan para identificar pacientes con LLA-B de tipo Ph-like (94). El ultimo
estudio incluye la NGS de ARN para identificar el tipo de leucemia que
tiene el paciente (97).

Son tres los estudios que utilizan la NGS en el diagnéstico de las leuce-
mias agudas (98, 99, 102).

En el estudio de Kim et al. (99) se evalua la validez de dos paneles co-
merciales basados en la NGS de ARN (TruSight RNA fusion panel (Illumina)
y FusionPlex Pan-Heme panel (ArcherDx)) en la deteccién de genes de fusion
recurrentes en oncohematologia. Se incluyeron 24 muestras de médula osea
en el diagnostico inicial de pacientes con leucemia aguda. El limite de detec-
cion fue valorado por diluciones seriadas de ARN de un material comercial
positivo para el gen de fusion BCR-ABLI1. Los dos paneles detectaron los
19 casos con traslocaciones recurrentes, identificadas por RT-PCR, asi como
un caso de KMT2A-AFF1 como FN en RT-PCR. Entre los cuatro casos
negativos por RT-PCR, la NGS identificé dos translocaciones raras DDX3X-
MLLT10y NUP98- HOXC13. La validacion de los resultados obtenidos se
realizd por RT-PCR y secuenciacion Sanger. Las sondas FISH utilizadas no
incluian la deteccion de estas traslocaciones.

El panel de TruSight, pero no FusionPlex, pudo detectar traslocaciones
reciprocas.

Sin embargo, el limite de deteccion de los paneles de NGS era menor
que el de la RT- PCR (entre 10" y 10 para FusionPlex y de 10 a 107 para
la RT-PCR). Por ello, los autores sefialan que los paneles de genes de fusion
pueden ser utiles para el diagndstico inicial, pero no para el seguimiento de
pacientes con leucemia aguda.

En el estudio posterior de Kim et al. (98), los autores evaltian la utilidad
de la NGS de ARN, mediante otro panel diferente, el de FusionPlex Pan-
Heme para detectar genes de fusion en pacientes con leucemia aguda. Se hi-
cieron dos rondas de PCR con primers especificos que cubren 199 genes
diana y los resultados fueron comparados con los obtenidos por técnicas
convencionales (cariotipo convencional, FISH y RT-PCR). Se confirm¢ la
utilidad clinica a la hora de identificar fusiones de genes con significado clini-
co, como los relacionados con KMT2A, que tiene un alto numero de partners.

Se analizaron 134 pacientes con leucemia aguda (LM A o LLA), iden-
tificando 53 genes de fusion en 52 pacientes. Ademas de las fusiones que se
especifican en los criterios diagnosticos de la OMS, se identificaron 11 fusio-
nes nuevas o raras, dos asociadas a la LLA tipo Ph-like, dos genes de fusion
nuevos, tres genes de fusion con nuevos partners asociados y seis genes de
fusiones raros. Por ello, los autores sefialana la utilidad clinica del FusionPlex
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Pan-Heme panel para identificar fusiones de genes con significado clinico,
como los relacionados con KMT2A, que tiene un alto numero de partners.

Los resultados demostraron una concordancia excelente con los resul-
tados de la RT-PCR (con una S y E superior a la de la RT-PCR).

En el estudio de Engvall et al. (102), los autores describen la deteccion
de genes de fusion mediante NGS de ARN con el panel FusionPlex Heme
panel (Archer) en la plataforma MiSeq System (Illumina) en pacientes con
leucemia aguda.

Se trata de un panel que incluye todos los genes de fusion recurrentes
que se han descrito en LMA y LLA, y que fue disefiado para detectar todas
las fusiones sin conocer el partner o puntos de ruptura especificos. En este
estudio se incluyeron 27 casos de tumores hematologicos, en los que se ana-
lizaron 23 de variantes de transcripcion. El panel fue validado de forma
ciega (sin conocer el diagnodstico o los resultados citogenéticos) en una co-
horte de 12 casos.

En los 27 tumores hematologicos se pudieron identificar fusiones que
los métodos convencionales no habian detectado (reordenaciones cripticas
o fusiones con partners raros). Los nuevos partners fueron verificados me-
diante RT-PCR y se disefiaron qPCR especificas de transcripto para poder
realizar un seguimiento de cada paciente. Ademas, los 12 casos fueron co-
rrectamente valorados. Entre aquellos en los que el método FISH no iden-
tificd fusiones conocidas, la NGS del ARN identifico una fusion TCF3-
ZNF384 (aberracion criptica de LLA) que fue verificada posteriormente
mediante RT-PCR. La NGS se repitio en seis casos de genes de fusion
(CBFB-MYHI11, TCF3-PBX1, PML-RARA, ETV6-RUNXI, BCR-ABLI
y KMT2A-MLLT3), que fueron secuenciados tres veces. Los genes de fusion
fueron detectados en todas las repeticiones, siendo baja la variacioén obser-
vada, salvo para el gen de fusion ETV6-RUNXI.

Por ello, los resultados demuestran que la secuenciacion dirigida de
ARN utilizando FusionPlex Heme Panel v1 puede ser implementada en los
laboratorios clinicos para la deteccion de genes de fusion recurrentes o raros
en el proceso diagndstico hematoldgico.

En relacion con los estudios que se centran en pacientes con LLA-B,
dos evaltian el uso de la NGS de ARN en pacientes con LLA-B (100, 103) y
tres en pacientes con LLA de tipo Ph+ (95, 96, 101).

En el estudio de Grioni (100) los autores evaltian la utilidad de la NGS
de ARN mediante RNA CaptureSeq y un pipeline propio disefiado para el
analisis y deteccion de genes de fusion en pacientes con LLA-B. Esta apro-
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ximacion se evalud en una cohorte de 89 pacientes con LLA-B, en la que las
técnicas convencionales no habian detectado ninguna fusion. Se incluyen
tanto pacientes con un diagnostico reciente de alto riesgo, como pacientes
con altos valores de MRD 33 dias después de la quimio de induccion o pa-
cientes que han recaido.

En 38 de los 89 pacientes, se identificaron eventos conocidos (reorde-
naciones de KMT2A), asi como nuevas fusiones (reordenacion de JAK?2),
16 de las cuales tenian valor prondstico.

Teniendo en cuenta solo los datos de los 16 pacientes recién diagnostica-
dos fueron siete (43 %) los que presentaron un resultado positivo para la pre-
sencia de genes de fusion. En cuatro se detecto la presencia de genes de fusion
recurrentes de la LLA-B (t(5;5)/EBF1- PDGFRB (n = 2), t(9;9)/PAX5-JAK?2
(m=1), yt(12;19)/ZNF384-TCF3 (n = 1)) y en tres pacientes, genes de fusion
para t(19;19)/TCF3-OAZI1 (n = 1), t(7;7)/IKZF1-DDC (n = 1), t(2;9)/ZEB2-
JAK2 (n = 1), y t(9;17)/MPRIP-JAK2 (n = 1). Todas las fusiones fueron confir-
madas por RT-PCR, y las nuevas fusiones fueron validadas mediante FISH.

Los autores concluyen que la NGS de ARN mediante RNA CaptureSeq
y el pipeline de disefio propio es una aproximacion adecuada para la deteccion
de genes de fusion, que puede ser incorporada al diagndstico rutinario de
LLA para mejorar sustancialmente la medicina de precision.

En Yeung et al. (103), los autores proponen un proceso rapido para
detectar genes de fusion combinando la NGS de ARN por FusionPlex ALL
(ArcherDx) y CGAT (array genomico de cromosomas) en 28 pacientes con
LLA-B. Solo dos de las 28 muestras se recogieron en el momento diagnosti-
co, aunque en 14 casos no se conoce ese dato. Se realizaron ambas técnicas,
asi como otras técnicas convencionales como cariotipo y FISH con diferentes
sondas especificas y RT-PCR y validacion por secuenciacion Sanger de la
fusion P2RY8-CRLF2. La CGAT se realizdo en aquellas muestras con un
20 % o mas de células tumorales.

De los 28 pacientes, 17 presentaron genes de fusion relacionados con la
LLA e isoformas oncogénicas (de IKZF1).

Los resultados de la CGAT estaban disponibles para todos; los del
cariotipo para 26 y los de FISH en 22. Asi, las alteraciones que se detectaron
fueron:

1. Fusiones detectadas por NGS y una de las otras técnicas (n=11).

2. Fusiones detectadas solo por NGS, incluyendo STIL-TAL1y P2RY8-
CRLF2 (n =1, por cada uno).
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3. Isoformas oncogénicas de IKZF1, a veces discordantes entre la NGS
y la CGAT: de 28 muestras, nueve presentaban isoformas oncogéni-
cas por NGS, siete de estas también con delecion focal genomica
detectada por CGAT y dos sin esa delecion. Mientras tanto, cuatro
muestras demostraron delecion focal gendmica en el locus IKZF1
en CGAT, pero la isoforma oncogénica de IKZF1 no fue detectada
por NGS. Los autores concluyen que, excluyendo los datos de IKZF1
oncogénico (porque CGAT no distingue entre deleciones que llevan
a isoforma oncogénica frente haploinsuficiencia), la S y E fue del
100 %. Se sefiala que FusionPlex es altamente sensible y especifico
en detectar fusiones recurrentes de LLA y que es util como técnica
complementaria a los métodos clinicos convencionales de perfil ge-
nético (CGAT, cariotipo convencional y FISH).

En cuanto a los pacientes con LLA de tipo Ph+, el primer estudio es el
de Szankasi et al. (101), en el que los autores desarrollan una prueba para la
deteccion de mutaciones en BCR-ABLI relacionadas con la resistencia al
tratamiento de pacientes con leucemia Ph+, principalmente en el dominio
kinasa de BCR-ABLI. Se analizan 508 muestras clinicas de pacientes con
leucemia Ph+ y en un subrupo de esas muestras (n = 97), se comparan los
resultados de la secuenciacion del ARN mediante NGS con los de la secuen-
ciacion de Sanger.

Los autores sefialan que en 12 de los 75 casos positivos con secuenciacion
Sanger (16 %) se identificaron un total de 15 mutaciones adicionales por
NGS, con un VAF entre 4 y 21 %. En nueve casos, la NGS identificaba una
mutacion adicional y en tres casos, fueron dos las mutaciones adicionales
identificadas. 14 de las 15 mutaciones adicionales detectadas por NGS fueron
clinicamente significativas, incluyendo mutaciones de resistencia como Y253F,
E255K, V299L, F359V y T3151. Solo una de esas mutaciones no habia sido
reportada en pacientes resistentes a TKI, por lo que su significado era incier-
to. Uno de los 22 casos negativos por secuenciacion de Sanger demostro la
existencia de mutacion por NGS que confiere resistencia TK1.

En resumen, los autores sefialan que la NGS es capaz de detectar un
numero significativo de mutaciones de resistencia en el gen de fusion BCR-
ABLI1 por debajo de limite de deteccidn de la secuenciacion de Sanger ruti-
naria, siendo el coste aproximadamente dos veces el coste de una prueba de
secuenciacion de Sanger. Sin embargo, los autores sefialan que el alto ntime-
ro de mutaciones detectadas puede estar sesgado por el proceso de seleccion
de la muestra.

Por otro lado, en el estudio de Soverini et al. (95), los autores evaltan
la utilidad de la secuenciacion ultraprofunda del gen BCR-ABLI en pacien-
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tes con leucemia resistentes a imatinib. Para ello, comparan la presencia de
mutaciones adquiridas para BCR-ABLI1 en un grupo de 60 pacientes que
ademas de ser resistentes a imatinib fracasan al tratamiento con inhibidores
de segunda linea (15 con LLA, 45 con leucemia mieloide cronica), con la de
un grupo de 25 pacientes resistentes a imatinib que si respondieron (solo
cuatro con LLA).

Los resultados se comparan con los obtenidos por secuenciacién por
Sanger, observando que la NGS era capaz de detectar ya en el momento en
el que se da la resistencia al tratamiento con imatinib, las mutaciones que
llevan a la recaida en 26 de los casos del grupo 1 (43 %), aunque éstas se
presentaran en bajo nivel (mediana de 5 %; rango de 1,1 a 18,4 %). En el
grupo 2 no se encontraron mutaciones de resistencia a la segunda linea de
tratamiento en los 25 pacientes.

Por lo tanto, la secuenciacion ultraprofunda del gen BCR-ABLI1 cuan-
do falla el tratamiento con imatinib puede permitir la personalizacion del
tratamiento de forma mas efectiva en comparacion con la secuenciacion de
Sanger.

En otro estudio posterior de los mismos autores (96), se compara el uso
de la NGS frente la secuenciacion de Sanger para determinar las mutaciones
en el dominio kinasa del gen de fusion BCR-ABL1 en pacientes con LLA 'y
cromosoma Filadelfia positivo, resistentes a tratamiento con TKI.

De los 171 pacientes adultos analizados, en 44 casos fue en el momento
diagnostico y en 127 durante el tratamiento (47 por refractoriedad/recaida y
80 por MRD positivo tras induccion).

Entre los 44 pacientes analizados en el momento diagnostico, el méto-
do Sanger no detecté ninglin positivo, mientras que la NGS detectdé muta-
ciones en tres: uno con la mutacion V289A (VAF de 3,4 %); otro con las
mutaciones D276G (VAF 4 %) y F359V (VAF 3,5 %), y un tercero con la
mutacion E255K (VAF 3,3 %) (el limite de deteccion de Sanger es 20 %).
El primer paciente fue incluido en un ensayo clinico con ponatinib como
primera linea; el segundo y tercero, en un ensayo sobre dasatinib y de bli-
natumomab como tratamientos de induccidn. Los tres pacientes alcanzaron
remisiéon completa y respuesta molecular (tiempo de seguimiento de al
menos 29 meses).

Por ello, los autores seflalan que el estudio de las mutaciones del domi-
nio quinasa mediante NGS ayudarian a identificar pacientes con fenotipo
mutado en los que el cambio por otro tratamiento TKI no seria efectivo y en
los que seria mejor probar otras alternativas disponibles (96).
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En el estudio de Podgornik et al. (94), los autores describen el algoritmo
que utilizan para detectar pacientes con LLA-B de tipo Ph-like, en el que
incluyen la secuenciacion masiva, en concreto el panel FusionPlex ALL, con
el que se identifican fusiones, mutaciones puntuales y niveles de expresion
de 81 genes asociados a la LLA. Los autores se centran en el subtipo de
LLA-B Ph-like, incorporado en la revision de la OMS de 2016 (42), que se
asocia con mal prondstico y so6lo puede detectarse de forma fiable con el
analisis de la expresion génica.

De los 179 pacientes diagnosticados con LLA por los autores en los ltimos
ocho afios, solo 65 presentaron datos citogenéticos e inmunofenotipicos com-
patibles con el tipo Ph- like (excluyen pacientes con fusiones mutuamente ex-
cluyentes y en los que no detectan reordenaciones del gen CRLF2, aunque
también incluyen en el estudio cuatro de los seis pacientes con reordenacion del
CRLF2 para validar los resultados). De esos 65, se evalud la reordenacion del
gen CRLF2 mediante FISH en 59 y se realiz6 secuenciacion por NGS en 34
pacientes (la mitad en los que se queria hacer por falta de muestra, e incluyendo
cuatro de los seis pacientes con CRLF2-r). La expresion de TSLPR se determi-
n6 en 20 pacientes. Los autores confirman la presencia de aberraciones tipo Ph
like en nueve pacientes, tres de los cuales fueron identificados mediante NGS:
dos con fusiones en la via de sefializacion JAK-STAT (EPOR/IGH y PCM 1/
JAK2), y otro en la via de sefializacion ABL (TRF2/PDGFRb). Con la técnica
FISH, se confirmaron las reordenaciones de los genes IGH, JAK2 y PDGFRb.

El algoritmo que se propone para detectar este tipo de pacientes se
muestra en la siguiente figura (ver Figura 18).

—| Newly diagnosed B-cell ALL |

l BCR/ABLI
Fusion gene
i firmed KMT24
TSLPR expression FC | EXCLUSSION | confirm i
(optional) | ETV6/RUNXI
Negative for mutually PBX1/TCF3
exclusive fusion genes
—b| CRLF2 testing FISH |
rearranged normal

!

‘ NGS |

r
T

detected

Figura 18. Algoritmo propuesto para reconocer LLA tipo Ph-like
combinando los méto- dos diagndsticos rutinarios disponibles, de
Podgornik et al. (94).
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Por tultimo, el estudio de Lange et al. (97) evalta la incorporacion de la
NGS del ARN en el algoritmo de identificacion del tipo de leucemia que
presentan los pacientes. Los autores utilizaron una unica plataforma para
secuenciar el transcriptoma con el fin de detectar anomalias relevantes y
comparar los resultados obtenidos mediante técnicas convencionales. Se
utilizd el panel de TruSight RNA Pan-Cancer (Illumina) (secuenciacion del
ARN de 1385 genes) para secuenciar el ARN de 136 pacientes diagnosticados
con alguna neoplasia hematologica.

Se utiliz6 el machine learning con los datos del perfil de expresion para
clasificar la leucemia (método que se denomindé RANKING). Se detectaron
los genes de fusion y se cuantifico la sobreexpresion de los genes EVII,
CCNDI1 y BCL2. Se analizaron los SNVs/indels, utilizando un panel virtual
mielode (54 genes) o linfoide (72 genes) segun el tipo de paciente.

Para la validacion del analisis de SNV/indels, se utilizaron 63 de las
muestras que contaban con datos previos de RT-PCR o secuenciacion Sanger
para NPM1, CEBPA y KIT (n = 35) o con el panel TMSP (n = 28). También
se analizd un set de 27 muestras en las que no se habian detectado SNVs o
indels previos, y las variantes identificadas fueron secuenciadas por Sanger,
MLPA o ddPCR en ADN o ARN (segun VAF mayor o menor al 10 %).
Para la deteccion de genes de fusion, se utilizaron las primeras 40 muestras
de 136, con las que se validaron los limites para la interpretacion de los datos.
Un grupo de 96 pacientes fue analizado posteriormente como set de aplicacion
de RANKING, aplicando los criterios que fueron definidos con los resultados
obtenidos con las primeras 40 muestras. Los genes de fusion adicional fueron
confirmados cuando fue posible mediante PCR y FISH.

Para la deteccion de sobreexpresion de genes, se utilizaron 84 muestras
de las 136 en las que se conocia el tipo de neoplasia hematoldgica.

RANKING predijo de forma correcta la clasificacion de todos los pa-
cientes con LMA y LLA, mejorando la clasificacion de tres pacientes. Com-
parando los resultados con los obtenidos por técnicas convencionales, solo
se perdié una variante, y la sobreexpresion de BCL3 no se observo debido a
que la t(14;18)(q32;921) solo se encontraba en el 2 % de las células.

Este método identificéd también seis genes de fusion adicionales y la
sobreexpresion de CCND1, debido ala t(11;14)(q13;932) en dos muestras.

Los autores concluyen que la combinacién de la secuenciacion dirigida
de ARN vy el flujo del andlisis de los datos pueden mejorar la deteccion de
variantes relevantes, y que los patrones de expresion pueden ayudar a esta-
blecer la clasificacion de las neoplasias hematologicas.
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IV.2.1.4. Validez externa de la NGS y comparacion de
diferentes paneles de genes en el diagndstico de las
leucemias agudas

Son cinco articulos los que se han incluido en este apartado. En el primer
estudio, se valora la concordancia de los resultados obtenidos por diferentes
laboratorios que utilizan el mismo panel y la misma plataforma de secuen-
ciacion (75). En el segundo estudio, cada laboratorio utiliza la plataforma y
el panel de genes que mas le conviene, evaluando si todas las variantes de las
muestras secuenciadas son detectadas (76). En los dos estudios siguientes se
compara el rendimiento de diferentes paneles de genes en diferentes centros,
pero con la misma plataforma de secuenciacion (77, 78). Y, por ultimo, en el
quinto estudio se comparan diferentes paneles de NGS y su capacidad para
detectar las mismas alteraciones genéticas (79).

En cuanto al tipo de leucemia aguda, tres se centran en la LMA (75-77),
uno en las neoplasias mieloides (79) y solo uno en la LLA pediatrica (78).
También cabe sefialar que tres de los cinco estudios fueron realizados en
Espaiia (76, 78, 79).

En el caso de la LMA, Sargas et al. (76) reportan los resultados del
Programa Espafiol de Tratamientos en Hematologia (PETHEMA), un gru-
po de investigacion constituido por hematologos clinicos e investigadores de
laboratorio de la red de hospitales del sistema sanitario publico espafiol cuyo
interés se encuentra en llevar adelante proyectos de investigacion médica en
el entorno de la especialidad de Hematologia y Hemoterapia. Este grupo
alcanz6 un consenso con relacion a los criterios de calidad de 1a NGS y al
reporte de las variantes para proporcionar resultados moleculares a los hos-
pitales de forma estandarizada, demostrando que esta estrategia era factible
en el contexto de un grupo cientifico.

Para la validacion cruzada, se realizaron dos rondas: en la primera (pre-
estandarizacion), se describid la situacion basal de los laboratorios de refe-
rencia. Para ello, se distribuyeron cuatro muestras (que incluian 24 variantes)
que fueron secuenciadas mediante NGS seglin los protocolos de cada centro.
En esta primera ronda, se encontré que la concordancia entre centros fue del
60,98 %, y que la variabilidad era importante en los genes seleccionados para
la NGS y las condiciones de los laboratorios. La tasa de error global fue del
39,02 %, siendo mayor para variantes con un VAF menor del 10 % (77,04 %
+ 6,98 vs. 18,56 % + 29,24, p < 0,001).

Con esos resultados, y tras establecer unos criterios minimos de calidad,
se realizo una segunda ronda de validacion. Los criterios de calidad fueron
una profundidad de 1.000x y una uniformidad mayor al 85 %. Para el repor-
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te de variantes se establecié un VAF minimo de 5, con la excepcion de va-
riantes patogénicas con fuerte evidencia clinica (como TP53 o FLT3), que
también se reportaban si el VAF era superior al 1 %.

Se valor6 la deteccion de variantes, el VAF y la dispersion entre los
centros en seis muestras que presentaban 30 variantes (cinco con un VAF
menor al 5 %).

La concordancia entre centros subio hasta el 85,57 %, y la tasa de error
se redujo en un 14,43 %, aunque fue significativamente mayor para las va-
riantes con un VAF menor al 5 % (28,57 % + 14.28 vs. 12,27 % + 14.39,
p = 0,031), y todos los centros clasificaron correctamente las variantes detec-
tadas.

Para la validacion clinica, se incluyeron en el estudio 823 muestras de
751 pacientes con LMA, aunque no se sefiala cudntas muestras analiza cada
laboratorio y si los resultados fueron validados mediante secuenciaciéon San-
ger cuando fuera posible.

Los autores destacan que esta estrategia de cooperacion a nivel nacio-
nal, por la que se ha establecido una red diagndstica molecular avanzada en
siete laboratorios experimentados con NGS y que cuenten con una metodo-
logia de analisis y reporte armonizada, es factible en el contexto de un grupo
cientifico.
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Table S1. Gene panels employed by central laboratories.
HULF, HUVR H120 HUDN, HURS UNAV, HUS
Gene AML Oncomine Custom panel  Myeloid Tum_or Solution Custom Pa_nMyeloid
Research (lon Torrent) (lon Torrent) (Illumina) (lllumina)
ASXL1 All exons All exons 9. 11,12 12
CEBPA All exons All exons All exons All exons
FLT3 8, 11t0 16, 20, 23,24 All exons 13t0 15,20 14 to0 16, 20
IDH1 4 All exons 4 <+
IDH2 4 All exons 4 4
NPM1 1 All exons 10. 11 10, 11
RUNX1 All exons All exons All exons All exons
TP53 All exons All exons All exons All exons
ABL1 4t00 - 409 -
BRAF 15 - 15 -
CALR All exons All exons ] 9
CBL 8.9 All exons 8.9 8.9
CSF3R 14,17 All exons All exons 1410 17
DNMT3A 11t0 23 All exons All exons All exons
ETVE All exons All exons All exons All exons
EZH2 All exons All exons All exons All exons
GATA2 4.5 - - 2to 8
HRAS 2,3 - 2,3 -
JAK2 12t0 15 All exons All exons 120 15
KIT 2,81011,13,17.18 All exons ganaLm e SRS
KRAS 2to 6 All exons 2.3 2to4
MPL 3to4, 10,12 All exons 10 3t06, 10,12
NRAS 2to 4 All exons 2.3 2to4
PTPN11 3,12,13 - 3.7,.13 3,7.13
SETBP1 4 All exons 4 -
SF3B1 14to 21 All exons 10t0 18 1110 18
SRSF2 1 All exons 1 1
TET2 All exons All exons All exons All exons
U2AF1 2,8 All exons 2,6 2,8
wT1 7.9 All exons B6to 10 7.9
HULF: Hospital Universitario La Fe, HUVR: Hospital Universitario Virgen del Rocio, H120: Hospital
Universitario 12 de Octubre, HUDN: Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin, HURS: Hospital
Universitario Reina Sofia. UNAV: CIMA LAB Diagnostics, HUS: Hospital Universitario de Salamanca.

Figura 19. Paneles de genes utilizados por los laboratorios, de Sargas et
al. (76)

Los laboratorios utilizaban las plataformas de secuenciacion de Ion

Torrent o de Illumina. La valoracidon de su rendimiento se realiza teniendo

en cuenta la tasa de error y la desviacion estandar del VAF, y no se observa-
ron diferencias en ningtn caso.
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En relacién con el diagnostico de la LMA, en otro articulo realizado
en Australasia (77) se compararon los resultados obtenidos por ocho labo-
ratorios al secuenciar 10 muestras de aspirado de médula 6sea de los mismos
pacientes con LMA. En este caso, todos utilizaban la misma plataforma de
secuenciacion (plataforma Illumina). En cuanto a los panecles de genes,
cuatro utilizaban paneles customizados y los cuatro restantes paneles co-
merciales (dos TSMP, uno MYS y el tltimo el FusionPlex Myeloid panel
(ArcherDx)).

Aunque habia una variabilidad significativa en los genes incluidos en
los paneles (media de 39, rango de 9 a 70), los laboratorios tenian que testar
un minimo de nueve genes, incluyendo FLT3, NPM1, RUNXI1, TP53, CEP-
BA y ASXLI1, puesto que estos genes permiten clasificar cada muestra con
los criterios ELN. Los genes DNMT3A, IDH1 y IDH2, también fueron in-
cluidos en el conjunto minimo de genes, por ser potencialmente utiles para
la estratificacion del riesgo o seleccion de dianas terapéuticas. De los ocho
laboratorios, cuatro utilizaban un pipeline bioinformatico customizado y los
cuatro restantes pipelines comerciales.

Con relacion a la identificacion y célculo del allelic ratio de FLT3-ITD,
la mayoria de los laboratorios realizaban electroforesis capilar. Cuando los
datos de este test y los de la secuenciacién masiva se combinaban, la concor-
dancia de variantes génicas incluidas en la estratificacion del riesgo de ELN
era del 94 % (siendo menor la concordancia para las variantes que no se
incluian en la estratificaciéon de ELN). Cuando la concordancia se evaluaba
incluyendo solo los laboratorios que secuenciaban el gen, la mayoria (70 %)
de las variantes era concordante en un 100 %.

El otro estudio sobre la validez externa de la secuenciacioén masiva en
LMA es el de Haslam et al. (75). Los autores evaltian los resultados obtenidos
por tres laboratorios diagnosticos de Reino Unido e Irlanda con un panel de
genes comercial para la LMA (lon Ampliseq AML Panel), utilizando la
plataforma de secuenciacion lon PGM. En este caso, las mutaciones de los
genes NPM1 y FLT3-ITD se valoran mediante PCR y electroforesis capilar.

Se distribuyeron seis muestras de pacientes con LMA a cada centro,
que utilizaron una plataforma comtn de secuenciacion, paneles y pipelines
bioinformaticos. Parte de las muestras (QC#3, QC#5 y QC#6) fueron secuen-
ciadas de forma duplicada en los centros 1, 3 y 3, respectivamente, para va-
lorar tanto el rendimiento inter como intra-laboratorio.

La profundidad media de lectura por muestra fue de 2.725x (rango de
629 a 5.600). Se detectaron un total de 16 mutaciones somaticas en las seis
muestras de LMA, con una media de 2,7 mutaciones por muestra (rango de
1 a 4). 15 de las 16 mutaciones fueron identificadas por los tres centros. Las

INFORMES, ESTUDIOS E 93



frecuencias alélicas oscilaron entre el 5,6 y 53,3 % (mediana de 44,4 %), con
un alto nivel de concordancia de la frecuencia entre centros para las muta-
ciones detectadas.

El analisis por duplicado de las muestras mostré la concordancia entre
las carreras, con el mismo numero de variantes detectadas a frecuencias si-
milares por todos los centros. Los autores sefialan que la incorporacion de
este panel de genes complementaria y potenciaria las herramientas disponi-
bles para identificar mutaciones relevantes diagndsticas y pronodsticas en
pacientes con LMA. Como una de las limitaciones es el pequefio nimero de
genes incluidos, la incorporacion de un mayor nimero de genes mutados en
LMA mejoraria su aplicabilidad.

En relaciéon con la LLA, solo se ha identificado un articulo (78). Se
trata de un proyecto colaborativo del Comité Bioldgico del grupo de Leuce-
mia de la Sociedad Espafiola de Hematologia Pediatrica y Oncologia (SE-
HOP) planteado como base para armonizar la implementacién de un panel
de NGS para el estudio de la LLA de célula B precursora (BCP-ALL en
inglés) pediatrica en diferentes centros nacionales. En este estudio se com-
paran los resultados de secuenciacion de las muestras de cuatro pacientes
con un panel customizado frente a tres paneles comerciales (Oncomine
Childhood Cancer Research Assay (Thermo Fisher Scientific); FusionPlex
ALL, y el panel Human Comprehensive Cancer Panel GeneRead Panel v2©
(Qiagen)), con el fin de describir los pros y los contras de cada panel y mos-
trar los puntos criticos en la eleccion del panel para mejorar el diagnostico
de la LLA-B.

Para valorar el rendimiento de los diferentes paneles, se distribuy¢ el
ADN y ARN de cuatro pacientes con LLA-B, que habian sido previamente
caracterizados por el centro 1 por métodos convencionales. Para evaluar la
armonizacion entre diferentes centros en la implementacion de la NGS, las
muestras fueron enviadas a los centros 2, centro 3 y centro 4.

A diferencia de Sargas et al. (76), los autores no consensuaron de forma
previa a iniciar el estudio los pipelines bioinformaticos y la manera de hacer
el reporte de los resultados.

El panel customizado fue disefiado para cribar variantes genéticas de tipo
SNV y CNV. Se seleccionaron 69 genes de interés para el diagnostico, pronos-
tico o de interés terapéutico para la LLA-B, de acuerdo con la literatura.

En la siguiente figura se resume el proceso de secuenciacion seguido
por cada centro.
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Figura 20. Proceso de secuenciacion seguido por cada centro (obtenida
de Sargas et al.

(76))

En los cuatro paneles se solapaban 14 genes involucrados en la LLA
para la deteccion de SNVs (BRAF, CREBBP, CRLF2, EZH2, FLT3, IL7R,
JAK1, JAK2, JAK3, KRAS, NF1, NRAS, PAXS, y PTPN11).

Tres de los cuatro paneles fueron disefiados para mejorar el diagnosti-
co de la LLA-B. En cuanto a los pros y los contras de cada panel, el panel
customizado fue el mas especifico en detectar mutaciones en la LLA pedia-
trica, pero no cubria los genes de fusion. El FusionPlex ALL esta especifica-
mente disefiado para la deteccion de genes de fusion en LLA. El panel On-
comine™ Childhood Cancer Research Assay (OCCRA) esta disefiado para
identificar mutaciones y fusiones en cancer pediatrico (incluyendo tumores
solidos y hematoldgicos). Por tltimo, el panel Human Comprehensive Cancer
GeneRead Panel v2 fue disenado para estudiar diferentes tipos de cancer.
Asi, aunque dos de los cuatro paneles (OCCRA y FusionPlex ALL) detec-
taban genes de fusion (con 21 genes de fusién comunes), el diseiio de los
cuatro paneles no incluia el estudio de genes de fusion altamente relevantes
en el diagnostico de LLA-B.

Los autores de este estudio sefialan la importancia de evaluar la com-
posicion de los paneles antes de implementarlos en los hospitales.

La interaccion entre los clinicos y los expertos moleculares en este es-
tudio colaborativo: 1) ayudé a definir un set minimo de genes utiles en la
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LLA-B pediatrica; 2) fomentd la investigacion colaborativa; y, 3) proporcio-
na un paso hacia el consenso en la NGS, para optimizar su uso en beneficio
de los pacientes.

Aunque los autores senalan que el rendimiento de los paneles fue bue-
no en diferentes centros y plataformas, se observa, por ejemplo, que no todas
las variantes fueron detectadas con el panel customizado en todos los centros.

Por ultimo, se ha identificado un estudio (79) sobre el rendimiento
diagnostico de cuatro paneles disefiados para el estudio de neoplasias mie-
loides desde el punto de vista técnico y clinico. Aunque participan varios
centros, no se trata de un estudio de implementaciéon de la secuenciacion ni
de la validez externa de un panel, sino de la comparacién entre diferentes
paneles de genes.

Los autores encuentran que existe riesgo de detectar mutaciones dife-
rentes segun el panel que se escoja, y que esto se explica por el disefio del
panel y el analisis de los datos de secuenciacion.

En este estudio, se seleccionaron 32 muestras de médula o6sea de pa-
cientes con neoplasias mieloides (17 con LMA, siete con neoplasias mielo-
proliferativas (MPN en inglés), seis con sindrome mielodisplasico (MDS en
inglés) y dos con leucemia mieldgena cronica (CMML en inglés)). 17 de las
muestras fueron analizadas con el panel TSMP, 16 con SureSeq Core MPN
Panel y SureSeq AML Panel (SureSeq) (Oxford Gene Technology), 15 con
el panel MYS y las 32 muestras fueron testadas con el panel customizado
Pan-Myeloid Panel (PMP) de la universidad de Navarra y del Hospital Uni-
versitario de Salamanca.

De los cuatro paneles a estudio, uno se basa en amplicones (TSMP) y
los tres restantes en captura por hibridacion. La preparacion de las librerias
durd un dia para los paneles TSMP y SureSeq, pero para los paneles PMP y
MYS fueron necesarios dos dias.

Aunque los paneles eran compatibles con el secuenciador MiSeq, el
tiempo de secuenciacion fue diferente para cada panel por el numero nece-
sario de ciclos: 50h, (250x2 ciclos) para el que mas tiempo necesitaba (panel
PMP) y menos de 24h (151x2 ciclos) para el panel mas rapido (SureSeq) (ver
Figura 21).

PMP (SOPHIA GENETICS) | MYS (SOPHiIA GENETICS) SureSeq (OGT) | TSMP (11lumina)
Number of samples 32 15 16 | 17
Type of library preparation Hybridization capture Hybridization capture Hybridization capture Amplicon-based
Wet-lab working time (days) 2 2 1 | 1
Possibility of customization Yes Yes Yes | No
Sequencing cycles and time 251cycles/50h 251cycles/48h 151cycles/24h 201cycles/40h
Analysis Software SOPHiA DDM SOPHiA DDM Under development at the time of the study | Variant Studio

Figura 21. Caracteristicas del rendimiento de los paneles (Aguilera-Diaz
etal. (79))
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Los cuatro paneles incluyeron los mismos 19 genes relevantes en neo-
plasias mieloides, ampliamente descritos en diferentes estudios: ASXLI1,
CALR, CEBPA, DNMT3A, ETV6, FLT3, IDHI1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS,
MPL, NPM1, NRAS, RUNXI, TET2, TP53, U2AF1, WT1. Sin embargo, las
regiones diana diferian entre los cuatro paneles. El disefio de los paneles y
la relevancia clinica de los genes se presentan en la figura 22:

Clinical Relevance Category Clinical Relevance

- Yes YOk . Covered
Unknown

No / Unknown
- ol No Not Covered

e

Yiresed

WP

Clinical Relevance
Diagnosis value
Prognosis value
Treatment selection

Germline relevance
BN CNV detection

Figura 22. Genes incluidos en cada panel y relevancia clinica de cada
uno de ellos

Elresto de los genes incluidos en los paneles eran ttiles por diferentes
motivos. El panel SureSeq no incluia los genes esenciales para el estudio de
MDS, pero si para LMA y MPN. El panel MYS fue disefiado para caracte-
rizar el estado mutacional de MDS, MPN y LMA, pero no incluye genes
relevantes como los reguladores de la transcripcion GATA2, IKZF1, y PHF6.
El panel TSMP incluia algunos genes relevantes para neoplasias linfoides,
como MYD88, NOTCH1 y PTEN y era el unico que incluia genes relevantes
mieloides como CSNK1A1, NF1, PPMID, y SH2B3, aunque las mutaciones
recientes descritas en exones de FLT3, solo las cubre el panel de SureSeq
AML.

Se define como error de secuenciacion a aquellas variantes con un VAF
<5 %, presentes de forma recurrente en el 30 % o mas de las muestras ana-
lizadas por cualquiera de los paneles, y localizadas en una region repetitiva.
Se detectaron 20 errores de secuenciacion: ocho presentes en todos los pa-
neles y cuatro en mas de un panel. El panel TSMP, basado en amplicones,
era el que mayor nimero de errores de secuenciacién (n = 15) presentaba,
seguido de PMP (n = 6), SureSeq AML (n = 3) y panel MYS (n = 2).

Las variantes fueron clasificadas por dos genetistas en base a su rele-
vancia clinica en las neoplasias mieloides y solo se mantuvieron las variantes
con un VAF de 5 % y una cobertura minima de 100 lecturas, para evitar
posibles errores de secuenciacion.
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Se observo que habia diferencia en la profundidad de cobertura de los
paneles. Ademas, se identificaron 11 variantes clinicas discordantes entre
paneles, con una tendencia a la pérdida de inserciones largas.

Los datos demuestran que hay un riesgo alto de encontrar diferentes
mutaciones dependiendo del panel utilizado, debido al disefio y método de
analisis utilizado. Los autores sefialan que la secuenciacion masiva de los
genes CEBPA, CALR y FLT3 sigue siendo un reto en comparacion con las
técnicas convencionales y que es dificil armonizar el tiempo recomendado
para el reporte de los resultados siguiendo las recomendaciones actuales de
ELN, por lo que las técnicas moleculares convencionales siguen siendo ne-
cesarias para el correcto diagndstico de las neoplasias mieloides por ahora.

En el Anexo IV se encuentra la tabla descriptiva de todos los estudios
individuales incluidos y en el Anexo V, la valoracién de la calidad de los
estudios incluidos siguiendo los criterios mas relevantes del marco EGAPP.

IV.2.1.5. Resumen de los paneles incluidos en los estudios y
sus caracteristicas

En el Anexo VI se ha inluido una tabla en la que se resumen los pane-
les comerciales que muchos de los estudios incluidos han utilizado, asi como
las caracteristicas mas relevantes de los mismos.

IV.2.2. Estudios sobre eficiencia de la NGS

Aunque no se selecciond ningin estudio para su analisis, de los tres
estudios elegidos para la lectura a texto completo (109-111) se pudo extraer
algin aspecto economico. Asi, en el estudio de Tan Ds et al. (109) se descri-
be el marco regulatorio y la cantidad reembolsada por la utilizacion de la
NGS en procesos diagndsticos en diferentes paises (Ver la tabla 1).
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Tabla 1. Marco regulatorio y opciones de reembolso de procesos diagnosticos basados en NGS en diferentes paises

Pais Marco regulatorio Cantidad reembolsada
Estado| La FDA regula los diagnodsticos basados en NGS como un dispositivo Hasta 3.500 $ por prueba
s de clase Il que requiere PMN 510 (k) o dispositivo de clase 111 para diagndstico avanzado
Unidos| mediante PMA. de cancer.

La mayoria de los CDx son dispositivos de clase Ill que requieren PMA
y datos clinicos de eficacia/seguridad.

Rei La MHRA espera seguir el nuevo IVDR de la UE. Reembolso total, estimado

no Los diagnodsticos basados en NGS se consideran dispositivos de en alrededor de 500 $ por

Uni clase C que requieren marcado CE; sin declaracion, requieren datos prueba.

do clinicos que demuestren seguridad y eficacia.

Franci | Bajo el nuevo marco EU IVDR, se espera que los diagndsticos Reembolso total, estimado

a basados en NGS estén regulados como dispositivos de Clase C en alrededor de 700 $ por
que requieren una marca CE; sin declaracion, requieren datos prueba.
clinicos que demuestren seguridad y eficacia.

Austral | Bajo el marco de la TGA, se espera que los diagndsticos basados en No especificado, se basara

ia NGS estén regulados como VD de Clase Ill (similar a CDx). La en la rentabilidad segun la
propuesta también pide auditorias obligatorias y su inclusion en el evaluacion del MSAC.
ARTG.

Japon | PMDA regula los diagndésticos basados en NGS como dispositivos Reembolso de hasta el 70
médicos de clase Il o Ill; el rendimiento clinico de la prueba de CGP es |%, estimado en alrededor
evaluado por un panel de expertos y la utilidad clinica se establece a de 4.000 $ por prueba.
través de la implementacion.

Corea | MFDS regula los diagndsticos basados en NGS como dispositivos Se espera un reembolso de
de clase Il o 1ll, similar ala FDA de EE.UU. la mayoria de los IVD hasta el 80 % si se incluye
requieren pruebas adicionales a los estandares de productos en la lista de reembolsos
coreanos; del MoHW.

ol
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Pais Marco regulatorio Cantidad reembolsada

Singap | El borrador de la guia de HSA regula los diagnodsticos basados en NGS | Limitado a alrededor de

ur como VD, y el borrador se actualizara después de la consulta y los 430 $ en MediSave para
comentarios de las partes interesadas en el segundo semestre de todos los diagnésticos de
2019. cancer, aunque la
Se requiere documentacion de métodos, analisis de datos, estudios cantidad es insuficiente
preclinicos y estudios clinicos, asi como una evaluacion basada en ya que las imagenes y
evidencia para justificar la inclusién de genes. otros diagnosticos a

menudo agotan este
Iimite de gastos

Dispositivos médicos de clase |, riesgo bajo a moderado (la mayoria no requiere aprobacion regulatoria); Dispositivos médicos
de clase Il, riesgo moderado a alto (algunos requieren pruebas del producto / datos clinicos); Dispositivos médicos de clase
I11: alto riesgo (la mayoria requiere ensayos clinicos).

Leyenda siglas:

PMN: notificacién previa a comercializaciéon (pre-market notification); PMA: autorizacién previa a comercializacién (pre-market approval);
CDx: tests de diagnoéstico complementario (companion diagnostics); MHRA: Agencia Reguladora de Medicamentos y Productos
Sanitarios del Reino Unido (Medicines & Healthcare products Regulatory Agency); IVDR: Reglamento Europeo de Diagnéstico In Vitro (in
vitro diagnostic medical devices regulation); UE: Unién Europea; TGA: Administraciéon de productos terapéuticos de Australia (Therapeutic
Goods Administration); IVD: diagndéstico in vitro (in vitro diagnosis); ARTG: Registro Australiano de Productos Terapéuticos (Australian
Register of Therapeutic Goods); MSAC: Comité Asesor de Servicios Médicos de Australia (Medical Services Advisory Committee); PMDA: Agencia
de productos farmacéuticos y dispositivos médicos de Japén (Pharmaceuticals and Medical Devices Agency); CGP: perfil genémico
completo (comprehensive genomic profiling); MFDS: Ministerio de Seguridad Alimentaria y Farmacéutica de Corea (Ministry of Food
and Drug Safety); MoHW: Ministerio de Salud y Bienestar de Corea (Ministry of health and welfare); HSA: autoridad nacional para la
regulacién de productos sanitarios de Singapur (Health Sciences Authority).



En el estudio de Gupta DG et al. (110) se indica el coste aproximado
de algunas de las técnicas con las que se compara la NGS, como la PCR
cuantitativa en tiempo real (RQ-PCR en inglés) y los microarrays de expre-
sion. Se trata de un estudio realizado en India, y se sefiala que el coste de los
micorarrays realizados en 12 casos fue de 6.892 délares americanos, es decir,
de 580 $ por muestra. En cuanto al costo de la cuantificacion por RQ-PCR
de 9 genes fue de 42 $ por muestra.

En el 0ltimo estudio (111), se describe como se deberia organizar la
implementacion de la NGS en el diagndstico de las neoplasias mieloides,
realizando una serie de consideraciones con relacion al disefio, implementa-
cion y utilidad clinica de la NGS en neoplasias mieloides.

Los autores sefialan que, de forma ideal, un panel basado en NGS de-
beria incluir genes clinicamente relevantes con alta S para detectar variantes
de baja frecuencia, con un tiempo de respuesta rapido para facilitar de forma
conveniente la toma de decisiones sobre el manejo de los pacientes (111).
Existe un numero creciente de paneles comercializados disponibles que cu-
bren los genes relacionados con las neoplasias mieloides, como sugiere la
OMS (12) y la clasificacion ELN (13). Estos paneles predisefiados son una
herramienta relativamente fiable para muchos laboratorios, que prefieren
productos ya listos para ser utilizados y que pueden ser ejecutados con una
inversion minima. Sin embargo, el disefio de un panel especifico supone un
mayor beneficio, incluyendo la flexibilidad de adiciéon de nuevos genes de
interés especificos para las necesidades de los pacientes y de investigacion,
asi como la optimizacidn tecnologica y analitica disefiada para la infraestruc-
tura e instrumentos de la institucion. Ademas, como todas las pruebas de
laboratorio modernas, los paneles de NGS requieren de acreditacion por
organismos relevantes. Este proceso exige una alta inversion en recursos
humanos y econémicos que podrian no ser viables para todos los laboratorios
de diagndstico clinico, lo que enfatiza aun mas la necesidad de un sistema
centralizado (111).

La NGS no se financia ni reembolsa en muchos sistemas sanitarios del
mundo, y para que sea utilizada de forma amplia, deberia ser coste-efectiva
y eficiente para ser utilizada a gran escala (111). Para implementar esta tec-
nologia, es necesaria una infraestructura de alto grado y un despliegue infor-
matico. Por ello, el argumento a favor del uso centralizado por regiones en
laboratorios expertos es fuerte, ya que se tendrian resultados uniformes y
fiables y capacidad de secuenciar muchas muestras de forma eficiente.
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IV.2.3. Estudios sobre barreras, valores
y preferencias

En la busqueda realizada sobre las barreras, valores y preferencias para
la implementacion de la NGS en la practica clinica habitual para el diagnos-
tico de las leucemias agudas, no se han identificado estudios que abordaran
de forma especifica estos aspectos (ni cuantitativos ni cualitativos). Si se ha
identificado una revision narrativa sobre los retos de introducir la NGS en el
diagndstico de neoplasias mieloides de uso rutinario (115), y entre los estudios
incluidos en el analisis de la validez externa de la NGS (que también se han
identificado en esta busqueda), dos estudios espafioles describen como se ha
establecido una colaboracion a nivel nacional de diferentes laboratorios con
el fin de estandarizar la utilizacidén de la NGS en pacientes con leucemia
aguda, tanto con LMA (76) como con LLA-B pediatrica (78).

En la revision narrativa de Bacher et al. (105), se sefianan los retos que
existen a diferentes niveles para la implementacion de la NGS:

1. Retos relacionados con la validez cientifica de los nuevos marcadores
de NGS, como la distincidon entre mutaciones relacionadas con la
leucemia o con polimorfismos genéticos y mutaciones pasajeras,
entre mutaciones somaticas y la hematopoyesis clonal de potencial
indeterminado (CHIP en inglés) o la discriminacion entre mutaciones
somaticas o variantes genéticas germinales patogénicas.

2. Retos técnicos, relacionados con la deteccion de alteraciones gené-
ticas verdaderas (y no artefactos del proceso de NGS, en la PCR, la
secuenciacion, etc.).

3. Aspectos economicos y organizativos. El coste de una prueba simple
de NGS dependera del nimero de genes que se vaya a secuenciar,
asi como el tiempo necesario para procesar la informacion. En la
actualidad, el reto se encuentra en iniciar el tratamiento diana con
IDH1, IDH2 o inhibidores de FLT3 lo antes posible y por ello los
laboratorios siguen realizando pruebas convencionales (analisis de
fragmentos para FLT3-ITD o TKD) de forma paralela a la NGS,
aunque ésta proporcione los mismos resultados unos dias mas tarde.
Esto aumenta el esfuerzo y los costes de los analisis moleculares. Por
ello, es necesario establecer algoritmos de buenas practicas que
eviten realizar anélisis por duplicado.

4. Aproximaciones interdisciplinares. Para una correcta interpretacion
de la variedad de resultados en el contexto del diagndstico hemato-
légico, es esencial la interaccion constante entre los cientificos de
laboratorio, los técnicos y los clinicos.
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Para establecer una red nacional de laboratorios de referencia para la
NGS en LMA en el contexto del grupo cientifico PETHEMA, los laborato-
rios debian de cumplir con los siguientes criterios: 1) eran laboratorios para
los que se podia asegurar un apoyo logistico apropiado; y, 2) contaban con
una localizacion geografica estratégica segun la densidad de poblacion y
distancia (76).

Cada laboratorio pudo escoger la plataforma y el panel de NGS que
iban a utilizar en el estudio, con el Gnico requisito de incluir ocho genes
obligatorios (por su impacto en la seleccion del tratamiento y estratificacion
del riesgo: ASXL1, CEBPA, FLT3, IDH1, IDH2, NPM1, RUNXI1, y TP53),
asi como el mayor nimero posible de los 22 genes clasificados como reco-
mendados. Tras la valoracion inicial, se observo que era necesario consensuar
un conjunto de genes relevantes para la LMA y unos criterios de calidad
minimos para la secuenciacion, que fueron una profundidad de 1.000x y una
uniformidad mayor al 85 %. Para el reporte de variantes, se establecié como
punto de corte un VAF minimo de 5 %, a excepcion de las variantes patogé-
nicas con evidencia clinica fuerte (como TP53 o FLT3), que también eran
reportadas si el VAF era superior al 1 %.

Los autores observaron que, al implementar estos criterios, la concor-
dancia de los resultados aumentaba y la tasa de error se reducia para todas
las variantes, de ahi la importancia de consensuar y estandarizar los procesos
entre los laboratorios que pueden formar parte de la red para ofrecer un
servicio fiable.

En el estudio de Vega-Garcia et al. (78), estudio colaborativo del Co-
mité Biologico del grupo de Leucemia de la SEHOP, se pretendia armonizar
la implementacion de un panel de NGS en el estudio de la LLA-B pediatrica
en diferentes centros espafioles. Los autores identifican los pasos criticos de
la NGS y las posibles aproximaciones para afrontarlos (78). Se sefala la
importancia de evaluar la composicion de los posibles paneles de NGS antes
de implementarlos en los hospitales, destacando la importancia de la interac-
cién entre clinicos y expertos moleculares para definir un conjunto minimo
de genes relacionados con la LLA-B pediatrica y fomentar la investigacion
colaborativa.

Aunque en estos estudios no se mencionen los aspectos éticos, legales
y sociales para realizar pruebas genéticas, los marcos de evaluacion si tienen
en cuenta estos aspectos. Asi, en el marco de la National Academy of Scien-
ce (41), se sefalan una serie de consideraciones que deberian ser tenidas en
cuenta cuando se realizan pruebas genéticas, como la posibilidad de que el
riesgo genético identificado pueda ser compartido con otros familiares, el
impacto que los resultados de las pruebas puedan tener en las decisiones
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reproductivas y el potencial de los resultados para generar estigma o discri-
minacion. Se sefiala que el rapido desarrollo de la tecnologia genomica y la
incertidumbre sobre las implicaciones que los resultados pueden tener en la
salud aumentan las consideraciones éticas relacionadas con las desigualdades
en el cuidado de la salud, con compartir los datos clinicos y el alcance del
informe con los resultados que se han obtenidos a escala gendmica.

En este marco se detalla que, cuando una persona tiene un diagnostico
de anomalia genética, el diagnostico puede tener implicaciones para otros
miembros de la familia (41). Asi, las pruebas genéticas pueden ayudar a
distinguir las mutaciones germinales de las somaticas, lo que puede tener sus
implicaciones. En algunos estudios sobre la NGS en leucemia aguda, se ha
analizado la posibilidad de que las mutaciones sean de origen germinal. Asi,
en el estudio de Kim et al. (99), los autores identifican mutaciones germinales
en ocho de 95 pacientes con LMA, observando que la mitad de los casos
tenian mutaciones en genes que suponian un mayor riesgo para otros cance-
res. Por ello, sefialan que habria que proporcionar un mayor consejo genéti-
co a estos pacientes y sus familiares, junto con la recomendacion de segui-
miento y de un programa de prevencion (99).

En todo caso, la intencidon del consejo genético deberia ser el de dar
apoyo, pero no el de recomendar una accidn en particular (41).

Otra razon de preocupacion es el estigma y la discriminacion a personas
que tienen susceptibilidad genética. Los seguros privados pueden utilizar la
informacion genética para tomar decisiones relacionadas con otro tipo de
coberturas, como seguro de vida, etc. A este respecto, existe una preocupacion
real de discriminacion por parte de los seguros a pacientes que participan en
ensayos clinicos que incluyen pruebas genéticas.

Se sefiala también la potencial existencia de desigualdades en la atencion
sanitaria debido a que la mayoria de los estudios de variantes genéticas se
han realizado en poblaciones europeas, por lo que puede que, en otras po-
blaciones, la presencia de esas variantes sugiera de forma errénea la presen-
cia de un riesgo genético.

En relacidén con compartir los datos clinicos, las tecnologias de secuen-
ciacién y otras aproximaciones que testan el genoma identifican a menudo
variantes nuevas y raras de significado clinico incierto. Estos resultados ge-
neran incertidumbre y limitan la utilidad clinica de la prueba. Asi, en Szanka-
sietal. (101) de las 15 mutaciones adicionales que la NGS identifico en el gen
BCR-ABLI, solo una era de significado incierto porque no habia sido repor-
tada previamente en pacientes resistentes a TKI.
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Resolver esa incertidumbre es un reto importante para la genetica cli-
nica, para lo que se necesitan estudios observacionales longitudinales que
demuestren una asociacion entre las variantes genéticas y los resultados
clinicos (41).

Por ultimo, se sefiala que una de las consecuencias de las pruebas de
WGS y WES es el potencial de producir gran cantidad de informacion que
no es directamente relevante a la pregunta clinica para la que se realiza la
prueba, pudiendo generar informacidon secundaria sobre susceptibilidad al
cancer, arritmias heredadas y un amplio abanico de otras condiciones gené-
ticas, dependiendo del analisis que se realice de la secuencia de ADN, por lo
que las preguntas clave serian: el alcance del consentimiento informado; la
opcion de los pacientes para conocer resultados secundarios; si los resultados
de condiciones que debutan en edad adulta deberian ser reportados en el
caso de los nifios; y si el analisis de dianas secundarias deberia realizarse en
pacientes que han declinado conocer los resultados (41).

En cuanto a los valores y preferencias tanto de profesionales sanitarios
como de pacientes, aunque no se han identificado estudios especificos en
leucemia aguda, si se han encontrado tres estudios sobre los valores y prefe-
rencias de pacientes con cancer y oncologos acerca del uso de la NGS. En
una revision reciente en relacion con el conocimiento y las expectativas de
pacientes y oncologos sobre la NGS multigénica tumoral, se sefiala que la
comprension y expectativas que tenian a menudo los pacientes con la NGS
no eran realistas (112), por lo que es importante que €stos entiendan de
forma clara la utilidad clinica real de esta prueba diagnostica. También se
sefiala que los oncologos deben asegurarse que ellos mismos tienen suficien-
te conocimiento de los beneficios y limitaciones de la NGS y que deben
proveer a sus pacientes con recursos educativos apropiados, ademas de
proporcionar informacion clara sobre la posibilidad e implicaciones de los
resultados secundarios que puedan ser obtenidos por la NGS (112).

En otro estudio reciente sobre la confianza de los oncélogos médicos
con las pruebas genomicas, mas del 75 % de los que las utilizaban estaban
moderadamente o muy convencidos de utilizar los resultados de paneles
multimarcadores tumorales para guiar el manejo del paciente. Los oncologos
tenian mas confianza en utilizar pruebas de genes tinicos y menor confianza
en la WGS o de la WES (113).

Por ultimo, también se ha tenido en cuenta otro articulo en el que se
describen las conclusiones de un foro nacional sobre diagndstico molecular
del Reino Unido sobre las barreras que impiden la adopcion de nuevas prue-
bas de diagnostico molecular y las posibles soluciones al respecto (114). En
este foro, se seflald que eran necesarios fondos y cambios en la forma de
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establecer las tarifas, evaluaciones rigurosas de las pruebas disponibles para
tratar de homogeneizar las pruebas diagndsticas utilizadas por los hospitales.
También se identifico la necesidad de conocer mejor los requerimientos re-
gulatorios y éticos para pruebas diagndsticas moleculares y sobre la acredi-
tacion de los laboratorios que las realizan, proponiendo una interaccidon
desde el inicio del desarrollo de estas pruebas con los reguladores. Se consi-
der6 necesario contar también con una infraestructura informatica robusta,
tanto para el analisis y almacenamiento de datos como para un almacena-
miento seguro. Otro de los puntos clave fue la necesidad de diseminar la
informacion sobre los nuevos test a los profesionales sanitarios y una mejor
comunicacion al paciente sobre las pruebas moleculares, la necesidad urgen-
te de formar al personal en el diagnéstico molecular y por ultimo, la necesi-
dad de monitorizar de forma obligatoria no solo el grado de adopcion, sino
también el impacto clinico que la utilizacion de la prueba diagndstica ha te-
nido, como por ejemplo, el cambio en el tratamiento asignado gracias a los
resultados (114).
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V. Discusion

V.1. Papel de la NGS en el diagndstico de las
leucemias agudas

Gracias a los nuevos datos genéticos de las ultimas décadas que han
supuesto el descubrimiento de la implicacion de nuevas vias bioldgicas, el
diagnostico de las neoplasias hematologicas ha ido evolucionando hasta la
integracion de los datos clinicos, morfologicos, inmunofenotipicos, citogené-
ticos y moleculares, que son la base de la clasificacion de la OMS (116).

Aunque el cariotipo/FISH siguen siendo técnicas esenciales para el
diagnéstico, clasificacion, estratificacion pronostica y tratamiento de las en-
fermedades oncohematologicas, la NGS puede ayudar a personalizar el ma-
nejo y tratamiento de estos pacientes. Hace afios que los laboratorios realizan,
ademas de técnicas citogenéticas convencionales, algunas técnicas de biologia
molecular clasica (secuenciacion Sanger, sistema de mutacion refractario a la
amplificacion por PCR (ARMS-PCR en inglés), qPCR con transcripcion in-
versa (RT-qPCR en inglés)), necesarias tanto para establecer el diagndstico
como para la estratificacion prondstica de estos pacientes (116). Pero estudios
recientes han observado, por ejemplo, que no todas las fusiones son detecta-
das por las técnicas convencionales porque quedan fuera del rango de primers
o sondas disefiadas para tal fin. De hecho, hay estudios que describen la
identificacion de nuevos reordenamientosy genes de fusion no detectados
mediante técnicas convencionales con valor pronostico o clinico (98, 100).

Asi, estudios en pacientes citogenéticamente normales han identificado
mediante NGS alteraciones que no habian sido detectadas por técnicas con-
vencionales y que han permitido una mejor estratificacion del riesgo de los
pacientes (88, 93, 100). En otros casos, el uso de la NGS ayuda a cambiar el
diagnostico o el riesgo (82, 104), permitiendo identificar pacientes que, por las
mutaciones que presentan, pueden ser candidatos a ser incluidos en ensayos
clinicos en marcha (82). Por ello, la NGS puede ayudar a definir y personalizar
mejor el tratamiento de estos pacientes. Como ejemplo, en el caso de la leuce-
mia linfoblastica aguda pedidtrica, hay muchos ensayos clinicos en marcha con
terapias nuevas dirigidos a diferentes subgrupos genémicamente definidos (16).

También se han encontrado estudios en los que la NGS ha identificado
con mayor S que la secuenciacion Sanger mutaciones de resistencia a deter-
minados tratamientos en pacientes con LLA tipo Ph+, lo que ha permitido
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escoger tratamientos mas eficaces en esos casos o cambiar la decision de
realizar o no un trasplante de médula d6sea (95, 96, 101). La NGS es capaz
de identificar la presencia de esas mutaciones incluso de forma previa a la
recaida, lo que podria influir en la eleccion inicial del manejo del paciente
al ayudar a identificar pacientes de alto riesgo en los que el cambio por otro
tratamiento TKI no seria eficaz, y que deberia ser evitado ahora que hay
mejores alternativas disponibles (96). En el caso de pacientes pediatricos
con LLA Ph+ (86), la NGS podria ayudar a estratificar mejor el riesgo de
estos pacientes que presentan una respuesta heterogénea al tratamiento,
analizando las CNVs para identificar marcadores de mal pronostico, como
las deleciones en el gen IKZF1, que llevarian a un mejor ajuste del trata-
miento en cada caso. Asi, en guias como la de la NCCN®, ya se recomienda
el uso de la NGS en el diagnoéstico de las LLA para identificar genes de
fusion que se asocian con el fenotipo Ph-like, como los relacionados con
ABL1, ABL2, CRLF2, CSF1R, EPOR, JAK2, or PDGFRB y mutaciones
en FLT3, IL7R, SH2B3, JAK1, JAK3, y JAK2 (en combinacion con fusiones
del gen CRLF2 (11). Por lo tanto, la NGS puede ayudar a personalizar el
manejo de los pacientes con leucemia aguda. Sin embargo, para valorar la
implementacion de la NGS, se necesita asegurar su validez y utilidad clinica,
algo dificil de determinar debido a la alta heterogeneidad encontrada en la
evidencia disponible.

V.2. Sobre la validez y utilidad de la NGS en
el diagnostico de las leucemias agudas

En la revision de la evidencia realizada para este informe, se han
identificado muchos estudios que describen una gran cantidad de técnicas
de secuenciacion masiva y de programas bioinformaticos para el analisis de
los datos, lo que complica el analisis debido a la heterogeneidad y a los
problemas de validez externa de los resultados obtenidos. Esto hace que,
a pesar de la identificaciéon de numerosos estudios sobre la validez analiti-
ca, clinica y la utilidad clinica de la NGS en el diagnostico de pacientes con
leucemia aguda, la alta heterogeneidad no permita establecer su valor con
precision.

Para plantear la implementacion de una estrategia de NGS en el diag-
nostico de las leucemias agudas, el primer requisito indispensable es que el
panel o estrategia de NGS elegida tiene que haber demostrado una validez
analitica, tanto individual como en diferentes centros en grupos cooperativos
(78). La validez analitica se refiere a la precision y consistencia de la tecno-
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logia en detectar el estado verdadero de la variante genética en cuestion, es
decir, si la variante estd o no presente en la muestra (40). Por lo tanto, la
mejor manera de demostrar la validez de la NGS seria incluir un amplio
numero de muestras bien caracterizadas en los que se realizara la prueba por
diferentes laboratorios. Sin embargo, la mayoria de los estudios publicados
identificados para este informe evaltan la validez de la NGS en un tnico
laboratorio. Solo en cinco articulos participa mas de un laboratorio en el
estudio, aunque solo en uno de cllos (75) se valora la concordancia de los
resultados de los laboratorios que evaluan los mismos pacientes, utilizando
el mismo panel y plataforma de secuenciacion. En el resto de los estudios, el
objetivo es valorar si los laboratorios, independientemente del panel que
utilicen, son capaces de detectar todas las alteraciones de una serie de mues-
tras caracterizadas previamente, evaluando si una estrategia de este tipo
podria ser implementada para ser utilizada en el diagndstico y manejo de
estos pacientes (76-78).

La validez clinica se refiere a la habilidad de la prueba para definir o
predecir de forma precisa y fiable el fenonemo, por lo que debe haber una
asociacion entre el gen o variante y el fenotipo. Esta asociacion puede
depender de la finalidad diagndstica o predictiva de la prueba o si se basa
en la deteccion de un gen o de variantes claramente asociadas a la enfer-
medad de interés, o en la deteccion de variantes, algunas de las cuales
nunca o raramente han sido vistas antes. Esto es especialmente importante
en la discusidn de la validez clinica de la NGS (40), sobre todo teniendo en
cuenta la variabilidad en el nimero de genes y en la de las regiones inclui-
da en la NGS.

En cuanto a la utilidad clinica, se deberia valorar el impacto clinico de
las variantes identificadas, es decir, si su identificacion ha supuesto un cambio
en el diagnostico, estratificacion o en la eleccion del tratamiento correspon-
diente (40). Como ya se ha mencionado, hay estudios que si reportan los
cambios en la estratificacion del riesgo o en el tratamiento del paciente que
han impulsado los resultados de la NGS, lo que podria ayudar a definir en
qué casos y para qué pacientes podria ser mas util la implementacion de esta
estrategia. Sin embargo, también hay que tener en cuenta que junto a las
variantes de las que se conoce su relacion con la enfermedad, también se
identifican otras de significado dudoso (116), por lo que habria que establecer
como manejar esta informacion. A este respecto, es muy importante contar
con el conocimiento de las bases de datos validadas para estudio de las va-
riantes segin la patologia y la forma de compartir el conocimiento generado
en forma de datos “reales” que permitan la aplicacion de herramientas de
analisis avanzado. Este conocimiento redundara sin duda en la atencion de
los pacientes en un futuro proéximo.
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V.2.1. Tipo de NGS y de alteraciones a identificar

Aunque las técnicas de WGS y WES permiten la deteccion de un mayor
numero de alteraciones, son caras, lentas y requieren de mas trabajo. Por
ello, los paneles dirigidos de NGS han adquirido prioridad sobre estas técni-
cas de secuenciacion masiva (35).

Entre las indicaciones de la NGS en pacientes con leucemia aguda, se
ha valorado su utilizacién como prueba para detectar en un solo paso y de
forma mas rapida y econdémica las principales alteraciones genéticas con el
objetivo de permitir realizar el diagnoéstico de una forma mas rapida, simple
y econdémica (35). Sin embargo, se considera que el uso de la NGS es mas
una prueba que complementa a las técnicas que se utilizan en el diagndstico
rutinario (80, 99).

Una de las complicaciones de evaluar la validez de la NGS es que no
todas las estrategias se dirigen a detectar el mismo tipo de alteraciones. Al-
gunos de los estudios evaltian la validez de la NGS para identificar CNVs y
sustituir al cariotipo convencional (89), otros se centran en la identificacion
de indels o SNPs (90, 93) o genes de fusion (98, 99), aunque también hay
estrategias dirigidas a valorar varios tipos de alteraciones al mismo tiempo
(35, 80-52, 86, 91). Esto dificulta la comparacion de estudios y paneles y lleva
a reflexionar sobre lo que es importante incluir en el panel, o si es necesario
incorporar la deteccion de estas alteraciones en unico panel o en mas de uno
segun el tipo de alteracion genética (78).

La S de la NGS varia en funcion del tipo de alteracion genética a detec-
tar e incluso en funcidn de los genes de los que se trate (35, 116), siendo
necesario un mayor porcentaje de células que presenten esas aberraciones
segun el caso. Asi, el porcentaje necesario de células varia del 5 % (en el caso
de variantes tipo SNVs e indels) (76) al 20 % para CNVs (91) o del 25 % para
la deteccion de translocaciones en MYC (85). El rendimento de la NGS
puede depender también del gen o de los genes incluidos en el proceso. Asi,
en el caso del gen CEPBA, aunque la S de deteccion de mutaciones por
paneles comerciales como el TSMP (S del 47 %) es baja (87), se ha demos-
trado que la NGS especifica para el gen CEPBA via Nexera XT (mediante
amplificacion de PCR de largo alcance) si era capaz de identificar mutaciones
presentes en este gen con alta S y E (ambas de un 97 %) (87). Otro gen com-
plicado de secuenciar es el gen FLT3, para el que se ha descrito que la pre-
sencia de mutaciones bialélicas otorga un pronostico favorable a los pacien-
tes con LMA (95). La duplicacion interna en tindem de éste ocurre en un
20-30 % de las LMA (84) y los estudios generalmente contintan utilizando
el analisis por fragmentos y la secuenciacion Sanger para su caracterizacion,
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o excluyen directamente este gen del disefio del panel (93). Sin embargo,
existe evidencia que demuestra que la utilizacion de pipelines bioinformaticos
especificos mejora el grado de deteccion de ITD (70, 84, 90) o de mutaciones
en el dominio quinasa del FLT3, incluso mutaciones no identificadas por
electroforesis capilar que tienen impacto en el tratamiento del paciente (84).
Por lo que, aunque algunos estudios siguen utilizando métodos convencio-
nales para analizar las alteraciones de este gen, puede que ya no haga falta
si se constata que el rendimiento de la NGS para detectar dichas alteraciones
mejora.

En cuanto a la deteccion de CNVs a nivel génico o exonico, este paso
sigue siendo un reto. Aunque se han identificado estudios que comparan el
uso de la NGS frente al cariotipo convencional, cada estudio evalua algorit-
mos informaticos diferentes con sus propias fortalezas y debilidades, y cuan-
do un algoritmo es muy sensible, puede producir mas FP (70). Sin embargo,
la NGS ha demostrado que puede obtener informacion util incluso en pa-
cientes que presentaban un cariotipo aparentemente normal o mas claramen-
te, cuando éste no se ha podido realizar (80). Asi, en Montaifio et al. (92), la
NGS ayudo a clasificar tres pacientes de los 21 en los que no se pudo realizar
un cariotipo convencional.

Por lo tanto, en muestras iniciales con una alta carga de células tumo-
rales la NGS puede tener un rendimiento superior frente a otras técnicas
convencionales para detectar: 1) aneuploidias, hiperdiploidias altas (>51
cromosomas), hipodiploidias bajas (31-39 cromosomas) y casi haploides
(24-30 cromosomas); 2) genes de fusion recurrentes (ETV6-RUNX1, BCR-
ABL1 y MLLr); 3) amplificacion intracromosémica del cromosoma 21
(1IAMP21) y reordenaciones CRLF2; 4) CNVs, en particular alteraciones en
IKZF1, PAXS, CDKN2A, ETV6, BTG1 y RBI; 5) genes candidatos “accio-
nables” que solo pueden ser detectados por NGS; y, 6) polimorfismos o
mutaciones germinales asociadas con respuesta al tratamiento (99).

Por ultimo, en relacion con los genes de fusion, la NGS de ARN tiene
la ventaja de contar con una alta S y E, siendo capaz de identificar ademas:
1) fusiones no detectadas por técnicas convencionales por tratarse de partners
desconocidos (103); y, 2) genes de fusidn que se encuentran proximos entre
si y que son dificiles de visualizar mediante técnicas convencionales (como
ocurre con STIL-TAL1 y P2RYS8-CRLF2) (103). Por lo tanto, la NGS de
ARN podria ser una herramienta muy util para identificar genes de fusion
importantes para la estratificacion o para la eleccion del tratamiento del
paciente. De hecho, ya se recomienda su uso en pacientes con LLA (11).
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V.2.2. Numero de genes cubiertos por la NGS

En la revision realizada para este informe, se ha observado gran varia-
bilidad en los genes que los paneles o los estudios incluyen, desde los 199
genes en el estudio de Kim et al. (98) hasta los 19 genes del estudio de Alon-
so et al. (93). El numero de genes incluidosen los paneles pueden llevar a la
reduccion de la eficiencia del panel y su S, puesto que cuanto mayor sea el
nimero incluido, la media de lecturas por gen sera menor para un panel
grande que para uno pequeilo si el rendimiento de secuenciacion es el mismo.
En el caso de la secuenciacion de ARN, se podrian pasar por alto fusiones
que existen en baja proporcidn, aunque también es cierto que la S en estos
casos se podria aumentar si se aumentaran los outputs de la secuenciacion
(99).

Por otro lado, aunque diferentes paneles incluyan los mismos genes a
secuenciar, puede que éstos no detecten las mismas alteraciones porque no
incluyen las mismas regiones (76, 77), o porque en el caso de las fusiones, no
se incluyen todos los genes partner o las sondas para detectar los puntos de
corte que no sean los mas habituales (35, 78). Asi, puede que la utilizacion
de diferentes paneles aumente el riesgo de detectar mutaciones discordantes,
lo que se explicaria por la variabilidad en el disefio del panel y en el analisis
de los datos de secuenciacion (79). Por ello, para implementar la NGS de
forma rutinaria en el diagnoéstico de pacientes con leucemia aguda, habria
que establecer cuales son los genes que hay que incluir de forma obligatoria
para cubrir todas las alteraciones que tienen una relacion demostrada con
las leucemias agudas y cuales son los genes que seria de interés afadir, para
que la NGS fuera lo mas eficiente posible. Asi, por ejemplo, en el estudio de
Sargas et al. (76) se estableci6 que todos los laboratorios tenian que secuen-
ciar de forma obligatoria ocho genes implicados en la LMA y el mayor nt-
mero de otros 22 genes que se recomendaba secuenciar. Y, por otro lado, en
el estudio de Corboy et al. (77) fueron nueve los genes requeridos, incluyen-
do los seis que permiten clasificar los pacientes segun los criterios ELN (FLT3,
NPM1, RUNX1, TP53, CEPBA y ASXL1) y tres mas (DNMT3A, IDH1 e
IDH2) por ser genes potencialmente ttiles para la estratificacion del riesgo
o eleccion de terapias dirigidas.
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V.3. Implementacion de la NGS en el
diagnostico de las agudas

V.3.1. Aspectos organizativos

A pesar del potencial de la NGS para mejorar el diagndstico y manejo
de los pacientes con leucemia aguda, hay una serie de barreras que han im-
pedido que esta tecnologia sea ampliamente adoptada en la practica clinica.
Teniendo en cuenta los resultados del foro Nacional sobre diagndstico mo-
lecular del Reino Unido (114) y de los retos descritos en otros estudios, para
implementar la NGS en el diagnoéstico de las leucemias agudas habria que
tener en cuenta lo siguiente:

1. Decidir qué genes, qué tipo de alteraciones y qué estrategia se va a utilizar.

La complejidad de la tecnologia, los analisis bioinformaticos, y las dife-
rentes opciones disponibles en cuanto a diversidad de pruebas y criterios a
la hora de reportar las variantes identificadas, dificultan el consenso entre
diferentes laboratorios para la introduccion de la NGS en la practica clinica
(76). Por ello, una estrategia para permitir la implementacion de la NGS a
nivel nacional podria ser la estrategia del grupo espafiol de investigacion
PETHEMA, que estableci6 una red de laboratorios para la NGS de pacien-
tes con LMA, pero dejando libertad para que cada laboratorio utilizara el
panel que mejor se adecuara a sus necesidades. Asi, se superaba uno de los
retos para la implementacion de la NGS relacionado con la variabilidad in-
terlaboratorio para el analisis de los mismos biomarcadores (114). El tinico
requisito era la secuenciacion obligatoria de ocho genes implicados en la
LMA y del maximo de los otros 22 recomendados (76). Esta estrategia pue-
de ser mas flexible y puede facilitar la implementacion de la secuenciacion,
siempre y cuando se realicen controles regulares para asegurar la reproduci-
bilidad y fiabilidad de los resultados que obtiene cada laboratorio, indepen-
dientemente del panel o plataforma que se elija. Sin embargo, al tratarse en
este caso del uso de la NGS en el diagnoéstico clinico, la validez analitica del
panel o paneles elegidos deberia ser un prerrequisito para su uso en clinica
habitual (78).

Asimismo, en el manejo de las leucemias infantiles en Espaiia, se utili-
zan las recomendaciones propuestas por el grupo de leucemias de SEHOP/
PETHEMA, que estan consensuadas con otros grupos internacionales. Los
estudios genéticos con valor prondstico a realizar en los pacientes pediatricos
estan bien establecidos y se utilizan de manera uniforme en las unidades de
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hematologia y oncologia pediatricas espafiolas. Por ello, las decisiones sobre
el tipo de genes, las alteraciones genéticas y los métodos de estudios estan
bien consensuadas a nivel nacional. En los estudios de recaidas, o en algunas
formas menos frecuentes de leucemias infantiles, puede haber mayor varia-
bilidad entre los centros, pero de forma global, en la mayoria de los pacientes
pediatricos, se aplican las recomendaciones propuestas por grupos colabora-
tivos internacionales y de los expertos de SEHOP/PETHEMA.

2. Definir la demanda y las necesidades de infraestructura, asi como de per-
sonal cualificado para la realizacion e interpretacion de los resultados.

Es posible que, debido a la elevada inversion inicial, la necesidad de
personal altamente cualificado y un flujo de muestras suficiente para garan-
tizar los tiempos de respuesta y precios asumibles, el uso de esta tecnologia
no se extienda por todos los laboratorios de diagnostico clinico que realizan
pruebas moleculares, sino que se restrinja a un conjunto de laboratorios de
referencia repartidos por el territorio nacional (116). Por ello, es necesario
asegurar la cobertura de todos los pacientes y, sobre todo, como se van a
realizar los envios a los centros de referencia para que ello no suponga tam-
bién un retraso del diagnostico en funcion del lugar de residencia del pacien-
te y que la carga de trabajo ha de poder ser asumida por los centros de refe-
rencia. En el estudio de Sargas et al. (76), con el modelo que utilizaron se
pudieron recoger y secuenciar 751 muestras en un afio, demostrando una
capacidad suficiente para implementar la NGS en la practica clinica.

En Espafia exite una larga experiencia de trabajo en red y de derivacion
de las muestras a laboratorios de referencia para completar los estudios
diagnosticos de leucemia, tanto en pacientes adultos como pediatricos. En
los protocolos de diagnoéstico y tratamiento de LLA y LMA, propuestos por
PETHEMA para adultos y por SEHOP/PETHEMA para pacientes pedia-
tricos, se establecen algunos centros de referencia y se proponen circuitos de
derivacion de las muestras para la realizacion de los estudios con valor pro-
nostico necesarios para el diagnodstico y la estratificacion de los pacientes,
que no estan disponibles en todos los centros.

Para que cada laboratorio de referencia sea capaz de secuenciar las
muestras recibidas deberian contar también con personal cualificado tanto
para realizar la secuenciacidén, como para el analisis bioinformaético y la in-
terpretacion de los resultados. La complejidad de los datos generados requie-
re de personal altamente cualificado en biologia computacional, lo que so6lo
es posible en laboratorios diagnosticos muy implicados con la investigacion
(116). Asimismo, la coordinacion entre los laboratorios que realicen la se-
cuenciacion seria muy importante de cara a construir la estrategia que per-
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mita interpretar el significado de las variantes genéticas de significado incier-
to (116). Asimismo, habria que considerar como sera la interaccién con el
centro que envia la muestra, puesto que no hay que olvidar que los resultados
de la NGS deberian ser interpretados en el contexto de otros resultados de
laboratorio relacionados con citomorfologia, histopatologia, inmunofenotipo,
genética molecular tradicional, citogenética y datos y diagndstico clinico (115).

La integracion de los resultados de NGS con los datos clinicos y el res-
to de estudios diagnosticos es crucial, por lo que aunque el diagnostico defi-
nitivo del tipo de leucemia debe ser establecido por los especialistas en he-
matologia, la valoracion interdisciplinar de todos los resultados en comités
clinico-moleculares puede contribuir a una mayor precision diagnosticay a
una terapia mas adecuada en cada paciente.

De todos modos, cabe destacar que no son solo las leucemias agudas
las que requieren estudio de variantes genomicas patogénicas o probable-
mente patogénicas mediante NGS, con implicacion asistencial directa, sino
que existen otras patologias hematologicas en las que tambien es necesario
su estudio, tales como los MDS, la leucemia mielomonocitica crénica o MPN
cronicas como la mielofibrosis. Dado que en un estudio de NGS, la eficiencia
viene determinada por el nimero de muestras que sean analizables de forma
conjunta en una misma carrera (pudiendo incluir casos de diferentes patolo-
gias pero que comparten tecnologias a estudio), la determinacion del nime-
ro de muestras y de los genes a analizar por patologia podria ayudar a que el
uso de recursos fuera mas eficiente.

3. Definir los requerimientos regulatorios, las necesidades de acreditacion
de los laboratorios y de informacién para poder monitorizar y evaluar la
fiabilidad de los resultados y el impacto clinico en los pacientes con leu-
cemia aguda.

Uno de los problemas con la implementacion de la NGS en el diagnos-
tico de las leucemias agudas son los requerimientos regulatorios, puesto que
practicamente todos los paneles utilizados en los estudios son solo de uso en
investigacion y no cuentan con el certificado para su uso en diagndstico in
vitro. A este respecto, habria que explorar la posibilidad de establecer algun
mecanismo de seguimiento y mecanismos de evaluacion de los resultados
como prueba que sirva para su uso como prueba diagndstica clinica.

Aunque tanto el grupo PETHEMA, que ya recoge muestras de pacien-
tes con LMA para su secuenciacion, como el grupo biologico de leucemias
infantiles de SEHOP/PETHEMA que realiza estudios conjuntos de investi-
gacion, ofrecen un trabajo en red de investigacion, pero que todavia no
puede aplicarse a nivel asistencial (76).
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Por otro lado, como en cualquier otra practica diagndstica, los labora-
torios deben asegurar la calidad de los procesos preanaliticos, analiticos y
postanaliticos de la secuenciacion NGS (15) y deberian estar acreditados por
organismos (nacionales o internacionales) que garanticen las buenas practi-
cas de trabajo y el correcto monitoreo de los procesos. Este proceso se podria
dividir en tres fases: 1) Familiarizacion; 2) Puesta a punto; 3) Validacion e
implementacion (15).

4. Definir programas de formacion y recursos para informar tanto a profe-
sionales asistenciales como a los pacientes sobre la validez y utilidad de la
NGS en las leucemias agudas, asi como la posibilidad de obtener resulta-
dos genéticos secundarios no relacionados con la leucemia.

Conocer la base de la NGS deberia ser indispensable para todo aquel
profesional sanitario que tenga contacto con dicha tecnologia o tenga que
interpretar o tener en cuenta los resultados obtenidos con la misma. Por ello,
seria indispensable formar a los profesionales y proporcionar recursos que
puedan utilizar para ellos y para sus pacientes. Las expectativas de los pa-
cientes con el uso de esta tecnologia pueden ser muy altas (112), mas si cabe
en el caso de pacientes pediatricos. Por ello, los profesionales sanitarios de-
berian conocer la base de la NGS y ser capaces de trasladar de la manera mas
clara posible a los pacientes lo que esta tecnologia les puede ofrecer. Asimis-
mo, se les deberia explicar a los pacientes que existe la posibilidad de que la
NGS identifique resultados secundarios que el paciente pueda no querer
conocer, con la opcion de recibir consejo genético siempre y cuando se esti-
me oportuno.

V.3.2. Eficiencia

Aunque se ha sefialado que la NGS supone, en relacion con los recursos
economicos y de tiempo, un indudable avance frente a la secuenciacion San-
ger (116) no se han identificado estudios que valoren el coste-efectividad o
coste-utilidad del uso de la NGS en comparacion con las técnicas convencio-
nales que se utilizan en el diagnostico clinico de los pacientes con leucemia
aguda. Seria de interés no solo conocer la inversion inicial que habria que
hacer para adquirir los equipos necesarios para la NGS, sino también el
coste de los equipos profesionales cualificados para ello y el coste que tendria
la NGS por paciente. En el caso de la valoracidn de los costes, habria que
tener en cuenta también que los secuenciadores son utilizados también para
el estudio de variantes gendmicas patogénicas o probablemente patogénicas
en otras patologias. Asi, como se ha comentado anteriormente, la existencia
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de un acuerdo de plataformas compartidas entre distintas especialidades
(tumores solidos, hematologia, microbiologia, etc.) permitiria llegar a una
gestion coste-eficiente.

Por otro lado, el coste de la NGS dependera de como afecte la realiza-
cion de la NGS en la decision de realizar o no otras pruebas diagnosticas
convencionales, asi como el impacto que los resultados puedan tener en el
manejo del paciente. Asimismo, también habria que tener en cuenta el im-
pacto de no detectar alteraciones de genes accionables que solo la NGS
podria identificar. De momento, no se han encontrado estudios al respecto.

V.3.3. Aspectos éticos y legales, valores
y preferencias

Como ya se ha sefialado en el apartado V.3.1, las cuestiones éticas ligadas
a la secuenciacion masiva son muchas (15). Las pruebas genéticas tienen im-
plicaciones personales y sociales que hay que considerar a la hora de definir la
forma apropiada de utilizar dichas pruebas. Estas implicaciones tienen que ver
con el riesgo genético que pueden compartir miembros de la misma familia, el
impacto de los resultados en la toma de decisiones reproductivas y la posibili-
dad de que la informacion genética encontrada genere un estigma o discrimi-
nacion del individuo. Ademas, el rapido desarrollo de la tecnologia genomica
y la incertidumbre sobre las implicaciones que el riesgo genético pueda tener
en la salud del individuo, alcanzan consideraciones éticas relacionadas con las
desigualdades en salud, con compartir los datos clinicos y el alcance que debe
tener el informe de los resultados de las pruebas genéticas (41).

INFORMES, ESTUDIOS E 115



VI. Conclusiones

Teniendo en cuenta lo expuesto en los apartados anteriores, las conclu-

siones de este informe serian las siguientes:

116

1. Existe gran heterogeneidad en las estrategias y paneles de NGS

utilizados en los estudios, lo que dificulta la valoracion de la eviden-
cia en referencia a la validez analitica y clinica. Sin embargo, esta-
blecer de forma consensuada los criterios de calidad e interpretacion
de resultados, asi como la realizacion de estudios de concordancia y
validacion interlaboratorios, pueden ayudar a aumentar la validez y
utilidad clinica de la NGS en el diagnostico de las leucemias agudas.

Para ello, ayudaria definir lo siguiente:

— Cuales son los genes que habria que secuenciar y la evidencia que
apoya la validez clinica de cada biomarcador (incluyendo genes
para los que se estan desarrollando tratamientos dirigidos), algo
que ya se esta trabajando a nivel nacional e internacional.

— Tipo de alteraciones genéticas que habria que buscar para cada gen
y si pueden ser analizadas en un tnico panel (CNVs, SNS, indels,
genes de fusion...).

—Si hay alteraciones para las que seria recomendable continuar
utilizando métodos convencionales (FLT3-ITD, CEBPA...).

— Estandarizacion del proceso y de las herramientas (pipelines) in-
formaticas a utilizar para el analisis de los datos.

— Caracteristicas del informe a presentar.

. Son pocos los estudios que evaltian la utilidad clinica de la NGS en

leucemias agudas. Ademas, sus resultados no son facilmente compa-
rables. Sin embargo, la NGS puede ayudar a obtener datos relevan-
tes en pacientes en los que no se pueden realizar cariotipos conven-
cionales y puede aportar informacién complementaria a la obtenida
por técnicas convencionales que ayuda a clasificar mejor el riesgo de
los pacientes y a escoger el mejor tratamiento en algunos casos, como
en las LLA de tipo Ph+. Por ello, seria recomendable definir en qué
pacientes puede ser mas util la utilizacion de la NGS (e incluso el
tipo de alteraciones a detectar puede depender del tipo de paciente)
y qué impacto tienen los resultados en su estratificacion o manejo.

. No se han identificado estudios que valoren el coste-efectividad o

coste-utilidad de la adicion de la NGS frente al uso de técnicas con-
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vencionales en el diagnodstico de las leucemias agudas. Sin embargo,
seria de interés conocer el impacto econdmico que supone el hecho
de no detectar alteraciones que solo la NGS puede identificar, asi
como el impacto que tendria en los recursos el uso de plataformas
compartidas entre diferentes patologias.

4. Existen iniciativas de redes de investigacion a nivel estatal, tanto para
LMA como LLA, para estandarizar el uso de la NGS en el diagnos-
tico de estos pacientes. De hecho, existen consensos entre estas redes
para el diagnostico y tratamiento de las LMA y LLA que incluyen
los genes que habria que secuenciar para poder utilizar el mejor
tratamiento posible a cada paciente. Asi, estas redes pueden ser un
buen punto de partida para disefiar un modelo de implementacién
de la NGS en el diagnéstico de las leucemias agudas, teniendo en
cuenta que en este caso se estaria valorando el uso de la NGS en el
diagndstico clinico y no como herramienta de investigacion.

5. Tanto los profesionales sanitarios como los pacientes a los que se les
aplica la técnica deberian contar con informacion sobre las implica-
ciones que los hallazgos de la NGS pueden tener para no crear falsas
expectativas, asi como la posibilidad de encontrar otros resultados
no relacionados con la leucemia y la eleccion del paciente a conocer
o no dichos resultados.
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VIII. Anexos

Anexo I. Estrategias de busqueda

Fecha de busqueda: 6 de octubre de 2021

Medline, via Pubmed

Secuenciacion Masiva

#1 Search: “High-Throughput Nucleotide Sequencing”[Mesh]

#2 Search: ((next-gen*[Title/Abstract] OR high-throughput[Title/Abs-
tract] OR illumina[ Title/Abstract] OR ion-torrent[Title/Abstract] OR
ion-proton[ Title/Abstract] OR massively-parallel[ Title/Abstract])
AND sequenc*[Title/Abstract])

#3 Search #1 OR #2 112,684

Leucemias

#4 Search: “Leukemia”’[Mesh]

#5 Search: leukemia[Title/Abstract] OR leukaemia[Title/Abstract] OR
leucocythemia[Title/Abstract] OR leucocythaemia[Title/Abstract] OR
leukemias[Title/Abstract] OR leukaemias[Title/Abstract] OR
leucocythemias| Title/Abstract] OR leucocythaemias|[Title/Abstract]

#6 Search: #4 OR #5 332,541

#7 Search: #3 AND #6 2,426

Diagnostico y manejo de salud
#8 Search: “Sensitivity and Specificity”[Mesh] OR “Predictive Value of
Tests”[Mesh]
#9 Search: “Diagnosis”’[Mesh] OR “False Negative Reactions”’[Mesh]
OR “False Positive Reactions”’[Mesh]
#10  Search: “Prognosis”[Mesh]
#11  Search: “Reproducibility of Results”[Mesh] OR “Data Accuracy”’[Mesh]
#12  Search: sensitivit*[Title/Abstract] OR specificit*[Title/Abstract] OR
“predictive value”[Title/Abstract] OR “false negative”’[ Title/Abstract]
OR “false positive”[Title/Abstract] OR “true positive”’[Title/Abstract]
OR “true negative”[Title/Abstract] OR npv[Title/Abstract] OR
ppv[Title/Abstract] OR performance[Title/Abstract] OR
diagnos*[Title/Abstract] OR prognos*[Title/Abstract] OR
detect*[Title/Abstract] OR accura*[Title/Abstract] OR wvalidit*[Title/
Abstract] OR utilit*[ Title/Abstract] OR reliabilit*[Title/Abstract] OR
reproducibilit*[ Title/Abstract]
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#13 Search: “Morbidity”’[Mesh] OR “Basic Reproduction Number”[Mesh]

#14
#15
#16

#17

#18
#19
#20

#21
#22
#23

OR “Incidence”[Mesh] OR “Prevalence”[Mesh]

Search: “Mortality”’[Mesh] OR “mortality”’[Subheading]
Search: “Quality of Life”[Mesh]

Search: morbidit*[Title/Abstract] OR (reproduct*[Title/Abstract]
AND (number][Title/Abstract] OR rate[ Title/Abstract] OR ratio[ Title/
Abstract])) OR incidenc*[Title/Abstract] OR prevalenc*[Title/Abs-
tract] OR mortalit*[ Title/Abstract] OR ((fatality[ Title/Abstract] OR
death[Title/Abstract]) AND rate*[Title/Abstract]) OR (quality[Title/
Abstract] AND life[ Title/Abstract])

Search: #8 OR #9 OR #10 OR #11 OR #12 OR #13 OR #14 OR #15
OR #16 14,983,918

Search: #7 AND #18 1,927

Search: #18 Filters: from 2015 - 2021 Sort by: Most Recent

Search: ((“2015/01/01”[Date - Create] : “3000”[Date - Create])) OR
((“2015/01/01”[Date - Publication] : “3000”[Date - Publication]))
Search: #18 AND #20

Search: #19 OR #21 1,588
Search: #22 Filters: English, Spanish 1,510

Valores, barreras, etc.

#24

#25

#26
#27

Search: “Attitude”[Mesh] OR “Attitude to Health”[Mesh] OR “Health
Knowledge, Attitudes, Practice”[Mesh]

Search: “Interviews as Topic”’[Mesh] OR “Surveys and Questionnai-
res”[Mesh]

Search: “Patient Satisfaction”[Mesh] OR “Patient Preference”’[Mesh]
Search: “Intention”’[Mesh] OR “Motivation”’[Mesh] OR “Qualitative
Research”[Mesh]

#28 Search: attitude*[Title/Abstract] OR opinion*[Title/Abstract] OR

#29
#30
#31

132

knowledge[Title/Abstract] OR interview*[Title/Abstract] OR
survey*[Title/Abstract] OR questionnaire*[Title/Abstract] OR
satisfaction[ Title/Abstract] OR preference*[Title/Abstract] OR
perspective*[ Title/Abstract] OR experience*[Title/Abstract] OR
need*[Title/Abstract] OR value*[Title/Abstract] OR motivation[Title/
Abstract] OR expectati*[Title/Abstract] OR intention™*[Title/Abstract]
OR qualitative[ Title/Abstract] OR mix-method*[Title/Abstract] OR
barrier*[Title/Abstract] OR facilitator*[Title/Abstract] OR
challenge*[Title/Abstract] OR confiden*[Title/Abstract] OR
enhance*[Title/Abstract] OR implication*[Title/Abstract]

Search: #24 OR #25 OR #26 OR #27 OR #28 9,850,011
Search: #7 AND #29 877
Search: #30 Filters: English, Spanish 846
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Embase, via OvidWeb
Secuenciacion masiva

1 high throughput sequencing/

2 (next-gen* or high-throughput or illumina or ion-torrent or ion-proton
or massively- parallel).ab,ti.

3 “sequenc*”.ab,ti.

4 2 and 3

5 1 or4 151764

Leucemia

6 leukemia/

7 (leukemia or leukaemia or leucocythemia or leucocythaemia or leu-
kemias or leukaemias or leucocythemias or leucocythaemias).ab,ti.

8 6 or 7 417973

9 5 and 8 6811

Diagndstico y manejo de salud

10 “sensitivity and specificity”/

11 predictive value/

12 diagnosis/

13 cancer diagnosis/ or diagnosis/

14 prognosis/ or cancer prognosis/

15 false negative result/

16 false positive result/

17 reproducibility/

18 data accuracy/

19 (sensitivit* or specificit* or “predictive value” or “false negative” or
“false positive” or “true positive” or “true negative” or npv or ppv or
performance or diagnos* or prognos* or detect* or accura* or validit*
or utilit* or reliabilit* or reproducibilit¥*).ab,ti.

20 10or 11 or12or 13 or 14 or 150r 16 or 17 or 18 or 19 10888464

21 morbidity/

22 basic reproduction number/

23 cancer incidence/ or incidence/

24 prevalence/

25 cancer mortality/ or mortality/

26  “quality of life”/

27 (morbidit* or incidenc* or prevalenc* or mortalit*).ab,ti.

28 (reproduct* and (number or rate or ratio)).ab,ti.

29 ((fatality or death) and rate*).ab,ti.

30 (quality and life).ab,ti.

31 21 or 22 or 23 or 24 or 25 or 26 or 27 or 28 or 29 or 30 4724054

32 20or 3113781900
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33
34
35
36
37

9 and 325654
limit 33 to conference abstracts

33 not 34 1792
limit 35 to yr="2015 -Current” 1471
limit 36 to (english or spanish) 1405

Valores, barreras, etc.

38
39
40
41
42
43
44
45
46

47
48
49
50
51

attitude to health/ or attitude/

interview/

questionnaire/

satisfaction/ or customer satisfaction/ or patient satisfaction/

patient preference/

behavior/

motivation/

qualitative research/

(attitude* or opinion* or knowledge or interview* or survey* or ques-
tionnaire* or satisfaction or preference* or perspective* or experien-
ce* or need* or value* or motivation or expectati* or intention* or
qualitative or mix-method* or barrier* or facilitator* or challenge* or
confiden* or enhance* or implication¥®).ab,ti.

38 or 39 or 40 or 41 or 42 or 43 or 44 or 45 or 46 12493392

9 and 473043

limit 48 to conference abstracts

48 not 49 848
limit 50 to (english or spanish) 820

Cochrane Library
Secuenciacion masiva

#1 MeSH descriptor: [High-Throughput Nucleotide Sequencing] explode
all trees

#2 (next-gen* or high-throughput or illumina or ion-torrent or ion-proton
or massively-parallel):ti AND (sequenc*):ti

#3 (next-gen* or high-throughput or illumina or ion-torrent or ion-proton
or massively-parallel):ab AND (sequenc*):ab

#4  #1 OR #2 OR #3 26740

Leucemia

#5 MeSH descriptor: [Leukemia] explode all trees

#6 (leukemia or leukaemia or leucocythemia or leucocythaemia or leu-
kemias or leukaemias or leucocythemias or leucocythaemias):ti

#7 ((leukemia or leukaemia or leucocythemia or leucocythaemia or leu-
kemias or leukaemias or leucocythemias or leucocythaemias)):ab

#8 #5 OR #6 OR #7 14004

#9 #4 AND #8 350
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Medidas de resultado (diagndéstico, manejo, valores, barreras...)

#10
#11
#12
#13
#14
#15
#16
#17
#18

#19

#20
#21
#22
#23
#24
#25
#26
#27
#28
#29
#30
#31
#32
#33

#34

MeSH descriptor: [Sensitivity and Specificity] explode all trees
MeSH descriptor: [Predictive Value of Tests] explode all trees
MeSH descriptor: [Diagnosis] explode all trees
MeSH descriptor: [False Negative Reactions] explode all trees
MeSH descriptor: [False Positive Reactions] explode all trees
MeSH descriptor: [Prognosis] explode all trees
MeSH descriptor: [Reproducibility of Results] explode all trees
MeSH descriptor: [Data Accuracy] explode all trees
(sensitivit* or specificit* or “predictive value” or “false negative” or
“false positive” or “true positive” or “true negative” or npv or ppv or
performance or diagnos* or prognos* or detect* or accura* or validit*
or utilit* or reliabilit* or reproducibilit¥*):ti
(sensitivit* or specificit* or “predictive value” or “false negative” or
“false positive” or “true positive” or “true negative” or npv or ppv or
performance or diagnos* or prognos* or detect* or accura* or validit*
or utilit* or reliabilit* or reproducibilit*):ab

MeSH descriptor: [Morbidity] explode all trees

MeSH descriptor: [Basic Reproduction Number] explode all trees

MeSH descriptor: [Incidence] explode all trees

MeSH descriptor: [Prevalence] explode all trees

MeSH descriptor: [Mortality] explode all trees

MeSH descriptor: [Quality of Life] explode all trees

(morbidit* or incidenc* or prevalenc* or mortalit*):ti

(morbidit* or incidenc* or prevalenc* or mortalit*):ab

(reproduct* and (number or rate or ratio)):ti

(reproduct* and (number or rate or ratio)):ab

((fatality or death) and rate*):ti

(((fatality or death) and rate*)):ab

(quality and life):ti,ab,kw

#10 OR #11 OR #12 OR #13 OR #14 OR #15 OR #16 OR #17 OR #18
OR #19 OR #20 OR #21 OR #22 OR #23 OR #24 OR #25 OR #26 OR

— o/ /o —

#27 OR #28 OR #29 OR #30 OR #31 OR #32 851278
#9 AND #33 277
Year: Custom year range 2015-2021 200

Valores, barreras, etc.

#35
#36
#37

#38

MeSH descriptor: [ Attitude] explode all trees

MeSH descriptor: [Attitude to Health] explode all trees

MeSH descriptor: [Health Knowledge, Attitudes, Practice] explode
all trees

MeSH descriptor: [Interviews as Topic] explode all trees
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#39 MeSH descriptor: [Surveys and Questionnaires] explode all trees

#40 MeSH descriptor: [Patient Satisfaction] explode all trees

#41 MeSH descriptor: [Patient Preference] explode all trees #42M ¢ S H
descriptor: [Intention] explode all trees

#43  MeSH descriptor: [Motivation] explode all trees

#44 MeSH descriptor: [Qualitative Research] explode all trees

#45 (attitude* or opinion* or knowledge or interview* or survey* or ques-
tionnaire* or satisfaction or preference* or perspective* or experien-
ce* or need* or value* or motivation or expectati* or intention* or
qualitative or mix-method* or barrier* or facilitator* or challenge* or
confiden* or enhance* or implication*®):ti

#46 (attitude* or opinion* or knowledge or interview* or survey* or ques-
tionnaire* or satisfaction or preference* or perspective® or experien-
ce* or need* or value* or motivation or expectati* or intention* or
qualitative or mix-method* or barrier* or facilitator® or challenge* or
confiden* or enhance* or implication*®):ab

#47  #35 OR #36 OR #37 OR #38 OR #39 OR #40 OR #41 OR #42 OR #43
OR #44 OR #45 OR #46 718399

#48  #9 AND #47 168

Cinahl, via EbscoHost

Secuenciacion masiva

S1

(MH “High-Throughput Screening Assays”)

S2 TI ( next-gen* or high-throughput or illumina or ion-torrent or ion-

proton or massively-parallel ) OR AB ( next-gen* or high-throughput
or illumina or ion-torrent or ion-proton or massively- parallel )

S3  TI sequenc* OR AB sequenc*

S4  S2 AND S3

S5 S1 OR S4 7,434
Leucemia

S6  (MH “Leukemia”)

S7 TI ( leukemia or leukaemia or leucocythemia or leucocythaemia or

S8
S9

leukemias or leukaemias or leucocythemias or leucocythaemias ) OR
AB (leukemia or leukaemia or leucocythemia or leucocythaemia or
leukemias or leukaemias or leucocythemias or leucocythaemias )
S6 OR S7 27,727

S5 AND S8 260

Diagndstico y manejo

S10
S11
S12
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S13
S14
S15
S16
S17

S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24

S25

S26

S27

S28
S29

(MH “False Negative Results”)
(MH “Prognosis”)

(MH “Reproducibility of Results™)
(MH “Validity™)

TI ( sensitivit* or specificit* or “predictive value” or “false negative”
or “false positive” or “true positive” or “true negative” or npv or ppv
or performance or diagnos* or prognos* or detect* or accura* or va-
lidit* or utilit* or reliabilit* or reproducibilit* ) OR AB ( sensitivit*
or specificit® or “predictive value” or “false negative” or “false posi-
tive” or “true positive” or “true negative” or npv or ppv or performan-
ce or diagnos* or prognos* or detect® or accura* or validit* or utilit*
or reliabilit* or reproducibilit® )

(MH “Mortality’)

(MH “Morbidity”)

(MH “Basic Reproduction Number”)

(MH “Incidence”)

(MH “Prevalence”)

(MH “Quality of Life”)

TI ( morbidit* or incidenc* or prevalenc* or mortalit* ) OR AB (
morbidit* or incidenc* or prevalenc* or mortalit* )

TI ( reproduct* and (number or rate or ratio) ) OR AB ( reproduct*
and (number or rate or ratio) )

TI ( quality and life ) OR AB ( quality and life )

S10 OR S11 OR S12 OR S13 OR S14 OR S15 OR S16 OR S17 OR
S18 OR S19 OR S20 OR S21 OR S22 OR S23 OR S24 OR S25 OR
S261,894,772
S9 AND S27 215
S28 Limitadores - Fecha de publicacion: 20150101-20211231 174

Valores, barreras, etc.

S30

S31
S32
S33
S34
S35
S36
S37
S38

(MH “Attitude’) OR (MH “Attitude to Illness”) OR (MH “Attitude
to Disability”) OR (MH “Attitude to Death”) OR (MH “Consumer
Attitudes”) OR (MH “Attitude to Risk”) OR (MH “Attitude to
Health”)

(MH “Health Knowledge™)

(MH “Interviews”) OR (MH “Surveys”)

(MH “Questionnaires”)

(MH “Patient Satisfaction”)

(MH “Patient Preference™)

(MH “Intention’)

(MH “Motivation”)

(MH “Qualitative Studies”)
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S39 TI ( attitude* or opinion* or knowledge or interview* or survey* or

S40

S41

questionnaire* or satisfaction or preference* or perspective* or expe-
rience* or need* or value* or motivation or expectati* or intention*
or qualitative or mix-method* or barrier* or facilitator® or challenge*
or confiden* or enhance* or implication* ) OR AB ( attitude* or
opinion* or knowledge or interview* or survey* or questionnaire* or
satisfaction or preference* or perspective* or experience* or need* or
value* or motivation or expectati* or intention* or qualitative or mix-
method* or barrier* or facilitator* or challenge* or confiden* or en-
hance* or implication™® )

S30 OR S31 OR S32 OR S33 OR S34 OR S35 OR S36 OR S37 OR
S38 OR S39 2,590,489

S9 AND S40 97

Estrategias de biisqueda estudios de costes
Fecha de busqueda: 15 de diciembre de 2021 CEA Registry
leukemia AND sequenc*® 0

HTA International Database

#1
#2

#3
#4
#5

#6
#7
#8
#9
#10

#11

#12
#13

“High-Throughput Nucleotide Sequencing”’[mh]

(next-gen* OR high-throughput OR illumina OR ion-torrent OR ion-
proton OR massively- parallel)[title]

(sequenc*)[title]

#2 AND #3

(next-gen* OR high-throughput OR illumina OR ion-torrent OR ion-
proton OR massively- parallel)[abs]

(sequenc*)[abs]

#5 AND #6

#1 OR #4 OR #7 168

“Leukemia”[mh]

(leukemia OR leukaemia OR leucocythemia OR leucocythaemia OR
leukemias OR leukaemias OR leucocythemias OR leucocythaemias)
[title]

(leukemia OR leukaemia OR leucocythemia OR leucocythaemia OR
leukemias OR leukaemias OR leucocythemias OR leucocythaemias)

[abs]
#9 OR #10 OR #11 225
#8 AND #12 3

Estudios de costes

#14
#15
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#16  “Cost Allocation”[mh]

#17  “Cost Control”’[mh]

#18  “Cost-Benefit Analysis”[mh]

#19  “Costs and Cost Analysis”[mh]

#20  “Health Care Costs”[mh]

#21 “Health Expenditures”[mh]

#22  “Decision Trees”[mh]

#23  “Monte Carlo Method”[mh]

#24  “Markov Chains”[mh]

#25 (economic*® or cost* or pric* or expenditur* or expens* or financ* or
fee or fees or modelization)[title] OR (economic* or cost* or pric* or
expenditur* or expens* or financ* or fee or fees or modelization)[abs]

#26 (decision* and (tree* or analys*))[title] OR (decision* and (tree* or
analys*))[abs]

#27 (decision-tree*)[title] OR (decision-tree*)[abs]

#28  (financial and impact*)[title] OR (financial and impact*)[abs]

#29 (“monte carlo” OR markov)[title] OR (“monte carlo” OR markov)[abs]

#30  #14 OR #15 OR #16 OR #17 OR #18 OR #19 OR #20 OR #21 OR #22
OR #23 OR #24 OR #25 OR #26 OR #27 OR #28 OR #29 5312

#31  #13 AND #30 0

Medline, via Pubmed

Secuenciacion Masiva

#1 Search: “High-Throughput Nucleotide Sequencing”[Mesh]

#2 Search: ((next-gen*[Title/Abstract] OR high-throughput[Title/Abs-
tract] OR illumina[ Title/Abstract] OR ion-torrent[Title/Abstract] OR
ion-proton[ Title/Abstract] OR massively-parallel[ Title/Abstract])
AND sequenc*[Title/Abstract])

#3 Search #1 OR #2 116,318

Leucemias

#4 Search: “Leukemia”[Mesh]

#5 Search: leukemia[Title/Abstract] OR leukaemia[Title/Abstract] OR
leucocythemia[Title/Abstract] OR leucocythaemia[Title/Abstract] OR
leukemias[Title/Abstract] OR leukaemias[Title/Abstract] OR
leucocythemias[ Title/Abstract] OR leucocythaemias[Title/Abstract]

#6 Search: #4 OR #5 334,704
#7 Search: #3 AND #6 2,520
Costes

#8 “Economics”[Mesh]
#9 Search: “Models, Economic”’[Mesh]
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#10 Search: “Costs and Cost Analysis”’[Mesh] OR “Cost Allocation”[Mesh]
OR “Cost-Benefit Analysis”’[Mesh] OR “Cost Control”’[Mesh] OR
“Health Care Costs”[Mesh] OR “Health Expenditures”[Mesh]

#11 Search: “Decision Trees”’[Mesh] OR “Monte Carlo Method”[Mesh]
OR “Markov Chains”’[Mesh]

#12 Search: cost*[Title/Abstract] OR economic*[Title/Abstract] OR
pric*[Title/Abstract] OR expenditure*[ Title/Abstract] OR fee[Title/
Abstract] OR fees|[Title/Abstract] OR modelization[ Title/Abstract]

#13 Search: decision*[Title/Abstract] AND (tree*[Title/Abstract] OR
analys*[Title/Abstract])

#14  Search: decision-tree*[ Title/ Abstract]

#15 Search: financial[Title/Abstract] AND impact*[Title/Abstract]

#16  Search: “monte carlo”[Title/Abstract] OR markov|Title/Abstract]

#17  Search: #8 OR #9 OR #10 OR #11 OR #12 OR #13 OR #14 OR #15
OR #16 1,646,148

#18  Search: #7 AND #17 147

#19  Search: #18 Filters: English, Spanish 143

Embase, via OvidWeb
Secuenciacion masiva
1 high throughput sequencing/

2 (next-gen* or high-throughput or illumina or ion-torrent or ion-proton
or massively- parallel).ab,ti.

3 “sequenc*”.ab,ti.

4 2and3

5 1 or 4 155829

Leucemia

6 leukemia/

7 (leukemia or leukaemia or leucocythemia or leucocythaemia or leu-

kemias or leukaemias or leucocythemias or leucocythaemias).ab,ti.
8 6 or 7 420487
9 5 and 8 6956

Costes

10 economics/ or health economics/

11 “cost utility analysis”/ or “cost benefit analysis”/ or “health care cost”/
or “cost”/ or “cost effectiveness analy-

sis”/ or “cost control”/ or “program cost effectiveness”/

12 (economic™ or cost™ or pric* or expenditur* or expens* or financ* or
fee or fees or modelization).ab,ti.

13 economic model/

14 “decision tree”/
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15 Monte Carlo method/

16 Markov chain/

17 (decision* and (tree* or analys*)).ab,ti.

18 “decision-tree*”.ab,ti.

19 (financial and impact*).ab,ti.

20 (“monte carlo” or markov).ab,ti.

21 10or1lorl12or13orl14orl150r16or17 or 18 or 19 or 20 xxxxxx
22 9 and 22679

23 limit 22 to conference abstracts

24 22 not 23 144
23 limit 22 to (english or spanish) 143
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Anexo II. Diagramas de flujo de todas las
busquedas realizadas

Diagrama de flujo de utilidad y validez de la NGS en
leucemias agudas

Estudios identificados por medio de la bisqueda bibliografica
Medline= 1510; Embase= 1405; Cochrane= 200; Cinahl=174 n=3.289

—»[ Referencias duplicadas n=1.255
v

[ Estudios para sulectura portifab n=2.034

Estudios excluidos n=1.967 }

<

Idioma (1); Registros de ensayos (16); Conferencias (132); Notas,
cartas, editoriales (120), Estudios de casos (201); Capitulo libro (16);
Estudios en animales (95); No responde a PICO (1.137); Revision

narrativa/Backbround (249)

Y

[ Estudios para su lectura a texto completo  n= 67

Estudios excluidos n=33
Guias (2);
Estudio perfil mutacilonal: (17)
Nuevas categorias riesgo (4)
Clonalidad (3)
Comparacié n con otro panel (1)

No validez analitica del panel customizado (2)
Diferentes pipelines bioinformaticos (2)
Tecnologia nCounter ® NanoString (2)

[ Estudios incluidos n=34
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Diagrama de flujo de Valores/Barreras para el uso
de la NGS en leucemias agudas

Estudios identificados por medio de la bisqueda bibliografica
Medline= 846; Embase= 820; Cochrane= 168; Cinahl= 97 n=1.931

4{ Referencias duplicadas n=758

[ Estudios para sulectura por tilab n=1173
101

Estudios excluidos n=1.166
Idioma (1); Registros de ensayos (14); Conferencias (87);
> Notas, cartas, editoriales (14), Estudios de casos (73); Capitulo
libro (9); Estudios en animales (52); no abordan la PICO

K—/FJK_J -/

[ Estudios para su lectura a texto completo  n=7
> Estudios excluidos n=4
[ No abordan la PICO (n=4) }

Estudios incluidos no
identificados en la
busqueda n=4

[ Estudiosincluidos n=7
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Diagrama de flujo de estudios de costes sobre el
uso de NGS en leucemias agudas

Estudios identificados por medio de la busqueda bibliografica

Medline= 143; Embase=143; HTA= 0; Cinahl= 0 n= 286
4)[ Referencias duplicadas n= 104
Y
[ Estudios para su lectura por ti/ab n= 182
Estudios excluidos n=179

Tipo de publicacién (7); Estudios en animales (13); no responden
ala PICO (159)

Y
{ Estudios para su lectura a texto completo n=3

— S UL _J\

Estudios excluidos n=3
No son estudios de evaluacién econémica (3)

Estudios incluidos no
identificados en la
busqueda n=0

[ Estudios incluidos n=0 ]
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Anexo III. Estudios excluidos

1. Estudios excluidos de la busqueda de

validez y utilidad

NO

Referencia

Razén para exclusion

Akhter et al., 2016

Se estudia la tecnologia nCounter® de
NanoString.

Gianfelici V et al.,
2016

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

Kadia TM et al., 2016

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

Shiba N et al., 2016

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

Thakral G etal., 2016

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

Lin et al., 2017

Escalas de riesgo para clasificar a los
pacientes.

Yap KL etal., 2017

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

Zakaria Z et al., 2017

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

Hussaini et al., 2018

Comparan resultados de dos paneles de
genes, sin comprobar con otras técnicas
convencionales.

10

Marceau-Renaut A et
al., 2018

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

11

Prassek VV et al.,
2018

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

12

Su et al., 2018

Perfil mutacional de pacientes con LMA y
mutacion doble en CEPBA, validando
solo una muestra aleatoria.

13

Akin et al., 2019

Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

14

Kim 2019

Uso diferentes pipelines bioinformaticos
para mejorar proceso de identificaciéon de
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variantes genéticas.

15 | Kim etal., 2019 No se evalla la validez analitica del
panel customizado.
16 |Leung et al., 2019 Investigan o describen nuevas categorias
de riesgo.
o
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Ne Referencia Razén para exclusion
17 | Rowsey RA etal., Nuevas reordenaciones de un gen en
2019 concreto o genes de fusion.

18 |Janic et al., 2020 Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

19 |Lay L 2020 Estudio de clonalidad por NGS.

20 |Onecha et al., 2020 Escalas de riesgo para clasificar a los
pacientes.

21 |Prieto-Conde et al., No se evalla la validez analitica del

2020 panel customizado.

22 |Sanchez etal., 2020 |Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

23 | Tsai 2020 Uso diferentes pipelines bioinformaticos
para mejorar proceso de identificacion de
variantes genéticas.

24 | Yasuda et al., 2020 Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

25 |Ayala R etal., 2021 Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.

26 |Chen et al., 2021 Estudio de clonalidad por NGS.

27 | Docking et al., 2021 Escalas de riesgo para clasificar a los
pacientes.

28 |Haley L etal., 2021 Se estudia la tecnologia nCounter® de
NanoString.

29 |Navrkalova 2021 Estudio de clonalidad por NGS.

30 |Rosenthal et al., 2021 | Se comparan los resultados obtenidos
con los de otro panel, no con técnicas
convencionales.

31 |Papuc et al., 2021 Describen perfil mutacional de los
pacientes por NGS, sin comprobar
resultados por otras técnicas.
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Anexo I'V. Tablas de estudios individuales incluidos

Estudios que combinan NGS de ADN total y Transcriptoma (ARNm total) o panel dirigido de ARN

Caracteristicas

Mareshal S et al., 2021

Mack et al., 2019

Enfermedad LMA LMA
Tipo de NGS -LC-WGS -LC-WGS
-WTS —TSMP (lllumina)
- QIASeq™ Myeloid Neoplasms panel (Qiagen)

Plataforma HiSeq 2500 MiSeq

Deteccion de - CNV - CNV

tipo de —Indels SNP —Indels

alteracion —Genes de fusién -SNP

—Genes de fusion

Caracteristicas

Para WTS: ARN total secuenciado, 69.3

Estrategia que integra LC-WGS y dos paneles.

comparacion

sWGS y CCA. RT-PCR para genes de
fusion.

del proceso millones de lecturas de 126 pb por paciente. Se utilizan diferentes pipelines informaticos
Genes de fusion identificados por (incluido _
FusionCatcher KMT2A-PTD ITD-SEEK) y nuevo algoritmo para
validados por RT-PCR. duplicaciones parciales en tandem de KMT2A
SWGS: ADN genémico secuenciado sin captura | €n Python. _ _
(11.5 millones de lecturas single-end de 51 pb Analisis de CNV por un algoritmo propio CAI
por paciente) (0,23). (N) (Chromosomal aberration identifier
(Numerical)) implementado en Python.
Técnicas de FISH para resultados discordantes entre Citogenética clasicay FISH.




Tamafio
muestral

281 pacientes

33 pacientes (primero en lineas celulares y
luego en ocho nuevos pacientes)
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Estudios que combinan NGS de ADN total y Transcriptoma (ARNm total) o panel dirigido de ARN

Caracteristicas

Mareshal S et al., 2021

Mack et al., 2019

Resultados

Grado de acuerdo fue alto entre CCA y NGK
(96 %); Concordancia entre CCA y WTS del
99 %.

De 281 pacientes, 17 cambian de riesgo al
reemplazar la CCA por NGK: seis de riesgo
intermedio a mayor riesgo; uno de riesgo
intermedio a riesgo favorable; siete de riesgo
adverso a intermedio y uno de riesgo adverso
a favorable.

No se identificaron diferencias en habilidad
de CCA y NGK en identificar grupos con
distinto prondstico utilizando los criterios de
ELN.

Coste en tiempo: en Estocolmo, 14 dias para NGK
(comparable a CCA).

Coste econdmico: comparable o menor para
NGK frente CCA convencional y FISH para
translocaciones/inversiones, o menor si no se
incluye FISH.

Concordancia:

De 33 pacientes, nueve cariotipos normales,
clasificados de forma correcta.

30 de las 31 CNVs (97 %) reportadas de forma
correcta frente citogenética clasica y FISH.
Analisis cegado de ocho pacientes adicionales
reprodujo de forma precisa los resultados.

Costes de servicio por muestra comparables con
costes

totales de la citogenética convencional, FISH
y el analisis mutacional.




ST

Estudios que combinan secuenciacion dirigida de ARN y ADN en el mismo panel de NGS

Caracteristicas

Hiemenz et al., 2018

Izevbaye et al., 2016

Enfermedad Diferentes canceres pediatricos (incluyen Neoplasias mieloides (agudas y crénicas),
leucemias agudas) incluyendo LMA y algunos LLA

Tipo de NGS NGS de ADN y ARN en un unico panel NGS de ADN y ARN en un Unico panel (OMR).
(Oncokids)

Plataforma lon S5y S5XL (Thermo Fisher Scientific) lon S5 (Thermo Fisher Scientific).

Deteccién de
tipo de
alteracién

—-SNVs

—Indels

— Amplificacién de genes
—Fusiones de genes

SNV, pequefios indels y genes de fusion. 526
amplicones de ADN y 700 de ARN.

Tamarfio medio del amplicon de ADN de 279
pb, de ARN 143 pb.

Caracteristicas
del proceso

Analisis realizados de forma cegada. Lecturas
de 200 pb.

40 genes y 29 genes de fusion descritos en
neoplasias mieloides. Plataforma lon S5 con
buen rendimiento para la profundidad de lectura,
on-target reads y uniformidad.

Precision y reproducibilidad fueron del 100 %.
Limite de deteccién de 5 % para ADN y
reduccion de 2-log del valor inicial de ARN
para los genes de fusion.

Técnicas de
comparacion

Genes de fusion: RT-PCR y secuenciacion
Sanger

Otros paneles de NGS, técnicas
convencionales para genes con alto contenido
en GC (CALR, FLT3, KIT y CEBPA).

FISH y cariotipo para genes de fusién.
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Tamafio
muestral

Para ADN (todo tipo de muestras): 82

Para ARN (solo neoplasias hematolégicas): 51
muestras

77 muestras de ADN (42 %

LMA) (49 con mutaciones y

28 sin).

71 muestras de ARN (44 % LMA) (45 con




genes de fusién y 26 sin).
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Estudios que combinan secuenciacion dirigida de ARN y ADN en el mismo panel de NGS

Caracteristicas

Hiemenz et al., 2018

Izevbaye et al., 2016

Resultados

1. Validacién analitica (con AcroMetrix):

—SNVs, de 293, identificados 290 (S 99 %;
IC95 % de 97 a 99,8 %; E >99,9 %: (IC95 %
de >99,9 a 100 %), VPP de
97,3 % (IC95 % de 94,8 a 98,6 %).

—Indels: Con variant caller LAB (in house variant
caller): 22
indels (S 100 %; IC95 % de 84,6 a 100 %), con
dos FP (E
>99,9 %; IC95 % >99,9 a 100 %) y VPP de 91,7
% (1IC95 %
de 73 a 99 %). Con lon Reporter, cinco FN
(S 77,3 %; IC95 % de 54,6 a 92,2 %) y un FP
(E >99,9 %; IC95 % de
>99,9 a 100 %)

2. Validacién casos previamente confirmados mediante

métodos ortogonales

(FISH, microarray de cromosomas (CMA),

secuenciacion Sanger o paneles de NGS): de

82 muestras, por secuenciacion Sanger 18

muestras y 64 por NGS (99 SNVs, tres MNVs

y 49 InDels):

— SNVs: 98 de 99 (S 99 %; IC95 % de 94,5 a 99,9

%)

— Indels: 44 de 49 (S 89,8 %; IC95 % de 77,8 a 96,7

%).

Tres de los tres MNVs fueron detectados.

3. Genes de fusion: separado para neoplasias
hematoldgicas (mejor calidad del ARN): 47
de 51 muestras concordantes (92,2 %; IC95
% de 81,1 a 97,8 %). Los cuatro
discordantes son fusiones de ETV6-RUNX1

Concordancia:

91,3 % para ADN; 100 %
para ARN. Para ADN: Sy E
de 96,7 % y 100 %. Para
ARN: Sy E de 99,8 % y 100
%.




detectadas por FISH (Oncokids cubre solo el
principal breakpoint de ETV6-RUNX1, 90 %
de los casos de la fusidn de estos dos
genes), confirmados por RT-PCR y
secuenciacién Sanger.
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Estudios que combinan NGS del exoma (ADN) y del Transcriptoma (ARN)

Caracteristicas

Hansen et al., 2016

Enfermedad LMA citogenéticamente normal.
Tipo de NGS Whole ARN

Secuenciacion del exoma (ADN)
Plataforma HiSeq (lllumina)

Deteccion detipode
alteracién

SNV
Indels

Caracteristicas del
proceso

Estrategia para reducir el nUmero de variantes a seleccionar, al comparar los resultados
de diagnodstico-remision y ARN vs. exoma.

Las muestras se prepararon con TruSeq Stranded mRNA Library Prep y el kit Nextera
Rapid Capture Exome Sequencing (37 Mb, Illumina), por el proveedor del servicio de
secuenciacion (AROS Applied Biotechnology, Eurofins GenomicsGroup, Aarhus, DK).

Técnicas de
comparacién

Todas las muestras testadas para mutaciones conductoras comunes con analisis de
fragmentos de ADN por electroforesis capilar de laboratorio de rutina.

Tamafio muestral

Cinco pacientes (muestras de diagndstico y de remision, comparando exomay ARN, por
lo tanto son 20 muestras).

Resultados

Correlacion entre biomarcadores de rutina en 29 de 30, excepcion de una repeticion
interna en tAndem de FLT3.

De forma adicional, el test revel6 mutaciones en DNMT3A, IDH2, TET2 and IL32 (mutaciéon

de desplazamiento de pauta de lectura), no abarcados por paneles de rutina.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido)

Alimohamed

Carbonell

Caracteristicas He Ret al., 2020 Alonso et al., 2019 etal., 2018 Aoe Met al., 2018 Ng et al., 2018 Benard et al. etal, 2021 Au et al., 2016
Enfermedad LMA LMA Leucemia LLA tipo LMA (muestras | LLAtipoBy T |LMA del LMA (46
Secuenciacién | aguda Ph+ de banco) tipo pacientes) y
multiplex Pediatric NPM1mut/ otras
a FLT3- neoplasias
ITDneg. mieloides
(cuatro
pacientes).
Tipo de NGS OncoHeme Panel lon NGS por TLA | Panel Panel Digital MLPA Dos TSMP
sequencing Ampliseq customizado customizado | NGS. paneles (HMumina).
panel. 35 AML Haloplex. laboratorio comerciales
genes Community CEBNX. : LMA-
mutados en panel (Thermo TSMP GeneSGKit
neoplasias Fisher (lMumina) (Sistemas
mieloides (se Scientific). Genoémicos) y
centran Panel de 19 MYS (SOPHIA
en FLT3- ITD). genes Genetics).
Plataforma MiSeq o HiSeq | lon Torrent NextSeq MiSeq (lllumina)| MiSeq MiSeq (lllumina)l NR MiSeq
(Numina) (Thermo 500 (lumina) (HMumina).
Fisher (Nlumina) para ambos
Scientific) paneles.
Deteccién del FLT3-ITDyel SNVs e indels Translocaciones| - SNVs -SNV — CNAs -SNVs -SNVs
tipode ratio alélico. recurrentes - Indels - Indels - Indels -FLT3-ITD de
alteracion ~CNVs forma
especifica
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido)

Caracteristicas He Ret al., 2020 Alonso et al., 2019 GIEENTES Aoe Met al., 2018 Ng et al., 2018 Benard et al. Carronch Au et al., 2016
et al., 2018 et al., 2021
Caracteristicas Longitud Cobertura 21.9 | High-outputflow | Se prepara Preparacion de | Digital MLPA | NGS en Panel que
del proceso lectura: 151y |[Kb, cell kit con una libreria la libreria por se desarrolla | momento incluye 54

101 pb, 264 amplicones;| paired end con todos los | PCR long-range. | bajo el diagnésticoy | genes
MiSeq y no incluye reads con exones Seusan 100 método en remisién, (exones
HiSeq FLT3-ITD. longitude de codificantes y | ng/uL de AND | establecido mediante dos | codificantes
(llumina), Panel distribuido| lectura de2- | |os |imites genémico. de MLPA, paneles de completos de
respectivamen | €N cuatro pools | 151 pb. intron- exon pero utilizala |captura 15 genesy
te. Pipeline y requiere 10 | Dos ensayos de 160 genes plataforma de |comercializad | hotspot
bioinformatico | 9 DNA por multiplex: mediante los secunciador | os: LMA- exonicos de
customizado pool. Multiplex 1, kits HaloPlex de lllumina GeneSGKit 39 genes).
Mayo NGS Profundidad con 26 sets de | (arget para (Sistemas
Workbench mediana de (SIS [l enrichment cuantificar los | Genémicos) y
(Workbench), |[>2:000 (88 % | breakpoints kits (Agilent amplicones. MYS
y una de lecturas conocidos; Technologies). (SOPHIA
herramienta on-target). Yiniigales 2, Secuenciacion Genetics).
desarrollada %g;?;m'dad co_n 1y sesee por lecturas de
in-house para o primers para 150-pb paired-
deteccion de >93 %. ASEL end
indels Rendimiento SebEiE Se necesitan
grandes. vélido con alrededor de 225 ng de

VAF 3 % para | |as regiones ADN

mutaciones diana. :

puntuales y

para VAF5 %

enindels.




Técnicas de
comparacion

Andlisis
de
fragmen
tos
FLT3-
ITD.

Sondas
hibridacion
para
mutaciones de
NPM1 y
FLT3.
Andlisis de
fragmentos
para FLT3-
ITD y CEBPA.
Los positivos
de CEBPA
secuenciados
por Sanger
(exoén 1).
Mutaciones
detectadas
por NGS con
VAF

>15 %
confirmadas
por Sanger.

Cariotipo,
FISH o RT-
PCR
conocidos
por el

investigador.

Validacién por
secuenciacion
de sangery
MLPA.

Secuenciacié
n por
electroforesis
capilar.
También se
compara con
otro panel
comercial.

Array CGH
y/o arrays de
SNP,y test
estandar de
MLPA.

Secuenciacion
Sanger para
validar las
mutaciones
identificadas.

Sanger,

PCRYy

PCR-

RFLP
(restriction
fragment
length
polymorphism)
analysis de
los registros.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido)

Caracteristicas

He R et al., 2020

Alonso et al., 2019

Alimohamed
et al., 2018

Aoe Met al., 2018

Ng et al., 2018

Benard et al.

Carbonell
et al., 2021

Au et al., 2016

Tamafio
muestral

7.902 casos
testados por
NGS, 335 con
FLT3-ITD.

De 7.902, solo
402 tienen
datos de
analisis de
fragmentos.

162 pacientes.

36 pacientes
con

Leucemia aguda
(17 con LLA Yy
16 con LMA).
Utilizan
también
lineas
celulares para
determinar
limite de
deteccion
Training set:
17

pacientes y
lineas REH

y FKH-1,y
diluciones
seriadas de
lineas KOPN-
8 y HAL-01.
Se

establecen
puntos de
corte para
analisis e
interpretacion
de datosy
porcentaje
minimo de
células
aberrantes en
muestra. Set
test: 19
pacientes.

Se repiten las
diluciones para
confirmar el %

Cinco pacientes
pediatricos con
LLA tipo Ph+.

137 muestras
de pacientes.

544 muestras.

27 pacientes.

50 pacientes.




minimo de
células
aberrantes.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido)

Caracteristicas He R et al., 2020 Alonso et al., 2019 GIEENTES Aoe Met al., 2018 Ng et al., 2018 Benard et al. Carronch Au et al., 2016
et al., 2018 et al., 2021

Resultados De 402 45,70 % Limite de SNVs e indels: | CEBNX detecta| S de 99 %; E La presencia Concordancia
pacientes con | pacientes con | deteccién: 10 |Un paciente 32 variantes: de 98 % dela variante |de 95,5 %.
analisis de marcador % células con una tres inserciones| Si se toman FLT3D835 Tras la
fragmentos (y molecular aberrantes (25 | mutacion al (9,4 %), las otras (identificada aplicacion de
NGS), 136 con | analizado por | % parade diagnésticoy | 13 deleciones técnicas como | por NGS)se nuevos
FLT3-ITD + y CMBT vs. MYC t(8;13) la misma en (40,6 %), 10 gold estandar: | asociaba algoritmos
266 -, 88,89 % con al | (q24;q921.1). relapso con duplicados De 544,5FN |[conuna bioinformatico
(concordancia | menos un Training set, otra nueva (31,3 %) y|yllFP. mayor ITDseek (que
100 %). Enlos | marcador concordanci mutacion. El seis probabilidad ayuda a
136 molecular atil ade 81%. segundo sustituciones de recaida. identificar ITD-
con resultado + | con NGS. De | Testset: paciente, un | (18,8 %) FLT3), la
con ambos test,| acuerdo a la concordanci indel en S 97 % (IC95 concordancia
128 clasificacion ade 100 % diagnostico. El |9, de 82 a aumenta a
(94 %) alta de 2016 de la | (E del 100 tercer 100 %) 98,2 %.
concordancia | OMsS, %, sin FP). paciente,una | g 97 % (IC95
para el ratio 68 % de los Seplanteael |mutacion % de 92 a 99
o alto/bajo. pacientes uso de la puntualy un | op)
La NGS pertenece ala|NGS por TLA |indelen
detect6 otras |categoriade | multiplex como| recaida.
siete LMA con cribado de Todas
mutaciones anomalias translocacione | validadas por
en regiones recurrentes. sen leucemia | Sanger.
no cubiertas 18,5% de aguda. Teniendo en
por analisis éstos, con cuenta MLPA

de
fragmentos,
beneficiosas
para terapia
con inhibidor
de FLT3.

aberraciones
citogenéticas y
49,4 %

con

cambios
molecular

es.

20 %

como
referencia
para CNV: FP
2, FN 3.
S=91,7%
E=0%
(hapoplex no
detecta los




clasificados
como LMA
con cambios
relacionados
con
mielodisplasi
ay 12 %
como LMA
not otherwise
specified.

negativos de
MLPA como
negativos).
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido)

Caracteristicas

He R et al., 2020

Alonso et al., 2019

Alimohamed
et al., 2018

Aoe Met al., 2018

Ng et al., 2018

Benard et al.

Carbonell
et al., 2021

Au et al., 2016

Se analiza la
capacidad del
panel para
estratificar el
riesgo del
paciente de
acuerdo a las
escalas
pronosticas de
la ELN de 2017
y de
Papaemmanuil
etal.

El 46 % (n=74),
28 % (n=45) y 26
%

(n=43) de

los

pacientes
pertenecen

a los grupos
favorable,
intermediario
y no
favorable de
la escalade
la ELN.
Asimismo, el
96,29 % de
los

pacientes
pudo ser
clasificado en
alguna
categoria de
la
clasificacion
de




Papaemmanui
l.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido) (continuacion)

Caracteristicas

Chicano M et al., 2021

Carbonell et al., 2019

Shen W et al., 2018

Vosberg et al., 2016

Montafio A et al., 2020

Kim B et al., 2019

Enfermedad Neoplasias mieloides | Neoplasias mieloides| Neoplasias mieloides | 22 pacientes con LMA | LLA-B Neoplasias
(incluyen pacientes con deleccién del mieloides
con LMA) brazo largo del

cromosoma 9 (del(9q)
frente a grupo de 21
pacientes con LMA
sin del(9q).

5 pacientes con del
(99) analizados con
WES, GPSy array de
SNP.

Tipo de NGS Panel de Dos paneles de Secuenciacion - Secuenciacion del Panel Panel
enriquecimiento por captura: LMA- principal de SNP de exoma customizado customizado
captura de GeneSGKit (Sistemas | todo el genoma -Secuenciacion (SureDesign
MyeloidNeoplasm- Gendmicos) (indelsy | (deteccion de dirigida de Studio):

GeneSGKit SNV)y CNV y CN-LOH de amplicones (panel 57,680 sondas

(Sistemas MyeloidNeoplasm- todo el genoma de genes custom para

Genoémicos) GeneSGK:it (indels, usando NGS) Haloplex), 140 1522 regiones
SNV, genes relacionados | (exones
translocaciones, con LMAy especificos de
CNVsy alteraciones mutaciones 150 genes
numéricas grandes. puntuales asociados a

(secuencia diana
total de 492 kb).

LLA-B; 165 SNPs
sobre
farmacogenética
de LLA...
Cobertura de
~500 kb.




Plataforma MiSeq (lllumina) MiSeq (lllumina) para | NextSeq (lllumina) Para panel NextSeq o NextSeq 550
el customizado: MiSeq | MiSeq instrument
paired-end sequencing. (Nlumina) (Ilumina) (Ilumina)

Para el exoma:
llumina Genome
Analyzer lIx (GA lIx,
n58 AML samples) o
HiSeq 2500
(lllumina).
Deteccion del - Variantes e indels -SNV e indels CNVs y CN-LOH CNAs -SNVs - SNV
tipo de alteracién | - CNVs -CNVs (alteraciones - Indels -FLT3 ITD
- Translocaciones - Translocaciones estructurales). -Genes - CNV génicos
- Alteraciones Mutaciones genéticas fusion -CNvVs
numéricas diana. recurrent cromosémicos
grandes es - Mutacio
-CNVs nes
- Aneuploidias, somatic
SNPs as y
germinal

es
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido) (continuacion)

Caracteristicas

Chicano M et al., 2021

Carbonell et al., 2019

Shen W et al., 2018

Vosberg et al., 2016

Montafio A et al., 2020

Kim B et al., 2019

Caracteristicas
del proceso

Paired-end sequencing
(2-101 pb).

Incluye 35 genes, para
el andlisis de
variantes e indels, 18
genes para CNVsy 14
para andlisis de
reordenaciones.

El tamafio del
objetivo es de 3 Mb.

Paired-end sequencing
(2-101 pb).

Dos paneles con
algunos genes en
comun, pero no
otros, y el segundo
detecta CNVs,
translocaciones.

High-output flow cell con

un kit 300 cycle paired
end sequencing
(lllumina).

Capaz de detectar
CNVs presentes en
un 20 %. Tamafio mas,
pequefio de CNV
identificado ganancia
de 500 kb.

Para el panel
customizado:
secuenciacion paired-end
con longitud de lectura
de 250 pb. Parala
secuenciacion del
exoma: captura de
ADN fragmentado y
paired-end sequencing,
resultando en 2 x 80 bp
paired-end sequence
reads o 2x101,
dependiendo de la
plataforma.

Cobertura media: 323
pb (rango 28-383) o
1043 pb

(rango 89-1273).

Paired-end sequencing
(151-bp reads).

Lecturas de
2x151 pb.
Secuenciacion
de DNA.
Incluye total de
215 genes. Se
incluyen todos
los exones
codificantes,
también
regiones
intrénicas
relacionadas
con variantes
patogénicas
reportadas.




Técnicas de
comparacion

Citogenética (121 de
138) y/o MLPA
cuando fue posible.
NGS complementaria
a técnicas
convencionales.

Validacion de

resultados: —

SNV: PCR y en
secuenciacion
Sanger.

- Duplicaciones
internas en
tandem FLT3:
amplificacion de
fragmentos por
fluorescenciay
electroforesis
capilar.

- Origen germinal o
somaético: pacientes
con variantes en
genes asociados a
neoplasias
mieloides
hereditarias con
VAF > 0.4.

- Alteraciones
citogenéticas
confirmadas por
gPCR, FISH y/o
cariotipo.

Microarrays de

SNPs No hay

técnica de
comparacion para
mutaciones puntuales

SNP array profiling
(posiciones limitadas a
regiones exdénicas
codificantes)
Citogenética de rutina

SNVs e indels:
otras técnicas de
NGS: 454 Junior
sequencing
(Roche) y
targeted
TruSeqCustom
amplicon (TSCA)
panel for ALL).
Aneuploidia:
cariotipo e array
CGH.

MLLr- FISH Yy
cariotipo Genes
fusion:
citogenética
Polimorfismos y
genes de fusion
por Sanger.

Cariotipo
convencional y
FISH.
Translocacione
s recurrentes:
RT- PCR.
Duplicaciéon
FLT3-I1TD: PCR
y

analisis de
fragmentos.
Secuenciacion
Sanger.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido) (continuacion)

Caracteristicas

Chicano M et al., 2021

Carbonell et al., 2019

Shen W et al., 2018

Vosberg et al., 2016

Montafio A et al., 2020

Kim B et al., 2019

Tamafio muestral

135 pacientes

121 pacientes con
neoplasias mieloides
(58 pacientes con
LMAy 10 pacientes
con leucemia que
recaen)

16 pacientes (seis son
LMA Y nueve sanos)

90 pacientes
emparejados de
leucemia y remision
completa para WES
(65 citogenética
normal).

Del total, seleccién de
cinco pacientes con
LMA y delecién parcial
de brazo largo
cromosoma 9y VAF de
6 a

90 %, para
caracterizacion por
array de SNP.

Del total, 43 pacientes
para gene panel
sequencing (22 con
deleciéon cromosoma
9, incluye los 5
utilizados para WES
y SNP array) y 21
muestras control sin
aberraciones en
cromosoma 9.

Para analisis
mutaciones
germinales,
seleccionan 25
pacientes con
aberraciones
cromosémicas bien
definidas
emparejadas con
muestras controles
germinales para
WES y deteccion de
CNAs.

75 pacientes con
LLA-B (no dicen
cuantos
adultos/nifios).

10 pacientes

+a BCR-

ABL1; 10 a
ETV6-RUNX1; 10
con

hiperdiploidia (>51
cromosomas); 10
con
reordenaciones
MLL; tres con
clones con
hipodiploidia (<40
cromosomas);
tres con iIAMP21,
y 29 sin
alteraciones
recurrentes u
otros pacientes-B.

129 pacientes
con neoplasias
mieloides (95
con LMA).
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido) (continuacion)

Caracteristicas

Chicano M et al., 2021

Carbonell et al., 2019

Shen W et al., 2018

Vosberg et al., 2016

Montafio A et al., 2020

Kim B et al., 2019

Resultados

121/135 con
estudio

citogenético
completo:

64 alteraciones
frecuentes (10 solo
por citogenética y
siete por NGS).

17 sin cariotipo: dos
alteraciones
frecuentes por NGS,
una también por
FISH. 66
alteraciones
detectadas por
citogenética y/o NGS:
48 por ambas
técnicas; 10 solo
citogenética y ocho
solo por NGS.
Ademas de
alteraciones
frecuentes, se
observaron 38 CNV
(en 29 pacientes) (16
ganancias y 22
pérdidas), en algunos
genes incluidos.
Todos menos siete
fueron confirmados
por MLPA o
citogenética.

Impacto de NGS

278 variantes
patogénicas
detectadas en 84 %
pacientes.

La NGS identifico el
82 % de las
alteraciones
estructurales
caracterizadas por
citogenética (25 de
las 31 CNV y tres
de las tres
traslocaciones).

La deteccion de
variantes con NGS
cambia el
diagnostico de siete
pacientes y el
prondstico de 15,
de riesgo intermedio
a desfavorable y 44
pacientes
calificados para su
inclusion en ECA
(22 eran LMA con
deteccion de
variantes en FLT3-
TKD, IDH1, IDH2 y
genes del
espliceosoma).
También analizan
clonalidad y
mutaciones

Concordancia:
Detectadas 52 CNVs
somaticas, 11 CN-
LOH y 39 mutaciones
oncogénicas en 16
pacientes, y ninguna
alteracion en nueve
individuos sanos.
Todas las CNVs y
CN- LOH confirmados
por microarrays de SNP.
Costes:

Coste directo 850 $
(menor que coste
directo de microarray de
SNP (650 $) y panel de
NGS dirigido (650 $).

Resultados
equivalentes en
deteccion de CNA
mediante las tres
técnicas en cinco
pacientes con tamafio
clonal variable.
Identificacion de CNA:
Por panel de genes sin
control germinal
emparejado:

confirman resultados
citogenéticos en 18/22
casos. En casos
discordantes, tamafio
clonal <33 % era
limitante.

Deteccién de CNA
consistente con
resultados
citogenéticos en 83 %
de las muestras,
mientras que en seis
de los 65 pacientes
con LMA
citogenéticamente
normal, se identifica
CNA no detectados
por citogenética de
rutina.

Confirman trisomias,
monosomias y
deleciéon parcial en

868 variantes
totales
(SNV/indels). 14
aneuploidias y 46
CNVs, en alguno
de los genes
estudiados.

35 pacientes con
algin gende
fusiéon recurrente
incluido en el
panel.

En los controles, ni
SNVs/indels ni
CNVs. Panel
altamente
reproducible
(secuenciacion de
tres muestras
duplicadas).
SyEdel96,3%y
90 % para SNV e
indels
(comparacién con
otras técnicas
NGS), 89,7 % y
100 % para genes
de fusién (vs
FISH); 93,3 % vy
100 % para
aneuploidias (vs.
Cariotipo) y 95,5
%y 100 % para
CNVs (vs. MLPA)

280 variantes en
65

genes. Para 34
pacientes con
LMAy 16 MPN,
secuenciacion
completa por
NGS vy sanger
de 11 genes
mutados con
frecuencia.
Concordancia
perfecta.

Entre 8,4-11,6 %
pacientes con
LMAYy
mutaciones
germinales (no
responden a
quimio). Por
PCR y anélisis
de fragmentos,
17 casos con
mutacion FLT3
ITD. Con
algoritmo GATK
(optimizado para
detectar SNVs),
solo detecta
ocho (47 %).
Con algoritmo
Pindel, todos.
Deleccién o




frente al cariotipo:
detectaron 19
alteraciones
frecuentes en 12
pacientes. En cinco,
se presentaban en el
contexto de cariotipo
alterado, sin influir
en el prondstico. Los
otros seis en el
contexto de cariotipo
normal (3) o sin
cariotipo (3). De esos
seis, cuatro
cambiaban de
intermediario a no
favorable,y uno de
intermedio a favorable.

germinales (tres
variantes
confirmadas como
germinales).

20 de las 25
muestras
secuenciadas por
WES.

positivos.

duplicacién de
exones o genes
completos
detectado en
19 pacientes,
confirmados los
CNVs por
MLPA cuando
fue posible.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ADN (genoma completo, exoma completo o panel dirigido) (continuacion)

Caracteristicas

Chicano M et al., 2021

Carbonell et al., 2019

Shen W et al., 2018

Vosberg et al., 2016

Montafio A et al., 2020

Kim B et al., 2019

Tras excluir 25
casos con
informaciéon
citogenética
incompleta,
tasa de
concordancia
de 87,5 %
(91/104).

Con mayor
resolucién que
cariotipo
convencional, el
analisis de NGS
pudo detectar
pequefias
deleciones
intersticiales.
Para detectar
translocacion,
dos algoritmos:
Break- Dancery
Delly. RT-PCR
identifica 26
traslocaciones
recurrentes: el
primer
algoritmo
detecta tres
(11,5 %), el
segundo 17
(65,4 %).

En 95 pacientes
con LMA, .
confirman
mutaciones
germinales en
ocho




pacientes.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ARN (paneles dirigidos o RNASeq)

Caracteristicas

Podgornik et al., 2021

Haley et al., 2021

Soverini et al., 2021

de Lange et al., 2020

Kim et al., 2019

Kim et al., 2020

Enfermedad LLA-B Ph-like, sin | Diferentes tumores, | ALL Ph+ Neoplasias Leucemia aguda. Leucemia aguda
fusiones pero dan datos para hematoldgicas (LMA o LLA)
mutuamente leucemias/ linfomas.
excluyentes y sin
CRLAr por FISH.

Tipo de NGS Panel FusionPlex Panel customizado Seis amplicones de Secuenciacion del Dos paneles Panel de NGS de
ALL creado con 400-pb por nested transcriptoma por el | comerciales para ARN (ArcherDX)

tecnologia RT-PCR panel TruSight NGS de ARN
NanoString RNA Pan-Cancer (TruSight RNA
(lllumina) fusion panel
(secuenciaciéon del (NMumina) y
ARN de 1385 FusionPlex Pan-
genes) Heme panel
(ArcherDx)). para la
deteccion de genes
de fusion
recurrentes en
oncohematologia.
Plataforma MiniSeq sequencer Hasta abril de 2017 NextSeq 550 or MiniSeq (lllumina) NextSeq 550

(Illumina)

por GS Junior
Instrument; desde
mayo de 2017,
MiSeq.

MiSeq (lllumina)

(lllumina)

Deteccién de
tipode
alteracion

Genes de fusion,
mutaciones
puntualesy nivel
de expresion de 81
genes asociados a
LLA

Genes de fusion

Mutaciones dominio
quinasa de BCR-
ABL1.

- Deteccién
variantes
(SNV/indel)

- Genes de fusién

- Sobreexpresion

Genes de fusiéon
recurrentes en
oncohematologia.

Genes de fusion.




Caracteristicas

Se evalGa un

Tecnologia

Limite de deteccién

Panel virtual

Tres millones de

del proceso algoritmo para ver | NanoString de NGS: 3 %. mieloide (54 lecturas por
en qué pacientes fusiéon, método genes) o linfoide muestra
utilizar NGS para de hibridacién (72 genes). (2 x 151 cycles)
determinar genes multiplex. Los datos de
de fusién no expresion se
detectados por generaron utilizando
técnicas pipeline de RNA-seq.
convencionales.
Técnicas de Incluyen cuatro de FISH/RT-PCR, NGS | Secuenciaci 6n Variantes validadas | FISH, RT-PCR, FISH y RT-PCR.
comparacion los seis pacientes Sanger. Limite de por Sanger, MLPA | secuenciacion

con reordenacion
del CRLF2 para
validar los
resultados

detecciéon de
secuenciacion
Sanger de 20 %.

oddPCR en ADN o
ARN (segun VAF
mayor o menor al
10 %). Genesde
fusién con PCRy si
fue posible, con
FISH.

Sanger.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ARN (paneles dirigidos o RNASeq)

Caracteristicas

Podgornik et al., 2021

Haley et al., 2021

Soverini et al., 2021

de Lange et al., 2020

Kim et al., 2019

Kim et al., 2020

Tamafio muestral

65 pacientes tipo
LLA-B Ph-like

40 muestras de
leucemias/ lin
fomas primera
validacion.

73 pacientes con
leucemia/ linf ma
validacién clinica.

136 pacientes con
neoplasias
hematolégica s.

24 pacientes.

134 pacientes.

Resultados

De esos 65, se
evalud la
reordenacion del
gen CRLF2
mediante FISH en
59 y se realiz6
secuenciacién por
NGS en 34
pacientes
(incluyendo cuatro
de seis pacientes
con CRLF2-r para
validar la NGS).
Presencia de
aberraciones de
tipo Ph en nueve
pacientes, tres
identificados
mediante NGS:
dos con fusiones
en via sefalizacion
JAK-STAT vy otra
en via ABL. Con
FISH se
confirmaron las
reordenaciones

En la validacion
clinica, 73
pacientes.
Deteccion de
fusiones en 16
pacientes de tipo
BCR- ABL1,CBFB-
MYH11, RUNX1-
RUNXT1,
PML-RARA, ETV6-
1LT4_ CHIC2,
NUP98-NSD1, vy
TCF3-PBX1.

Estas fusiones eran
consistentes con los
resultados de
técnicas
convencionales. En
57 muestras donde
no detect6é fusiones,
FISH detecta dos:
una reordenacién en
IGH (el panel no
tiene sondas para
esa fusioén), y otro
en RUNX1-
MECOM, fusién no
incluida tampoco en
el panel.

De 44 pacientes
analizados en
diagnéstico inicial,
0/44 positivos por
Sangery 3/44
positivos por NGS,
los tres incluidos en
ensayos clinicos de
diferentes farmacos
(uno mutacion
V289A (VAF 3,4 %),
otro D276G (VAF 4
%) y F359V

(VAF 3,5 %) y un
tercer paciente

con E255K (VAF

3,3 %).
Los tres alcanzaron
CHR y respuesta

molecular (hasta 29
meses
seguimiento).

RANKING clasifica
de forma correcta
todos los
pacientes con LMA
yLLA, ymejorala
clasificacion de
tres mas.

Solo se pierde una
variante, y no se
identifica
sobreexpresion de
BCL3 por unat(14;
18)(g32; g21) en
solo 2 % de las
células. También
identifica 6 genes
de fusion
adicionales y
Isobreexpresi 6n de
CCND1 por t(11;
14)(913;

q32) en dos muestras.

Los dos paneles
detectan 19 casos
con traslocaciones
recurrentes,
identificadas por
RT-PCR, asicomo
un caso de
KMT2A-AFF1 como
FNen RT-PCR.
Entre los cuatro
casos negativos
por

RT-PCR, laNGS
identific6 dos
translocaciones
raras. Las sondas
FISH utilizadas no
incluian éstas
traslocaciones.

53 genes de fusion
identificados en 52
pacientes de 134.
Ademés de
fusiones de los
criterios de la
OMS, identifican 11
fusiones nuevas o
raras (dos
asociadas a LLA
tipo Ph-like, dos
genes de fusion
nuevos, tres genes
de fusién con
nuevos partners y
seis genes de
fusiones raros).
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Estudios sobre el uso de la NGS de ARN (paneles dirigidos o0 RNASeq) (continuacién)

Caracteristicas

Kim et al., 2020

Grioni et al., 2019

Akhter A et al., 2016

Szankasi et al., 2016

Engvall et al., 2020

Soverini et al., 2016

Yeung et al., 2021

Enfermedad Leucemia aguda | LLA-B. LLAY LMA Leucemias Ph+. LMAYLLA LMC (45 ac) y LLA | LLA-B (solo dos
(LMA o LLA) (15) Ph+. de momento
Dos grupos: diagnéstico, de
1: fracaso 14 no se
segunda linea. conoce).
2: no fracasan.
Tipo de NGS FusionPlex Pan- | RNA nCounter® NGS de ARN, del | FusionPlex Ultrasecuenciaci | Panel FusionPlex
Heme (ArcherDX)| CaptureSeq. Leukemia Fusion | gen de fusién Heme panel 6nde BCR- ALL (ArcherDX)
Gene BCR-ABL1. (ArcherDx) ABL1 para ARN
Expression
Assay
Plataforma NextSeq 550 MiSeq (lllumina) NanoString lon PGM MiSeq (Illumina) NR MiSeq (lllumina)
(Illumina) platform (Thermo
Fisher
Scientific)
Deteccién de Genes de fusién. | Genes de fusién. | Genes de fusién. | Mutaciones Genes de fusion. | SNV Genes de
tipode en BCR- fusién SNVs
alteracion ABL1 que Indels

pueden llevar a
resistencia a
tratamient o
TKI, cubriendo
codones 46-
542.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ARN (paneles dirigidos o0 RNASeq) (continuacién)

Caracteristicas

Kim et al., 2020

Grioni et al., 2019

Akhter A et al., 2016

Szankasi et al., 2016

Engvall et al., 2020

Soverini et al., 2016

Yeung et al., 2021

Caracteristicas Tres millones de | El protocolo de 800 ng de ARN Solo describen Utilizaron 27 NR. Resultados de la
del proceso lecturas por RNA total. mutaciones con | casos de Secuenciacio secuenciacion
muestra (2 CaptureSeq asociacion tumores nde ARN. analizados con
x 151 cycles). permite aislar conocida a hematolégicos y software Archer

regiones resitencia a TKI. | se analizaron 23 Analysis.

gendémicas Se utilizan ocho diferentes

especificas con microlitros de variantes de

sondas ARN (entre 30y | transcripcion,

complementarias 300 ng/pL) para que fueron

. Los fragmentos sintetizar ADNc. validados en

capturados son Este producto una cohorte de

secuenciados y primario de PCR | 12 casos.

evaluados por el tiene un tamafio

pipeline entre 1.611 y

bioinformatico 1.742 pb,

para identificar dependiendo del

genes de fusion breakpoint de

pro putative fusion.

breakpoints en las

secuencias

gendémicas de

los genes diana
Técnicas de FISH y RT-PCR. | Todas las Cariotipo y FISH Secuenciaciéon Cariotipo y Secuenciacion CGAT Cariotipo,
comparacion fusiones Sanger FISHy RT- Sanger. FISH, RT- PCR

confirmadas por PCR. y Sanger.

RT-PCR, y las
nuevas
fusiones
validadas por
FISH.

CGAT solo con
muestras con 20
% o mas de
células
tumorales para
deteccion de
CNA cnLOH.

Tamafio muestral

134 pacientes.

89 pacientes.

94 pacientes.

97 pacientes con
datos de ambas
técnicas.

12 pacientes en
la cohorte de
validacion.

60 pacientes.

28 pacientes.
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Estudios sobre el uso de la NGS de ARN (paneles dirigidos o0 RNASeq) (continuacién)

Caracteristicas Kim et al., 2020 Grioni et al., 2019 Akhter A et al., 2016 | Szankasi et al., 2016 Engvall et al., 2020 Soverini et al., 2016 Yeung et al., 2021

Resultados 53 genes de 38 de 89 con Sondas fusiones | 12 de 75 casos 12 casos En 26 pacientes | Aunque dan Sy
fusion eventos PML/ RARA; positivos con correctamente de grupo 1 (43 E del 100 %,
identificados conocidos RUNX1- Sanger (16 %), valorados de %), las sefialan
en 52 (reordenaciones | RUNX1T1; BCR- | 15 mutaciones forma ciega. mutaciones que discordancias en
pacientes de de KMT2A), asi | ABL1 adicionales por En casos sin llevan ala ocho de 28
134. Ademéas de | como nuevas Sy E del 100 NGS (VAF entre | fusidon conocida |recaida, muestras.
fusiones de los fusiones %. Para fusion 4y 21 %) nueve |segln FISH, detectadas ya a 1. Fusiones

criterios de la
OoMS,

identifican 11
fusiones nuevas
o raras (dos
asociadas a LLA
tipo Ph-like, dos
genes de fusion
nuevos, tres
genes de fusion
con nuevos
partners y seis
genes de
fusiones raros).

(reordenacion de
JAK?2), 16 de las
cuales tenian
valor pronéstico.
Teniendo en
cuenta solo 16
pacientes recién
diagnosticados,
siete (43 %) con
un resultado
positivo para
genes de fusion.

Cuatro con
genes de
fusiéon

recurrentes en
LLA-B (t(5;5)/
EBF1-PDGFRB (n
= 2), t(9;9)/PAX5-
JAK2

(n=1),y
t(12;19)/ZN
F384-TCF3 (n =
Dy

tres presentaron
genes de fusién
parat(19;19)/ TC
F3-OAZ1 (n = 1),
t(7;7)/IKZF1 -DDC
(n=1), t(2;9)/
ZEB2-JAK2 (n =

MLL/AF4, alto
grado de
correlaciéon (S
del

85 %; E del 100
%)y TCF3-
PBX1 (S de

75 %; E del 100
%).

Sondas

para

CBFB-

MYH11 S
moderada (57 %)
pero alta E (100
%).
ETV6-RUNX1
discordancias.

casos, una
mutaciéon
adicionaly en
tres, dos
adicionales.

14 de 15
detectadas por
NGS
clinicamente

sig.

Solo una no
reportada en
pacientes con
resistencia a
TKI.

Uno de 22 casos
negativos por
SS, mutaciéon
por NGS que
confiere
resistencia TK1.

identifican una
fusion TCF3-
ZNF384 por
NGS de ARN
(aberracion
criptica de LLA),
verificada por
RT-PCR.
Realizaron
replicaciones en
seis casos con
genes de
fusion,
secuenciados
tres veces a
diferentes
tiempos.

Estos fueron
detectados en
todas las
réplicas (baja
variacion,
salvo ETV6-
RUNX1).

bajo nivel en
muestra inicial
(mediana 5 %;
rango 1,1 %-
18,4 %).

No
identificadas
en Grupo 2.

detectadas por
NGS y una de las
otras técnicas (n
=11).
2.Fusiones
detectadas por
NGS, incluyendo
STIL-TALly
P2RY8-CRLF2 (n=1,
cada uno).
3.1soformas
oncogénicas de
IKZF1: de 28
muestras, nueve
con isoformas
oncogénicas por
NGS, siete de
estas también
detectada por
CGAT y dos no.
Mientras, cuatro
muestras con
delecion focal
genémica en
locus IKZF1 por
CGAT, pero la
isoforma
oncogénica de
IKZF1 no
detectada por
NGS.




1),
1(9;17)/MPR
JAK2 (n=1).

y
IP-
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Estudios sobre validez externay comparacion de paneles de NGS en diagnéstico de leucemias agudas

Caracteristicas

Haslam K et al., 2016

Sargas et al., 2020

Corboy et al., 2021

Vega-Garcia et al., 2020

Aguilera et al., 2020

Enfermedad LMA LMA LMA LLA-B pediatrica Neoplasias mieloides
Objetivo Evaluar la Evaluar si todas las Compara rendimiento de| Harmonizar la Compara diferentes
concordancia de variantes son diferentes paneles en implementacion de un panelesy su capacidad
resultados obtenidos detectadas por diferentes centros con panel de NGS para el para detectar las
por diferentes diferentes misma plataforma de estudio de la BCP-ALL mismas alteraciones.
laboratorios con el laboratorios con secuenciacion. pediatrica en diferentes
mismo panel y protocolos estandar. centros nacionales.
plataforma. Describir pros y contras
de cada panel.
Paneles lon Ampliseq AML -Oncomine LMA Cuatro utilizan paneles | Un panel customizado -TSMP
utilizados Panel (Thermo Fisher Research customizados y cuatro | frente a tres comerciales: - SureSeq Core MPN

Scientific) (pocos
genes).

- Custom panel (lon
Torrent)
- Myeloid Tumor

restantes paneles

comerciales (dos TSMP,

uno MYS y el altimo el

- Oncomine Childhood
Cancer Research
Assay

Panely SureSeq AML
Panel (SureSeq)
-MYS

Solution FusionPlex Myeloid - FusionPlex ALL - Panel customizado PMP
(NMumina) panel). -Human Comprehensive
- Custom ) Cancer Panel
PanMyeloid GeneRead Panel v2
(MNMumina)
N° [aboratorios | 3 (Reino Unido e 7 8 (Australasia) 4 centros (Espafia) 3 (15 muestras enviadas a

Irlanda)

SOPHIA Genetics; 16 a
Oxford Gente technology
(OGT) y todas en
Univerisad de Navarra y
Hospital Universitario de
Salamanca)

Plataforma

lon (PGM; Thermo
Fisher Scientific)

lllumina e lon Torrent
(segun el panel).

lllumina (todos).

lllumina o lon Torrent (segin
el panel)

Todos los paneles con
MiSeq

Deteccién del
tipode
alteracion

SNVs e indels

SNVs e indels

SNVs e indels

Panel customizado: SNVs
e CNVs. Resto de
paneles: SNVs

PMP: SNVs, indels y
también CNVs en
cromosomas 5,7,8y 20. El
resto: SNVs e indels.

s
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Estudios sobre validez externay comparacion de paneles de NGS en diagnéstico de leucemias agudas

Caracteristicas

Haslam K et al., 2016

Sargas et al., 2020

Corboy et al., 2021

Vega-Garcia et al., 2020

Aguilera et al., 2020

Caracteristicas

Se utilizé una

Validacién cruzada en

Variabilidad significativa

ADN y ARN de cuatro

Se extrae ADN, se

del proceso plataforma, panelesy dos rondas. en genes incluidos en pacientes. secuencia con PMP.
pipelines Validacioén clinica sin | los paneles (media 39, No consensuaron de forma | se envia el ADN a otras
bioinformaticos comprobar los rango de 9 a 70). Minimo | Previa los pipelines empresas para comparar
comunes. resultados con coman de nueve genes | bioinformaticos ylaformade | resultados con otros
En este caso, las técnicas (FLT3, NPM1, RUNX1, |realizarelinforme de paneles.
mutaciones de los convencionales. TP53, CEPBAy ASXL1; |resultados.
genes NPM1y FLT3- también DNMTS3A, IDH1
ITD se valoran e IDH2).
mediante PCR y De los ocho, cuatro con
electroforesis capilar. pipeline customizado y
cuatro restantes pipelines
comerciales.
La identificacion y
calculo del allelic ratio
FLT3-ITD, realizaban la
mayoria electroforesis
capilar.
Técnicas de No hay. No hay en la No hay. No se describen. No se describen.
comparacion validacién clinica (o
no se describen).
Tamafio Seis muestras a cada | Validacion cruzada: 10 muestras. Cuatro pacientes (mismas 32 pacientes.
muestral centro. Unade las 1° ronda: cuatro muestras enviadas a todos

muestras evaluada
de forma duplicado
por cada centro
(rendimiento inter-
intra laboratorio).

muestras (24 variantes)
22ronda: seis
muestras (30
variantes)

Validacioén clinica:

751 pacientes con
AML.

los centros).
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Estudios sobre validez externay comparacion de paneles de NGS en diagnéstico de leucemias agudas

Caracteristicas

Haslam K et al., 2016

Sargas et al., 2020

Corboy et al., 2021

Vega-Garcia et al., 2020

Aguilera et al., 2020

Resultados

16 mutaciones
somaticas en las seis
muestras.

15 identificadas en los
tres centros.
Frecuencias alélicas:
entre 5,6 y 53,3 %
(mediana 44,4 %).
Alto nivel de
concordancia de
frecuencia entre
centros para
mutaciones
detectadas.

Validacién cruzada:
-1°ronda:
concordancia
60,9 %; error
39,02 %.
—-22ronda:
concordancia
85,57 %; tasa
error 14,43 %.
Validacion clinica:
descripciéon mutaciones
encontradas.

Combinacién de
resultados de
electroforesis y NGS:
concordancia del 94 %
para variantes génicas
incluidas en
estratificacion riesgo de
ELN. Concordancia
entre laboratorios que
secuencian el gen, la
mayoria de variantes
(70 %) concordantes al
100 %.

Panel customizado el mas
especifico en detectar
mutaciones en LLA
pediatrica, pero no cubre
genes de fusion.
FusionPlex ALL especifico
para detecciéon de genes de
fusién en LLA. Panel
OCCRA para identificar
mutaciones y fusiones en
cancer pediatrico.

Human Comprehensive Cancer
GeneRead Panel v2 para
diferentes tipos de cancer.
Aunque dos de los cuatro
paneles detectan genes de
fusién (21 comunes), no
incluyen genes de fusion
altamente relevantes en el
diagnostico de LLA-B.

Un panel basado en
amplicones (TSMP); el
resto, captura por
hibridacion. Preparacion
librerias: un dia para
TSMP y SureSeq; PMP y
MYS dos dias.

Tiempo secuenciacion
diferente por panel por

n° ciclos: 50h para PMP
y <24h para SureSeq.
Incluyen mismos 19
genes relevantes,

pero difieren en
regiones diana.
11 variantes
discordantes
paneles.

clinicas
entre
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Anexo V. Evaluacion de la calidad de los estudios siguiendo los criterios

de la EGAPP

Combinacion NGS de ADN y ARN

Mareshal S Mack et al., Hiemenz et al., Izevbaye et al., Hansen et al.,
et al., 2021 2019 2018 2016 2016
VALIDEZ ANALITICA No Si Si Si No
Descripcion adecuada de la prueba a evaluar Si Si Si
Descripcion de la base de la “respuesta adecuada” Si Si Si
Evitando sesgos Si Si Si
Analisis de los datos NA Si Si
VALIDEZ CLINICA Si Si No No Si
Descripcion clara de desorden/fenotipo y resultados Si Si Si
Descripcion adecuada del disefio del estudio y Si Si Si
test/metodologia
Comparacion cegada independiente con un estandar NA Si NA
de referencia apropiado
Andlisis de los datos NA Si NA
UTILIDAD CLINICA No No No No No

Descripcion clara de los resultados de interés

Presentacion clara del disefio del estudio

¢ Recogida de datos prospectiva o retrospectiva?

Intervencion

Analisis de los datos
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NGS de ADN
HeRetal, Alonso et al., Alimohamed | AoeMetal, Ng et al.. 2018 Benard-Slagter | Carbonell et al.,

2020 2019 etal., 2018 2018 9 v etal., 2017 2021
VALIDEZ ANALITICA No Si Si No Si Si No
Descripcion adecuada de la prueba a Si Si Si Si
evaluar
Descripcion de la base de la Si Si Si Si
“respuesta adecuada”
Evitando sesgos Si Si Si Si
Andlisis de los datos NA NA NA NA
VALIDEZ CLINICA Si Si Si Si No Si Si
Descripcion clara de desorden/fenotipo Si Si Si Si Si Si
y resultados
Descripcion adecuada del disefio Si si si NA Si Si
del estudio y test/metodologia
Comparacion cegada NA NA NA NA Si NA
independiente con un estandar de
referencia apropiado
Andlisis de los datos NA NA NA NA NA NA
UTILIDAD CLINICA No NA No No No No No
Descripcion clara de los resultados de Cambio
interés de

pronosti
co

SYINION3T SVY1 3d OJILSONOVIA T3 N3 VAISYW NOIOVIONIND3S

Presentacion clara del disefio del
estudio

¢Recogida de datos prospectiva o
retrospectiva?

Intervencién

Andlisis de los datos




3 S0IANLST ‘SINHOANI

L1T

NGS de ADN (continuaci6n)

Au et al.. 2016 Chicano M et al., Carbonell et al., ShenWet al., Vosberg et al., Montafio A et al.,

u v 2021 2019 2017 2016 2020
VALIDEZ ANALITICA Si No No Si No Si
Descripcidon adecuada de la prueba a Si Si Si
evaluar
Descripcion de la base de la Si Si Si
“respuesta adecuada”
Evitando sesgos NA NA NA
Analisis de los datos NA NA NA
VALIDEZ CLINICA Si Si Si No Si Si
Descripcion clara de desorden/fenotipo Si Si Si Si Si
y resultados
Descripcion adecuada del disefio Si Si Si Si Si
del estudio y test/metodologia (muestras

retrospectiva
s)
Comparacion cegada NA NA NA NA NA
independiente con un estandar de
referencia apropiado
Andlisis de los datos NA NA NA NA NA
UTILIDAD CLINICA No NA NA No No NA
Descripcion clara de los resultados de Cambio Cambio Cambio
interés de de de
pronosti pronosti pronosti
co co co

Presentacion clara del disefio del
estudio

¢Recogida de datos prospectiva o
retrospectiva?

Intervencién

Andlisis de los datos




8.T

SYINION3T SVY1 3d OJILSONOVIA T3 N3 VAISYW NOIOVIONIND3S

NGS de ARN

Podgornik et al., 2021 Soverini et al., 2021 de Lange et al., 2020 Kim et al., 2019 Kim et al., 2020
VALIDEZ ANALITICA No No Si Si No*
Descripcion adecuada de la prueba a Si Si
evaluar
Descripcion de la base de la Si Si
“respuesta adecuada”
Evitando sesgos NA NA
Andlisis de los datos NA NA
VALIDEZ CLINICA Si Si Si No Si
Descripcioén clara de desorden/fenotipo Si Si Si Si
y resultados
Descripcion adecuada del disefio Si Si Si Si
del estudio y test/metodologia
Comparacion cegada NA NA NA NA
independiente con un estandar de
referencia apropiado
Analisis de los datos NA NA NA NA
UTILIDAD CLINICA No No NA No No

Descripcién clara de los resultados de
interés

Clasificar tipo
de leucemia

Presentacion clara del disefio del
estudio

¢Recogida de datos prospectiva o
retrospectiva?

Intervenciéon

Andlisis de los datos

* Publicado anteriormente.
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NGS de ARN (continuaci6n)

Grioni et al., 2019

Szankasi et al., 2016

Engvall et al., 2020

Soverini et al., 2016

Yeung et al., 2021

VALIDEZ ANALITICA

No* No* Si No* No
Descripciéon adecuada de la prueba a Si
evaluar
Descripcion de la base de la Si
“respuesta adecuada”
Evitando sesgos NA
Analisis de los datos NA
VALIDEZ CLINICA Si Si Si Si Si
Descripcioén clara de desorden/fenotipo Si Si Si Si Si
y resultados
Descripcion adecuada del disefio Si Si (retrospectivo) Si (muestras Si (muestras Si (muestras
del estudio y test/metodologia retrospectivas) retrospectivas) retrospectivas)
Comparacion cegada NA NA Si Si Si
independiente con un estandar de
referencia apropiado
Andalisis de los datos NA NA NA NA NA
UTILIDAD CLINICA No No No No No

Descripcién clara de los resultados de
interés

Presentacion clara del disefio del
estudio

¢Recogida de datos prospectiva o
retrospectiva?

Intervenciéon

Andlisis de los datos

* Publicado anteriormente.
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Anexo VI.

Tabla resumen de los paneles comerciales utilizados en los

estudios incluidos

RUOICE-

fusion panel
(lMlumina)

en multiples tipos de cancer.
Cubre 507 genes asociados a
fusiones. Poder de detectar
nuevas fusiones.

Utilizacion de muestras de sangre,
médula 6sea y FFPE.

general.

Paneles comerciales Tipo de panel VD Pacientes Plataforma utilizada Referencias
Panel (ArcherDx) Deteccion de fusiones, mutaciones | RUO LLA-B MiSeq (Illlumina) Podgornik et al.,
puntuales y niveles de expresion LLA-B Ph-like, sin lon PGM system 2021 Yeung C et
de 81 genes asociados a ALL, fusiones mutuamente (Thermo Fisher al., 2021 Vega-
incluyendo fusiones recurrentes excluyentes y sin CRLAr | Scientific) Garcia et al.,
de tipo Ph-Like ALL. por FISH. 2020
Deteccion de fusiones sin conocer Aplicado en nifios y
incluso el adultos.
partner o los puntos de ruptura.
FusionPlex® Pan- Deteccion de genes de fusion RUO Leucemia aguda (tanto NextSeq 550 Kim et al., 2019
Heme panel Cubre 199 genes diana LLA como LMA). (Nlumina) Kim et al., 2020
(ArcherDx) relacionadas con neoplasias MiniSeq Engvall etal.,
mieloides o linfoides. (llumina) 2020
FusionPlex® Deteccién de SNVs e indels RUO LMA Hlumina Corboy et al., 2021
Myeloid panel en DNA No se ha encontrado
(ArcherDx) mas informacion.
TruSight Myeloid 54 genes incluidos (exones RUO LMA MiSeq (Illumina) Corboy etal.,
panel (llumina) codificantes completos de 15 genes NextSeq 550 2021 Mack et
y hotspot exénicos de 39 genes). (llumina) al., 2019 Ng et
al., 2018
Au etal., 2016
De Lange et al.,
2020
TruSight RNA Deteccion de genes de fusion RUO Leucemia aguda en MiSeq (lllumina) Kim et al., 2019




3 S0IANLST ‘SINHOANI

18T

N

Paneles comerciales Tipo de panel RUR/ISE' Pacientes Plataforma utilizada Referencias
TruSight RNA Variantes de expresion génica y RUO Neoplasias MiSeq (lllumina) De Lange et al.,
Pan-Cancer panel | detecciéon de fusiones. hematoldégicas. NextSeq 550 2020
(lNumina) 1385 genes. (IMlumina)

Secuenciacion del

transcriptoma. Deteccién

variantes (SNV/indel): genes de

fusién, sobreexpresién
QIASeq™ Myeloid | Panel utilizado para el analisis de RUO LMA MiSeq (Illumina) Mack et al., 2019
Neoplasms panel 141 genes comUnmente mutados en
(Qiagen) neoplasias mieloides.
Oncokids® NGS de ADN y ARN en un Gnico RUO Diferentes tipos de lon S5y S5XL (Thermo | Hiemenz et al,,
Cancel Panel panel. Incluye regiones muestras utilizadas y Fisher Scientific) 2018
(Children’s codificantes de 44 loci de amplio tipo de tumores
Hospital Los predisposicion al cancer, genes testados: LLA, tumores/
Angeles) de supresion tumoral y oncogenes: sarcomas de tejidos

hotspots de mutaciones en 82 blandos, neoplasias

genes y amplificaciones en 24 mieloides, tumores

genes. cerebrales y

embrionarios.

Oncomine Myeloid | Contiene sets de genes basados RUO Neoplasias mieloides lon S5 (Thermo Izevbaye et al.,
Research Assay en ARN y ADN, que interrgoan agudas y croénicas. Fisher Scientific) 2016
(OMR) (Thermo 23 genes hotspot, 17 genes
Fisher Scientific, completos, 29 genes implicados
Waltham, MA, en fusiones, cinco genes de
USA) expresion 'y cinco genes de

expresion control.
Oncomine Incluye regiones hotspot de 82 RUO Nifios y adultos jévenes. |lon S5 (Thermo Vega-Garcia et
Childhood Cancer | genes, la secuencia codificante Fisher Scientific) al., 2020
Research Assay completa de 44 dianas, y variacion
(Thermo Fisher de CNV en 24 genes. También
Scientific) detecta reordenaciones de 88

drivers y cuantifica la expresion de 9

dianas al analizar RNA.
OncoHeme next 35 genes mutados en neoplasias RUO LMA. MiSeq He R et al., 2020
generation mieloides (Se centran en FLT3- (Mlumina)
sequencing panel |ITD). HiSeq (lllumina)
(Mayo Clinic

Laboratories)
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Paneles comerciales Tipo de panel RUIC\)/ISE- Pacientes Plataforma utilizada Referencias
lon Ampliseq AML | Panel de 19 genes RUO LMA lon Torrent Alonso etal., 2019
Community panel lon PGM System Papuc et al., 2021
(Thermo Fisher (Thermo Fisher
Scientific) Scientific)

LMA-GeneSGKit 62 genes implicados en neoplasias | CE-IVD | Neoplasias mieloides. MiSeq (lllumina) Carbonell et al.,
(Sistemas mieloides (AML, SDM y 2021 Carboqell et
Gendbémicos) neoplasias mieloproliferativas al., 2019 Chicano

cronicas). etal., 2021

Incluye la deteccion de indels y SNV.
MyeloidNeoplasm- | Designados para analizar 37 CE-IVD | Neoplasias mieloides. MiSeq (lllumina) Chicano M et al.,
GeneSGKit amplicones, puede detectar 13 2021 Carbonell et
(Sistemas translocaciones, siete delecciones al., 2019
Genomicos) y tres aneusomias o cambios

estructurales.
SOPHIA Myeloid 30 genes (10 con secuencia CE-IVD | LMA en los estudios Hlumina Carbonell et al.,
Solution (MYS) codificante completa). 2021 Corboy etal.,
(SOPHIA Genetics) | Detecciéon de SNVs; Indels; CNVs y 2021

FLT3

duplicaciones internas en tAndem.
Human 160 genes frecuentemente mutados | RUO LLA infantil. NextSeq 550 (lllumina) | Vega-Garcia et

Comprehensive
Cancer Panel
GeneRead Panel

v2 (Qiagen)

en cancer.

al., 2020
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