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INTRODUCCION

En los Ultimos afios se ha producido un cambio paradigmatico en el diagnéstico y
tratamiento del cancer de pulmén no microcitico (CPNM). La investigacién realizada en
la biologia molecular ha permitido identificar numerosas alteraciones oncogénicas que
son responsables del desarrollo y progresion del tumor, permitiendo clasificar el CPNM
en subgrupos o entidades moleculares distintas. Paralelamente, se impulsa el desarrollo

de nuevos medicamentos produciéndose una revolucion terapéutica que permite el
acceso de los pacientes a tratamientos dirigidos e implanta la medicina de precision
personalizada (MPP) en la asistencia sanitaria.

La posibilidad de utilizar dichos tratamientos se debe a una mejora en el diagndstico
molecular del CPNM. En 2004, se identifica el primer biomarcador molecular de
beneficio en cancer de pulmon, el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), inicidndose la era de las terapias dirigidas en CPNM. Desde entonces, multiples
alteraciones oncogénicas han sido descritas en esta enfermedad (ALK, ROS1, MET,
BRAF, NTRK, RET, KRAS, ERBB2, etc.) y hay disponibles tratamientos especificos
altamente eficaces para dichas alteraciones. Existe, por tanto, una necesidad de realizar
un diagndéstico molecular integral en los pacientes con CPNM avanzado vy asi poder
ofrecer el mejor tratamiento.

Clasicamente, estas determinaciones se han realizado por orden de frecuencia, gen a
gen, con la posibilidad de agotar el escaso material de |a biopsia diagndstica. En este
contexto, la secuenciacion masiva o next-generation sequencing (NGS) adquiere un
valor fundamental, permitiendo la determinacién de todas las alteraciones genéticas
relevantes en un Unico andlisis. Esta importante ventaja ofrecida por la NGS, ya
instaurada en algunos centros de nuestra geografia, viene acompafiada de nuevos
retos de seleccion de pacientes, procesamiento de las muestras, implementacién de
nueva tecnologia y otros que revisaremos a continuacion.
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1. PACIENTES CANDIDATOS

Existe consenso general en que los pacientes con cancer de pulmén no microcitico
(CPNM) avanzado de histologia no escamosa son candidatos a estudio molecular.
Se recomienda que dicho estudio garantice el andlisis de las alteraciones
genomicas que son dianas terapéuticas de farmacos aprobados. Esto puede
presentar diferencias geograficas, pero la NGS con un panel que evalte dichos
genes se considera un método eficiente de diagndstico molecular completo
debido a la posibilidad de obtener multiples resultados en un solo test con una
muestra generalmente limitada. En cuanto a la histologia escamosa, también se
recomienda realizar estudio molecular en pacientes no fumadores o con baja carga
tabaquica (<10 paquetes/afio), o jévenes (menores de 50 afios) (1,2).

Recientemente han emergido como relevantes algunos biomarcadores de
respuesta a farmacos ya aprobados en algunos paises como RET, NTRK y MET,
con una frecuencia baja en carcinomas escamosos, pero que ha llevado a incluir
esta histologia en los screenings de ensayos con farmacos contra dichas dianas.
En pacientes que no responden bien al estandar de tratamiento o sin opciones
terapéuticas, y con una situacion clinica adecuada, realizar NGS en busca de estas
dianas infrecuentes podria considerarse en pacientes con histologia escamosa.

En estos casos, si el paciente es finalmente candidato a tratamiento dirigido,
en el momento de la progresion se podria plantear la realizacion de NGS para
la identificacion de mecanismos de resistencia. En este caso, puede orientar al
oncélogo tratante a la inclusion o derivacion del paciente a ensayos clinicos de
los que se pueda beneficiar. La dificultad de la rebiopsia tumoral en muchos casos
ha llevado a la propuesta de realizar el estudio molecular en el momento de la
progresion en biopsia liquida (3).

No existe una recomendacion explicita para la histologia de carcinoma
neuroendocrino de célula grande. Las alteraciones gendémicas de este subgrupo
infrecuente pueden a veces ser similares a los carcinomas neuroendocrinos de
célula pequefiay, por tanto, no ser susceptibles de tratamientos dirigidos.

En estadio Ill, la indicacion de tratamiento de consolidacion con inmunoterapia
(durvalumab) tras quimioradioterapia se realiza basada en la expresién de PD-L1
por inmunohistoquimica (4). Sin embargo, existe evidencia de que los pacientes
con mutaciones de EGFR en este contexto no se benefician de durvalumab,
independientemente de PD-L1 (5,6). El diagndstico de EGFR en estadio Il, por
tanto, puede ser Util para la toma de decisiones terapéuticas; sin embargo, el papel
de la NGS en esta situacion no estéd definido de momento.

En adyuvancia, a la luz de los resultados del ensayo ADAURA (7), la determinacion
de EGFR ya se contempla en paises donde existe la indicacion de osimertinib
adyuvante. La NGS en este contexto podria ampliar la informacién sobre otras
posibles dianas terapéuticas v facilitar asi el desarrollo eficiente de ensayos clinicos
para estas terapias en adyuvancia.

2. SOLICITUD

En cuanto a la solicitud de estos biomarcadores en el paciente candidato, existen
dos posibilidades. La primera es que, tras la visita por el oncélogo médico, este
profesional, una vez valorado el paciente como candidato a NGS, realice la
peticién de los biomarcadores a patologia. La mayor limitacion de esta estrategia
es el retraso en el diagndstico completo, que puede implicar un deterioro clinico
importante del pacientey, en ocasiones, ser suficiente para que el paciente deje de
ser candidato al tratamiento oncoldgico activo.

La segundaopciony preferible es que, tras el diagndstico y la valoracién inicial en el
comité multidisciplinar, el patélogo derive la muestra (reflex testing) a los estudios
de biomarcadores pertinentes (PD-L1y NGS) en paralelo para que esta informacién
esté disponible en la primera visita del oncélogo tratante (2). La limitacion de
esta aproximacién es que a veces es dificil para el patélogo saber el estadio de |a
enfermedady el estado general del pacientey, portanto, laindicacion del testenun
paciente que quiza no sea candidato a tratamiento dirigido. De ahi la importancia
del comité multidisciplinar, donde se revisan los casos desde el inicio y donde el
patélogo puede ser informado de la necesidad especifica de biomarcadores.

Un escenario particular es el de un paciente en tratamiento (dirigido) que presenta una
progresion de la enfermedad y donde se quieren evaluar mecanismos de resistencia.
Debido a la diversidad de dichos mecanismos (8) la NGS puede ser una herramienta
fundamental en este contexto. Es importante que el oncélogo sefiale adecuadamente
en la peticidn el contexto clinico del paciente y qué se busca, ya que, si existen diversos
paneles de NGS disponibles, puede que algunos sean mas adecuados para la situacion
de resistencia a determinado farmaco. En la clinica, la obtencién de una rebiopsia
tumoral a la progresion no es siempre factible, por lo que la NGS en biopsia liquida
tiene un valor importante en esta situacion de la enfermedad (3). En este escenario,
y para la valoracion completa del paciente y las necesidades diagndsticas, ademas
de la interpretacion de los hallazgos son de gran utilidad los comités de tumores
moleculares (9). Este punto se discutird en mayor profundidad mas adelante.
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3. CONSENTIMIENTO INFORMADO

La NGS ha revolucionado el diagndstico molecular en cancer de pulmon, pero
también ha derivado en un proceso de informacion y consentimiento mas
complejo.

El estudio por NGS puede por un lado estar dirigido a la obtencion de resultados
conimplicacién terapéutica directa. Sin embargo, en algunos casos, el panel puede
contener informacion adicional que cae en la categoria de lo investigacional, bien
porque son alteraciones sin farmaco asociado en la realidad de ese pais o paciente,
o incluso hallazgos que puedan no tener ninguna aplicacidn terapéutica en ese
momento, pero si puedan tener una implicacion prondstica en el paciente o su
familia (10). Otro de los hallazgos que podemos obtener en paneles amplios son
alteraciones responsables de sindromes hereditarios (alteraciones germinales).
El aspecto de linea germinal y consejo genético debe contemplarse para aquellos
paneles que puedan cubrir genes de predisposicién o asociacion. Estos hallazgos
deben ser manejados conjuntamente con la unidad de consejo genético debido
a su implicacion en el paciente y su familia. Existen diversas publicaciones con
recomendaciones sobre el proceso de consentimiento informado y sobre
la transmision de los resultados (principalmente en cuanto a las variantes de
significado incierto). En cuanto al proceso de consentimiento, se recomienda
utilizar material con lenguaje sencillo y entendible para los distintos niveles de
educacion de los diversos pacientes que invite al paciente a realizar preguntas
importantes sobre el test al que se va a someter. En cuanto a los hallazgos
incidentales, se considera que entre el 1-4% de los individuos puede presentar
alteraciones gendomicas incidentales potencialmente accionables (11,12). Una de
las principales preocupaciones sobre estos hallazgos es la posibilidad de falsos
positivos, por lo que en algunos casos se requiere validacién de dichos resultados
(13). Ademas, en algunos casos, identificar con certeza si una variante es deletérea
puede no ser facil. Por tanto, hay que considerar la necesidad de informar sobre
dichas variantes a los pacientes o la posibilidad de que ellos rechacen recibir esta
informacion. Estas pueden ser deletéreas con implicaciéon por ejemplo en su
planificacién familiar, o incluso accionables en un futuro. Una dificultad afiadida es
saber si es responsabilidad del médico actualizar lainformacién sobre el significado
de dicha variante durante toda la vida del paciente o incluso de su familia, con la
dificultad logistica que esto representa. Una alternativa es que el paciente posea
dicha informacién y pueda solicitar una actualizacion de la misma en cualquier
momento futuro (14). Todos estos aspectos deben estar considerados en el
proceso de consentimiento informado y deben formar parte de la conversacion

previa a test. La informacion también dependera de la amplitud del panel y de la
cantidad de genes que evalle, haciendo mas probable la aparicion de hallazgos
incidentales en paneles mas amplios (15).

BIBLIOGRAFIA

1. Kalemkerian GP, Narula N, Kennedy EB, et al. Molecular Testing Guideline for the Selection of Patients With
Lung Cancer for Treatment With Targeted Tyrosine Kinase Inhibitors: American Society of Clinical Oncology
Endorsement of the College of American Pathologists/International Association for the Study of Lung Cancer/
Association for Molecular Pathology Clinical Practice Guideline Update. J Clin Oncol. 2018 Mar 20;36(9):911-919.

2. Garrido P, Conde E, de Castro J, et al. Updated guidelines for predictive biomarker testing in advanced non-
small-cell lung cancer: a National Consensus of the Spanish Society of Pathology and the Spanish Society of
Medical Oncology. Clin Transl Oncol. 2020 Jul;22(7):989-1003.

3. Rolfo C, Mack PC, Scagliotti G V, et al. Liquid Biopsy for Advanced Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC): A
Statement Paper from the IASLC. J Thorac Oncol. 2018 Sep;13(9):1248-1268.

4. AntoniaSJ, Villegas A, Daniel D, et al. Durvalumab after Chemoradiotherapy in Stage Il Non—-Small-Cell Lung
Cancer. N Engl J Med. 2017;377(20):1919-29.

5. Gray JE, Villegas A, Daniel D, et al. Three-Year Overall Survival with Durvalumab after Chemoradiotherapy in
Stage Il NSCLC—Update from PACIFIC. J Thorac Oncol. 2020;15(2):288-93.

6. Aredo JV, Mambetsariev |, Hellyer JA, et al. Durvalumab for Stage Il EGFR-Mutated NSCLC After Definitive
Chemoradiotherapy. J Thorac Oncol. 2021 Jun;16(6):1030-1041.

7. Wu Y-L, Tsuboi M, He J, et al. Osimertinib in Resected EGFR -Mutated Non-Small-Cell Lung Cancer. N Engl
J Med. 2020;383(18):1711-23.

8. Oxnard GR, Hu Y, Mileham KF, et al. Assessment of Resistance Mechanisms and Clinical Implications in
Patients with EGFR T790M-Positive Lung Cancer and Acquired Resistance to Osimertinib. JAMA Oncol.
2018;4(11):1527-34.

9. Luchini C, Lawlor RT, Milella M, Scarpa A. Molecular Tumor Boards in Clinical Practice. Trends Cancer. 2020
Sep;6(9):738-744.

10. Colomer R, Mondejar R, Romero-Laorden N, et al. When should we order a next generation sequencing
test in a patient with cancer? EClinicalMedicine. 2020 Jul 31;25:100487.

1. Dorschner MO, Amendola LM, Turner EH, et al. Actionable, pathogenic incidental findings in 1,000
participants’ exomes. Am J Hum Genet. 2013;93(4):631-40.

12. Amendola LM, Dorschner MO, Robertson PD, et al. Actionable exomic incidental findings in 6503
participants: Challenges of variant classification. Genome Res. 2015;25(3):305-15.

13. Federici G, Soddu S. Variants of uncertain significance in the era of high-throughput genome sequencing:
A lesson from breast and ovary cancers. J Exp Clin Cancer Res. 2020;39(1):1-12.

14. Kost RG, Poppel SM, Coller BS. Informed consent for next-generation nucleotide sequencing studies:
Aiding communication between participants and investigators. J Clin Transl| Sci. 2017;1(2):115-20.

15. Strom SP. Current practices and guidelines for clinical next-generation sequencing oncology testing Cancer
Biol Med. 2016;13(1):3-11.




TEMA 2. Recomendaciones preanaliticas para el estudio

mediante NGS en muestras de tejido y sangre

AstraZz
Ihab Abdulkader stra eneca§

1. TIPOS DE MUESTRAS PARA ANALISIS MEDIANTE
SECUENCIACION MASIVA

1.1. Muestras tisulares y citologicas

Segun la localizacion y el tamarfio del tumor existen distintos tipos de muestras
en funcion de la técnica que se ha empleado para obtenerlas, tales como biopsias
bronquiales, mediastinoscopia, piezas quirlirgicas, biopsias con aguja gruesa
(BAG), biopsias guiadas por ultrasonido endobronquial (EBUS), puncion-aspiracion
con aguja fina (PAAF), citologia exfoliativa o citologia en base liquida (CBL) (1).

Las muestras tumorales adquiridas mediante PAAF se pueden procesar como
bloques celulares e incluirlos en parafina al igual que se hace con las biopsias.
Ademads, los sobrenadantes procedentes de la PAAF tras la centrifugacion vy la
sedimentacién celular pueden ser una fuente valiosa de acidos nucleicos de alta
calidad para fines moleculares (2).

Otrotipo de muestras citoldgicas sobre las que cada vez existe una mayor evidencia
sobre su utilidad para la NGS son las extensiones citoldgicas, ya sean secadas al aire,
fijadas con alcohol o en base liquida, ya que permiten obtener acidos nucleicos
en una cantidad y calidad adecuadas para la realizacion de la técnica (3,4). La
Gltima guia publicada por el Colegio Americano de Patdlogos (CAP), la Asociacion
Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmoén (IASLC) y la Asociacion de
Patologia Molecular (AMP) sugiere encarecidamente el uso de extensiones
citologicas como material de partida para pruebas moleculares. Ademas de ser
adecuados para el analisis de NGS basado en DNA, las extensiones también pueden
ser validas para las pruebas de NGS basadas en RNA (2).

A diferencia de las muestras histoldgicas, las muestras citoldgicas no sufren el
efecto de fijadores a base de formol o de periodos de fijacién prolongados, lo que
genera unos resultados moleculares con menos falsos positivos (5).

Las principales limitaciones de las muestras citoldgicas estan relacionadas con (i)
la multitud de sustratos citoldgicos y fijadores que requieren validacién adicional,
ya que la mayoria de los ensayos moleculares se desarrollan en bloques de tejido
fijado en formol y embebido en parafina (FFPE), (ii) la celularidad limitada y el
rendimiento de los dcidos nucleicos, especialmente cuando las células neoplasicas
estdn presentes en una sola extension o concentradas en pequefias areas del
portaobjetos, (iii) cuando la muestra tiene un bajo contenido tumoral con una gran
cantidad de células no neoplésicas, y (iv) problemas médico-legales si se utilizan

extensiones para los analisis moleculares, sacrificindose el material para una futura
revision morfologica (6).

Algunas de estas limitaciones pueden resolverse mediante las siguientes
estrategias: (i) enriquecimiento de las muestras en contenido tumoral mediante la
microdiseccion de areas ricas en células tumorales para optimizar las muestras de
baja fraccidon tumoral para las pruebas moleculares; (i) digitalizacion o escaneado
de la muestra para usar como registro de archivo para eludir los requisitos legales; y
(iii) se pueden emplear diversas preparaciones citoldgicas para diferentes ensayos,
tales como bloques celulares o extensiones directas para anélisis de mutaciones (6).

1.2. Muestras de biopsia liquida

Los acidos nucleicos libres circulantes (cfNA) incluyen varios tipos de moléculas de
DNA y RNA que estan presentes en los fluidos extracelulares. Los cfNA se originan
a partir de células de tejido sano, células inflamatorias o células tumorales (DNA
tumoral circulante, ctDNA; RNA tumoral circulante, ctRNA) que lo liberan tras la
apoptosis, necrosis o por procesos de transporte activos (7). Este Ultimo implica
la formacién de microvesiculas (exosomas) o complejos de proteina-cfNA que
hace que muestren una elevada estabilidad en los fluidos corporales (8). Aunque
el cfDNA y el ctDNA son medibles en muestras de sangre, la deteccion del ctDNA
es clinicamente mas relevante que el cfDNA, que deriva tanto de tumores como
de fuentes no tumorales. El ctDNA representa entre el <0,01% a 10% de cfDNA
y su cantidad depende de varios factores: naturaleza del tumor primario, grado
del tumor y vascularizacion, aclaramiento fisioldgico y degradacion, velocidad de
liberacién, y tratamiento (7). Aunque el analisis de los acidos nucleicos circulantes
se puede realizar tanto en suero como en plasma, seguln la revisién conjunta de la
Sociedad Estadounidense de Oncologia Clinica (ASCO) y el CAP, el tipo de muestra
optimo es el plasma, ya que este permite evitar la contaminacién con el DNA
gendémico (gDNA) procedente de la lisis de los gldbulos blancos (9,10).

2. RECOMENDACIONES PREANALITICAS PARA MUESTRAS
DE TEJIDO, CITOLOGICAS Y MUESTRAS DE SANGRE

Las variables preanaliticas, que abarcan desde la adquisicién de la muestra hasta
su analisis, pueden afectar a los resultados obtenidos en los estudios moleculares
(1). La implementacién sistematica de procedimientos preanaliticos en la rutina
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garantiza un nivel de calidad de las muestras bioldgicas del paciente y proporciona
una mayor confianza en la veracidad de los datos del andlisis (9).

2.1. Variables preanaliticas en muestras de tejido

La variabilidad metodoldgica, tanto en la prefijacion como en la preservacion del
tejido, puede afectar a la calidad del procesamiento del mismo, ya que puede
generar cambios en los perfiles moleculares de las células a medida que se
obtienen, almacenan y procesan. Entre las principales variables a tener en cuenta
se encuentran el transporte de la muestra, el tiempo de isquemia fria, asi como su
fijacion y almacenamiento (Tabla 1).

2.1.1. Transporte de la muestra y tiempo de isquemia fria

Se debe establecer un procedimiento estandar para el transporte de muestras a fin
de evitar errores y retrasos en el procesamiento de tejidos (1).

El tiempo de isquemia frio se define como el periodo transcurrido entre la
obtencién de la muestra y el inicio de la fijacion, la cual detiene su actividad
biolégica. Dependiendo del tipo de biomolécula y del espécimen, este tiempo
tendrd un efecto distinto sobre la calidad biomolecular, la cantidad extraible o
los resultados de las pruebas moleculares. Los datos actuales sugieren que los
efectos de laisquemia son, al menos parcialmente, especificos del tipo de cancery
biomolécula, y dependientes de la plataforma de analisis. Estudios de comparacion
de los efectos de la isquemia fria en el tejido tumoral y en tejido normal del mismo
organo han demostrado que el primero es mas vulnerable alos efectos de la misma.
Un tiempo de isquemia fria de 1 hora se considera una pauta prudente y alcanzable
y estd respaldado por la bibliografia (9). Es especialmente importante que este
tiempo sea corto para el analisis de RNA ya que este se degrada facilmente (1).

2.1.2. Fijacion

La preservacion de tejidos se puede realizar mediante su inclusion en parafina o
por congelacion a temperatura ultrabaja (-80°C a -190°C). La inclusién en parafina,
con una fijacion previa de la muestra, es el método mas comun para preservar y
almacenar muestras de biopsia en la practica clinica (11, 12).

Un aspecto importante es el tipo de fijador empleado, asi como su mecanismo
de accion, la temperatura a la que se realiza el proceso de fijacién y su duracion.
El volumen del fijador debe ser el adecuado y depende del tamarfio de la muestra
(13). El formaldehido, como una solucidn de formol tamponada neutra al 10%, es
capaz de preservar la estructura morfologica y la arquitectura de una variedad de
tejidos, de ahi su estatus como el fijador mas utilizado (1). Tanto la penetracion
como la fijacién del tejido son procesos dependientes de la temperatura,
ralentizdndose a temperaturas mas bajas y acelerdndose a temperaturas mas
elevadas; siendo siempre la velocidad de fijacion mas lenta que la de penetracién
independientemente de la temperatura. Una fijacién adecuada del tejido requiere
un minimo de 6 horas a temperatura ambiente (25°C) (9). La fijacion a temperaturas
superiores a la temperatura ambiente (37°C o 60°C) da lugar a la reduccién en el
rendimiento, la integridad y el éxito de los analisis moleculares (14).

El tiempo de fijacion es un aspecto crucial, ya que la subfijaciéon puede conducir
a la degradacion de 4cidos nucleicos y proteinas o a un cambio en la expresion
génica dentro de las regiones del tejido que no han sido permeadas por la solucién
fijadora, mientras que la sobrefijacién puede resultar en una extensa reticulacion
y fragmentacién del DNA, lo que dificulta la extraccién de proteinas y acidos
nucleicos (1). Su duracion, en el caso del formol, debe ser inferior a 72 h para evitar
efectos adversos sobre la integridad y el rendimiento del DNA (14). Se considera
que el tiempo adecuado para biopsias pequenias esta entre las 6h y 12h (no mas de
24 horas) y 24 horas para piezas grandes con un limite de 72 horas (15). En cuanto
al efecto sobre el RNA, varios estudios coinciden en que la duracion éptima de la
fijacion para especimenes de FFPE estd entre las 8h y 48h (14).

Otra variable importante a tener en cuenta es el pH. El pH es un parametro critico
que afecta a la calidad del rendimiento de los acidos nucleicos; el tejido fijado en
formaldehido a pH bajo se caracteriza por un dafio extenso del DNA en comparacion
con el tejido fijado en pH neutro (1).

La fijacion en formol genera una serie de dafios sobre los acidos nucleicos entre
los que se incluyen: (i) entrecruzamientos inducidos por el formol (cross-linking);
(i) fragmentacion molecular; (iii) desaminacion de bases de citosina que producen
mutaciones de C a T; y (4) produccién de sitios abésicos. Estos dafios interfieren
en los analisis moleculares (9). La desaminacion se incrementa con el tiempo de
fijacion, incrementandose de forma exponencial a partir de las 48h (7).
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Las muestras de biopsia de lesion dsea requieren descalcificacion. La descalcificacion
acida puede causar hidrdlisis acida del DNA con un tratamiento prolongado, lo que
afecta negativamente al analisis molecular posterior. Por ello se recomienda el uso de
agentes quelantes como el EDTA o el uso de un protocolo de descalcificacion limitado
que incluya un acido débil que sea compatible tanto con la evaluacion morfolégica
como con las pruebas moleculares sin degradar el DNA, como el acido férmico (16).

El uso de parafina de alta calidad que se licua a bajas temperaturas puede ayudar a
evitar el dafio molecular creado por las altas temperaturas. El uso de parafinas de
alto punto de fusion se asocia con una desparafinizacion inadecuada y una menor
recuperacion de biomoléculas del tejido (9).

2.1.3. Almacenamiento

Lamayoriadelos estudios muestran que elalmacenamiento en bloque de FFPE tiene
un efecto limitado en el posterior anélisis molecular, pudiendo afectar a la longitud
del DNA amplificable. El almacenamiento de bloques de FFPE a temperatura
ambiente (18°C-25°C) durante mas de 3 afios afecta negativamente a su posterior uso
en estudios de NGS. Sin embargo, incluso el DNA extraido de bloques almacenados
durante 32 afios podria utilizarse con éxito en la secuenciacién, aunque con menor
cobertura y profundidad de lectura. En cuanto al efecto sobre el RNA los estudios
indican que el RNA extraido a partir de bloques de FFPE almacenados durante mas
de 2 afios posee una menor eficiencia a la hora de la amplificacion del mRNA (RNA
mensajero) ya que la fragmentacion del RNA es mayor en comparacién con los
bloques almacenados durante un afio o menos (14).

Con respecto al almacenamiento de secciones de bloques de FFPE montadas en
portaobjetos, algunos estudios muestran que las tasas de éxito son superiores
cuando las secciones se almacenan a temperatura ambiente durante menos de
90 dias en comparacién con el almacenamiento a 4°C o a -80°C. Por el contrario,
otros estudios no reportan diferencias significativas entre el almacenamiento de
los portaobjetos a temperatura ambiente y a 4°C (14).

La labilidad molecular es un factor importante a considerar cuando las muestras
pasan mucho tiempo almacenadas, especialmente cuando se van a realizar analisis
de RNA, a diferencia de lo que ocurre con el DNA vy las proteinas que pueden
permanecer intactos a -70°C durante largos periodos de tiempo (1).

Tabla 1. Factores preanaliticos esenciales para el analisis mediante NGS en tejido

MUESTRA DE TEJIDO

Parametro Recomendacion
Tiempo de isquemia fria 1hora o inferior

6-24 horas

Tiempo de fijacion . . -
(segln tamafio espécimen)

Formaldehido

Tipo de fijador L,
P ! : (solucion tamponada neutra al 10%)
Descalcificaciéon . EDTA, 4cido férmico
Almacenamiento Temperatura ambiente

2.2, Variables preanaliticas en muestras citoldgicas

Habitualmente, se utilizan una multitud de medios de transporte y fijadores para
preservar las muestras de citologia desde el momento de la recoleccidn hasta
el procesamiento de la muestra. Estos permiten mantener las caracteristicas
morfoldgicas dptimas para la realizacion del diagndsticoy previenen la degradacion
de acidos nucleicos y proteinas para ensayos moleculares. Algunos medios de
transporte también pueden servir como fijadores. En general, las muestras de
citologia se recolectan y transportan hasta su procesamiento usando uno o mas
de los siguientes medios: (i) fresco (sin fijador), (ii) etanol, (iii) fijacion con secado
al aire, (iv) fijacion por aspersion, (v) soluciones conservantes a base de alcohol,
(vi) formol, (vii) solucion salina estéril, (viii) solucidn salina tamponada con fosfato
(PBS), (xix) medio del Roswell Park Memorial Institute (RPMI), (x) medios de CBL
patentados a base de alcohol como Cytolyt (Hologic, Bedford, MA) y CytoRich
Red (Fisher Scientific, Reino Unido). Independientemente de las diferencias
en la preparacion de la muestra, los diferentes fijadores sin formol empleados
proporcionan resultados superiores entérminos de calidad del DNA en comparacion
con el material fijado con formol (6). No obstante, varios estudios han demostrado
diferencias cuantitativas/cualitativas en el rendimiento y la preservacién de los
acidos nucleicos seguin el método de recoleccién empleado (4).
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2.3. Variables preanaliticas en muestras de sangre

Idealmente, el procesamiento de cualquier muestra de sangre debe comenzar lo
mas rapido posible tras su extraccion (<6 horas), por lo que se debe minimizar el
tiempo entre su extraccion y el primer paso del procesamiento, la separacion del
plasma de la sangre, asi como emplear tubos especiales de estabilizacion celular
para evitar la lisis de leucocitos (9).

Lostubosde extraccion de sangre puedentenerun granimpacto enlafase analitica.
Los de uso mas comun son los tubos que contienen EDTA, que requieren un breve
intervalo de tiempo entre la extraccion de sangrey el procesamiento de la muestra,
ya que se ha demostrado que la lisis de leucocitos que se produce después de la
extraccion provoca un aumento en la concentracion de DNA con el tiempo (17).

Actualmente se encuentran disponibles diferentes dispositivos de recoleccién
con reactivos conservantes que previenen la contaminacion con gDNA durante su
almacenamiento a temperatura ambiente e incluso a temperaturas mas elevadas
(10,17).

Para la obtencion de cfRNA se han desarrollado tubos de extraccidén que contienen
reactivos que inhiben la RNAasa, previenen la liberaciéon inespecifica de RNA de
fondo y que son mas estables frente a fluctuaciones de temperatura (17).

Cuando se utilizan tubos con aditivos, como tubos con EDTA o tubos especiales
para la estabilizacién celular, el nivel de llenado del tubo y el nimero de inversiones
del mismo son factores criticos. Estos factores alteran la concentracién final del
aditivo en el contenido del tubo y la uniformidad de distribucion del aditivo a través
del contenido del tubo, respectivamente. Cualquiera de los dos factores puede
alterar el rendimiento y provocar una calidad de analitico deficiente y resultados
de analisis sesgados (9).

El procesamiento 6ptimo de la sangre es otro requisito fundamental para obtener
resultados fiables. La centrifugacién permite separar el suero/plasma a analizar
del resto de componentes celulares de la sangre. Una velocidad inadecuada o un
numero inadecuado de pasos de centrifugacion pueden provocar la contaminacion
de la muestra de plasma/suero con contenido celular. Las células suelen separarse
adecuadamente del plasma mediante centrifugaciéon de 1000g a 2000g durante 10
minutos (9). Algunos estudios sugieren que un protocolo de centrifugacién en dos
pasos, primero a baja velocidad y posteriormente a alta velocidad, es el método
mas efectivo para la separacién de plasma y el posterior aislamiento de los acidos
nucleicos (9,18,19).

La temperatura de centrifugacion también puede influir en la separaciéon del
plasma, por lo que varios protocolos recomiendan una doble centrifugacion a
4°C. Asimismo, los tiempos de almacenamiento del plasma antes de la extracciéon
son importantes. Se deben evitar los ciclos de congelacién-descongelacion que
causan la degradacién molecular, por ello se recomienda preparar alicuotas de las
muestras de suero/plasma antes de congelarlas (9,19) (Tabla 2).

Tabla 2. Factores preanaliticos esenciales para el analisis mediante NGS
en muestras de sangre

MUESTRA DE SANGRE

Parametro . Recomendacién
Método de adquisiciéon
) quisic EDTA o tubos con estabilizadores celulares
(tipo de tubo)
<6 horas para tubos EDTA, <48 horas para

Tiempo inicio procesamiento .
tubos con estabilizadores celulares

Método de procesado 2 centrifugaciones (inicial a baja velocidad,
(centrifugacion) final a alta velocidad)
Condiciones almacenamiento <1 ciclo congelacién-descongelacion

3. DETERMINACION DE LA CELULARIDAD TUMORAL EN
MUESTRAS DE TEJIDO Y MUESTRAS CITOLOGICAS

El tamafio de las dreas tumorales seleccionadas y el nimero de células tumorales
viables dentro de esas areas determinan el rendimiento de DNA/RNA, un paso
de control de calidad critico para NGS (11). Un porcentaje tumoral bajo puede
afectar a la fiabilidad de los diagndsticos moleculares, dando lugar a falsos
negativos. Se puede aumentar el porcentaje de células tumorales usando métodos
de macro/micro diseccidn. La probabilidad de éxito de NGS es generalmente
menor en muestras pequefas (muestras de citologia y biopsia con aguja gruesa)
en comparacion con muestras de reseccidon que permiten obtener una mayor
cantidad de acidos nucleicos, pero que también pueden incluir un mayor niimero
de células no tumorales (células inflamatorias o estromales) (1).

El porcentaje tumoral requerido para la NGS depende de la sensibilidad analitica
(Iimite mas bajo de deteccion) de la plataforma. La sensibilidad analitica para
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las variantes de baja frecuencia es aproximadamente del 5% al 10%. Dado que
la mayoria de los tumores son heterocigotos y las mutaciones somaticas suelen
afectarauno de los dos alelos de los oncogenes, la fraccion tumoral minima dentro
de 3reas seleccionadas debe ser, al menos, del 10% al 20% (11). Diversos estudios
sugieren que el contenido minimo de células tumorales recomendado deberia
ser el doble del limite de deteccién de la plataforma empleada. Se ha visto que la
NGS puede detectar variantes de un solo nucledtido en muestras con celularidad
tumoral >20%, mientras que la probabilidad de identificar alteraciones moleculares
disminuye en muestras con celularidad tumoral de entre el 10-20% (20).

4. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

4.1. Extraccion y almacenamiento de DNA y RNA a partir de
material parafinado

El tejido parafinado constituye una fuente invaluable de material para la realizacion
de estudios moleculares. Una vez que se han cortado las secciones del bloque
de tejido, se retira la parafina que encapsula e infiltra el tejido. Este paso de
desparafinizacién, realizado normalmente con xilol, suele ir seguido de una
digestion de proteinasa K, en la que se eliminan las proteinas potencialmente
contaminantes, incluida cualquier DNAasa o RNAasa que pueda estar presente.
Después de la digestion con proteinasa K, los enlaces cruzados de formaldehido
se pueden revertir en un paso de calentamiento, después de lo cual se purifica el
DNA/RNA, generalmente con un kit comercial que utiliza una columna de silice o
tecnologia de bolas magnéticas ya sea de forma automatizada o manual (21). Se ha
demostrado que la desparafinizacion en portaobjetos es mas eficaz que en tubos
en términos de rendimiento e integridad del DNA/RNA. Existen alternativas al
xileno para la desparafinizacion de tejido FFPE como el aceite mineral, hexadecano,
pentadecano o tetradecano, que pueden dar rendimientos superiores de DNA/
RNA. Asi mismo, se ha visto que los tiempos de digestion mas prolongados mejoran
la calidad y cantidad de los acidos nucleicos extraidos (22). Para la purificacion
de las moléculas de DNA o RNA se emplean tecnologias de unién por adsorcién
de silice o bolas magnéticas. Varios estudios han abordado la importancia de la
eleccion del método de extraccion basandose en su impacto en la integridad de
los acidos nucleicos y su rendimiento posterior. Podemos optar por métodos
de extraccién tanto manuales como automaticos que se ha visto que generan
grandes variaciones tanto en la cantidad como en la calidad de los 4cidos nucleicos

extraidos. Distintos estudios publicados abogan por el uso de tecnologias basadas
en el uso de bolas magnéticas. Asi mismo, se ha descrito la extraccidon simultanea
del DNAyYRNA. En muchos casos, la cantidad de material FFPE disponible es limitada
y puede ser dificil obtener ambos tipos de acidos nucleicos (23). Se ha propuesto
que un pretratamiento del DNA extraido con uracilo DNA glicosilasa (UDG) puede
minimizar el efecto de los artefactos causados por la desaminacion de la citosina.
Para su preservacion, las muestras de DNA se deben almacenar preferiblemente
por debajo de -20°C, mientras que para el RNA se recomiendan temperaturas
inferiores a -70°C (2).

4.2, Extraccion y almacenamiento de cfDNA y cfRNA

Uno de los principales factores preanaliticos que influyen en los anélisis de cfDNA
es, sin duda, la eleccién del método de extraccion. Existe una amplia variedad
de métodos basados en diferentes principios, como el aislamiento de fase, las
columnas de rotacion de membranas de silicio y las bolas magnéticas. El mayor
desafio es la baja cantidad de cfDNA que circula en la sangre, lo que exige una
sensibilidad muy alta (17).

A menudo existe un alto nivel de variabilidad entre estos métodos con respecto a
la eficiencia de recuperacion, la discriminacion por tamafio vy la reproducibilidad.
Es de destacar que los métodos de extraccion basados en la purificacion de cfDNA
utilizandobolasmagnéticas parecentenerunamayoreficienciaparalarecuperacion
de pequefios fragmentos de cfDNA (50-250 pb) en comparacién con los basados
en la unién de cfDNA a membranas de silice. La evidencia acumulada muestra que
el ctDNA a menudo estd enriquecido en fragmentos cortos de cfDNA (<166 pb),
mientras que las moléculas de cfDNA de tipo salvaje tienden a ser mas grandes. Por
tanto, lasensibilidad del ctDNA del analisis mutacional puede mejorarse mediante la
selecciéon de un método de extraccion de DNA que favorezca un alto rendimientoy
esté sesgado hacia el aislamiento de fragmentos de DNA mas cortos (es decir, <166
pb). Por el contrario, el anélisis cuantitativo de cfDNA en un entorno comparativo
(por ejemplo, medir la fluctuacién de los niveles de cfDNA a lo largo del tiempo)
puede requerir la seleccién de un método de aislamiento de cfDNA que renuncie
a una alta recuperacion a favor de una alta reproducibilidad y un sesgo de tamafio
minimo. De manera similar, mientras que los métodos automatizados de extraccion
de cfDNA generalmente muestran una menor eficiencia de recuperacion que los
métodos manuales, son ideales para condiciones de alta capacidad cuando una
alta recuperacion no es esencial (19).
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Las condiciones para el almacenamiento a corto y largo plazo del cfDNA extraido
influyen en su concentracién, tamafio (fragmentacion) y pureza. Para fines de
cuantificacion y analisis de fragmentaciéon, se recomienda el almacenamiento
a -20°C durante periodos inferiores a 3 meses, mientras que, para los anélisis de
mutaciones, los extractos de cfDNA se pueden utilizar hasta 9 meses después del
almacenamiento a -20°C u -80°C. En contraste con las muestras de plasma, se ha
visto las muestras de cfDNA extraidas permanecian estructuralmente sélidas y que
mostraban concentraciones sin cambios después de tres rondas de congelacion-
descongelacion (19).

El RNA es mucho mas fragil que el DNA y propenso a la degradacion por las
RNAasas. Los factores que limitan el uso de cfRNA en un entorno clinico incluyen
la degradacion de cfRNA vy el aumento del RNA derivado de leucocitos que puede
dificultar la deteccidn de objetivos expresados en niveles bajos (17).

4.3. Determinacion de la calidad y cantidad de los acidos nucleicos

La cantidad de DNA requerida para NGS depende de la plataforma, el tamafio
del panel de genes y el método de enriquecimiento. A diferencia de los ensayos
basados en DNA, donde la cantidad del mismo es fundamental para obtener buenos
resultados, el éxito de la NGS basada en RNA depende de la calidad del RNA (17).

Para su uso en NGS es necesario llevar a cabo una determinacion de la calidad v
cantidad de los acidos nucleicos de partida. Los métodos mas comunes para la
cuantificacion de los mismos son la espectrofotometria, la fluorometria y la gPCR
(PCR cuantitativa) (24). La espectrofotometria permite medir de una forma simple
y aqgil la concentracion global de acidos nucleicos de alta calidad, sin embargo,
no puede medir el dafio molecular y la fragmentacion causados por la fijacién,
la inclusion y/o el almacenamiento a largo plazo, ni puede anticipar los efectos
sobre la PCR. Esta técnica es susceptible a mediciones erréneas por la presencia de
contaminantes como disolventes organicos usados en los procesos de extracciony
tiende a sobreestimar la cantidad de dcidos nucleicos de partida ya que no permite
diferenciar entre DNA y RNA o nucledtidos libres, por lo que no se recomienda su
uso en la NGS (24,25).

Los métodos fluorométricos de cuantificacion de acidos nucleicos ofrecen alta
sensibilidad analitica, alto rendimiento y una mejor tolerancia a los contaminantes.
Se basa en el uso de fluoréforos especificos para el DNA de doble cadenay el RNA
(24). Sin embargo, este método no es capaz de determinar la calidad del DNA/

RNA de partida, impidiendo la realizacion de ajustes en la cantidad de los acidos
nucleicos de partida para compensar una mala calidad de la muestra (25).

La gPCR se utiliza ampliamente para la expresién génica, determinacién de
mutaciones y varios andlisis de genotipado. El ensayo qPCR TagMan (Thermo
Fisher Scientific) es el que se emplea mas cominmente y se basa en el uso de
cebadores de PCR no marcados y una sonda marcada con fluorescencia. Otro
método frecuentemente utilizado es un ensayo qPCR basado en SYBR-Green. El
SYBR-Green también se une preferentemente al DNA de doble cadena (dsDNA)
y se ha utilizado ampliamente para varios ensayos de qPCR. A diferencia de los
ensayos TagMan, no se requiere una sonda fluorescente especifica, por lo tanto,
es un método mas barato y proporciona una mayor flexibilidad en el disefio del
ensayo (26).

Paraladeterminaciondelacalidadycantidaddelosacidos nucleicos podemosusarla
TapeStation o el Bioanalyzer (Agilent Technologies). Ambos sistemas nos permiten
el cadlculo del RIN (niimero de integridad del RNA) que va desde 1 (degradado) a 10
(intacto). El RNA es mas susceptible que el DNA a la degradacion, cuando este se
degrada la cantidad de RNA ribosomico 185 y 28S disminuye mientras que aumenta
la cantidad de fragmentos mas pequefios. Para la determinacion de la calidad del
DNA la TapeStation nos permite el calculo del DIN (niimero de integridad del DNA)
cuyos valores van del 1 (degradado) al 10 (intacto) (22,27).

Conrespectoalacuantificaciéndel rendimiento de cfDNA/cfRNA, se havisto que los
métodos de cuantificacion basados en PCR o en PCR digital (ddPCR) proporcionan
una medicién mas precisa de las moléculas de DNA/RNA amplificables (es decir,
intactas), que la cuantificaciéon basada en fluordforos (28). Si los parametros
de calidad de los acidos nucleicos indican una degradacion importante, la
interpretacion de los resultados deberia hacerse con cautela.
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1. PLATAFORMAS

Cuando se habla de secuenciaciéon masiva, es muy importante hacer hincapié en
que latecnologia de secuenciaciény la plataforma estan estrechamente vinculadas
y esto a su vez dependerd del disefio o tipo de prueba que se quiera realizar en
base a qué tipo de alteracion se desee detectar. Debido a esto, existen distintos
aspectos que hay que tener en cuenta para elegir la opcidn tecnoldgica que mas se
ajuste a nuestros propositos y necesidades. Estos aspectos suelen ser (1):

* La longitud media de lectura de las secuencias nucleotidicas de interés que
pueden ser largas o cortas.

* Elmétodo de secuenciacién que incluye: a) la secuenciacidon de extremo Unico,
en el cual los fragmentos de DNA se secuencian en un solo extremo (single-
end sequencing); b) la secuenciacién de ambos extremos del fragmento con
lecturas pareadas (paired-end sequencing).

* El método para la preparacion y el enriquecimiento de las librerias basados en
captura de hibridos (a través de sondas especificas que seran complementarias
a las regiones de interés) o mediante amplicones (gracias a una reaccion
comparable con una PCR multiple) como se puede observar en la Figura 1.

* La tecnologia de secuenciacién empleada diferenciando principalmente
la secuenciacién mediante ligacion (Sequencing By Ligation — SBL) o la
secuenciacion mediante sintesis (Sequencing By Synthesis — SBS).

* La secuenciacion mediante sintesis a su vez se puede diferenciar en dos
tipos: a) SBS con terminadores fluorescentes reversibles (Cyclic Reversible
Termination — CRT) utilizada por distintas plataformas como, por ejemplo, los
equipos de las empresas Illumina® o Qiagen®; b) SBS mediante la adicién de
un Unico nucledtido (Single-Nucleotide Addition — SNA) utilizada por algunas
plataformas, entre ellas, los equipos de la empresa LifeTechnologies.

Amplicon-based assay Hybridization capture-based assay
(Tiled amplicon approach )
Primer based > <
amplification . Adapter ligation
of DNA —_— 2 —_—
templates l l
PCR + barcoding —— -
and adapter ——— Hybridize to custom
ligation capture probes and
l Sequencing |sollatetargeted
regions
Amplicon 1
Forward Wash, elute, amplify
reads and sequence
Reverse
reads
Amplicon 2
—— R — Exon 1 Exon 2 Exon 3
Gene X - mutatioal hotspot Large regions of interest

Figura 1. Diferencias entre la preparacion basada en captura de hibridos o mediante
amplicones adaptado de Jennings LL, et al. J Mol Diagn. 2017.(2)

De manera resumida, la SBS-CRT consiste en una amplificacién mediante puentes
de moléculas DNA de cadena sencilla, desnaturalizadas, que se unen a una
superficie solida (flow cell) y que, tras la amplificacion, daran lugar a clisteres
(2). Las dos hebras se separan mediante un proceso de desnaturalizacion vy
puede comenzar un nuevo ciclo de amplificaciéon en puente tal y como se puede
observar en la Figura 2. Posteriormente, durante cada ciclo de secuenciacion se
producen tres pasos: incorporacion, visualizacion y escisién donde, a diferencia de
los didesoxinucledtidos utilizados en la secuenciacion por Sanger (terminadores
de cadena), mediante esta tecnologia se utilizan terminadores reversibles. Esto
permite que laelongaciéndelacadenase paretemporalmentetraslaincorporacion
de cada nucledtido, pero tras la visualizacidn se reanuda la sintesis (1).
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Adicién de nucledtidos Visualizacién Escision
Los nuclectidos marcados con un fluoréforo y Cada zona de la flow cell se visualiza mediante Los fluoréfores son escindidos y lavados de la
con el extremo 3'-OH bloqueado hibridan con dos o cuatro lseres. Cada clister emite un flow cell y se regeneran los grupos 3'-OH. A
su base complementaria. Cada clister puede color correspondiente a la base incorporada continuacién comienza un nuevo ciclo con la
incorporar una base diferente. durante este ciclo. adicién de nuevos nucledtidos,

Figura 2. Secuenciaciéon por sintesis con terminadores fluorescentes reversibles
(SBS-CRT), adaptado de Goodwin S, et al. Nat Rev Genet. 2016.(1)

Enla SBS-SNA, la secuenciacion de la region de interés se basa en la incorporacion
y deteccién de cada dNTP incorporado de manera individual evitando la necesidad
de bloquearlos dNTP, puesto que al incorporarse de forma individual cada dNTP en
lareaccion seimpide la elongacion de la hebra en crecimiento al no estar presentes
el resto de dNTP. En el caso por ejemplo del abordaje tecnolégico lon Torrent™,
cadavezqueseincorporaun nucleétido alahebramolde, seliberaunion hidrégeno
(H"). A medida que se afladen nucledtidos (liberados de forma secuencial), el pH
cambia reflejandose en un pico de voltaje (Figura 3). De esta forma, el nimero de
iones liberados es proporcional al nimero de eventos de incorporacién. Cuando se
incorporan dos nucleétidos idénticos, se liberan dos iones de hidréogeno vy la sefial
de lectura también es el doble (1).

TAACAGTA

Adicién de un tnico nucledtido

Solo se afiade un tipo de dNTP a la reaccién
en cada ciclo; varios dNTPs idénticos pueden
incorporarse en un mismo ciclo, aumentando
el ndmero de iones liberados.

Secuenciacién por semiconduccién
Cada vez que se incorpora una base se
libera un Gnico ion H', el cual es
detectado por un sensor CMOS-ISFET.

™

e

Figura 3. Secuenciacion por sintesis mediante la adicion de un Gnico nucleétido
(SBS-CNA), adaptado de Goodwin S, et al. Nat Rev Genet. 2016.(1)

La secuenciaciéon mediante sintesis, bien sea con terminadores fluorescentes
reversibles o mediante la adicién de un Unico nucledtido, sobre todo debido a que
enlaactualidad son las dos metodologias que se hanimplementado principalmente
enloslaboratorios clinicos, tiene ventajas einconvenientes como se puede observar
en la Tabla 3. Cabe destacar que estudios previos han observado que existe una
alta concordancia en la identificacion de variantes mediante la tecnologia SBS-
CRT o SBS-CNA aunque, por un lado, los datos presentes en la literatura indican
que para la deteccién de variantes con una frecuencia alélica comprendida entre
el 5-10% habria que establecer una mayor profundidad de cobertura en el caso
de la tecnologia basada en terminadores fluorescentes reversibles, y por otro
lado, en el caso de la tecnologia basada en la adicion de un Unico nucledtido si
bien es cierto que el uso de amplicones disminuye tanto la cantidad de acidos
nucleicos necesaria para la secuenciaciéon como el tiempo que se tarda en obtener
los resultados, el empleo de este abordaje podria llegar a sesgar la informacion
alélica observada. En cuanto a la deteccion de CNAs, ambos métodos presentan
limitaciones, especialmente si la heterogeneidad tumoral es elevada o si existe un
bajo porcentaje de células tumorales (2,3).
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Tabla 3. Comparativa entre las tecnologias basadas en SBS-CRT y SBS-CNA.
(Fuente propia Martin M, Biscuola M).

VALORACION

VENTAJAS

DESVENTAJAS

TECNOLOGIA

SBS-CRT

Mayor valor predictivo
positivo en la deteccién de
SNVs, indels

Bajo numero de falsos
positivos

Secuenciacion de librerias - »
foramdas a partir de ‘
captura de hibridos y
ampliaciones

Posibilidad de realizar

la secuenciacién en un
Unico sentido o en ambos
sentidos (single-end y
piared-end sequencing)

Elevado nimero de lecturas
por carrera (400-800
millones)

SBS-SNA

Mavyor sensibilidad en la
deteccion de SNVs, indels

Duracién corta de la carrera
de secuenciacion (2-4 horas)

Lectura de fragmentos
largos (200-400 pb)

Fragmentos de lectura mas
cortos (75-150 pb) '

Duracion de la carrera de
secuenciaciéon mas larga
(11-29 horas)

Mayor nimero de falsos
positivos, especialmente en
homopolimeros

Secuenciacion de librerias
formadas Unicamente a
partir de ampliaciones

Menor nimero de lecturas
por cada carrera (2-80
millones)

Existen otros aspectos practicos que hay que considerar antes de implementar la
secuenciacion masiva que podrian condicionar la eleccién de la tecnologia, de la

plataforma o del tipo de estudio que se quiere realizar, asi como el precio final por
muestra secuenciada (2,4), como son:

1.

Region de interés vy alteraciones que queremos estudiar: este punto influye
directamente sobre el tamafio de nuestro panel y este aspecto influye
directamente sobre el niimero de muestras que podriamos procesar en paralelo

Acerca de las alteraciones moleculares en estudio, en el caso de fusiones
génicas conocidas y que representan posibles dianas terapéuticas, los datos
presentes en la literatura sugieren que seria recomendable realizar el estudio
a partir de RNA debido, entre otros aspectos, a una mayor sensibilidad de
deteccion y a una menor complejidad del analisis bioinformatico primario y
secundario

Nimero y tipo de muestras que queremos procesar o, dicho de otra
manera, nimero de librerias por carrera que se podran cargar juntas para ser
secuenciadas en una misma carrera (“multiplexing”)

Tiempos de respuesta en funcion de la utilidad clinica (biomarcadores
diagnosticos, prondsticos, predictivos)

Estudios de alteraciones somaticas o germinales: este punto condicionara la
profundidad de cobertura (el nUmero de veces que un determinado nucledtido
tiene que ser leido) que necesitamos para las regiones de interés; en general,
para las alteraciones somaticas necesitamos mas profundidad comparado con
las alteraciones germinales debido a la presencia de subclones en el tumor en
estudio

Capacidad de secuenciacion, entendida como la cantidad de lecturas totales
que genera el secuenciador por cada carrera

Longitud de los fragmentos que queremos secuenciar y el tipo de lectura que
queremos para las regiones de interés en funcion del tipo de alteraciones y
muestras que queremos estudiar

Aunque estos puntos se hayan desglosado de forma resumida y separada, en
realidad estan todos vinculados y condicionan totalmente la eleccion del mejor
abordaje tecnoldgico por parte del laboratorio, asi como condicionaran la puesta
a punto, la validaciéon analitica y clinica de la metodologia, de la plataforma y del
panel de genes o regiones antes de la implementacién en la rutina clinica.
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2. PROCESO DE VALIDACION Y/O VERIFICACION DE LA NGS

Como en el caso de otras determinaciones que se realizan en los laboratorios
clinicos, para la realizacién de los estudios mediante secuenciacion masiva, existen
soluciones comerciales y soluciones personalizadas. La principal ventaja de los
paneles comerciales es que no requieren una etapa de disefio previa y ya estan
optimizados por el propio fabricante, aunque requieren un proceso de verificacién
y/o validacién por parte de cada laboratorio antes de su implementacién en la
rutina clinica. En cambio, las soluciones personalizadas requieren un trabajo
previo de seleccion de genes y/o regiones y un disefio de los primers/sondas
correspondientes que suele traducirse en un proceso largo (generalmente de
varios meses) de optimizacién vy validacion del propio disefio (5). Hoy en dia las
soluciones comerciales suelen ofrecer muchas opciones y alternativas que se
adaptan a las necesidades clinicas y, en general, son los que se utilizan en la gran
mayoria de los laboratorios que se dedican a la actividad asistencial. Debido a esto,
nos centraremos en los aspectos de verificacion y/o validacién de estas soluciones
comerciales.

2.1. Verificacion y/o validacion

Los procesos de verificacion y/o validacién, fundamentales y obligatorios antes
la implementacion de cualquiera nueva determinaciéon o metodologia, suelen
ser confundidos y usados en algunas ocasiones como sinonimos; sin embargo,
presentan claras diferencias entre si detalladas a continuacién:

* La verificacion es el procedimiento que comprueba y asegura que las
especificaciones técnicas y analiticas predefinidas acerca del desempefio y
empleo del kit elegido se cumplan en el entorno (en este caso en el laboratorio)
tal y como indicado por el propio fabricante y por lo tanto permite comprobar
que el test funciona correctamente. Este proceso aplica a todo los métodos o
kits comerciales que posean un marcado IVD/IVDR (2,4,6)

* Lavalidaciénrequiere definir cudles son las especificacionestécnicasy analiticas
acerca del desempefio y empleo de un determinado kit comercial sin marcado
IVD/IVDR y generar evidencias que demuestren que las caracteristicas del test
son adecuadasy conformes a lo esperado: la precision del test, las limitaciones,
la sensibilidad, la especificidad y cémo proceder con resultados no esperados
o indefinidos, son algunos de los aspectos para los cuales hay que generar
evidencias antes de considerar que un test esta correctamente validado. Estos

criterios dependen del tipo de utilidad vy aplicacion del test a validar y este
aspecto tiene que ser definido antes de empezar la validacion (2,4,6)

Tal y como se puede observar en el esquema indicado en la Figura 4, existen
guias y recomendaciones que siguen, entre otros, los requerimientos para la
acreditaciéon de un determinado kit, metodologia o técnica seglin la norma UNE-
EN ISO 15189:2013.

Inicio
@ ¢Conocidasy validas? ?ﬁ

Cuantificacién de caracteristicas Confirmacion de caracteristicas
del desempefio relevantes del desempefio relevantes

¢Cumplecriterios de-

aceptacion?.

No

¢Pueden ajustarse los criterios de: si \ 4
aceptacion y ser compatibles con el
\ y uso pretendido?” @
l No
Implementacion de procedimiento
Procedimiento analitico no validado analitico

Figura 4. Esquema adaptado por Carmona F y Biscuola M de Roelofsen-de Beer R,
et al. Clin Chem Lab Me. 2020. (7)

2.2. Validacion de la tecnologia de secuenciacion masiva

Para el desarrollo e implantacién clinica de un nuevo test de diagnéstico molecular
mediante secuenciacion masiva, y debido a que la mayoria de los kits comerciales
no poseen un marcado IVD/IVDR paratodoslos distintos pasos de esta metodologia
(preparacion librerias, secuenciacion, bioinformatica, interpretacion e informes),
normalmente antes de implementar estos estudios, el laboratorio se verd obligado
a validar la tecnologia y la solucién comercial elegida. La validacién, tal y como
indicados en distintos articulos, constara de dos fases: una validacion técnicay una
validacién clinica.
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2.3. Validacion técnica

El objetivo de esta fase es conocer todos los aspectos metodoldgicos relacionados
con el test, como por ejemplo los distintos pasos del protocolo, cudles y cémo
estdn cubiertas las regiones en estudio, las limitaciones de la solucion elegida, la
reproducibilidad y fiabilidad de los resultados, entre otros (2-4,6). Durante esta
fase sera necesario estimar:

* Numero vy tipo de muestras

* Tipo de variantes que se quieren estudiar (variantes de nucledtidos simples -
SNVs, small indels, large indels, alteraciones en el nimero de copias - CNAs,
variantes de estructura - SVs)

* Sensibilidad

* Especificidad

* Reproducibilidad

* Valores normales de referencia

* Limite de deteccion

* Sustancias que puedan interferir o artefactuar los resultados
* Resultados inesperados o no valorables

* Validacion del analisis bioinformatico (definiendo pipelines especificos si
necesario)

® Redaccidn delinforme

Hay queteneren cuentaalgunas consideraciones adicionales relacionadas con cada
uno de estos apartados. El niimero de muestras es un punto clave que a menudo es
dificil definir o estimary deberia a priori tener en cuenta el nimero de alteraciones,
regiones o genes que se quieren analizar y la poblacién en estudio. En el articulo
de Jennings LJ, et al. (2) se describe la féormula matematica y los parametros a
considerar. Conocer latipologia de muestras a estudiar también es un factor crucial
(sangre, plasma, tejido fresco, congelado, fijado enformol eincluido en parafina) asi
como si procesaremos muestras de pulmdn, mama, cerebro, etc. (2,4). Por ultimo,
se seleccionaran muestras que nos permitan testar las alteraciones que queremos
validar por lo tanto seria recomendado tener muestras control retrospectivas o
muestras comerciales con alteraciones conocidas y bien caracterizadas. Si el test

incluye alteraciones en el nimero de copias (CNAs) es importante incluir tanto
muestras procedentes de mujeres como hombres. La generacion de las librerias y
secuenciacion de las mismas se llevard a cabo siguiendo el protocolo del fabricante.
Seriarecomendable realizar réplicas técnicas (secuenciar dosveceslamismallibreria
en el mismo instrumento; secuenciar dos librerias de la misma muestra hechas por
dos operadores diferentes) y bioldgicas (secuenciar dos librerias hechas a partir
del mismo DNA; secuenciar dos librerias de dos extracciones de ADN de la misma
muestra) (2-4,6).

El analisis informatico es parte integrante para la correcta interpretacion de las
regiones secuenciadas y por lo tanto tiene también que ser validado de forma
exhaustiva. Hay que tener en cuenta que distintos proveedores de soluciones
comerciales nos ofrecen software de analisis comerciales especificamente
disefiados paralos analisis primarios, secundariosy, en algunas ocasiones terciarios,
de los datos obtenidos. A pesar de esto, el laboratorio tendra que familiarizarse y
validar los analisis ofrecidos, revisar los resultados mediante visores genémicos,
comprobar si todas las alteraciones conocidas y caracterizadas son efectivamente
detectadas y reportadas a través de estos softwares. Junto a esto, cada nueva
version de los softwares comerciales tendra que volver a ser validada analizando
muestras previamente estudiadas y comparando los resultados obtenidos.

2.4. Validacion clinica

Eldesempefioanalitico de una determinadasolucion, personalizada o comercial, no
necesariamente predice la utilidad del test a nivel clinico. La variabilidad bioldgica
intrinseca de una determinada patologia tendrd un impacto altamente elevado
sobre la sensibilidad y especificidad clinica del test elegido mediante secuenciacién
masiva planteando distintos escenarios: a) la misma alteracién molecular se podria
detectar en mas de una patologia o neoplasia pero su significado clinico podria
variar exactamente por el contexto clinico-patolégico (las alteraciones del gen
EGFR en los carcinomas no microciticos de pulmén no tienen la misma utilidad
clinica que las que se detectan en los gliomas, por ejemplo); b) la necesidad de
detectar mas de una alteracién en el mismo tumor, pero estas alteraciones podrian
representar SNVs, CNAs, o SVs; ¢) determinadas alteraciones consideradas como
patogénicas en una neoplasia también podrian ser identificada en una poblacion
control (2,6).
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En esta fase de validacion por lo tanto habria que contestar a algunas de las
siguientes preguntas:

® ;Cualvaaserlaprincipal utilidad de este panel?

* :Necesitamos realizar un estudio de biomarcadores prondsticos, diagnosticos
o predictivos?

* :Necesitamos un test apto para distintas enfermedades/neoplasias o para
alguna en concreto?

* ;Quétiempo de respuesta se espera para que los resultados puedan ser Utiles?

La secuenciaciéon masiva dirigida o “targeted” (en el lenguaje mas coloquial
entendida como NGS mediante paneles de genes), a través del estudio de regiones
hot-spots por ejemplo, podria ser suficiente para dar respuestas clinicas para el
estudio de los biomarcadores predictivos mas comunes y asociados a terapias
dirigidas, ofreciendo una elevada especificidad clinica pero una baja sensibilidad
clinica si, por ejemplo, lo que estamos buscando es una solucién para el estudio
de biomarcadores diagnésticos. Una solucién que estudie Unicamente SNVs
también podria ofrecernos una elevada especificidad clinica pero nuevamente
una baja sensibilidad clinica debido a la pérdida de informacion relacionada con
otras alteraciones (CNAs y SVs). Teniendo en cuenta todos estos aspectos, serd
fundamental elegir adecuadamente las patologias y por lo tanto las muestras que
serdn empleadas para todo el proceso de validacién y serd importante que los
resultados obtenidos sean trasladados adecuadamente a los peticionarios de estos
estudios para conocer el correcto enfoque clinico del test implementado (2-4,6).
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1. ASPECTOS QUE DEBE INCLUIR EL INFORME DEL
DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL CANCER DE PULMON NO
MICROCITICO BASADO EN SECUENCIACION MASIVA

1.1. Introduccion

En el contexto asistencial del diagndstico molecular del cancer de pulmén no
microcitico avanzado, un informe de resultados de secuenciacion masiva o next-
generation sequencing (NGS) es un documento formal especifico del laboratorio al
oncologo remitentey/u otros profesionales sanitarios, con respectoalos resultados
y lainterpretacion de los genes estudiados (1). Este informe de resultados requiere
una consideracion particular dado que el uso apropiado de un perfil molecular
respalda la medicina de precisién y ofrece nuevas opciones de tratamiento para los
pacientes oncoldgicos.

El objetivo principal de los informes debe ser proporcionar una respuesta clara y
precisa, sin ambigliedad, asegurando siempre una transcripcion fidedigna de los
resultados y completamente interpretativa a la peticion clinica. Sin embargo, la
complejidad del diagnéstico molecular mediante secuenciacion masiva convierte
el proceso de informar en un verdadero reto para los laboratorios de patologia
molecular. La falta de uniformidad en la estructura de los informes y en la
terminologia utilizada, asi como los diferentes sistemas de gestién de informacion
entre los laboratorios, se definen como las principales limitaciones identificadas en
el proceso de estandarizacion (2).

Existe una necesidad urgente de armonizar la practica de informar el diagndstico
molecular del CPNM avanzado basado en secuenciacion masiva o NGS para
mejorar la comunicacion entre bidlogos, patélogos, oncélogos y resto de clinicos
implicados, de modo que todos estén capacitados para utilizar e interpretar
adecuadamente las pruebas del diagnéstico molecular, sus resultados y los
tratamientos asociados (3,4).

Con el propdsito de ayudar a los laboratorios dedicados a tal desempefio y a los
diferentes especialistas clinicos implicados en elacceso alainformacién moleculary
lainterpretacion de los resultados en el diagnéstico molecular del CPNM avanzado,
se ha desarrollado el siguiente apartado que recoge los aspectos principales y
recomendaciones en la elaboracion de un informe de resultados mediante NGS.
Debe tenerse en cuenta que lainterpretaciény el informe de los resultados de NGS
no son fundamentalmente diferentes de otros resultados genéticos, y el informe

debe coincidir con los estdndares de buenas practicas que ya existen para otras
pruebas clinicas (5).

1.2. Estructura y contenido de los informes
1.2.1. Método de presentacion de informes. Formato, estilo, medios y lenguaje

Existen numerosas recomendaciones con respecto al estilo y la estructura de los
informes clinicos de estudios genéticos (6-9). Sequir un formato recomendado y
aceptado por las guias de practica clinica ayuda a garantizar que los informes estén
estructurados de forma eficaz (10). Los laboratorios deben evaluar las necesidades
de los usuarios a la hora de determinar el formato, el estilo, los medios de
comunicacién y el lenguaje de los informes de las pruebas de genética molecular

.

Se recomienda tener en cuenta la longitud del informe y su estructura de manera
queincite alos usuarios a leer el informe completo. Los informes largos no se suelen
leer ensutotalidad prefiriéndose losinformes de unasola pagina. Sinembargo, enel
caso de los informes clinicos generados a partir de estudios de NGS, este proposito
resulta dificil de conseguir. Cuando los informes tienen mas de una péagina, desde
un punto de vista practico, se debe resumir la identificacion y el diagnéstico del
paciente, unabreve descripciondelapruebarealizada, unresumendelos resultados
y los principales hallazgos con su interpretacién/conclusion correspondiente, en la
primera pagina (12); adicionalmente, la Norma UNE-EN ISO 15189:2013 (en adelante
Norma ISO 15189) establece que cada una de las paginas del informe deba disponer
de los identificadores del paciente estudiado, y que las paginas estén numeradas,
siguiendo el formato “pagina X de Y”, para que el lector del informe sea conocedor
de si falta alguna pagina (13). Respecto al estilo, también se han descrito algunas
recomendaciones, tales como proporcionar titulos coherentes e informativos,
limitar la informacion debajo de cada titulo, proporcionar pistas visuales, utilizar
fuentes sencillas y nitidas, entre otras. Asimismo, el lenguaje utilizado, que incluye
la terminologia y la nomenclatura, debe ser comprensible para los clinicos no
expertos en genética y otros usuarios especificos (10).

1.2.2 Contenido de los informes

Elinforme clinico de resultados debe incluir un conjunto minimo de datos tal como
se detalla en el Real Decreto 1093/2010 de 3 de septiembre, en su anexo V (14) v,
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adicionalmente, deberecogerlasrecomendaciones o buenas practicas establecidas
por la comunidad cientifica. Tradicionalmente, las recomendaciones sobre el
contenido de los informes clinicos de pruebas genéticas han sido informadas por
organismos como The National Committee for Clinical and Laboratory Standards
(también conocido como Clinical and Laboratory Standards Institute o CLSI) (6), The
National Pathology Accreditation Advisory Council (15), The National Association
of Testing Authorities (16), The European Molecular Genetics Quality Network (17),
Swiss Society of Medical Genetics (18), Organization for economic co-operation
and development (5), American College of Medical Genetics (7) y The College
of American Pathologists (919). Las pautas que se presentan en este apartado
incorporan las recomendaciones de estas organizaciones, y son consistentes con
los requisitos de la Norma ISO 1518 (12).

En general, los informes deben incluir informacién relativa a la muestra, paciente,
prueba realizada y resultados obtenidos, clinico solicitante y laboratorio
responsable del estudio, tal como se detalla en |la Tabla 4. Ademas, el laboratorio
debe facilitar un asesoramiento clinico en la interpretaciéon de los resultados,
incluyendo la inclusion de comentarios interpretativos (12).

Serecomiendaincluircadaunodelos “aspectosdelinforme”, camposoindicaciones
que se detallan a continuacion para elaborar el informe de una prueba genética
especifica.

Algunos de los aspectos considerados en el informe de laboratorio son de tipo
administrativo:

« Nombre y direcciéon del laboratorio responsable del estudio. El informe
debe proporcionar informacién sobre el laboratorio, o la unidad dentro del
laboratorio/servicio/departamento, que proporciona los resultados de la
prueba de NGS; asi como los detalles de contacto del responsable del estudio.
Puede tratarse de un laboratorio hospitalario, de un laboratorio de referencia
o bien de un laboratorio privado. En cualquiera de los casos, se reconoce que
aun cuando las muestras puedan enviarse a otro laboratorio para su analisis, el
laboratorio remitente sigue siendo responsable de proporcionar el resultado
de la prueba. En estos casos, se desaconseja transcribir resultados genéticos
complejos (14) debiéndose proporcionar una copia del informe original del
laboratorio de referencia al médico solicitante.

« Nombre o nimero de identificacion del paciente y de la muestra. Son
necesarios para poder identificar correctamente y de manera univoca al
paciente, garantizando asi que los resultados que se indican en el informe

corresponden exactamente a la persona a quien se le obtuvo la muestra que se
deriva para el estudio. Los identificadores de pacientes deben incluirse en cada
una de las paginas del informe. El niimero de identificacién de la muestra debe
ser Unico para cada muestra que entra en el laboratorio (muestra primaria) y
para cada coleccion que se obtiene a partir de la anterior (muestra secundaria).
En el caso de la muestra primaria su identificacion lo proporciona el registro
realizado por el servicio de anatomia patologica. Por su parte, el nGmero de
identificacion del laboratorio o NLB es el nimero asignado a la muestra
secundaria cuando se obtiene en el laboratorio.

Fechas de solicitud del analisis y de validacion/impresion del informe. En
el informe debe indicarse la fecha en la que el clinico peticionario ha realizado
la solicitud y la fecha en la que se ha realizado la validacién y/o la impresion
delinforme. El tiempo de respuesta (turnaround time, TAT) del diagnéstico
molecular para los pacientes con enfermedad avanzado se ha vuelto cada vez
mas importante como consecuencia de que la terapia debe administrarse
como primeras lineas de tratamiento. Entre las recomendaciones realizadas
por el consenso de expertos CAP/IASLC/AMP (20,21) se referencia la rapidez
con la que los resultados de las pruebas moleculares deben estar disponibles,
estableciéndose un TAT méaximo de 10 dias habiles desde la recepcion de la
muestra en el laboratorio de anélisis. En general, los equipos multidisciplinares
de CPNM, en funcién de su situacion, deben definir un TAT para los resultados
de los biomarcadores, comenzando desde cuando se emite un diagndstico
hasta que el oncélogo recibe el informe (22). Se ha definido que TAT global no
debe exceder los 21 dias naturales. El TAT pre-laboratorio, desde la solicitud de
la prueba hasta la recepcién de la muestra por parte del laboratorio que realiza
el estudio, no debe exceder los 3 dias habiles; el TAT intra-laboratorio, desde
la recepcion de la muestra hasta la generacion del informe, no debe exceder
los 10 dias habiles, tal como se ha comentado; y el TAT post-laboratorio, desde
la notificacién de los resultados hasta la recepcion del informe por parte del
oncologo, debe ser inferior a 24 horas.

Nombre, direccion y contacto del médico solicitante. Permite que
el laboratorio envie el resultado directamente a quien solicitd el estudio
molecular. Para garantizar que los resultados se interpreten correctamente, se
debe considerar la posibilidad de que el laboratorio pueda comentar con el
médico solicitante cualquier dato referente al analisis.

Titulo del informe o nombre de la prueba. Debe haber un titulo o alguna
otra indicacién en el comienzo del informe (por ejemplo, “Informe de
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resultados del diagndstico molecular del CPNM mediante NGS”). Este titulo
debe ir acompafiado de una breve descripcion que refleje el propdsito de la
prueba. Los informes de las pruebas genéticas deben reafirmar explicitamente
la cuestion clinica que se planteay, por ello, es importante definir el alcance o
indicacion de la prueba. Adicionalmente, se debe indicar su recomendacién
seguin guias clinicas (si procede).

Firma. El informe debe estar firmado (electronica o manualmente) por
el laboratorio especialista autorizado que validé el anélisis e interpretd el
resultado. Enel caso de estudios moleculares complejos (comolasecuenciacién
masiva), se recomienda la co-validaciény la co-firma por una sequnda persona
competente (siendo obligatorio en algunos paises). Siempre se debe indicar el
nombrey la funcidn de los firmantes.

Otros elementos que aparecen en el informe de laboratorio pueden estar
relacionados con el tipo de muestra obtenida (referido a los acidos nucleicos DNA
y/o RNA) y con el propio andlisis realizado (referido a la secuenciacién masiva):

Procedencia de la muestra secundaria. Algunas pruebas pueden realizarse en
distintos tipos de muestra. Por ejemplo, los estudios de NGS pueden realizarse
sobre DNAy/o RNA obtenido a partir de diferentes muestras primarias (bloques
FFPE, citologias, biopsias liquidas, entre otras); de tal manera, que los resultados
deben hacer referencia exclusivamente al tipo de muestra secundaria utilizada
para el estudio (por ejemplo, gDNA o DNA libre circulante, etc.)

Momento de obtencién de la muestra. El resultado de los estudios de NGS
puede verse afectado porlaantigliedad (afio) de la muestra primaria. Asimismo,
en el caso de las biopsias liquidas en importante anotar el momento (hora) de
obtencién de la muestra para controlar |a fase preanalitica.

Condiciones referentes a la muestra. En los informes de NGS, comentarios
sobre la adecuacion de la muestra vy la calidad de la misma resultan relevantes
porque puedan afectar a los resultados de los anélisis. El laboratorio debe definir,
documentar vy difundir los criterios de aceptacidon o rechazo de las muestras y
revisarlos ante cambios en el procedimiento. Asi, por ejemplo, el porcentaje de
células neoplasicas en la muestra proporcionada para el diagndstico molecular
resultaimportante. Lo deseable es que el informe contenga informacion sobre los
requisitos de celularidad y proporcién tumoral para el control de calidad, aunque
esta informacion también puede conservarse en los registros del departamento/
servicio en lugar de notificarse. Cuando la muestra se ha procesado en otro
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laboratorio debiera indicarse con precision el procedimientoy el responsable (por
ejemplo, muestra de gDNA procedente de biopsia FFPE extraido por el Biobanco).

Metodologia y ensayo empleado. El informe debe incluir suficiente
informacion técnica sobre el método que se ha utilizado para identificar las
variantes. Los detalles metodoldgicos suelen presentarse en la parte inferior
del informe. Se debe incluir una descripciéon del método e indicar el panel
de genes utilizado en el ensayo enumerando los nombres de los genes
estudiados. Se deben indicar los tipos de variantes que puede detectar el
ensayo (por ejemplo, SNV, indels, CNA), asi como el tamafio maximo de las
variantes de insercion y delecion detectables. Ademas, deben detallarse las
caracteristicas de rendimiento del ensayo (como la cobertura media del panel
y, especialmente, el limite de deteccién) y las métricas de calidad (como la
uniformidad, porcentaje de lecturas promedio en las secuencias de interés,
entre otras). Las caracteristicas técnicas del ensayo pueden ser especialmente
relevantes para la interpretacion de estudios negativos vy, para auditorias vy
revisiones posteriores por parte del laboratorio. A medida que los paneles
de genes se hacen mas grandes, incluir toda esta informacién en un informe
puede resultar desproporcionado. Por ello, los laboratorios pueden referenciar
el ensayo utilizado una cita bibliografica o publicar informacién adicional en
un sitio web que esté disponible para todos los peticionarios. Human Genome
Variation Society (HGVS) recomienda que la secuencia gendémica o genética
(cDNA), en lugar de la secuencia proteica, sea la que se utilice como base para
informar las pruebas genéticas (23); v si estan disponibles, se recomiendan
las secuencias de referencia NCBI (24). Human Genome Organisation
Gene Nomenclature Committee designa una secuencia de referencia NCBI
recomendada para cada gen o locus. Es fundamental que se especifique la
secuencia de referencia utilizada por el laboratorio para el alineamiento en la
busqueda de variantes (por ejemplo, Human Genome Built 19) y el algoritmo vy
programa informatico utilizados para el filtrado de dichas variantes.

Asimismo, el informe siempre debe indicar las limitaciones técnicas del ensayo
de NGS (por ejemplo, la dificultad para secuenciar regiones homopoliméricas).

Resultados de la prueba. Las guias de HGVS (25) y American College of
Medical Genetics and Genomics (26) recomiendan utilizar el término “variante”
para describir cualquier alteracidon genética o gendémica identificada. La guia
del American College of Medical Genetics and Genomics (27), que ha sido
avalada por Canadian College of Medical Geneticists, recomienda utilizar
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el término “patogénica” para definir las variantes posiblemente causantes
de enfermedades y subdividir la designacidn “variante” en cinco categorias
de evidencia (“patdgenica”, “probablemente patogénica”, “variante de
significado incierto”, “probablemente benigna” y “benigna” (26). Asimismo,
una guia emitida conjuntamente por la Association for Molecular Pathology
the American, American Society of Clinical Oncology, y College of American
Pathologists recomienda clasificar las variantes somaticas seguin su efecto,
en relaciéon con la accionabilidad terapéutica, prondstica, diagndstica y
preventiva (adaptada de Li MM, et al. 2017) (28). La guia propone 4 niveles de
efecto clinico, y el nivel mas alto lo asigna a aquellas variantes que predicen la
respuesta o resistencia alas terapias aprobadas o que se hanincluido enlas guias
clinicas como biomarcador diagndstico, prondstico o terapéutico de tumores
especificos. De forma similar ESMO propone una clasificacion de variantes
basada en la evidencia clinica que respalda su valor como dianas terapéuticas;
es la denominada clasificacion ESCAT (Clinical Actionability for Mole Targets)
que define seis niveles de evidencia clinica (29). La categorizacién por nivel
de accionabilidad es valiosa para proporcionar un enfoque uniforme que
determine el efecto clinico de las variantes somaticas (30).

El laboratorio responsable del informe debe establecer y documentar un
procedimiento, en consonancia con las recomendaciones nacionales e
internacionales, para la notificaciéon de las variantes antes de proporcionar este
tipo de andlisis.

Algunas recomendaciones establecidas para reportar variantes (28) en un
informe de resultados de NGS son las siguientes:

- Todas las variantes detectadas deben ser revisadas cuidadosamente por
profesionales debidamente formados y competentes en el diagnodstico
molecular.

- Todas las variantes patogénicas (clase 5) y probablemente patogénicas
(clase 4) deben ser notificadas. La notificacién de las variantes de
significado incierto (clase 3) dependera de la practica establecida, siendo
una informacién que debe quedar clara para todos los clinicos (12).

- No se recomienda incluir en el informe alteraciones benignas ni
probablemente benignas.

- Se debe incluir en el informe datos de secuenciacién masiva asociados a
las variantes reportadas, tal como su frecuencia alélica (VAF) y cobertura.

- Para informar de las alteraciones, la acreditacién de los laboratorios
exige que se siga una nomenclatura estdndar, descrita y mantenida por el
HGVS (23). La nomenclatura es actualizada continuamente por el HGVS a
medida que avanza el conocimiento del genoma humano. No obstante,
la nomenclatura coloquial debe incluirse ademas de la nomenclatura
estandar, seglin sea necesario, para transmitir el significado con claridad a
clinicos no expertos.

- Lasvariantes deben clasificarse por niveles seguin su relevancia clinica. Los
niveles deben notificarse en orden descendente de importancia clinica.

- Los informes no deben limitarse a los resultados positivos. Los resultados
negativos relevantes para la enfermedad deben ser reportados. Los
negativos pertinentes deben incluirse para las combinaciones de farmacos
y cancer del nivel | (por ejemplo, la ausencia de una mutacion EGFR en un
paciente con cancer de pulmaon).

Hallazgos incidentales y secundarios. Un hallazgo incidental, en la practica
médica, es una anormalidad de algln tipo hallada de forma fortuita durante un
procedimiento que no se encuentra relacionado con el objetivo del estudio
asociado al diagnostico presuntivo del paciente. El CCMG proporciona pautas
claras con respecto a los hallazgos incidentales en el contexto de los trastornos
genéticos (31). En los tumores somaticos, la prueba de NGS a partir del tejido
tumoral, en busca de variantes somaticas importantes para identificar dianas
terapéuticas, puede detectar variantes de predisposicion al cancer de linea
germinal relevantes para el paciente (32). No se puede obtener informacion
definitiva sobre una posible variante de linea germinal a partir de solo el analisis
del tumor. Los laboratorios deben de indicar en el informe la sospecha de una
variante de origen germinal y establecer un procedimiento para el seqguimiento
de estos casos (33). El sequimiento puede incluir ponerse en contacto con
el médico remitente para sugerir una derivacion a genética clinica o una
declaracion en el informe de que se recomienda asesoramiento genético
especifico para el paciente. En general, el laboratorio debe definir y difundir
normas con respecto a laidentificacion y notificacion de hallazgos incidentales
o secundarios.

Interpretacion de los resultados. Se debe ofrecer una interpretaciéon cuando
ésta implique o guie una decision en el manejo clinico del paciente. Debe ser
una interpretacidn precisa y actualizada, indicando referencias de la literatura.
Adicionalmente, se puede recomendar una consulta de asesoramiento
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genético (si procede). Todo ello requiere de un personal cualificado, ya que la
informacién o comentarios erréneos podrian comprometer las conclusiones
del receptor del informe y dar lugar a errores en la actividad asistencial (34,
35). En general, los comentarios interpretativos deben estar documentados,
ademas de estar consensuados y estandarizados por el personal facultativo del
laboratorio autorizado para la revision de los resultados.

Elinforme del laboratorio de patologia molecular deberia recoger, adicionalmente,
otros aspectos que pueden resultar relevantes:

Garantia de calidad del laboratorio. El sistema de garantia de calidad del
laboratorio o su acreditacién es otro de los aspectos que debe contemplar
un informe de resultados. Es importante tener en cuenta si un ensayo ha sido
certificado ovalidado con fines de diagndstico. La mayoria de los kits y reactivos
comerciales que se utilizan en las pruebas genéticas no estan certificados para
uso diagnostico. Los laboratorios deben validar el ensayo (36) o declarar en el
informe que dicha validaciéon no se ha realizado para que los resultados sean
interpretados en consecuencia. Para garantizar la calidad en la notificacion de
las variantes identificadas, los laboratorios que comunican o informan este tipo
de resultados con fines asistenciales deberian estar acreditados o contar con
un reconocimiento equivalente. En Espafia, se recomienda que el laboratorio
cuente con una certificacién ISO 9001, y que las diferentes pruebas de los
laboratorios de patologia molecular estén acreditadas por la norma 1SO15189
y, por tanto, evaluadas por la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) (37).
Asimismo, los laboratorios que realicen estas pruebas moleculares y que no
estén acreditados nitengan un reconocimiento equivalente, deberian verificar
y comunicar sus resultados a través de otro laboratorio que contara con dicha
acreditacién o reconocimiento (6).

Informes integrados. Existe la necesidad de informar de forma integrada
los resultados del informe de patologia molecular. Sin embargo, cuando
esto no es posible consecuencia de que los resultados proceden de diversas
especialidades, puede utilizarse un sistema combinado de informes, o
un registro electrénico de pacientes, que permita al clinico o al equipo
multidisciplinar determinar si tienen toda la informacién disponible para
establecer conclusiones razonadas. Los resultados del informe de NGS debe
integrarse con el resto de la informacion en la historia clinica del paciente

Actualizacion de los informes. Los informes deben ser estaticos, vy la
fecha de emision debe presentarse claramente; no es necesario reeditarlos

Solicitante Identificacion del clinico solicitante e informacién de contacto
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automaticamente cuando los conocimientos cambian. No obstante, si en un
momento determinado se decide, por la comunidad cientifica de expertos,
cambiar la significacién clinica de una variante, el laboratorio debe considerar
la posibilidad de desarrollar un proceso de actualizacion de los informes
cuando se le pida especificamente (11).

Consentimiento informado del paciente es otro de los aspectos que debe
de contemplar el informe de resultados. Como se ha detallado anteriormente
no se considera una responsabilidad del laboratorio de patologia molecular
obtener el consentimiento informado antes de realizar una prueba de NGS a
un paciente con CPNM avanzado. En general, definido el alcance o propésito
del estudio molecular de NGS no debiera requerirse tal documento. Sin
embargo, con los paneles de NGS existe un riesgo de hallazgo incidental al
identificar variantes de probable origen germinal. En este sentido, el riesgo
debe comunicarse a los pacientes antes de que se soliciten las pruebas y debe
firmarse el consentimiento informado por las cuestiones éticas que conlleva
(11). Cuando se informan hallazgos incidentales de variantes de probable linea
germinal, los laboratorios deben recomendar al clinico solicitante del estudio
una interconsulta con los genetistas y/o unidades de asesoramiento genético
para permitir la derivacién del estudio.

Tabla 4. Ejemplo de contenido del informe de resultados

Parametro Recomendacién

Identificacién del laboratorio que emite el informe (nombre, direccién, teléfono de

Laboratorio contacto y correo electrénico)

Identificacion de las pruebas realizados por laboratorios subcontratados.

Nombre(s) y apellido(s)
Fecha de nacimiento inequivoca

: Género

Paciente Identificador del paciente (NHC, n° tarjeta sanitaria...). Los identificadores de

pacientes deben incluirse en cada pagina del informe.
Diagnéstico de la enfermedad (Adenocarcinoma de pulmoén estadio 1V)
Momento de la enfermedad: diagnéstico, seguimiento, progresion

i Fecha de solicitud del estudio

. Fecha de emisién del informe
- Nombre de la prueba

Titulo del Descripcion

Informe ¢ Alcance o indicacion

- Recomendacién de la prueba seguin guias clinicas (si procede).
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Parametro Recomendacién

. NUimero de identificacion de muestra Ginico para cada muestra recibida (primaria) y
. analizada (secundaria).

 Momento (afio) de obtencidn de la muestra (si procede).

Momento (hora) de llegada de la muestra al laboratorio (si procede, por ejemplo en

i muestras de biopsias liquidas).
Muestra : » . . i » .
Informacién sobre el tipo de muestra [Citologia o seccion de material tumoral FFPE

- (pieza quirdrgica, biopsia, puncion, liquido), biopsia liquida...].

Comentarios sobre la adecuacion de la muestra y la calidad de la misma. Requisitos de
¢ Celularidad (>300) y proporcién tumoral (>20%).

Clasificacion de las variantes por niveles segun su patogenicidad.
Coberturay frcuencia aléliaca (VAF) de las variantes identificadas.

- Nomenclatura recomendada por la HGVS

Resultados :
: Categorizacion de las variantes segun su relevancia clinica o accionabilidad
Hallazgos indicentales.
© Comentarios interpretativos de los resultados.

Calidad Marca y/o frase de que la prueba se encuentra o no al amparo de la acreditacién

Consentimiento : Frase que indica que el paciente ha sido informado y ha dado su consentimiento para
informado ¢ el estudio genético.

Revisor (Firma) : Identificacion de la persona que revisa, valida el informe y autoriza su emisién.
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Como se ha comentado en este documento, la introduccion de la NGS en
la practica clinica abre nuevas oportunidades en la oncologia de precision,
permitiendo a los pacientes oncoldgicos sometidos a un analisis molecular de
alto rendimiento la identificacién de potenciales dianas para terapias basadas en
alteraciones genomicas. La interpretacion sistematica de grandes cantidades de
datos generados a partir de la NGS, con el objetivo de traducir las alteraciones
moleculares identificadas en indicaciones clinicas accionables, sigue siendo un
enorme desafio en el uso clinico de la NGS. Con el fin de impulsar la aplicabilidad
clinica de los hallazgos moleculares, se ha creado la figura de los Comités
Moleculares (Molecular Tumor Board, MTB), una iniciativa que se gesté en 2011 en
la Universidad de Michigan. (1)

Elobjetivodel MTBesidentificarydiscutirtodaslaspotencialesopcionesterapéuticas
en un paciente, basadas en los hallazgos moleculares. Las recomendaciones
del MTB deben derivarse de una discusién multidisciplinar, que incluya no solo
las alteraciones moleculares sino todas las caracteristicas que conciernen al
paciente, como el estado funcional, comorbilidades u otras. Las recomendaciones
del MTB deben estar indicadas claramente en informes disefiados ad hoc, que
documenten pardmetros tales como la presencia de: 1) mutaciones activadoras,
cambio en el ndmero de copias o variaciones estructurales, incluidos los genes
de fusién; 2) alteraciones moleculares reconocidas como dianas terapéuticas;
3) inestabilidad de microsatélites; 4) carga mutacional; 5) alteraciones que
indiquen farmacorresistencia; 6) recomendaciones del MTB; y 7) ensayos clinicos
potencialmente disponibles (2). Ademas, siguiendo las recomendaciones de
buenas practicas, debe constar la identificacion del paciente y de las caracteristicas
de la muestra utilizada en la NGS, con una presentacion clara de los resultados y
su interpretacion. Puede considerarse al MTB como una potente herramienta
formativa de profesionales en los hospitales universitarios o académicos, donde
la presentaciéon de casos complejos o paradigmaticos impulsaria la discusion
cientifica.

Un aspecto clave es la nomenclatura empleada en los hallazgos moleculares. El
uso de escalas de clasificacion de las alteraciones basadas en la potencial utilidad
clinica permite catalogar las recomendaciones en niveles de accionabilidad clinica
y facilitaria una eventual convergencia hacia estdndares comunes para anotar
las decisiones de tratamiento (3). Entre ellas, se emplean i) la recomendacion de
consenso conjunto (JCR) de la Asociacion de Patologia Molecular (AMP), el Colegio
Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG), Sociedad Estadounidense de
Oncologia Clinica (ASCO) y el Colegio de Patdlogos Estadounidenses (CAP) por

informar variantes genéticas en el cancer; (i) la escala de la Sociedad Europea de
Oncologia Médica (ESMO) para la accionabilidad clinica de dianas moleculares
(ESCAT); (iii) OncoKB (base de conocimientos de oncologia de precisién) que
distingue cuatro niveles de accionabilidad y tres niveles de resistencia: ayudarian
al esfuerzo de MTB para integrar la importancia funcional y la capacidad de accién
clinica y para ofrecer recomendaciones terapéuticas equilibradas con un impacto
inmediato potencial, con una cita explicita de las escalas de referencia utilizadas.

La literatura cientifica referente a los MTB indica que los pacientes discutidos en
el marco de estos comités son frecuentemente aquellos para los que la terapia
estandar ha sido ineficaz. Por tipo tumoral, se ha descrito que un 21,4% fueron
sarcomas, un 20% tumores de mama, 15,5% tumores de sistema nervioso, 14,1%
tumores ginecoldgicos, 7,3% de pulmén y 6,4% colorrectales (4). Todos los tipos
de tumores son candidatos a una revision por un MTB tras una NGS, pero se ha
demostrado una mayor aplicabilidad o beneficio en las neoplasias malignas raras.

Los MTB fomentan el debate, las discusiones y la comunicacién general entre los
diferentes profesionales, impulsando el desarrollo de la oncologia de precision.
Las figuras clave sobre las que pivota el comité son el oncdlogo clinico vy el
patélogo. Otras figuras de creciente importancia en el MTB son los genetistas,
especialmente para discutir cuestiones e implicaciones relacionadas con las
mutaciones en linea germinal, los bioinformaticos y los bidlogos. Perfiles de
interés y que crecientemente se estdn incorporando a los MTB son los
farmacéuticos oncoldgicos y los expertos en bioética, que deberian incluirse, al
menos cuando se emplean farmacos experimentales. En aquellos centros con
importante desarrollo clinico en farmacos en investigacién, un coordinador de
investigacion o de ensayos clinicos puede completar la composicion del MTB (4).

El tiempo de respuesta de las recomendaciones del MTB deberia garantizar el
inicio potencial de la terapia dirigida en un periodo de tiempo beneficioso para
el paciente. Las distintas experiencias publicadas sugieren que este tiempo no
deberia exceder los 28 dias (unas 4 semanas), incluido el proceso de secuenciacion
del tumor, analisis molecular y la discusiéon del MTB (interpretacion, discusion,
decisiéon), lo que puede representar un buen compromiso entre la urgencia de
tratary el tiempo necesario para las técnicas. En todo caso, se deben realizar todos
los esfuerzos para acortar el plazo de secuenciaciény el tiempo de respuesta de los
MTB, asi como monitorizar de forma constante el tiempo en cada proceso, incluidas
las fases preanaliticas, para mantener los estandares requeridos en la medicina de
precision. Una estrategia diagnostica refleja, en la que el propio patélogo inicie
las pruebas moleculares basandose en la identificacién de un patrén histoldgico
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concreto, antes de cerrar incluso el informe de patologia, mejora el tiempo de
respuesta (5).

Finalmente, y en linea con los comentarios del capitulo anterior, es importante
también analizar en profundidad los costes asociados a la terapia guiada por
alteraciones moleculares. Un estudio reciente demostré que el diagnéstico
molecular representa sélo el 6% del gasto hospitalario en un paciente oncoldgico,
mientras que los medicamentos (56,5%) v la hospitalizacidn (32%) son las partidas
de gasto fundamentales (6). Dentro del diagnéstico molecular, las actividades del
MTB representan solo el 5% del coste del proceso diagndstico, lo que supone el
0,3% del gasto total del paciente. Dado que el consumo de farmacia representa el
mavyor gasto, las vias de prescripcidn y acceso a los medicamentos siguen siendo
cruciales para garantizar la sostenibilidad, asequibilidad y la rentabilidad de la
oncologia de precision. A este respecto, el reclutamiento del paciente en ensayos
clinicos deberia representar la ruta terapéutica de eleccién por diversas razones:
la evidencia que respalda las recomendaciones de uso de un farmaco fuera de
indicacion suele ser débil, el uso no autorizado de un tratamiento no contribuye al
aprendizaje del sistema de atencién de la salud, y en los sistemas de salud publicos,
la participaciéon en ensayos clinicos patrocinados por la industria introduce un
efecto de palanca que genera un circulo virtuoso’ en el que los costos y riesgos son
compartidos por las partes interesadas publicas y privadas (7). En esta estrategia,
el papel de los MTB es crucial.
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1. CONTROLES DE CALIDAD

Los controles de calidad en la aplicacion de la técnica de NGS en la préctica clinica,
como ocurre con otras tecnologias utilizadas con este mismo fin, son necesarios
para asegurar que se emitan resultados adecuados. Estos controles deben aplicarse
en las diferentes etapas del proceso:

1. La fase pre-analitica — en este punto es necesario controlar el adecuado
manejo y procesamiento de la muestra obtenida, de manera que los acidos
nucleicos que se puedan obtener tengan una calidad éptima (que haya las
minimas alteraciones quimicas, evitar la degradacién de los mismos) ya que
esto condicionarian la viabilidad de la técnica a realizar posteriormente.

2. Lafase analitica: en este punto se debe controlar el desarrollo adecuado de la
preparaciéon de la muestra, la preparacion de las librerias, la evaluacion de la
calidad del proceso y de la secuenciacion.

3. Analisisdelos datos generados: en este punto debemos controlar que el analisis
bioinformatico sea adecuado. Se deben identificar correctamente las variantes
a partir de las secuencias generadas, asi como la interpretacion de las mismas,
especialmente en el caso de variantes no frecuentes o indeterminadas.

4. Elaboracién del informe: es necesario controlar que los datos incluidos sean
correctos, que la informacion y las recomendaciones sean adecuadas y que el
informe refleje el resultado con claridad de manera que la interpretacion del
mismo por el receptor final no presente ambigliedad y no sea susceptible de
interpretacion inadecuada.

La parte pre-analitica y analitica pueden controlares con procedimientos
normalizados de trabajo (PNTs) bien definidos, registros de los procedimientos
y controles de calidad de las muestras. Estos controles en la fase preanalitica
incluirian la evaluacion de la amplificacién de los acidos nucleicos y el analisis
de la fragmentacion mediante electroforesis en sistemas como Bioanalyzer® o
Tapestation® de Agilent. En la fase analitica se deben incluir, si es posible, controles
para mantener la trazabilidad de la muestray del proceso, asi como la identificacion
de contaminacion en las etapas del del flujo de trabajo de secuenciacion. En
funcion del protocolo de preparacién de librerias se pueden realizar controles
de calidad mediante electroforesis, fluorometria y/o PCR en tiempo real al final
de la preparacion para verificar que existe suficiente cantidad de libreria para
ser analizada, vy para equilibrar adecuadamente las muestras en el momento de
introducirlas en el secuenciador.

Tanto en la parte preanalitica como en la analitica es altamente recomendable la
introduccién de documentacion de calidad queincluya, entre otros, los dispositivos
usados, los nimeros de lote de reactivos, su caducidad y cualquier desviacién de
los procedimientos estandar si los hubiera (1,2).

La calidad de la carrera de secuenciacién es otro de los puntos criticos del proceso
a considerar. Si la calidad de la carrera no es adecuada, no deberia continuarse el
proceso de analisis.

La calidad se reflejara, por una parte, en el nimero de lecturas obtenidas. Este valor
serd indicativo de si habia suficiente cantidad de librerias cuando se cargaron las
muestras en el secuenciador (niimero de clisters adecuado en el sistema Illumina®;
intensidad de carga en el chip en los sistemas lon Torrent™). Ademas, se debera
verificar la calidad de las secuencias obtenidas, que reportara el instrumento en
el anélisis primario de los datos brutos. Los datos brutos se almacenan en archivos
FastQ, que contienen la secuencia de lectura vy la puntuaciéon de calidad (Q)
correspondiente, codificada en caracteres ASCII. La puntuaciéon Q nos indica la
probabilidad de que una base asignada a esa posicion sea incorrecta. (2-4)

Tabla 5. Parametros de calidad a considerar.

i Rendimiento (Yield) — nimero :

. Bases totales
de bases secuenciadas

Rendimiento

Tasa de error — porcentaje de

Calidad de las lecturas . ) Lecturas totales y lecturas utilizables
secuencias con calidad Q30 Y

Carga de flowcrell/chipr - Densidad de clusters - Carga deVIVSVPs (%)
Calidad de la carga ¢ Clusters que pasan filtro (PF) ISP clonales (%)
Intensidad de sefial basal : : Sefial clave (Key signal)

1.1. llumina®
1.1.1. Yield

El rendimiento (yield u output), es el nimero de bases generadas en la ejecucion
de secuenciacion y se representa como pares de bases Giga (Gb), o mil millones
de pares de bases. El rendimiento es importante ya que determina cudntas
muestras puede multiplexar en una sola ejecucion, asi como la profundidad de su
secuenciacion.
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Los kits de secuenciaciéon de Illumina® generalmente tienen una salida definida
basada en el nimero de lecturas generadas vy la longitud de lectura. Por ejemplo,
un kit MiSeq v2 con 2x lecturas de 150 pb (300 pb) generara aproximadamente 15
millones de lecturasy, por lo tanto, ~4,5 Gb de datos de secuenciacion sin procesar
(300 pb x15 millones = 4,5 Gb).

1.1.2. % Q30

El Q-score es un indicador de calidad de llamadas de bases individuales y mide
la probabilidad de que una base se llame incorrectamente. Una puntuacion Q de
30 significa que 1 de cada 1000 llamadas base puede ser incorrecta. El parametro
“porcentaje Q30” representa el porcentaje de bases con un puntaje de calidad
Phred (puntaje Q) de 30 o mas.

La mavyoria de las carreras de Illumina® generan alrededor del 70-80% de los datos
con Q30 0mas, loque esindicativode una ejecucion de secuenciacion exitosa. Estos
valores Q30 se enumeran para cada kit de secuenciacion y son las especificaciones
del fabricante. En carreras de baja calidad, el% Q30 se vera afectado y los datos de
baja calidad se filtraran. El Q-score disminuye ligeramente a medida que avanza
una secuencia de secuenciacién debido al gasto de reactivo y a los errores de la
polimerasa, por lo que es normal ver valores de Q30 mas bajos en la lectura 2 en
comparacion con lalectura 1.

1.1.3. Densidad de claster (K/mm?)

La densidad de clusters es la densidad de los clusters de secuenciacién en la
flow-cell (en miles por mm?) después de la amplificaciéon clonal. Este valor esta
directamente relacionado con la concentracién final de Ia libreria cargada en la
flow-cell de lllumina®. La densidad del clister es una métrica de importancia
critica que influye en la calidad de la carrera, las lecturas que pasan el filtro, las
puntuaciones (scores) Q30 vy el rendimiento total de datos. La carga de una flow-
cell con una concentracion de libreria demasiado alta provocard un clustering
excesivo, lo que dificulta que la camara se enfoque en clisters individuales y
puede hacer que algunos clusters fallen en el control de calidad. Niveles elevados
de clusters conducen a un rendimiento de la carrera deficiente, scores Q30 mas
bajos y un rendimiento de datos total mas bajo porque se filtran los clisteres de
mala calidad. Si la concentracién de la biblioteca es demasiado baja, el niimero de
clusters serd bajo y dara como resultado un menor rendimiento de la carrera; sin

embargo, mantiene una alta calidad de los datos ya que la cdmara puede enfocar
cada cluster. El clustering 6ptimo se logra siguiendo las recomendaciones de
carga de los fabricantes y realizando el control de calidad de la libreria requerido,
esto asegura que los clusters estén espaciadas a distancias 6ptimas para lograr el
mejor rendimiento de la carrera en cuanto a cantidad de datos generados, pero sin
interferir con el enfoque de la cdmara.

1.1.4. Clusteres que pasan el filtro (% PF)

En los clusters de lllumina®, una sola molécula deberia generar un Unico clusters
con una sefal clara en la base que se esta secuenciando. El % PF es el nimero de
clusters que pasaron el “chastity filter” integrado del instrumento Illumina®. Los
clusters que no pasan este filtro se eliminan del analisis posterior y se descartan de
los datos finales. EI% PF es una indicacion de la pureza de la sefial de cada grupoy
se ve afectado negativamente por librerias de mala calidad o clustering excesivo.
Las flow-cells con clustering excesivo tienen un mayor nimero de clusters
superpuestos, lo que conduce a una generacién deficiente de clusters evaluables y
una disminucion posterior en el % PF.

1.2. lon Torrent™

Las métricas de calidad de secuenciacion para una ejecucion de lon Torrent™ NGS
se pueden ver en tiempo real en el servidor de Torrent Suite donde se cred el plan
de carrera.

1.2.1. Carga de ISP (%)

El porcentaje de pocillos de chips que contienen una particula de esfera de iones
(ISP). La imagen de densidad del ISP es una representacion visual de la distribucion
de carga del pozo en la superficie fisica del chip. Los chips con alta carga
aparecen de color rojo, mientras que si aparece en azul indica areas de carga baja,
generalmente una carga de 280% se considera 6ptima. La densidad de carga del ISP
puede verse afectada por la preparacion de la emulsion de la Liberia, pero también
por la presencia de burbujas en los chips.
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1.2.2. Bases totales (Gb)

Esta métrica describe el rendimiento de la ejecucidn de secuenciacion e informa
el nimero total de pares de bases filtrados y recortados en el archivo BAM de
salida, representados como pares de bases Giga. Esta es la misma que la métrica de
rendimiento de lllumina®y se correlaciona con el tamafio del chip de iones utilizado
para la ejecucion de secuenciacién. Los chips mas grandes, como el lon 550, tienen
mas pocillos y, por lo tanto, permiten la entrada de mas ISP, lo que produce un
mayor rendimiento de datos.

1.2.3. Seial clave (Key signal)

La sefial clave es la sefial promedio para todos los ISP de biblioteca que contienen
la clave de libreria (TCAG) que se agrega a la biblioteca durante la creacion de la
emulsion. Se incorporan los cuatro nucledtidos y se determina la sefial clave de Ia
libreria durante los primeros ocho flujos de nucleétidos del ciclo de secuenciacién.
Mide la eficiencia de la reaccion de amplificacion clonal en la emulsién. Durante
una carrera de secuenciacion, la sefal de voltaje que se genera cae debido a las
condiciones de reaccion a medida que la ejecucion se longitud a su finalizacién
y finalmente se vuelve indistinguible del ruido de fondo. A medida que la sefial se
acerca al ruido de fondo, la calidad de la lectura disminuye y se produce un mayor
recorte de calidad 3 *. Por lo tanto, cuanto mayor sea la sefial de tecla de inicio,
menor serd el impacto de |a caida de la sefial y se espera que ocurra menos recorte
de calidad 3.

1.2.4. ISP clonales (%)

Los ISP clonales (%) es el porcentaje de ISP clonales en un chip. Un ISP es clonal si
todos sus fragmentos de DNA se clonan a partir de una Unica plantilla de la libreria
original. Todos los fragmentos de dicho ISP son idénticos y producen exactamente
la misma sefal a medida que cada nucleétido fluye a su vez a través del chip,
amplificando asi el voltaje. Si un ISP contiene fragmentos de mas de una plantilla,
se dice que es policlonal y se filtrard de los datos finales, ya que los nucledtidos
pueden diferir a lo largo de la secuenciacion y dar lugar a datos de mala calidad.

1.2.5. Lecturas totales y lecturas utilizables

El valor total de lecturas es el nimero total de lecturas que se escriben en archivos
BAM de salida de muestra o no coincidentes. Esto también se define como el
numero total de lecturas que componen la libreria final. Se puede considerar que
estas lecturas pasan los filtros de calidad, ya que las lecturas filtradas no se incluyen
en este recuento.

Las lecturas utilizables se calculan como el porcentaje de ISP de la libreria que pasan
los filtros policlonales, los filtros de baja calidad y de dimero de cebadores. Este
porcentaje se calcula dividiendo las lecturas de la libreria que pasan el filtro (lecturas
totales) por el nimero de ISP de la biblioteca identificados antes del filtrado

Otros pardmetros que definen la calidad en ambos sistemas serian los siguientes:

La identificacién de variantes con fiabilidad dependera, ademas, de la profundidad
de la lectura y del nimero de lecturas que hayan identificado una variante.
Actualmente no hay consenso sobre la cobertura minima requerida en el entorno
clinico al realizar secuenciacion dirigida mediante NGS, por lo que cada laboratorio
tiene que establecer sus propios pardmetros para cumplir con la calidad suficiente
(5). Los criterios minimos de cobertura para NGS en oncologia clinica oscila
entre una profundidad de cobertura de 500 lecturas en cada posicién concreta
para alcanzar un limite de deteccién (limit of detection: LOD) del 5% que deberia
incrementarse a 1000 X en los casos de variantes heterogéneas en muestras de
celularidad tumoral baja (6,7).

Por ultimo, la elaboracién del informe también debe cumplir con unos minimos
criterios de calidad, tal y como se ha detallado en el apartado correspondiente.
Por un lado, la inclusiéon correcta de los datos minimos que aseguren la seguridad
del paciente. Por otro lado, es importante reflejar correctamente el resultado del
estudio mutacional de acuerdo con la nomenclatura estandarizada, y realizar la
interpretacion clinica adecuada de los resultados obtenidos.

2. CERTIFICACION Y ACREDITACION DE LOS LABORATORIOS

Los laboratorios deben proporcionar evidencia de la calidad del trabajo realizado.
Este objetivo puede lograrse mediante la participacion en programas externos de
calidad (muy recomendable para asegurar la calidad de los resultados en la préctica
clinica), ymediante la obtencién de la certificacién y acreditacion parala realizacién
de estudios de genética molecular.
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ISO define la certificacién como el “Procedimiento mediante el cual un tercero da
garantia por escrito de que un producto, proceso o servicio se ajusta a requisitos
especificos”. La certificacién se realiza normalmente de acuerdo con la norma
ISO9001-2015. Esta norma, aunque proporciona una medida de calidad, no
garantiza que el laboratorio haya demostrado competencia técnica para producir
datos vy resultados vélidos. Los requisitos de certificacion abordan el sistema
de gestion de la calidad (SGC) e incluyen los procedimientos normalizados de
trabajo, la elaboracion de un manual de calidad, el control de la documentacién, la
definicién de no conformidades, acciones correctivas y preventivas, la realizaciéon
de auditorias internas y la mejora de la satisfaccion del cliente. Sin embargo, no
incluye necesariamente requisitos de competencia técnica o analitica.

ISO define la acreditacién como el “Procedimiento mediante el cual un organismo
autorizado reconoce formalmente que un organismo o persona es competente
para llevar a cabo tareas especificas”. La norma desarrollada por ISO mas utilizada
en los laboratorios médicos es la 1ISO15189 y garantiza la competencia técnica de un
laboratorio para realizar tipos especificos de pruebas cumpliendo con requisitos
técnicos y de gestion especificos. La norma I1SO15189 contiene los requisitos que
tienen que cumplir los laboratorios clinicos si desean demostrar que poseen un
sistema de gestion, que son técnicamente competentes y que son capaces de
generar resultados técnicamente validos.

El proceso de acreditacion también considera al SGC como en la certificacion,
pero tiene requisitos formales adicionales de competencia técnica, que incluyen la
formacion inicial y continua del personal, la validacion de métodos e instrumentos,
asi como el control de calidad interno y externo (8).

Ademas, hay una diferencia en el organismo que realiza la evaluacion y entrega
el certificado de certificacion o acreditacién. Los laboratorios que soliciten la
certificacion 1SO 9001 seran auditados por un organismo de certificacién, un
tercero acreditado por un organismo de acreditacién. Cada pais tiene varios
organismos de certificacién, pero solo hay un organismo de acreditacidn
nacional reconocido en cada pais que evalla a los laboratorios segun las normas
acordadas internacionalmente. En Espafia este organismo es la Entidad Nacional
de Acreditacion (ENAC).

La acreditacion implica, por una parte, disponer de controles de calidad internos
(internal quality controls; IQC), y ademas participar en controles calidad externos
(EQA). Los IQC comprenderia todas las verificaciones internas de que la prueba

arroja resultados consistentes dia tras dia y se define como el conjunto de
procedimientos llevados a cabo por el personal de un laboratorio para evaluar
continuamente el trabajo de laboratorio y los resultados obtenidos, con el fin de
valorar si son confiables para poder ser informados. Los EQA implica analizar las
mismas muestras por diferentes laboratorios. Esta evaluacion puede realizarse
mediante validacion cruzada de muestras entre laboratorios o puede ser organizada
poragencias externas. Existen varios programas de calidad que actualmente cubren
las pruebas diagnosticas utilizadas en oncologia como EMQN, GENQA, ESP u otras.

Estos programas de calidad externos evaltan no sélo el desempefio técnico de
producir resultados analiticos a partir de muestras compartidas con todos los
laboratorios participantes, sino también la precision del informe producido (datos
incluidos de los pacientes, informacién sobre las pruebas, precision de las bases
de datos empleadas) asi como la interpretacion de los resultados genéticos. En el
caso del perfil gendémico mediante enfoques NGS, esto es de suma importancia ya
que la evaluacién mutacional puede incluir la deteccién de variantes patogénicas,
pero también VUS o variantes benignas, que deben identificarse correctamente.
Por esta razodn, en los Ultimos afios algunas evaluaciones de control de calidad se
han basado Unicamente en la interpretacion de variantes (como por ejemplo el
control de calidad de interpretacién de variantes en los genes BRCA 1/2) sin realizar
la parte analitica.
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Desde un punto de vista clinico, la identificacion de las alteraciones gendmicas
presentes en células tumorales en pacientes con cancer de pulmdn no microcitico
es clave para iniciar el tratamiento mas apropiado para cada caso, sobre una base
de uso de terapias dirigidas, si es posible, o de terapias no dirigidas en el caso de
ausencia de alteraciones moleculares accionables. En la préctica clinica existen
diversas estrategias para establecer el diagndstico de alteraciones gendmicas en
pacientes con CPNM metastasico. Este diagnostico puede aproximarse a partir de
ensayos que estudian regiones de interés o alteraciones concretas en un gen Unico,
o utilizando técnicas multiplexadas que permiten determinar alteraciones en un
panel de genes mediante tecnologia de alto rendimiento, que genéricamente
conocemos como NGS. Ademas, en la primera aproximacion puede plantearse
estudiar de forma secuencial cada uno de los genes relevantes en CPNM, o
abordarlos en paralelo, con el fin de reducir los tiempos de respuesta para la
decision terapéutica.

Existe una escasa evidencia disponible sobre las implicaciones econdmicas
comparativas del uso de las diferentes estrategias diagndsticas en CPNM. Existe
consenso en que la caracterizacién molecular en CPNM metastésico, estudiando,
al menos, las alteraciones de ALK, de EGFR, de KRAS y PD-L]1, es coste-efectiva
en esta enfermedad. (1) Un estudio reciente francés compard la supervivencia
en una cohorte observacional de 843 pacientes sin tratamiento previo a partir de
dos estrategias: al menos un estado de biomarcadores conocido frente a ninguna
prueba de biomarcadores, como referencia, incluyendo los costes directos
incurridos por los hospitales respecto al tratamiento, la atencion hospitalaria y las
pruebas de biomarcadores. La estrategia de conocer al menos un biomarcador
demostré una relaciéon costo-efectividad decremental de 13.230 EUR por afio de
vida, frente a no conocer los biomarcadores. Ademads, el estudio de biomarcadores
fue mas efectivo en el 41% de las decisiones de tratamiento que se tomaron.
Estos datos, que refuerzan la importancia del diagndstico molecular en CPNM,
han sido confirmados por un estudio en Espafia en el que hemos analizado el
coste-efectividad de la caracterizaciéon de las alteraciones de ALK en tumores no
escamosos o en pacientes no fumadores (2). Incluir ALK en el diagndstico del CPNM
proporciona 5.060 afios de vida y 3.906 afios de vida de calidad ajustados (quality-
adjusted life-years, QALY) adicionales, frente a no realizar el estudio de ALK.

Sin embargo, la disponibilidad de estudios que analicen el impacto del uso de NGS
en la medicina de precision en cancer es pequefia. En una revision reciente de
estudios de coste-efectividad sobre la NGS en la atencion del cancer sobre 2.037

articulos publicados, encontré que solo 6 trabajos describian resultados de coste-
efectividad de la aplicacién de NGS con un panel de genes dirigidos en cancer (3).
Tres de ellos evaluaron la rentabilidad de la recomendacién de una terapia dirigida
para los pacientes seglin la mutacién genética identificada mediante NGS (4,5),
mientras que los 3 articulos restantes evaluaron la rentabilidad del uso de NGS
como parte del programa de deteccién para dirigir a los pacientes o familiares de
alto riesgo a un tratamiento profilactico o una vigilancia mas estrecha (6,7).

Centrandonos en CPNM, se han comunicado recientemente los resultados de un
modeloecondmicoqueanalizalostiemposderespuesta, laproporciénde pacientes
identificados como portadores de alteraciones con o sin terapias aprobadas por
autoridades sanitarias, y el coste de las distintas técnicas en pacientes con CPNM
en cuatro escenarios (8): 1) diagndstico en todos los pacientes mediante un
panel de NGS que incluyé las dianas fundamentales en este tipo tumoral (EGFR,
ALK, ROS1, BRAF, MET, HER2, RET y NTRK), 2) diagndstico gen a gen secuencial
para EGFR, ALK, ROST y BRAF, seguido de una segunda ronda del estudio de
alteraciones sin terapias aprobadas (MET, HER2, RET y NTRK), en el que se asumia
que los ensayos se ordenaban en secuencia, uno a la vez, después de recibir los
resultados negativos de la prueba anterior; 3) diagndstico de exclusion, ordenado
por prevalencia de las alteraciones en NSCLC, comenzando, por tanto, por KRAS, vy
en el que una prueba positiva evitaria la necesidad de pruebas adicionales; y 4) un
diagndstico con técnicas convencionales planificado en pruebas simultaneas para
detectar alteraciones con terapias aprobadas (EGFR, ALK, ROST y BRAF), seguido
en los casos negativos por una secuencia de pruebas para detectar alteraciones sin
terapias aprobadas (MET, HER2, RET y NTRK). Las cuatro estrategias incluyeron PD-
L1y otras técnicas de inmunohistoquimica. Los resultados demostraron que la NGS
y el diagndstico con técnicas convencionales planificado en pruebas simultaneas
se asociaron a un tiempo de respuesta de, aproximadamente, dos semanas, igual
o inferior a las técnicas convencionales siguiendo las otras estrategias. Aunque el
coste unitario de la NGS fue mas alto que el de las pruebas individuales de un solo
gen, el consumo general, que incluyé el coste del ensayo vy de aquellas re-biopsias
necesarias en los pacientes con CPNM para la tipificacion molecular en los que se
agotd el material, fue mas bajo para NGS.

Un segundo estudio confirma, con un impacto mas moderado, la utilidad del uso
de la NGCS frente a la caracterizaciéon molecular gen a gen en CPNM en estadio 111B
y metastdsico (9). En una serie retrospectiva de registro de 5.688 pacientes, se
confirmd cuando se realizaba NGS frente a aquellos pacientes diagnosticados gen
a gen, un incremento de deteccion de alteraciones de EGFR en un 3% y de BRAF,
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RET, ROST, HER2 o MET en un 8% de los casos. Estos incrementos se tradujeron en
un 2% de aumento de uso de terapias dirigidas contra alteraciones moleculares en
CPNM, que tuvo como consecuencia una ganancia de 0,2 afios de vida.

Las conclusiones de estos estudios apoyan que aumentar el nimero de pacientes
con CPNM metastdsico que son evaluados usando NGS resulta en ahorros
sustanciales, tanto en tiempo de respuesta como en gastos sanitarios, incluyendo
tanto los consumibles como las acciones de intervencién sobre los pacientes.
Ademas, el uso de NGS incrementa la identificacion en casi un 40% de alteraciones
moleculares, para las que, aunque actualmente no se dispone de terapias
aprobadas, pueden ser de interés en estudios clinicos y de potencial aplicabilidad
en los centros académicos con programas de investigacion robustos.

Por lo tanto, en base a los datos disponibles en el analisis de eficiencia y coste-
beneficio, la NGS como técnica diagndstica inicial en CPNM metastésico parece ser
la estrategia mas econdmica para el estudio de las alteraciones gendmicas en esta
enfermedad, tanto en términos de tiempo de respuesta como de costes directos e
indirectos. Ademas, a diferencia de otras estrategias diagnosticas, la NGS permite
la deteccion simultanea, en un solo ensayo, de las alteraciones mas frecuentes y
de las menos comunes en CPNM. Este hecho es fundamental para la deteccién de
las mutaciones de baja prevalencia, ya que en una estrategia basada en ensayos
Unicos diagnosticos secuenciales, estas alteraciones son mas frecuentemente no
estudiadas por diversas razones, entre ellas la priorizacion del uso de la muestra
para las alteraciones de mayor frecuencia o por limitaciones de recursos en el
laboratorio.

Esta conclusion es apoyada por un reciente estudio de revision retrospectiva, que
analizé la amplitud del estudio molecular en pacientes con CPNM metastasico
no escamoso, en el que se identificd que solo en el 77% de los casos se habian
analizado las siete alteraciones recomendadas por la National Comprehensive
Cancer Network (NCCN): EGFR, ALK, ROS1, BRAF, MET, RET y HER2 (10). En este
sentido, el uso de la NGS puede aumentar el niimero de pacientes evaluados para
detectar alteraciones frecuentes y poco frecuentes, proporcionando asi una mayor
informacion a los profesionales y a los pacientes para tomar la mejor decision en
cada caso. Como consecuencia, el uso de un analisis molecular exhaustivo puede
contribuir a la mejora de los resultados en salud y aumentar la supervivencia de la
enfermedad. Sin embargo, no se dispone hasta la fecha de ningln estudio dirigido
a comprender mejor el impacto del uso de la NGS frente a otras estrategias sobre
los resultados clinicos y la supervivencia. Es, por tanto, un reto que deberia ser

planteado en ensayos prospectivos futuros, evaluando las implicaciones clinicas
de un tiempo de respuesta mas reducido o en la detecciéon de mayor nimero de
dianas en el uso de la NGS frente al uso de ensayos gen a gen secuenciales o de
exclusion para el inicio de la terapia dirigida.

Estos datos han permitido incluir en diversas guias clinicas o documentos
de consenso la recomendacion de abordar el diagnéstico de las alteraciones
moleculares en CPNM mediante NGS. Las recientes recomendaciones del Grupo
de Trabajo en Medicina de Precision de la Sociedad Europea de Oncologia Médica
(ESMO Precision Medicine Working Group) para el uso de la NGS en pacientes con
cadncer metastasico han analizado la utilidad clinica de esta aproximacién en la
caracterizacién molecular en diversos tumores en base al nUmero de alteraciones
accionables, entre ellos el CPNM (11). Este documento recomienda en CPNM
avanzado no escamoso el uso de NGS en muestras de tumor o de plasma con el
fin de detectar alteraciones accionables de acuerdo con sistemas de clasificacion
validos, como ESCAT u OncoKB. Teniendo en cuenta la alta frecuencia de fusiones
génicas en estos tumores, se define que la NGS basada en RNA o la NGS basada
en DNA disefiada para capturar tales fusiones son las opciones preferidas. No se
recomienda ampliar el estudio a otras alteraciones con un nivel de evidencia mas
bajo en su aportacién de valor adicional desde una perspectiva de salud publica.
Deben tenerse en cuenta la aprobacién y financiacion de la prescripcion de los
farmacos dirigidos contra diana en cada situacion para analizar la rentabilidad en el
uso de la NGS. Sin embargo, se recomienda que aquellos hospitales con programas
potentes de desarrollo de farmacos y ensayos clinicos realicen NGS en el contexto
de programas de cribado molecular.

En la misma linea, otros documentos de consenso apoyan el uso de la NGCS.
Reciente, un panel de expertos en CPNM de las sociedades oncoldgicas de China
(CSCO), Japon (JSMO), Corea (KSMO), Malasia (MOS), Singapur (SSO) y Taiwan
(TOS), ha adaptado las guias de manejo de los pacientes con esta enfermedad al
ambito asiatico (12). Sobre la base de la mayor frecuencia de alteraciones genémicas
en CPNM en este ambito geografico, parece existir una clara recomendacion y
rentabilidad en el uso de la NGS.

Finalmente, aunque estos estudios sugieren que el diagndstico molecular en
pacientes con CPNM metastasico mediante la NGS es una estrategia mas eficiente
que los ensayos gen a gen, existen importantes barreras que dificultan adoptar de
forma amplia en la practica clinica el uso de esta tecnologia, entre las que destacan
la propia organizacion del sistema sanitario, la ausencia de una politica nacional en
medicinade precisién que garanticelaequidad enelacceso, ylafaltade financiacion
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suficiente en el diagndstico de las alteraciones somaticas en cancer. Sin embargo,
los avances en la tecnologia, el abaratamiento de los costes de la NGS, el impacto
en la experiencia del paciente y la economia de los procesos asistenciales, asi como
la experiencia en paises de nuestro entorno y de algunos territorios en Espafia,
pueden impulsar el uso clinico de la NGS en los hospitales, reduciendo los costes
médicos de forma sustancial y, potencialmente, mejorando los resultados en salud.

BIBLIOGRAFIA

1. Loubiére S, et al. Cost-effectiveness of KRAS, EGFR and ALK testing for decision making in advanced nonsmall
cell lung carcinoma: the French IFCT-PREDICT.amm study. Eur Respir J. 2018 Mar 15;51(3):1701467.

2. Nadal E, et al. Clinical and economic impact of current ALK rearrangement testing in Spain compared with a
hypothetical no-testing scenario. BMC Cancer. 2021 Jun 10;21(1):689.

3. Tan O, et al. Application of next-generation sequencing to improve cancer management: A review of the
clinical effectiveness and cost-effectiveness. Clin Genet. 2018 Mar;93(3):533-544.

4. Doble B, et al. Cost-effectiveness of precision medicine in the fourth-line treatment of metastatic lung
adenocarcinoma: An early decision analytic model of multiplex targeted sequencing. Lung Cancer. 2017
May;107:22-35.

5. Wallbillich JJ, et al. A personalized paradigm in the treatment of platinum-resistant ovarian cancer - A cost
utility analysis of genomic-based versus cytotoxic therapy. Gynecol Oncol. 2016 Jul;142(1):144-149.

6. Pennell NA, et al. Economic Impact of Next-Generation Sequencing Versus Single-Gene Testing to Detect
Genomic Alterations in Metastatic Non—Small-Cell Lung Cancer Using a Decision Analytic Model. JCO
Precision Oncology 2019;3:1-9.

7. Gallelo CJ, et al. Next-Generation Sequencing Panels for the Diagnosis of Colorectal Cancer and Polyposis
Syndromes: A Cost-Effectiveness Analysis. J Clin Oncol. 2015 Jun 20;33(18):2084-91.

8. Bennette CS, et al. The cost-effectiveness of returning incidental findings from next-generation genomic
sequencing. Genet Med. 2015 Jul;17(7):587-95.

9. Steuten L, et al. Cost Effectiveness of Multigene Panel Sequencing for Patients With Advanced Non-Small-
Cell Lung Cancer. JCO Clin Cancer Inform. 2019 Jun;3:1-10.

10. Gutierrez ME, et al. Genomic Profiling of Advanced Non-Small Cell Lung Cancer in Community Settings:
Gaps and Opportunities. Clin Lung Cancer. 2017 Nov;18(6):651-659.

1. Mosele F, et al. Recommendations for the use of next-generation sequencing (NGS) for patients
with metastatic cancers: a report from the ESMO Precision Medicine Working Group. Ann Oncol. 2020
Nov;31(11):1491-1505.

12. Wu YL, et al. Pan-Asian adapted Clinical Practice Guidelines for the management of patients with metastatic
non-small-cell lung cancer: a CSCO-ESMO initiative endorsed by JSMO, KSMO, MOS, SSO and TOS. Ann
Oncol. 2019 Feb 1;30(2):171-210.

ACRONIMOS

ACMG: American College of Medical Genetics
ALK: Anaplasic Lymphoma Kinase

AMP: Association for Molecular Pathology
ASCO: American Society of Clinical Oncology
BAG: biopsias con aguja gruesa

BAM: version binaria comprimida de un Sequence
Alignment/Map

BRAF: gen humano que codifica la proteina B-Raf
BRCA: breast cancer

CAP: College of American Pathologists

CBL: citologia exfoliativa o citologia en base liquida
c¢DNA: icido desoxirribonucléico circulante
cfDNA: dcido desoxirribonucléico libre circulante
cfNA: 4cidos nucleicos libres circulantes

CNAs: alteraciones en el nimero de copias
CPNM: cancer de pulmon no microcitico

CRT: Cyclic Reversible Termination

CSCO: Sociedad Oncoldgica de China

ctRNA: acido ribonucléico tumoral circulante
DNA: icido desoxirribonucléico

dNTP: deoxinucledsido trifosfato

EBUS: biopsias guiadas por ultrasonido endobronquial
EDTA: icido etilendiaminotetraacético

EGFR: receptor del factor de crecimiento
epidérmico

EMQN: European Molecular Genetics Quality
Network

ENAC: Entidad Nacional de Acreditacién

EQA: controles calidad externos

ESCAT: ESMO Scale for Clinical Actionability for
Mole Targets

ESMO: European Society for Medical Oncology
ESP: Exome Sequencing Project

FFPE: tejido fijado con formalina e incrustado en
parafina

gDNA: 4cido desoxirribonucléico genémico
GENQA: Genomic Quality Assessment

HGVS: Human Genome Variation Society

HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano

IASLC: The International Association for the Study of
Lung Cancer

1QC: controles calidad internos

ISP: lon Sphere Particles

IVDI: Vitro Diagnostic Medical Devices

IVDR: In Vitro Diagnostic Medical Devices
RegulalSPOtion

JCR: recomendacién de consenso conjunto
JSMO: Sociedad Oncoldgica de Japon

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene
KSMO: Sociedad Oncoldgica de Corea

LOD: limit of detection

MET: metionina

MOS: Sociedad Oncoldgica de Malasia

mRNA: dcido ribonucléico mensajero

MTB: Molecular Tumor Board

NCBI: National Center for Biotechnology
Information

NCCN: National Comprehensive Cancer Network
NGS: next generation sequencing

NTRK: receptor de la tirosina quinasa neurotropico
PAAF: puncién-aspiracion con aguja fina

PBS: solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa PD-L1:
ligando 1de muerte programada

PF: passing filter

PNTs: procedimientos normalizados de trabajo
QALY: quality-adjusted life-years

qPCR: reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa

RET: gen humano que codifica el protooncogen
tirosina-proteina quinasa Ret,

RNA: icido ribonucléico

ROS1: gen humano que codifica el protooncogen
tirosina-proteina quinasa ROS

RPMI: medio del Roswell Park Memorial Institute
SBL: Sequencing By Ligation

SBS: Sequencing By Synthesis

SGC: sistema de gestidn de la calidad

SNA: Single-Nucleotide Addition

SNVs: small indels, large indels

§SO: Sociedad Oncoldgica de Singapur

SVs: variantes de estructura

TAT: turnaround time

TCAG: clave de libreria

UDG: uracilo DNA glicosilasa

VAF: frecuencia alélica

VUS: variante de significado incierto




El extraordinario cambio de la medicina de precision personalizada en el CPNM,
gracias al conocimiento de la biologia molecular de esta enfermedad y ala
identificacién de numerosas alteraciones oncogénicas y desarrollo de nuevos
medicamentos dirigidos, exige un diagndstico molecular integral en estos pacientes
con el fin de ofrecer el mejor tratamiento. El uso de la secuenciacién masiva o next-
generation sequencing (NGS) se posiciona como la herramienta fundamental para
el estudio de todas las alteraciones genéticas relevantes en el CPNM, con la mayor
fiabilidad, menor consumo de recursos y optimizacion de uso de la muestra. Sin
embargo, emergen importantes retos en la implementacion de esta NGS en los
circuitos asistenciales de nuestros hospitales.

En este documento hemos definido una serie de recomendaciones, en base a
nuestra experiencia y de otros expertos en el campo, sobre la indicacién del uso de
NGS en CPNM, el circuito de pacientes y el proceso de consentimiento informado,
recomendaciones sobre la seleccidn y preparacion de las diferentes muestras para

su estudio por NGS, sobre la seleccion, validacion y verificacion de las técnicas
empleadas, y sobre la interpretacion de los resultados y la transmision de la
informacion al Comité Multidisciplinar. Finalmente, en este documento también
hemos recogido unas reflexiones sobre la importancia de la instauracién de Comités
Moleculares en los hospitales, con fin de garantizar la mejor interpretacion de los
hallazgos en la NGS, el cumplimiento de politicas de calidad en este innovador
campo, y la evidencia disponible en coste-eficiencia del uso de NGS frente a otras
aproximaciones diagndsticas, que creemos pueden ayudar a defender ante los
distintos decisores la importancia de esta herramienta y su clara utilidad clinica.
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