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GLOSARIO

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase (cinasa del linfoma anaplasico)
ARN: 4cido ribonucleico

CE-IVD: Conformité Européenne — Invitro Diagnostic Medical Devices
DALY: Disability-Adjusted Life Year (anos perdidos por enfermedad)
ddNTP: dideoxinucleétidos

ELSI: programa de implicaciones éticas, legales y sociales

FCC/IC: Federal Communications Commission — Industry Canada

ISO: International Organization for Standardization

NCCN: National Comprehensive Cancer Network

NCT: ClinicalTrials.gov identifier

NGS: Next-Generation Sequencing (secuenciacion de nueva generacion)
NICE: National Institute of Care Excellence

Pb: pares de bases

PCR: Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
SEOM: Sociedad Espaiola de Oncologia Médica

SNC: Sistema Nervioso Central

SNS: Sistema Nacional de Salud

WES: Whole Exome Sequencing
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RESUMEN

Durante la ultima década se han logrado grandes avances en las tecnolo-
gias de secuenciacion del ADN para el andlisis genético. Actualmente, se
encuentran en el mercado diferentes tecnologias denominadas “Next-gene-
ration sequencing” (NGS, por sus siglas en inglés) que permiten secuenciar
el genoma completo, las regiones codificantes (exomas) y determinados
genes seleccionados a priori mediante paneles de genes. Hasta hace poco,
la mayoria de las secuenciaciones rutinarias en clinica se realizaban con el
método de Sanger. Sin embargo, este presenta una serie de limitaciones que
dificultan su mantenimiento en la préctica habitual. En primer lugar, este
método tinicamente permite secuenciar una regién diana determinada, de
manera que el andlisis de grandes o diferentes regiones requiere una gran
inversion econdmica y de tiempo. En segundo lugar, su sensibilidad es a me-
nudo insuficiente para determinar, por ejemplo, variaciones somaticas en
muestras tumorales que se encuentran en una subpoblacién especifica y en
bajos niveles. Estas limitaciones pueden solventarse con tecnologias basadas
en NGS, pues realizan una secuenciacién mas rapida, sensible y completa.
Dado que su funcioén principal es obtener miiltiples secuencias cortas de for-
ma paralela y simultdnea, su aplicacién podria reducir el coste y el tiempo.
Actualmente, esta tecnologia se aplica en estudios genéticos prenatales y
postnatales, en patologias hereditarias no oncohematolégicas y en patolo-
gias oncoldgicas hereditarias y no hereditarias.

En el campo de la oncologia, las tecnologias NGS juegan un papel im-
portante, pues tanto la incidencia como la prevalencia del cancer siguen una
tendencia al alza. En nuestro pafs, diferentes equipamientos NGS se encuen-
tran establecidos en algunos centros y hospitales. Si bien el contenido de la
cartera de genética recogido en el anexo III del Real Decreto 1030/2006, de
15 de septiembre, por el que se establece la cartera de servicios comunes del
Sistema Nacional de Salud y el procedimiento para su actualizacién, no de-
talla cada una de las pruebas concretas que se incluyen en la cartera comin
de servicios, la NGS es una técnica genética disponible en muchas comuni-
dades auténomas. Su uso podria ser de gran ayuda en la identificacién de
posibles alteraciones genéticas relevantes para el diagndstico, el prondstico
o la seleccion del abordaje terapéutico més adecuado para cada paciente en
funcion del perfil tumoral. En este contexto, el objetivo del presente informe
es evaluar la evidencia disponible en términos de seguridad, eficacia o efec-
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tividad, coste econdémico e impactos de las tecnologias basadas en NGS en
pacientes con enfermedad oncoldgica o predisposicion hereditaria al cdncer.

Con el fin de lograr el objetivo se revisd, de manera sistematica, la lit-
eratura médica. Se identificaron 119 estudios potenciales, de los cuales 15
cumplieron con los criterios de inclusién establecidos. En relacion con la
seguridad, no se identificd ningin estudio que hubiera investigado vari-
ables relacionadas con el uso de las tecnologias NGS para el diagndstico, el
prondstico y/o la seleccion de las dianas terapéuticas en pacientes con canc-
er. En cuanto a la eficacia diagndstica, los 15 estudios identificados utilizaron
paneles de genes. De estos, 5 estudios investigaron el cancer de colon, 2 el
cancer de mama y ovario hereditarios, 2 el cancer de pulmon, 1 el melanoma
y 5 las enfermedades oncohematolégicas. Globalmente, los resultados de ca-
pacidad diagnéstica de la tecnologia NGS son favorables y cuentan con una
elevada concordancia con el método Sanger. No se identificaron datos de
efectividad clinica, aunque si 7 estudios coste-efectividad de los paneles de
genes para el diagnéstico y seleccién de dianas terapéuticas. De estos, 5 re-
portaron que la secuenciacion NGS en combinacion con la terapia sugerida
por sus resultados era coste-efectiva.

Los estudios identificados presentan resultados favorables sobre la efi-
cacia diagnostica de los paneles de genes basados en NGS, concretamente
para aquellos sindromes de predisposicion hereditaria al cancer o enferme-
dades oncoldgicas para las cuales se requiere secuenciar un nimero con-
siderable de genes relacionados con la patologia. Sin embargo, la evidencia
sobre la efectividad clinica de los paneles NGS sigue siendo escasa. Se sugi-
ere que el método de Sanger continuaria siendo el mds apropiado cuando
es necesario secuenciar un tnico gen. En cuanto a los costes, la evidencia
disponible es sugestiva de que la realizacién de anélisis basados en NGS en
cancer debe llevarse a cabo en un niimero elevado de pacientes para obtener
una reduccién significativa de los costes. Cabe destacar también que se ha
identificado un vacio de informacion sobre el uso de las técnicas de secuen-
ciaciéon del genoma y del exoma. Por lo tanto, serian necesarios estudios
que evalden su eficacia tanto diagndstica como clinica para determinar si su
implementacion en la practica podria ser relevante.
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EXECUTIVE SUMMARY

During the last decade, great advances have been made in DNA sequencing
technologies for genetic analysis. Currently, different technologies called
“Next-generation sequencing” (NGS) are on the market allowing to sequen-
ce the entire genome, the coding regions (exomes) and certain genes selec-
ted a priori by means of gene panels. Until recently, most routine clinical
sequencing was performed with the Sanger method. However, this method
presents a series of limitations that make it difficult to maintain it in routine
practice. First, this method only allows the sequencing of a specific target re-
gion, so the analysis of large or different regions requires a large investment
of time and money. Second, its sensitivity is often insufficient to determine,
for example, somatic variations in tumour samples that are found in a spe-
cific subpopulation and at low levels. These limitations can be solved with
technologies based on NGS, since they perform a faster, more sensitive and
complete sequencing. Since its main function is to obtain multiple short se-
quences in parallel and simultaneously, its application could reduce cost and
time. Currently, this technology is applied in prenatal and postnatal genetic
studies, in hereditary non-oncohematological diseases and in hereditary and
non-hereditary oncological diseases.

In the field of oncology, NGS technologies play an important role as
both the incidence and prevalence of cancer follow an upward trend. In our
country, different NGS equipment are established in some centres and hos-
pitals. Although the content of the genetics portfolio included in Annex III
of Royal Decree 1030/2006, of September 15, which establishes the portfolio
of common services of the National Health System and the procedure for
updating it, does not detail each of the specific tests included in the com-
mon portfolio of services, the NGS is a genetic technique available in many
Autonomous Communities. Its use could be of great help in identifying pos-
sible genetic alterations relevant to the diagnosis, prognosis or selection of
the most appropriate therapeutic approach for each patient based on the
tumour profile. In this context, the objective of this report is to evaluate the
available evidence in terms of safety, efficacy or effectiveness, economic cost
and impacts of NGS-based technologies in patients with oncological disease
or hereditary predisposition to cancer.

In order to achieve the objective, the medical literature was system-
atically reviewed. 119 potential studies were identified, 15 of which met the
established inclusion criteria. Regarding safety, no study was identified that
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had investigated variables related to the use of NGS technologies for diag-
nosis, prognosis and/or selection of therapeutic targets in cancer patients.
In terms of diagnostic efficacy, the 15 studies identified used gene panels.
Of these, 5 studies investigated colon cancer, 2 hereditary breast and ovar-
ian cancer, 2 lung cancer, 1 melanoma, and 5 oncohematological diseases.
Opverall, the results of the diagnostic capacity of the NGS technology are
favourable and have a high concordance with the Sanger method. No clini-
cal effectiveness data were identified, although there were 7 cost-effective-
ness studies of the gene panels for the diagnosis and selection of therapeutic
targets. Of these, 5 reported that NGS sequencing in combination with the
therapy suggested by its results was cost-effective.

The studies identified present favourable results on the diagnostic effi-
cacy of the NGS-based gene panels, specifically for those syndromes of he-
reditary predisposition to cancer or oncological diseases for which it is re-
quired to sequence a considerable number of genes related to the pathology.
However, the evidence on the clinical effectiveness of NGS panels remains
limited. It is suggested that Sanger’s method would continue to be the most
appropriate when a single gene needs to be sequenced. Regarding costs, the
available evidence suggests that NGS-based analyses in cancer should be
carried out in a large number of patients to obtain a significant reduction
in costs. It should also be noted that an information gap has been identified
on the use of genome and exome sequencing techniques. Therefore, studies
evaluating its diagnostic and clinical efficacy would be necessary to deter-
mine whether its implementation in practice could be relevant.
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RESUM EN CATALA

Durant I'dltima decada s’han aconseguit grans avencos en les tecnologies
de seqiienciaci6é de TADN per a I’analisi genctica. Actualment, es troben al
mercat diferents tecnologies denominades “Next-generation sequencing”
(NGS, per les seves sigles en angles) que permeten seqiienciar el genoma
complet, les regions codificantes (exomes) i determinats gens seleccionats
a priori mitjancant plafons de gens. Fins fa poc, la majoria de les seqiien-
ciacions rutinaries en clinica es realitzaven amb el metode de Sanger. Tan-
mateix, aquest presenta una serie de limitacions que dificulten el seu man-
teniment a la practica habitual. En primer lloc, aquest metode tnicament
permet seqiienciar una regié diana determinada, de manera que I’analisi de
grans o diferents regions requereix una gran inversié econdmica i de temps.
En segon lloc, la seva sensibilitat €s sovint insuficient per determinar, per
exemple, variacions somatiques en mostres tumorals que es troben en una
subpoblaci6 especifica i en baixos nivells. Aquestes limitacions poden resol-
dre’s amb tecnologies basades en NGS, ja que realitzen una seqiienciacio
més rapida, sensible i completa. Ates que la seva funcio principal és obtenir
multiples seqiiencies curtes de forma paral-lela i simultania, la seva aplicacio
podria reduir el cost i el temps.

Actualment, aquesta tecnologia s’aplica en estudis genetics prenatals
i postnatals, en patologies hereditaries no oncohematologiques i en patolo-
gies oncologiques hereditaries i no hereditaries.

En el camp de 'oncologia, les tecnologies NGS juguen un paper im-
portant,ja que tant la incidéncia com la prevalenga del cancer segueixen una
tendencia a I’al¢a. Al nostre pafis, diferents equipaments NGS es troben esta-
blerts en alguns centres i hospitals. Si bé el contingut de la cartera de geneti-
ca recollit a ’annex III del Reial Decret 1030/2006, de 15 de setembre, pel
qual s’estableix la cartera de serveis comuns del Sistema Nacional de Salut i
el procediment per a la seva actualitzacid, no detalla cada una de les proves
concretes que s’inclouen a la cartera comuna de serveis, la NGS és una tecni-
ca genetica disponible en moltes comunitats autonomes. El seu ds podria
ser de gran ajuda en la identificacié de possibles alteracions genetiques rel-
levants per al diagnostic, el pronostic o la seleccié de ’abordatge terapeu-
tic més adequat per a cada pacient en funcié del perfil tumoral. En aquest
context, I’objectiu del present informe és avaluar I’evidéncia disponible en
termes de seguretat, eficacia o efectivitat, cost economic i impactes de les
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tecnologies basades en NGS en pacients amb malaltia oncologica o predis-
posicié hereditaria al cancer.

A fi d’aconseguir 1’objectiu es va revisar, de manera sistematica, la lit-
eratura medica. Es van identificar 119 estudis potencials, dels quals 15 van
complir els criteris d’inclusi6 establerts. En relacié amb la seguretat, no es va
identificar cap estudi que hagués investigat variables relacionades amb I’ds
de les tecnologies NGS per al diagnostic, el pronostic i/o la seleccié de les
dianes terapeutiques en pacients amb cancer. Quant a I’eficacia diagnostica,
els 15 estudis identificats van utilitzar plafons de gens. D’aquests, 5 estudis
van investigar el cancer de colon, 2 el cancer de mama i ovari hereditaris,
2 el cancer de pulmd, 1 el melanoma i 5 les malalties oncohematologiques.
Globalment, els resultats de capacitat diagnostica de la tecnologia NGS sén
favorables i compten amb una elevada concordanca amb el metode Sanger.
No es van identificar dades d’efectivitat clinica, encara que si 7 estudis
cost-efectivitat dels plafons de gens per al diagnostic i seleccié de dianes
terapeutiques. D’aquests, 5 van reportar que la seqiienciacié NGS en combi-
nacié amb la terapia suggerida pels seus resultats era cost-efectiva.

Els estudis identificats presenten resultats favorables sobre 1’eficacia
diagnostica dels plafons de gens basats en NGS, concretament per a aquelles
sindromes de predisposicié hereditaria al cancer o malalties oncologiques
per a les quals es requereix seqiienciar un nombre considerable de gens
relacionats amb la patologia. Tanmateix, ’evidencia sobre I’efectivitat clini-
ca dels panels NGS continua sent escassa. Se suggereix que el meétode de
Sanger continuaria sent el més apropiat quan és necessari seqiienciar un
unic gen. Quant als costos, I’evidéncia disponible €s suggestiva que la re-
alitzacié d’analisis basades en NGS en cancer s’ha de dur a terme en un
nuimero elevat de pacients per obtenir una reduccio significativa dels costos.
Es pot destacar també que s’ha identificat un buit d’informacié sobre 1'tis
de les tecniques de seqiienciacié del genoma i de I’exoma. Per tant, serien
necessaris estudis que avaluin la seva eficacia tant diagnostica com clinica
per determinar si la seva implementacid a la practica podria ser rellevant.
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DATOS GENERALES

Fabricante o distribuidor del producto

Durante la ultima década se han logrado grandes avances en las tecnolo-
gias de secuenciacion, un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es determinar el orden de los nucledtidos (A, C, G y T) en un oli-
gonucledtido de ADN o ARN. Actualmente se encuentran en el mercado
diferentes tecnologias de secuenciacion clasificadas dentro de las denomi-
nadas “Next-generation sequencing” (NGS, por sus siglas en inglés) o de
segunda generacion. Estas tecnologias son Ion TorrentTM, comercializada
por la empresa ThermoFisher (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) y
basada en la deteccién de protones liberados durante el proceso de polime-
rizacién o replicacion del ADN, e [llumina® sequencing technology, comer-
cializada por la empresa Illumina (San Diego, California, Estados Unidos) y
que esta basada en secuenciacion por sintesis con nucle6tidos marcados con
fluorocromos y terminadores reversibles®. Dentro de las tecnologias NGS
también destaca la 454, comercializada por la compaiiia Roche (Basilea, Sui-
za) y cuyo funcionamiento se basa en la deteccién quimioluminiscente del
pirofosfato liberado durante la elongacion de la cadena complementaria de
ADN (uno de los 3 procesos de transcripciéon de ADN: iniciacion, elongacién
y terminacién). Ademds, también destaca la SOLIiDTM (Support Oligonu-
cleotide Ligation Detection), comercializada por la empresa Life Technolo-
gies (Carlsbad, California, Estados Unidos), que se basa en la secuenciacion
por ligacién con oligonucledtidos marcados. No obstante, estas dos tltimas
tecnologias (la 454 y SOLiDTM) se encuentran actualmente en desuso. Las
tecnologias basadas en NGS permiten secuenciar tanto el genoma completo
como las regiones codificantes (exomas) y determinados genes previamente
seleccionados mediante paneles de genes®.

a Permite secuenciar de forma paralela a gran escala de miles de millones de fragmentos de
ADN y detectar bases individuales cuando se incorporan a cadenas de ADN en crecimiento.

b Test genéticos que engloban genes implicados en una misma patologia. Se utilizan cuando
el fenotipo del paciente es claro y su causa puede tener origen en multiples genes. Pueden
incluir desde dos genes a cientos.
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Breve descripcion de la tecnologia evaluada

El término “secuenciacién” se utiliza generalmente para cualquier técnica
diseflada con la finalidad de determinar el orden de los nucledtidos en una
molécula de dcidos nucleicos. La genética clinica se encarga de la identifica-
cion de las variaciones de la linea germinal en el ADN para el diagnéstico de
enfermedades hereditarias o de base genética, haciendo de la secuenciacion
uno de los procedimientos habituales para la identificacién de estas varia-
ciones. Cada vez mds, la oncologia médica utiliza los resultados derivados
de las técnicas de secuenciacidon con el objetivo de identificar variaciones
somaticas o variaciones de secuencia especificas en tumores. La presencia o
ausencia de variaciones somadticas ofrece informacién que puede ser de gran
ayuda para el diagnéstico y/o prondstico de diferentes enfermedades. Ade-
mas, la identificacién de estas variaciones de la linea somatica afecta a las
opciones de tratamiento, ya que muchos de ellos van dirigidos a variaciones,
mutaciones, genes o vias metabolicas especificas (1).

Hasta hace poco, la mayoria de las secuenciaciones rutinarias se rea-
lizaban mediante el método Sanger. La secuenciacion de Sanger o secuen-
ciacion de primera generacién (2) ha sido la tecnologia de secuenciacion
utilizada durante mads de tres décadas. Esta se basa en el empleo de dideoxi-
nucleotidos (ddNTP) que carecen del grupo hidroxilo del carbono 3’ Estos
grupos se marcan fluorescentemente de manera que, cuando uno de estos
nucledtidos se incorpora a una cadena de ADN en crecimiento, esta no pue-
de continuar elongandose. Esto sucede porque la enzima ADN polimerasa
necesita un grupo terminal 3’ OH para afiadir el siguiente nucleétido y el
ddNTP incorporado carece de este grupo hidroxilo. Asi, la enzima ADN po-
limerasa afiadird nucleétidos hasta que, aleatoriamente, agregue un ddNTP
en lugar de uno normal. A partir de ese momento, no es posible agregar mas
nucledtidos y la cadena termina con el nucle6tido ddNTP. Este proceso se
repite cientos de nimeros de veces, lo que garantiza la incorporacion mini-
ma de un ddNTP por cada uno de los nucleétidos que forman la cadena de
ADN. Mediante este proceso se obtienen fragmentos de diferentes longitu-
des marcados con un pigmento fluorescente en su extremo, el cual serd ilu-
minado por un laser una vez cada fragmento finalice la electroforesis capilar
en gel y se revelard el nucledtido incorporado. Con esta técnica, se llevé a
cabo el Proyecto Genoma Humano (secuenciacion completa del genoma
humano), el cual tuvo un coste de unos 2.047 millones de euros y costé mas
de una década en secuenciarse.

La secuenciacion de primera generacion presenta ciertas limitaciones
que dificultan su mantenimiento en la practica clinica rutinaria. El método
Sanger unicamente permite secuenciar una region diana de determinada
longitud. Por este motivo, la secuenciaciéon de grandes o diferentes regiones
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requiere una gran inversion econdmica y de tiempo. A parte, la sensibilidad
de esta técnica es a menudo insuficiente para identificar variaciones soma-
ticas en muestras de tumores ya que, muchas veces, estas se encuentran tni-
camente en una subpoblacién de células tumorales y en bajos niveles (3).
Estos obstdculos llevaron al desarrollo de nuevas tecnologias para abordar
la necesidad de una secuenciacién mas rapida, sensible y completa. Asi, en-
tre 2005 y 2008, empezaron a comercializarse las primeras tecnologias de
NGS, también conocidas como técnicas de secuenciacién masiva en paralelo
(4). Su principal funcién es realizar multiples secuencias cortas de forma
paralela gracias a la inmovilizacion de las reacciones en una superficie soli-
da, produciendo asi millones de lecturas al mismo tiempo y reduciendo los
costes (5) (Figura 1).

Figura 1. Evolucién del coste de la secuenciacién del ADN. Se observa
una disminucion del coste de secuenciacion de una megabase a partir de
la implementacion de las tecnologias de NGS entre 2005 y 2008.
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En este contexto, se han desarrollado diferentes plataformas basadas
en NGS. Todas ellas presentan el mismo proceso general, que comprende
la preparacion de la muestra o preparacion de las librerias (paso en el que
el ADN del paciente, utilizado como plantilla, se purifica, se amplifica y se
fragmenta), seguido de un aislamiento fisico de los fragmentos de ADN por
su unién a una superficie sélida. Los datos de secuencia se generan en es-
tos pequefios fragmentos mientras que los resultados electrénicos se alinean
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computacionalmente contra un genoma o secuencia de referencia. La com-
binacién de los detalles técnicos especificos es lo que distingue las diferentes
tecnologias de secuenciacion y determina el tipo de datos que se producen
a partir de cada plataforma (6). Las principales diferencias entre los ultrase-
cuenciadores de NGS se hallan en la técnica empleada para la preparacion
de las librerias y en el protocolo utilizado para la propia secuenciacion.
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Segtin la técnica empleada en la preparacion del ADN, distinguimos
entre:
¢ PCR en emulsion
o Su principio bésico es la dilucién y compartimentacién de molé-

culas plantilla de ADN en gotas de agua en una emulsidon acei-
te-agua. Cada gota contiene una molécula plantilla tnica y fun-
ciona como un reactor de micro-PCR (7). Dentro de este método
se encuentran los secuenciadores 454 (Roche), los secuenciadores
de la plataforma SOLiD™ (Applied Biosyntesis) y los secuencia-
dores Ton PGM e Ion PROTON (Thermofisher).

e PCR en puente
o En este tipo de PCR los fragmentos se amplifican a partir de ce-

badores unidos a una superficie sélida (8). Los secuenciadores de
la plataforma Illumina® (Illumina®) requieren de este método
para la preparacion del ADN a secuenciar.

Segin el método empleado en la secuenciacion, distinguimos entre:

e Secuenciacién por pirosecuenciacion
o Se basa en la deteccion quimioluminiscente del pirofosfato libera-

do durante la elongacién de la cadena complementaria de ADN,
lo que permite la rdpida determinacién de secuencias a tiempo
real. A pesar de que el coste por carrera es relativamente caro,
es capaz de ofrecer lecturas relativamente largas (alrededor de
700 pb), en un periodo de tiempo mas o menos corto. Sin embar-
go, es poco sensible en la deteccion de homopolimeros. Este tipo
de secuenciacion la presentan los secuenciadores 454 (Roche).

¢ Secuenciacién por ligacién
o Se utiliza la enzima ADN ligasa para identificar el nucle6tido pre-

sente en una posicion dada en una secuencia de ADN. Este méto-
do no utiliza la enzima ADN polimerasa para crear una segunda
cadena, sino que utiliza una enzima ligasa para determinar la se-
cuencia subyacente de la molécula de ADN objetivo. Esta técnica
es propia del secuenciador SOLiD™ (Thermofisher).
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e Secuenciacién por sintesis

o Se aplica la amplificacion clonal in vitro por medio de un PCR en
puente. Los fragmentos a secuenciar se preparan con adaptado-
res en los extremos para permitir que sus cadenas desnaturaliza-
das puedan unirse a una superficie sdlida. Asf se enriquecen por
medio de una amplificacion tipo puente, lo que genera clusters
de cadenas del mismo fragmento con el fin de amplificar la sefal
generada por los nucleétidos fluorescentes incorporados a la ca-
dena en crecimiento. De esta forma, se pueden detectar por una
camara mientras que este proceso tiene lugar de forma ciclica.
Los secuenciadores de la plataforma Illumina® (Illumina) son los
que utilizan este tipo de secuenciacion.

e Secuenciacién por semiconductores

o Se diferencia de las otras secuenciaciones ya que carece de un
sistema Optico de deteccion de sefiales. En este caso, se trata de
un chip que contiene un sistema integrado de deteccién electro-
quimica, el cual mide la variacién de pH detectada en un siste-
ma CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor) por
la liberacion de un protén (H+) durante la incorporacién de un
nucledtido en la hebra complementaria del ADN a secuenciar.
Esta técnica se encuentra en los secuenciadores Ion PGM e Ion
PROTON (Thermofisher).

Actualmente en Espaifia, los equipamientos mds comunes en los labo-
ratorios biomédicos son MiSeq Personal Sequencer de Illumina®, con certi-
ficado NRT EIC61010-1, con marcado CE y aprobado por FCC/IC;y PGM/
Ion Proton Life Tech de Ion TorrentTM, con marcador CE-IVD para el
equipo PGM. Mientras que Ion TorrentTM utiliza la PCR en emulsion para
la preparacion de las librerias y la secuenciacién del ADN por semiconduc-
tores, [llumina® utiliza la PCR en puente para la preparacién de las librerias
y la secuenciacion del ADN se realiza mediante sintesis. En la Tabla 1 se en-
cuentran recogidos los distintos secuenciadores actualmente disponibles en
el mercado, que corresponden a las tecnologias Ion TorrentTM e Illumina®.

Los diferentes equipamientos y técnicas de NGS nos permiten secuen-
ciar cada uno de los nucledtidos del ADN de un individuo o regiones més
pequeiias del genoma. Por lo tanto, la tecnologia NGS puede realizar (9):

e Secuenciacién completa del genoma
o La secuenciaciéon completa supone unos costes elevados. Este
tipo de secuenciacion serd de gran interés y preferencial a la se-
cuenciacion de los exomas a medida que se consiga disminuir los
costes y se avance en el conocimiento de la funciéon del ADN no
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codificante en las enfermedades humanas. Actualmente, esta se-
cuenciacion se utiliza principalmente en el &mbito de la investiga-
cién y no tanto en el contexto clinico.

e Secuenciacion de los exomas

o Los exomas contienen las regiones que codifican para proteinas y
representan entre el 1,5y el 2 % de todo el genoma. Su secuencia-
cion se basa en laidea de que el 85 % de las mutaciones conocidas
y relacionadas con alguna patologia se encuentran en ellos. Este
enfoque reduce los costes, asi como el almacenamiento de datos
comparado con la secuenciacién completa del genoma. El princi-
pal inconveniente de la secuenciacién de los exomas respecto a
la del genoma completo es que podrian perderse una o varias va-
riantes patogénicas en una region no codificante del genoma. Por
este motivo, la secuenciacion completa se podria utilizar cuando
la secuenciacion de los exomas no revele el diagnostico definitivo
de la patologia de interés.

— Paneles de genes dirigidos

Los paneles de genes proporcionan informaciéon de un nimero li-
mitado de genes previamente determinados (generalmente entre 10
y 200). Su uso es apropiado cuando es necesario secuenciar dife-
rentes genes en concreto para realizar el diagndstico. Se encuentran
comercializados paneles de genes asociados a cancer hereditario o
disefiar un panel con los genes de interés. Los paneles de genes han
demostrado su utilidad en muchos tipos de cancer, especialmente en
aquellos casos con mas de una variacién genética en la linea germi-
nal o somatica responsables de la enfermedad.

Cabe destacar que la tercera generacion de secuenciacion, también co-
nocida como long-read sequencing (10), se encuentra en fase de desarrollo.
Esta se basa en la utilizacién de la secuenciaciéon masiva de forma paralela
y, a diferencia de las NGS, se utilizan moléculas de ADN individuales como
plantilla en lugar de ADN amplificado. Por lo tanto, la secuenciacién de ter-
cera generacion eliminaria los posibles errores introducidos en la secuen-
cia de ADN durante su proceso de amplificacion. La cuarta generacién de
secuenciacion, conocida como in-situ sequencing, se encuentra también en
desarrollo y se basa en secuenciar los dcidos nucleicos directamente en las
células o en las muestras de estudio (11).
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Tabla 1. Especificaciones técnicas y aplicaciones del equipamiento actualmente disponible en el mercado que utiliza la tecnologia de NGS.

Equipamiento sec.

lon GeneStudio S5 System

lon GeneStudio S5 Plus
System

lon GeneStudio S5 Prime
System

lon Proton System

lon Personal Genome
Machine (PGM) System

iSeq 100 System
(Benchtop)

MiniSeq System (Benchtop)

MiSeq System (Benchtop)

NextSeq Series (Benchtop)

Casa
comercial

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher

Scientific

lllumina

lllumina

lllumina

lllumina

Método sec.

Secuenciacion por
semiconductores

Secuenciacion por
semiconductores

Secuenciacion por
semiconductores

Secuenciacion por
semiconductores

Secuenciacion por
semiconductores

Secuenciacion por
sintesis

Secuenciacion por
sintesis

Secuenciacion por
sintesis

Secuenciacion por
sintesis

Longitud max.

200-600 bp

200-600 bp

200-600 bp

200 bp

35-400 bp

2x150 bp

2x150 bp

2x300 bp

2x150 bp

Max.
lecturas

2-80m.

2-130m.

2-130m.

60 - 80 m.

400 mil -
55m.

25 m.

25 m.

400 m.

Output max.

0,3-15Gb

0,3-30Gb

0,3 - 50 Gb

1-10Gb

30Mb -2 Gb

1,2 Gb

7,5 Gb

16 Gb

120 Gb

Aplicaciones clave

*paneles por cada chip

*paneles por cada chip

*paneles por cada chip

Secuenciacion completa del genoma, secuenciacion del exoma, secuenciacion
del transcriptoma, andlisis de nimero de copias, secuenciacion de ChiP,
secuenciacion de ARN dirigida.

Secuenciacion de ADN dirigida, analisis de nimero de copias, secuenciacion
de ARN dirigida, secuenciacion de ARN de pequefno tamafo, secuenciacion
microbiana de novo, investigacion de tipificacion bacteriana, investigacion de
tipificacion viral, secuenciacion de ChlP, anélisis de metilacion, verificacion de
SNP y genotipado por secuenciacion.

Secuenciacion de genoma completo de pequefio tamano, secuenciacion
de genes dirigida, secuenciacion de amplicones de largo alcance, perfil de
expresion de genes dirigida, andlisis de miARN y ARN pequeno tamano.

Secuenciacion de genoma completo de pequefio tamano, secuenciacion de
genes especificos, perfil de expresion de genes especificos, secuenciacion
metagendmica 16S, secuenciacion de amplicones de largo alcance, andlisis
de miARN y ARN de pequefio tamano, secuenciacion de amplicones de largo
alcance.

Secuenciacion de genoma completo de pequefio tamano, secuenciacion de
genes especificos, secuenciacion metagenémica 16S, secuenciacion de genes
especificos, secuenciacion de amplicones de largo alcance, analisis de miARN y
ARN de pequefio tamafo, andlisis de interaccion ADN-proteina.

Secuenciacion de genoma completo, secuenciacion del exoma, secuenciacion
completa del transcriptoma, secuenciacion genética dirigida, perfil de expresion
génica con secuenciacion de ARNm, perfil de expresion génica dirigida,
secuenciacion de amplicones de largo alcance, andlisis de miARN y ARN de
pequeno tamano, andlisis de interaccion ADN-proteina, secuenciacion de
metilacion, secuenciacion metagendmica 16S.
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Tiempo
secuenciacion

19h

10,5-11,5h

8,5h

2,3-73h

9-17,5h

4-24h

4-55h

12-30h
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Equipamiento sec.

NextSeq Series (prodcution-
scale sequencers)

HiSeq 4000 System

NovaSeq 6000 System

Casa
comercial

lllumina

lllumina

lllumina

Método sec.

Secuenciacion por
sintesis

Secuenciacion por
sintesis

Secuenciacion por
sintesis

Longitud max.

2x150 bp

2x150 bp

2x250 bp

bp: pares de bases (base pair); m.: millones; Gb: gigabase; Mb: megabase; h: horas.
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Max.
lecturas

400 m.

5 bases

20 bases

Output max.

120 Gb

1500 Gb

6000 Gb

Aplicaciones clave

Tiempo
secuenciacion

Secuenciacion de genoma completo, secuenciacion de genes dirigida, 12-30h
perfil de expresion génica con secuenciacion de ARNm, analisis de miARN

y ARN pequeno, secuenciacion de exoma, secuenciacion de transcriptoma

completo, analisis de interaccion de ADN-proteina, secuenciacion de metilacion,

secuenciacion metagendmica 16S.

Secuenciacion del exoma, secuenciacion dirigida de genes, secuenciacion del <1 - 3,5 dias

genoma completo, perfil de expresion génica con secuenciacion de ARNm,

analisis de miARN y ARN de pequeno tamano, analisis de interaccion ADN-

proteina, secuenciacion de metilacion, secuenciacion metagenémica 16S.

Secuenciacion de genoma completo, secuenciacion de exoma, secuenciacion 18-44h
de genes especificos, secuenciacion de metilacion, secuenciacion de genes
especificos, perfil de expresion génica con secuenciacion de ARNm, analisis
de miARN y ARN de pequeno tamano, analisis de interaccion ADN-proteina,

secuenciacion metagenomica 16S.
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Poblacion diana

Pacientes con predisposicion hereditaria al cancer o con alguna enferme-
dad oncoldgica candidatos a prueba genética mediante secuenciacién con
técnicas NGS para el diagndstico, el prondstico y la seleccion de dianas te-
rapéuticas.

Descripcion de la patologia a la que se aplica
la tecnologia

La tecnologia NGS se utiliza para detectar mutaciones en cualquier enfer-
medad o trastorno de base genética. La NGS se aplica en estudios genéticos
prenatales y postnatales, en patologias hereditarias no oncohematolégicas,
en patologias oncoldgicas hereditarias y no hereditarias y en farmacogend-
mica (12,13).

En cuanto a las enfermedades oncoldgicas hereditarias (linea germi-
nal), la NGS se aplicaria para el diagnéstico del caracter hereditario de la
neoplasia en (14):

e (Cancer gastrico difuso hereditario

e Cancer medular de tiroides familiar

e (Carcinoma de colon hereditario no asociado a poliposis
e Carcinoma de mama y de ovario

¢ Feocromocitoma familiar

e Feocromocitoma/paraganglioma familiar
¢ | eiomiomatosis hereditaria y cancer renal
e Melanoma familiar

¢ Neoplasia endocrina miltiple tipo 1

¢ Neoplasia endocrina multiple tipo 2A

¢ Neoplasia endocrina multiple tipo 2B

¢ Poliposis adenomatosa familiar

¢ Poliposis adenomatosa familiar atenuada
e Retinoblastoma

¢ Sindrome de Cowden

e Sindrome de Li-Fraumeni

e Sindrome de Lynch

e Sindrome de Peutz-Jeghers

e Sindrome de Von Hippel Lindau

e Sindrome de Wagr
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En pacientes con cancer asociado a alteraciones genéticas de la linea
germinal, el uso de las NGS aportarfa informacién pronostica y preventi-
va, incluso en algunos casos informacién profilactica por la realizacién, por
ejemplo, de mastectomias en cdncer de mama hereditario o colectomias en
pacientes con predisposicion hereditaria al cancer de colon. Concretamente,
en el cancer de ovario hereditario, el uso de las NGS con intencién predicti-
va se limita al tratamiento con inhibidores de PARP.

La aplicacién de la tecnologia NGS en las enfermedades oncoldgicas
no hereditarias (linea somatica) se aplica para identificar factores diagnos-
ticos, prondsticos o predictivos, seglin el caso, en diversos tipos tumorales
como (14):
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Cancer de colon

Cancer de endometrio

Cancer de mama

Cancer de ovario

Céncer de pulmén

Cancer de vejiga

Céancer renal no papilar
Carcinoma medular de tiroides
Carcinoma papilar de tiroides
Glioblastoma

Glioma bajo grado

Gliomas

Hepatoblastoma

Leucemia linfatica crénica
Leucemia linfoblastica aguda
Leucemia linfoblastica aguda-T
Leucemia mieloblastica aguda
Leucemia linfoide crénica tipo B
Linfomas

Linfoma anaplasico

Linfoma anaplésico de células grandes, linfoma CD30+
Linfoma B difuso de células grandes
Linfoma de Burkitt

Linfoma del manto

Linfoma folicular

Linfoma MALT

Linfomas tipo B

Linfomas tipo T

Liposarcoma mixoide
Liposarcoma pleomérfico
Melanoma
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e Meningiomas

e Mieloma miltiple y gammapatias monoclonales
e Nefroma mesobldstico celular

¢ Neoplasias linfoides y mieloides con eosinofilia
¢ Neuroblastoma

¢ Oligodendroglioma

e Rabdomiosarcoma alveolar

e Rabdomiosarcoma embrionario

e Sarcoma Ewing

e Sarcoma sinovial

¢ Sindromes mielodisplasicos

¢ Sindromes mieloproliferativos crénicos

e Tumor del estroma gastrointestinal

En pacientes con enfermedad oncoldgica no hereditaria, la NGS tam-
bién seria aplicable en la identificacion de biomarcadores para la seleccién
de dianas terapéuticas. De hecho, algunos farmacos antineoplasicos requie-
ren la realizacion de un andlisis genético previo a su administracion. En este
caso, el objetivo de la NGS seria determinar si el paciente es candidato a re-
cibir un tratamiento en concreto en funcién de su perfil tumoral. En la Tabla
2 se muestra un listado de dichos farmacos en relacién con la enfermedad
oncoldgica y el procedimiento o prueba genética (15).

Tabla 2. Listado de farmacos antineoplasicos que requieren previamente
a su uso la identificacién de la diana terapéutica (15).

Enfermedad Farmaco Diana terapéutica Marcadores
implicada predictivos
implementados

Cancer de colon Cetuximab KRAS EGFR
Panitumumab RAS

Cancer de pulméon  Afatinib EGFR

o i SeE D Atezolizumab PD-L1, EGFR ALK, EGFR
Bevacizumab EGFR
Gefitinib EGFR
Pembrolizumab CD274 (PD-L1) ALK, EGFR
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Enfermedad Farmaco Diana terapéutica Marcadores
implicada predictivos
implementados

Céancer de mama Everdlimus ESR
Palbociclib ESR
Ribociclib ESR, PGR
Cancer de ovario Olaparib BRCA
Tumores Imatinib KIT
del estroma
gastrointestinal
Melanoma Dabrafenib BRAF
igleiisics Nivolumab CD274 (PD-L1)
Trametinib BRAF
Vemurafenib BRAF
Leucemia Dasatinib BCR-ABL1
linfoblastica aguda Imatinib BCR-ABL1
Ponatinib BCR-ABL1
Talsl
Leucemia Nilotinib BCR-ABL1
mieloblastica aguda
Leucemia Venetoclax Deleccion 17p o
linfoblastica crénica mutacion TP53
Leucemia Dasatinib BCR-ABL1
lseblEie Imatinib BCR-ABL1
cronica
Ponatinib T3I5I
Sindromes Imatinib PDGFRB
mieloproliferativos/
mielodisplasicos

Por otro lado, se ha sugerido que el andlisis genético tumoral seria de
ayuda a la hora de predecir los beneficios y los riesgos de algunos tratamien-
tos anti-tumorales. A modo de ejemplo, la NGS también se podria utilizar
para evaluar, antes del inicio del tratamiento, la sensibilidad a tamoxifeno de
las pacientes con carcinoma de mama hormono-dependiente en funcién de
su genotipo del CYP2D6. Asimismo, también se podria predecir la eficacia
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y la toxicidad de 5-fluorouracilo en pacientes con diferentes tipos de cancer
segun las variantes alélicas de los genes DPYD y TYMPS que se expresan.

Area de especializacion/abordaje

El uso de la tecnologia NGS para el diagndstico genético de sindromes de
predisposicion hereditaria a cancer (linea germinal) o enfermedades onco-
l6gicas no hereditarias (linea somaética), asi como la identificacion de dianas
terapéuticas de algunos farmacos antineopldsicos para el tratamiento del
cancer, se indicaria desde el drea de oncologia. Ademads, el procedimiento
de la prueba genética implicaria a los servicios de anatomia patoldgica y
genética molecular, asi como a las unidades de consejo genético, entre otras.

Direccién web de documentos de referencia
publicados

Se ha identificado un informe de evaluacion sobre la eficacia de la secuen-
ciacién masiva para el diagnoéstico y seguimiento de enfermedades oncohe-
matoldgicas:

Zoni Matta AC, Martinez Lopez, J. Eficacia de la secuenciacion masiva
para el diagnostico y seguimiento de enfermedades oncohematolégicas. Ma-
drid. Ministerio de Sanidad. Unidad de Evaluacién de Tecnologias Sanitarias
de la Comunidad de Madrid. 2015. Informes de Evaluacion de Tecnologias
Sanitarias. Disponible en: http://www.madrid.org/bvirtual/BVCM017998.pdf
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DESARROLLO Y USO DE
LA TECNOLOGIA

Grado de desarrollo y uso de la tecnologia

La tecnologia NGS estd establecida en algunos centros y hospitales de Es-
pafla. Aunque el contenido de la cartera de genética recogido en el anexo
III del Real Decreto 1030/2006, de 15 de septiembre, por el que se establece
la cartera de servicios comunes del Sistema Nacional de Salud y el procedi-
miento para su actualizacidn, no detalla cada una de las pruebas concretas
que se incluyen en la cartera comtn de servicios, la NGS es una técnica ge-
nética disponible en muchas Comunidades Auténomas (15).

Segtin el ultimo informe sobre los andlisis genéticos que se realizan
en Espafia, dentro del SNS, la realizacién de estudios genéticos basados en
NGS se prestan, entre otras, a personas con predisposicion al cdncer hered-
itario y para el diagnéstico de la enfermedad oncoldgica. Sin embargo, no
se especifica si la NGS se dispone también para la identificacién de dianas
terapéuticas a la hora de tomar la decision terapéutica (15).

A nivel nacional, el andlisis genético mediante NGS se lleva a cabo
principalmente en los hospitales del sector ptiblico (78 %) (16). En la Tabla 3
se presentan los centros y hospitales espafioles que cuentan con laboratorios
genéticos acreditados y registrados en la base de datos EuroGentest, en los
cuales se aplica la tecnologia para el manejo de enfermedades oncoldgicas
7).

¢ EuroGentest es un proyecto europeo de la Comisién Europea que pretende armonizar el
proceso de pruebas genéticas en toda Europa, desde el muestreo hasta el asesoramiento.
El objetivo es garantizar que las pruebas genéticas sean de calidad alta y proporcionen asi
resultados precisos y fiables para el beneficio de los pacientes.
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Tabla 3. Centros y hospitales espafioles con laboratorios genéticos acre-
ditados y registrados en la base de datos EuroGentest con las pruebas
diagnésticas que realizan mediante NGS.

Comunidad  Centro/Hospital Diagnéstico (genes)*

Auténoma

Andalucia Hospital Universitario Cancer hereditario (panel)
San Cecilio
Hospital Universitario Céncer hereditario de mama y ovario
Virgen del Rocio (BRCA1, BRCA2)

Cancer de colon familiar no asociado a
poliposis (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)

Castilla-Ledn  Instituto de Biologia Cancer hereditario de mama y ovario
y Genética Molecular (BRCA1, BRCA2)

Cancer de colon familiar no asociado a
poliposis (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)

Cancer hereditario de mama y ovario
(BRCA1, BRCA2, BRIP1, PALB2, RAD51C,
BARD1, CHECK2)

IBSAL - Instituto de Cancer hereditario de mama y ovario
Investigacion Biomédica (BRCA1, BRCA2, BRIP1, PALB2, RAD51C,
de Salamanca BARD1, CHECK?2)
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Comunidad  Centro/Hospital Diagnéstico (genes)*
Auténoma
Cataluna Corporacié Sanitaria Parc Cancer hereditario de mama y ovario
Tauli (BRCA1, BRCA2)
Fundacio Institut Cancer hereditario de mama y ovario
d’Investigacio en Ciencies de  (PALB2)
sl G T | el Carcinoma pancreatico familiar (PALB2)
Institut Catala d’Oncologia Cancer hereditario (panel)
Cancer hereditario de mama y ovario
(BRCA1, BRCA2, PALB2, RAD51C)
Cancer de colon familiar no asociado a
poliposis (MLH1, MSH2, MSH6)
Cancer gastrico familiar (CDH1)
Cancer de colon familiar no asociado a
poliposis (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,
EPCAM)
Hospital de la Santa Creu Cancer hereditario de mama y ovario (panel)
i Sant Pau
Hospital Sant Joan de Déu Cancer hereditario (panel)
Hospital Universitari Sant Cancer hereditario de mama y ovario
Joan de Reus (BRCA1, BRCA?2)
Hospital Universitari Vall Cancer hereditario de mama y ovario
d’Hebron (BRCA1, BRCA2)
Comunidad Hospital Clinica Vistahermosa Cancer hereditario de mama y ovario
Valenciana (BRCA1, BRCA2)
Hospital Universitario y Cancer hereditario de mama y ovario
Politécnico La Fe (BRCA1, BRCA2)
La Rioja Hospital San Pedro Melanoma (panel)
Cancer gastrico (panel)
Cancer colorrectal (panel)
Cancer hereditario de mama y ovario
(BRCA1, BRCA2)
Cancer de mama y ovario (panel)
Cancer pancreatico (panel)
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Comunidad  Centro/Hospital Diagnéstico (genes)*
Auténoma

Madrid Centro Nacional de Melanoma familiar y cancer melanoma-
Investigaciones Oncoldgicas  pancreatico (CDKN2A)

Carcinoma medular de tiroides (RET exones
5,8, 10, 13-16)

Cancer de colon familiar no asociado a
poliposis (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)

Cancer hereditario de mama y ovario
(BRCA1, BRCA2)

Cancer gastrico familiar (CDH1)

Hospital Universitario Cancer hereditario (panel)
Fundacion Jiménez Diaz

Centro de Bioguimica y Cancer hereditario de mama y ovario
Genética Clinica (BRCA1, BRCA2)

Cancer de colon familiar no asociado a
poliposis (MLH1, MSH2, MSH6)

Pais Vasco Hospital Universitario Cancer hereditario de mama y ovario
Donostia (BRCA1, BRCA2)
Onkologikoa Enfermedades neoplasicas raras (panel,
qgCancer Risk)

(*) No se incluyen técnicas de Whole Exome Sequencing en EuroGentest.

Los paneles de genes dirigidos son la estrategia NGS mds frecuente-
mente utilizada en la practica clinica. De hecho, los paneles de multiples
genes basados en las recomendaciones de la National Comprehensive Can-
cer Network (NCCN) son cada vez més utilizados para ciertos sindromes de
predisposicion hereditaria al cancer.

Tipo y uso de la tecnologia

En el campo de la oncologia, la aplicacién de la NGS tiene lugar a nivel
asistencial. El objetivo de su uso es la identificacién de posibles alteraciones
genéticas que sean utiles para el diagndstico, el prondstico o la selecciéon
del abordaje terapéutico més adecuado para cada paciente en funcién del
perfil genético tumoral. Como se ha descrito anteriormente, los paneles de
genes son el método NGS més utilizado en la practica clinica, mientras que
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la secuenciacién del exoma o del genoma completo se aplica, principalmen-
te, en el ambito de la investigacién. Es importante tener en cuenta que la
secuenciacion en la practica clinica inicamente deberia realizarse cuando
se dispone de una evidencia cientifica suficiente que relacione la alteracion
genética con el tipo de cancer. La aplicacion de la NGS puede dar lugar a
la identificacién de mutaciones para las cuales no se conoce la relacién con
la enfermedad y, por lo tanto, seria dificil la interpretacion de los resultados.
Por este motivo, los paneles permiten seleccionar aquellos genes para los
cuales se ha reportado su aplicacion en la practica clinica, puesto que para
su uso se debe conocer previamente la mutacion o alteracidon genética que
se quiere identificar.

Por lo que hace al tipo de muestra bioldgica utilizada para la secuen-
ciacién, para los estudios de predisposicién genética se utiliza fundamen-
talmente una muestra de sangre, la cual es relativamente fécil de obtener,
transportar y procesar. No obstante, los estudios de cardcter somatico se
realizan con muestras de tumores, generalmente tnicas, sometidas a varia-
ciones pre-analiticas tales como el tiempo de isquemia fria tras extraccion,
el tiempo y tipo de fijacion, el tamafio y el porcentaje de células tumorales,
entre otras. Esto hace que su manejo sea mas complejo, sobre todo en mues-
tras pequeias o en algunos tipos de cancer donde la muestra de tejido es de
dificil obtencion, como en los casos de tumores cerebrales. El tipo de mues-
tra, por tanto, puede condicionar, en parte, la logistica de aplicacién de NGS
para el estudio de factores predictivos en cadncer. Dadas las limitaciones que
presenta la muestra tumoral para su andlisis genético, se encuentra en inves-
tigacion la utilizacién del ADN tumoral circulante, conocido como biopsia
liquida, en pacientes con mutaciones en la linea somatica.

Lugar o ambito de aplicacion de la tecnologia

Actualmente, en Espafia, el uso de la tecnologia NGS es apto para cualquier
centro hospitalario que disponga de un laboratorio clinico con el equipa-
miento necesario para la realizacion de dichas pruebas sin la necesidad de
disponer de ninguna acreditacién (véase el apartado “Requerimientos de
infraestructura y formacion”).

Relacion con tecnologias previas

El método de secuenciacion de Sanger continua siendo el gold standard
para identificar variantes genéticas ttiles para el diagnostico y seleccion de
dianas terapéuticas, con una exactitud de mas del 99,99 % para la mayoria
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de los genes secuenciados (9). Es por este motivo por lo que los laboratorios
clinicos que aplican las tecnologias NGS suelen realizar la secuenciaciéon con
Sanger con el fin de confirmar los resultados de las variantes identificadas
mediante NGS y evitar falsos positivos (18,19). No obstante, dadas las mejo-
ras continuas en la secuenciacion masiva, la validacion de los resultados de
las pruebas NGS con Sanger se encuentra en discusion (20). Se ha sugerido
que la aplicacién de la NGS dirigida a un subconjunto de genes especificos
presenta igual calidad que la secuenciacién mediante Sanger (21). Por lo
tanto, las tecnologias basadas en NGS se postulan como una tecnologia sus-
titutiva a la secuenciacién convencional.

Tecnologia alternativa al uso actual

La tecnologia NGS pretende, a largo plazo, sustituir la secuenciaciéon me-
diante el método de Sanger. En la Tabla 4 se presentan los principales bene-
ficios e inconvenientes de las dos generaciones de secuenciacion.

Tabla 4. Comparacién de la secuenciacion mediante el método de San-
ger y tecnologias NGS (22).

Beneficios

38

Secuenciacion de primera
generacion Sanger

e | ectura de secuencias largas
e Facil montaje de las
diferentes lecturas

e Menor profundidad de
secuenciacion para una buena
cobertura

e Facil de analizar

¢ Almacenamiento de datos
relativamente pequeno

Secuenciacion de segunda
generacion
NGS

¢ Elevada sensibilidad

¢ Alta profundidad de secuenciacion

e Escalable a todo el genoma

¢ Detecta aberraciones cromosomicas
¢ Detecta variaciones en el nimero de
copias

e Bajo coste por base

¢ Pequena cantidad de material
biolégico (50 ng)

e Tiempo de respuesta rapido
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Secuenciacion de primera Secuenciacion de segunda

generacion Sanger generacion
NGS
Inconvenientes ® Baja sensibilidad e Secuencias de lectura cortas
e Escalable a pocos genes e Dificultad en el andlisis de datos
¢ No detecta aberraciones e Se requiere un gran almacenamiento
cromosomicas de datos

e Insensible a la variacion en el
numero de copias

e Elevado coste por base

® Gran cantidad de material
biolégico (1-3ug)

e Tiempo de respuesta lento

De acuerdo con las caracteristicas de los dos procedimientos, la se-
cuenciacion de primera generacién puede ser una buena opcién cuando
se pretende estudiar una regién pequefia del ADN en un ndmero limitado
de genes. En cambio, el uso de las tecnologias NGS se recomienda para el
resto de andlisis genéticos puesto que son mds rentables porque permiten
detectar multiples variantes en dreas especificas del genoma en un mismo
andlisis. Por lo tanto, las tecnologias NGS se pueden utilizar para secuenciar
el genoma completo del paciente o en pequefias porciones como los exomas
o un conjunto de genes previamente seleccionado. La tendencia general es
incrementar el uso de paneles de genes especificos para el diagnostico y la
seleccion de dianas terapéuticas en patologias de base genética. Asi se puede
decir que, mientras que la secuenciaciéon de Sanger permite analizar un tni-
co fragmento del genoma mayor mds lentamente, la NGS permite realizar
un andlisis simultdneo y en paralelo de fragmentos més cortos del genoma.
En este contexto, las tecnologias NGS han permitido abaratar los costes de
la secuenciacion de grandes regiones del genoma, asi como el tiempo nece-
sario para la obtencién de los resultados (9,10).

No obstante, es importante tener en cuenta que, en algunos casos, los
andlisis genéticos NGS no son la opcion mds adecuada puesto que contintia
siendo una tecnologia cara, laboriosa y a menudo innecesaria. Cuando las
patologias de base genética se limitan a uno o pocos genes, el diagndstico es
susceptible de ser realizado mediante secuenciacién de Sanger. Por el con-
trario, seria adecuado considerar los paneles de genes o la secuenciacion
del exoma si se necesita analizar una gran cantidad de genes. También se
debe considerar la secuenciacion del exoma o la secuenciaciéon del genoma
completo cuando la afeccion muestra una alta heredabilidad en una familia,
cuando se sospecha de una enfermedad de base genética con un elevado
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nimero de genes implicados potenciales o se desconocen los genes respon-
sables (9).

Licencia, reintegro de gastos
u otras autorizaciones

La tecnologia basada en NGS se encuentra comercializada y en uso en el
SNS. A nivel europeo, los productos sanitarios para el diagnéstico in vitro
se encuentran bajo el Reglamento (UE) 2017/746, publicado el 5 de mayo
de 2017, que reemplaza la directiva 98/79/EC del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 27 de octubre de 1998. Segtin se establece, este tipo de producto
sanitario debe llevar el marcado CE. De esta manera, los Estados miembros
pueden poner en el mercado o en servicio de su territorio los productos con
este marcaje, siempre y cuando se hayan sometido a una evaluacién de su
conformidad a las disposiciones especificas de dicha directiva. La citada Di-
rectiva 98/79/CE sefiala las normas armonizadas elaboradas por el Comité
Europeo de Normalizacion (CEN) y el Comité Europeo de Normalizacion
Electrotécnica (CENELEC) para demostrar la conformidad de los produc-
tos sanitarios de diagndstico in vitro con los requisitos esenciales.

En Espaiia, el Real Decreto de 1662/2000, de 29 de septiembre, sobre
productos sanitarios para diagndstico in vitro, constituye el marco reglamen-
tario espafiol por el que se rige la fabricacion, importacion, certificacion,
comercializacién, puesta en servicio, distribucién, publicidad y utilizacién
de los productos sanitarios para el diagnéstico in vitro. Este real decreto
incorpord, al derecho espafiol, la Directiva 98/79/CE del Parlamento Eu-
ropeo y del Consejo, de 27 de octubre de 1998, sobre productos sanitarios
para diagnéstico in vitro. Esta permanecerd en vigor hasta el 26 de mayo
de 2022, de acuerdo con lo previsto en el articulo 112 del Reglamento (UE)
2017/746, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 5 de abril de 2017, sobre
los productos sanitarios para diagndstico in vitro, y por el que se derogan
la Directiva 98/79/CE y la Decisién 2010/227/UE de la Comision, salvo las
excepciones contempladas en dicho articulo.
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IMPORTANCIA SANITARIA
DE LA CONDICION
CLINICA O LA POBLACION
A LA QUE SE APLICA

Incidencia y prevalencia

Segtn los dltimos datos del Global Cancer Observatory, en 2018 se estima-
ron 18,1 millones de nuevos casos de cancer a nivel mundial (23). Se espera
que la incidencia siga una tendencia al alza con un aumento de nuevos casos
del 70 %,y se alcanzarian los 29,5 millones en 2040 (24). Del total de casos,
entre un 5-10 % presentan un componente hereditario de alta penetrancia.
Globalmente, la probabilidad de desarrollar un céncer entre los 0 y los 79
anos es de 1 de cada 3 para los hombres de 1 de cada 5 para las mujeres (25).

En Espaiia, el nimero de casos incidentes de cancer en 2018 fue de
270.363, siendo los tumores mas frecuentes los de mama, proéstata, colorrec-
tal, pulmon, vejiga, dtero y cutdneos no melanoma. Si la incidencia se ajusta
por sexo, el cdncer mds frecuentemente diagnosticado en hombres fue el de
prostata, seguido de pulmon, colorrectal y vejiga. En el caso de las mujeres,
los tumores mds comunes fueron en mama, colorrectal, pulmén y dtero. En
la poblacién infantil (0-14 afios), predominaron las leucemias y los tumores
en cerebro y sistema nervioso central (SNC).

En cuanto a la prevalencia global estimada a 5 afios en 2018, el cancer
de mama ocupa la primera posicién seguido de los tumores en colorrectal,
prostata, pulmon, tiroides, vejiga, estomago, cérvix, linfoma no Hodgkin y
utero. Si se observan los datos de la poblacién espafiola, la prevalencia segiin
el tipo de tumor sigue un patrén ligeramente diferente al de la poblacion
global. Mientras que el cdncer de mama se mantiene en cabeza, el cancer
de préstata ocupa la segunda posicion por delante del colorrectal. Destaca
también que la prevalencia del cancer de vejiga es mayor que la del cancer
de pulmon y de tiroides.
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Carga de la enfermedad

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y la segunda causa
de muerte a nivel mundial (IHME, 2018). En 2018, se produjeron alrede-
dor de 9,5 millones de muertes por cancer y se estima que esta cifra supere
los 16,3 millones en 2040. Las tres principales causas fueron los tumores en
pulmén (1.761.007 casos), colorrectal (880.792 casos) y estomago (782.685
casos). De los 213,3 millones de afios perdidos por enfermedad (DALYs,
por sus siglas en inglés), los afios de vida perdidos contribuyen en un 98 %,
mientras que los afios vividos con discapacidad en un 2 %. Las principales
causas de muerte por cancer y DALYs, a nivel global, son los tumores de
mama, pulmoén, traquea y bronquios y colorrectal (25).

En 2018 se produjeron, en Espafia, 113.564 muertes por cdncer y se
espera alcanzar los 168.063 casos en 2040. El cancer de pulmén es también
el que ocasiona un mayor nimero de muertes en nuestro pais (22.896 casos),
seguido de los tumores en pancreas (16.683 casos), mama (6.421 casos), pros-
tata (5.793 casos), vejiga (5.680 casos), estomago (5.609 casos), higado (5.569
casos), leucemia (3.884 casos) y los tumores de cerebro y del SNC (3.211 ca-
s0s). Si se ajusta por sexo, los canceres de pulmoén (17.559 casos), colorrectal
(10.038) y prostata (5.793 casos) son los més frecuentes en hombres, mien-
tras que en mujeres estas tres posiciones las ocupan el cancer colorrectal
(6.645 casos), mama (6.421 casos) y pulmén (5.337 casos). En linea con los
datos de incidencia, las principales causas de muerte por cancer infantil son
la leucemia (58 casos) y los tumores en cerebro y SNC (43 casos).

A nivel global, el niimero de casos de cancer ha aumentado un 28 %
entre 2006 y 2016. Las causas de este aumento se deben principalmente al
envejecimiento de la poblacién (17 %) y al crecimiento poblacional (12 %)
(25). Se ha descrito que las técnicas de deteccion precoz y el aumento de la
esperanza de vida contribuyen en parte a este incremento (26). Sin embargo,
seglin los datos del Instituto Nacional de Epidemiologia, la tasa de mortali-
dad en Espaiia entre los afios 2003 y 2012 por tumores se redujo un 1,32 %
y un 0,6 % al afio en hombres y mujeres, respectivamente. Esta reduccién
podria explicarse por las mejoras en la supervivencia como resultado de las
actividades preventivas relacionadas con los factores de riesgo modificables,
las campafias de diagnostico precoz y los tratamientos. En relacion con esto
dltimo, se espera que en los proximos afios los avances terapéuticos tengan
un mayor efecto sobre la reduccién de la mortalidad.

Las enfermedades oncoldgicas tienen un gran impacto econémico y so-
cial y son una de las causas principales de ingreso hospitalario (3.599.306 es-
tancias), por detras de las enfermedades del aparato circulatorio (4.766.949
estancias) y respiratorio (3.886.462 estancias) (26). Segtin los datos del Ins-
tituto Nacional de Seguridad Social (27),en 2015 el 10 % del gasto sanitario
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publico en Espaifia se destind a los costes asociados al cdncer, con aproxima-
damente 7168 millones de euros. El gasto hospitalario represent6 el 58 % de
los costes directos, mientras que el consumo de antineopldsicos y la atencién
primaria representaron el 36 % y el 6 %, respectivamente. En relaciéon con
los costes indirectos, el cancer fue responsable del 10 % de la incapacidad
permanente.
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REQUERIMIENTOS PARA
USAR LA TECNOLOGIA

Requerimientos de infraestructura
y formacion

El uso de la tecnologia NGS requiere una formacion especializada y conti-
nua de los diferentes profesionales implicados, como los médicos especialis-
tas, los asesores genéticos, los genetistas clinicos y los bioinformaticos. Ade-
mas, el personal técnico debe estar altamente especializado en el manejo y
andlisis de datos genémicos. En cuanto a la infraestructura, en un escenario
ideal los centros donde se llevan a cabo los andlisis genéticos deberian es-
tar acreditados por la autoridad sanitaria autondmica o estatal competente,
reunir los requisitos de calidad que reglamentariamente se establecen (ar-
ticulos 55 y 56 de la Ley de Investigaciéon Biomédica 14/2007) y cumplir las
normas ISO 15189 y ISO/IEC 17025¢. Ademas, deberian contar con la lo-
gistica necesaria para su correcta realizacion. No obstante, en la actualidad,
las autoridades estatales y autondmicas no requieren tal acreditacién para
hacer diagnésticos en servicios de Anatomia Patoldgica, Anélisis Clinicos,
Bioquimica, entre otros, aunque un gran nimero de laboratorios poseen di-
cha acreditacion.

Segtn las recomendaciones europeas, el laboratorio clinico que realiza
estudios genéticos mediante NGS debe establecer un proceso de revision y
seleccion de los genes que se analizardn, siempre de acuerdo con la eviden-
cia disponible sobre la relacion entre la alteracion genética y la patologia de
interés. Ademds, el listado de los genes seleccionados debe elaborarse por
un equipo multidisciplinar de expertos. Asimismo, es importante considerar
que el laboratorio es el responsable de establecer, a priori, una estrategia

d La norma ISO 15189:2012 contiene todos los requisitos que los laboratorios clinicos que
analizan muestras biolégicas de origen humano tienen que cumplir para demostrar que: (1)
disponen de un sistema de gestion de la calidad, (2) son técnicamente competentes, (3) y son
capaces de producir resultados técnicamente validos.

e La norma ISO/IEC 17025 es una normativa internacional en la que se establecen los re-
quisitos que deben cumplir los laboratorios de ensayo y calibracién. Esta se aplica por los
laboratorios de ensayo y calibraciéon con el objetivo de demostrar que son técnicamente
competentes y que sus resultados son veraces.
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de analisis dirigida tnicamente al gen o genes implicados con el objetivo de
minimizar la probabilidad de hallazgos inesperados. En relacion con esto tl-
timo, los paneles de genes son el procedimiento NGS que obtiene un menor
ndmero de estos hallazgos, de manera que seria la estrategia més recomen-
dada a la hora de reducir las implicaciones éticas que comporta el uso de
esta tecnologia (28).

Enla Ley de Investigacion Biomédica 14/2007 de 3 de julio se amparan
los estudios genéticos, la cual implicaria a la aplicacion de la tecnologia NGS.
En ella se establece que cualquier andlisis genético de diagndstico debe rea-
lizarse por prescripcion médica y, antes de llevarlo a cabo, los pacientes de-
ben recibir un asesoramiento genético previo a la secuenciacion que incluya
informacién adecuada sobre el sindrome de sospecha, en qué consiste el es-
tudio genético, cudles son los posibles resultados esperados y su significado.
Tras ser correctamente informados, los pacientes deberdn firmar un consen-
timiento para proceder al estudio genético. La entrega de los resultados al
paciente se debe realizar también bajo un asesoramiento genético posterior
a la obtencion de los resultados y/o el diagndstico (29).

En el ambito del diagndstico, inicamente deben tenerse en conside-
raciéon aquellas muestras cuyo resultado de NGS sea de buena calidad. Por
este motivo, es esencial definir unos criterios de calidad en funcién de di-
ferentes factores como el nimero de lecturas obtenidas, la proporcién de
regiones duplicadas y la cobertura. Es importante también que el labora-
torio diagndstico genere una base de datos segin las medidas de calidad
de la plataforma, los andlisis y las muestras procesadas. Asimismo, es apro-
piado recoger las variantes relevantes relacionadas con la plataforma o con
los resultados de validacion con el fin de agilizar el proceso diagndstico. Se
aconseja que los archivos resultantes se almacenen en un formato estandar
(como FASTQ, BAM o VCF) que permita el intercambio de datos con otros
laboratorios. Por tltimo, el informe que se obtiene a partir de la secuencia-
ciéon mediante NGS debe resumir, de forma clara y concisa, los resultados
obtenidos, dado que este podra ser leido tanto por personal experto como
no experto en genética. Por lo tanto, se recomienda que el documento con-
tenga informacion detallada sobre el test realizado y su control de calidad,
asi como los resultados principales obtenidos junto con la interpretacion cli-
nica de los mismos (28,29).

Coste y precio unitario

EnlaTabla 5 se presentan los datos hallados sobre los costes de la tecnologia
basada en NGS. Un estudio realizado en el Reino Unido sobre microcostes,
publicado en Julio de 2019 por Schwarze et al (30), reportd las estimaciones
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completas y detalladas de los costes de la secuenciacién del genoma en la
practica clinica diaria en pacientes con cancer (incluidos mama, colorrectal,
préstata y endometrio). Se estimé que el coste mds elevado se correspondia
con la adquisicion del equipo de secuenciaciéon HiSeq 4000 (Illumina), con
un importe de 474.373 £ (547473,88 €) y un gasto de mantenimiento anual de
55.641 £ (64.215,28 €). Este sistema de secuenciacion requiere de dos kits de
consumibles: uno de secuenciacién por sintesis HiSeq 3000/4000 y otro kit
HiSeq Paired End 3000/4000, con un precio estimado de 4.207 £ (4.855,30 €)
y 2.597 £ (2.99720 €), respectivamente. El coste total de la secuenciacién
del genoma para un caso de cancer fue de 3420 £/muestra (3.948,05 €).
Los consumibles representaron el 72 % del coste total, correspondiente a
2.063,23 £ (2.381,38 €). Los costes del equipo de secuenciacion fueron de
3075 £ (354,88 €), mientras que los del equipamiento necesario para el pro-
cesamiento de las muestras previo y posterior a la secuenciacion ascendio a
39,56 £ (45,65 €). Por lo que se refiere al personal necesario, su retribucion
estimada fue de 439,95 £ (508,45 €), suponiendo un tiempo de 7 horas y 41
minutos por muestra Unicamente para el andlisis bioinformdtico. Para este
calculo se establecié que un afio laboral consta de 44 semanas y la jornada
laboral es de 375 horas/semana. Hemos de tener en cuenta que existe una
variacion entre salarios y/o seguros entre los diferentes paises. A parte, se
estimé que un 20 % del total del precio de la secuenciacion por muestra se
asociaba a los gastos generales, con justamente 570,07 £ (659,11 €). Estos
datos fueron presentados para una media de 399 muestras anuales. Si se
reducia el rendimiento a 100 muestras anuales, el coste de la secuenciacioén
incrementaba un 39 %,y si se alcanzaban las 1.000 muestras anules el coste
de la secuenciacion se reducia en un 8 % (30).

Otro estudio realizado en Estados Unidos publicado en septiembre del
2015 por Mody (31) presento los costes estimados de la secuenciacion de los
exomas en pacientes pedidtricos y adultos jovenes. En este estudio, el coste
de la secuenciacion en la préctica clinica ascendi6 a 5.938 $ (5.394,38 €), in-
cluyendo tanto los reactivos como la mano de obra y el andlisis bioinformati-
co. El coste de la preparacion de las muestras fue de 146 $ (132,63 €). El coste
de la secuenciacion, junto con la preparacion de las librerias y el control de
calidad, resulté de 3.353 § (3.046,03 €). Finalmente, el anélisis bioinformatico
y la elaboracion de los resultados supusieron un coste de 922 $ (83759 €). El
gasto total destinado a personal llegd a los 977 $ (88756 €). Cabe destacar
que un 10 % de gastos generales (mantenimiento, soporte de compras, elec-
tricidad y seguros, entre otros) ascendié a 540 $ (490,56 $).

Finalmente, otro estudio realizado entre 15 laboratorios genéticos de
Francia y publicado en enero del 2018 por Marino et al (32), se centré en el
coste del diagndstico del cancer utilizando paneles de genes especificos de
NGS en la practica habitual. Siete de los laboratorios se centraron en el ana-
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lisis genético somatico y 8 en el andlisis de la linea germinal oncogenética.
Los costes totales se situaron en los 607 € por paciente (+207 €) para el ana-
lisis genético somatico y en los 550 € por paciente (+140 €) para el anélisis
germinal. La preparacion de las muestras supuso la mayor parte del coste
de produccién debido principalmente a los consumibles, que representaron
entre el 81 % y el 97 % de su coste. El laboratorio con un menor coste en la
preparacion de la muestra utilizé soluciones elaboradas in situ en lugar de
las proporcionadas por la casa comercial, mostrando un ahorro de entre el
8 % y el 65 % en esta etapa. El coste de la fase de secuenciacion varia entre
24 €y 330 € para el andlisis somatico genético y entre 18 €y 114 € para el and-
lisis de la linea germinal oncogenética. Esta variacion se debio fundamental-
mente al equipo de secuenciacion utilizado, siendo el Proton Sequencer mas
econdémico que el PGM. El gasto asociado al anélisis bioinformatico se situ
entre los 31 € y los 63 € por muestra y se asocio, principalmente, al equipo y
el software. También se reportaron gastos asociados a la validacion técnica,
sin ningun coste en aquellos laboratorios que no confirmaron los resultados
de NGS y con 81 € en aquellos que realizaron una validacion con Sanger. La
validacion bioldgica se situd entre los 12 € y los 41 € para los anélisis gené-
ticos somadticos y entre los 26 € y 105 € para los germinales. Por ultimo, los
gastos adicionales no relacionados directamente con la NGS representaron
entre el 30 % y el 32 %, aproximadamente. Se destacé también que, si se
consigue una reduccién del 25 % en el coste del equipamiento, se lograria
abaratar el coste por paciente en 4 € (607 €-603 €) y en 5 € (550 €-545 €) en
el andlisis de la linea somadtica germinal y la oncogenética, respectivamente.
Los datos anteriormente descritos referentes al precio unitario y uso
de la tecnologia son de referencia. Es importante tener en cuenta que los
precios proporcionados por los fabricantes varfan entre paises e incluso en-
tre hospitales de la misma regidn, segtin los acuerdos de compra o cesién
previamente establecidos entre la institucion y la propia compafiia comer-
cial. A parte, estos también dependen del tipo de secuenciacion y del nime-
ro de pacientes estimados que se pueden beneficiar de este servicio al afio.
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Tabla 5. Comparativa entre los costes de la secuenciacion del genoma,
exoma y de paneles de genes (lineas somatica y germinal).

Genoma

(Schwarze et al 2019)

Exoma
(Mody et al 2015)

Paneles de genes
(Marino et al 2018) (32)

(30) (31)
Adquisicion 474.373 £ (3.948,05€) - - -
equipo
secuenciacion
Mantenimiento  55.641 £ (64.215,28 €) - - -
anual equipo
Secuenciacion  3.420 £ (3.948,05 €) 5.938 $ (5.394,38 €) 607 € (£207 €) 550 € (140 €)
(por muestra)
Consumibles 2.063 £ (2.381,38 €) 3.353 $ (3.046,03 €) 24 €-330 € 18€-114 €
Equipo 307,5 £ (354,88 €)
Procesamiento 39,56 £ (45,56 €) 146 $ (132,63 €)
muestras
Andlisis - 922 $ (837,59 €) 31€-63€
bioinformatico
Validacion - - 12€-41¢€ 26 €-105€
biolégica
Personal 439,95 £ (508,45 €) 977 $ (887,56 €) - -
Gastos 570,07 £ (659,11 €) 540 $ (490,56 $) 30-32 %
generales
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RESULTADOS DE
LA APLICACION
DE LA TECNOLOGIA

El presente informe se ha centrado en la evidencia disponible acerca de las
técnicas de secuenciacion, sin considerar otros métodos de determinacion o
comprobacion de alteraciones genéticas (PCR a tiempo real, hibridacién in
situ...). Por este motivo, los resultados de seguridad, efectividad diagndstica,
efectividad clinica y coste-efectividad de la tecnologia NGS se han compara-
do con los obtenidos mediante el método de secuenciacién de Sanger.

Se realizaron dos revisiones sistemadticas independientes con el fin de
identificar estudios que hubieran comparado la tecnologia NGS con el mé-
todo de Sanger para el diagndstico, prondstico y seleccion de dianas tera-
péuticas en pacientes con cualquier tipo de cancer o con sospecha de enfer-
medad oncoldgica hereditaria. La primera revision bibliogréfica se centré en
identificar estudios de seguridad, eficacia y/o efectividad de la secuenciacién
basada en NGS, mientras que con la segunda se pretendi6 identificar estu-
dios sobre el coste-efectividad de esta tecnologia.

Los criterios de inclusién y exclusion de la primera revision bibliografi-
ca se encuentran detallados en el Anexo 1. Se diseiié una estrategia de bus-
queda para cada una de las bases de datos consideradas (Pubmed, Web of
Science, Scopus y Cochrane Library) con el objetivo de identificar aquellos
estudios que cumplieran con los criterios de inclusion establecidos (véase el
Anexo 2). De las 332 citas identificadas y revisadas por titulo y resumen, 119
se consideraron potenciales inclusiones, de las cuales se procedio a revisar el
texto completo. Finalmente, 15 estudios cumplieron los criterios de inclusion
(Anexo 3). Cuatro estudios investigaron sindromes de predisposicion here-
ditaria al cancer (33-36). Concretamente, 2 estudios estudiaron el cancer de
colon (33,34), 1 estudio investigé el cdncer de mama y ovario (35) y otro, el
cancer de mama (36). En relacion con el cancer no hereditario, se identifi-
caron 11 estudios. De estos, 6 investigaron tumores solidos (37-42) y 5, en-
fermedades oncohematoldgicas (43-47). En particular, 3 estudios en cancer
colorrectal metastasico (37-39), 2 estudios en cancer de pulmén (40,41), 1
estudio en melanoma (42), 4 estudios en leucemia linfocitica cronica (43-46)
y 1 estudio en leucemia mieloide crénica (47). Por dltimo, en lo que respecta
a la utilizacién de la prueba NGS, 6 estudios la emplearon como método
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diagnéstico (33-36,43,44), 2 estudios como método diagndstico y pronds-
tico (45,46), 5 estudios como método de diagndstico y seleccion de diana
terapéutica (38-42), 1 estudio como método prondstico y seleccion de diana
terapéutica (37) y 1 estudio como procedimiento para la seleccion del trata-
miento (47).

La biisqueda para la revision bibliografica de los estudios coste-efec-
tividad se realiz6 en la base de datos PubMed. Los criterios de inclusion y
exclusion se encuentran detallados en el Anexo 4. Mediante la estrategia de
busqueda disefiada (véase el Anexo 5), se identificé un total de 45 citas, de
las cuales 16 se consideraron potenciales inclusiones. Finalmente, se identi-
ficaron 2 revisiones sistemadticas de coste-efectividad publicadas entre los
afios 2015 y 2019 (48,49). En el periodo 2018-2019, se identificé 1 estudio
original no incluido en las revisiones sisteméaticas mentadas anteriormen-
te. Finalmente, 7 estudios cumplieron con los criterios de inclusién (50-56)
(Anexo 6).

Seguridad

No se ha encontrado ningin estudio sobre la seguridad relacionada con el
uso de las tecnologias NGS para el diagndstico, prondstico y/o la seleccion
de dianas terapéuticas en pacientes oncoldgicos o con predisposicion here-
ditaria al cancer.

Eficacia diagnostica y efectividad clinica

Los estudios que cumplieron con los criterios de inclusiéon reportaron datos
Unicamente relacionados con la eficacia o capacidad diagndstica de la se-
cuenciaciéon mediante tecnologias basadas en NGS. Los resultados de este
apartado del informe se presentan segin el tipo de cancer (ver tablas de
evidencia en el Anexo 4). No se identificaron estudios que presentaran datos
sobre la efectividad clinica de la tecnologia.

Cancer de colon

Se identificaron 2 estudios (33,34) relacionados con la predisposicion al can-
cer de colon hereditario. Pritchard et al (33) validaron un panel de mdl-
tiples genes relacionados con el cidncer de colon hereditario en pacientes
con sindrome de Lynch. Los resultados mostraron una especificidad y una
sensibilidad del panel del 99,4 % y 99,1 %, respectivamente, con un valor
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predictivo del 99,4 %. Neveling et al (34) secuenciaron el exoma para iden-
tificar mutaciones en genes relacionados con la predisposicion al cancer de
colon hereditario. Los resultados mostraron que el WES, como método de
secuenciacion, podria reducir la sensibilidad del test, aunque esta fue igual-
mente aceptable. Se destacd también que el diagndstico mediante WES es
coste efectivo si se analizan mas de 3 genes, mientras que, si inicamente es
necesario analizar un gen, es preferible el método de Sanger.

Ademds, se identificaron 3 estudios (37-39) relacionados con la capaci-
dad diagnéstica de la tecnologia NGS en cancer de colon no hereditario. En
el estudio de Ciardiello et al (37) se analizaron mutaciones del gen KRAS
para el prondstico y la seleccion de la diana terapéutica para el tratamiento
con cetuximab en pacientes con cancer de colon metastdsico mediante un
panel de genes. Destacaron que la sensibilidad fue mucho mayor con NGS
en comparacién con Sanger, obteniendo una concordancia de secuenciacion
entre los dos métodos del 100 %. En el caso de Gao et al (38), se compard el
numero de muestras con mutaciones detectadas en KRAS y RAS con NGS
y con Sanger para el diagndstico y selecciéon de la diana terapéutica de los
farmacos anti-EGFR. Los resultados mostraron el mismo nimero de mues-
tras con la mutaciéon con NGS y Sanger, y presentaron una concordancia del
100 %. En el estudio de Udar et al (39) se analizaron los genes RAS para el
diagnostico y la seleccion de los pacientes candidatos a recibir tratamiento
con panitumumab. La concordancia entre los resultados NGS y Sanger fue
del 98,7 %.

El nimero de estudios identificados que han evaluado el uso de la tec-
nologia NGS en pacientes con predisposicion al cdncer de colon hereditario
es limitado. Por un lado, se sugiere que la secuenciacion del exoma puede ser
util a la hora de realizar un diagndstico diferencial, principalmente cuando
es necesario analizar 3 genes o mas (34). Por otro lado, el panel de genes se
postula como una buena herramienta ya que evita la realizacién de multi-
ples test para establecer un diagnéstico (33). En relacién con las mutacio-
nes somdticas en el cancer de colon, los 3 estudios identificados (33,34,37)
concluyen que el panel de genes basado en NGS es una prueba eficaz para
el diagndstico del cancer de colon, asi como en la seleccién de la diana te-
rapéutica.

Todos los estudios identificados fueron comparativos, mientras que
Unicamente uno de ellos present6 un disefio retrospectivo (33). En total, los
5 estudios identificados relacionados con el cdncer de colon implicaron 791
pacientes, siendo el estudio de Udar et al (39) el que incluyé mas de la mitad
(441 pacientes). Los resultados reportados por estos estudios presentan con-
cordancia entre ellos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el nimero
de estudios es limitado, por lo que la evidencia disponible es escasa. Ademas,
Unicamente un estudio no present6 conflicto de interés (38).
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Cancer de mama y ovario

En cuanto al cincer de mama y de ovario, se identificaron 2 estudios relacio-
nados con la predisposicion hereditaria (35,36). Hwang et al (36) analizaron
los genes BRCA1 y BRCA2 en un panel de genes basado en NGS para el
diagnéstico del cancer de mama hereditario. En este caso, se compararon
dos plataformas NGS con Sanger, y se encontrd un total de hasta 8 resul-
tados discrepantes entre Ion Torrent PGM y Sanger en una muestra de 75
pacientes con sospecha de este tipo de cancer. En el estudio de Castéra et
al (35) se evalud, de forma prospectiva, el diagnostico del cancer hereditario
de mama y ovario mediante el uso de un panel de genes que incluia BRCA1
y BCRAZ2. Los resultados mostraron una especificidad del test NGS del
98,2 % y una sensibilidad del 100 %, con una concordancia con el método
de Sanger del 100 %.

Los estudios identificados son observacionales y sin conflicto de inte-
rés, de los cuales cabe destacar los resultados reportados por el estudio de
Castéra et al (35) por el gran nimero de muestras analizadas, junto con los
resultados reportados con respecto a la especificidad, sensibilidad y concor-
dancia con Sanger.

La evidencia disponible sobre el uso de la tecnologia NGS para el diag-
nostico del cdncer de mama y ovario hereditarios es escasa. Aun asi, los estu-
dios identificados (35,36) sugieren que los paneles de genes NGS son ttiles
y eficaces en el diagnostico molecular, tanto del cancer de mama como del
cancer de mama y ovario hereditarios.

Cancer de pulmon

Se encontraron 2 estudios (40,41) que evaluaron la identificaciéon de muta-
ciones mediante la tecnologia NGS para el diagnoéstico y la seleccién de dia-
nas terapéuticas de fairmacos anti-EGFR inhibidores de la tirosina quinasa
en pacientes con cancer de pulmodn. Buttitta et al (40) secuenciaron el gen
EGFR de muestras de lavado bronco-alveolar y liquido pleural. Los resul-
tados mostraron una especificidad de la prueba NGS del 100 % y destaca
que en muestras con un bajo porcentaje de células tumorales, la tecnologia
NGS consiguié detectar mutaciones en el 81 % de los casos, frente al 14 %
con el método Sanger. En el estudio de Tuononen et al (41) se analizaron
mutaciones en los genes EGFR, KRAS y BRAF con un panel de genes. La
sensibilidad del test NGS para los genes EGFR, KRAS y BRAF fue del
975 %, 98,7 % y 100 %, respectivamente.

Aunque el numero de estudios identificados es bajo, los resultados des-
critos previamente (40,41) dan soporte al uso de la tecnologia NGS para el
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cribado de mutaciones en los genes relacionados con el cdncer de pulmon.
Se sugiere que la NGS es apropiada tanto para el diagndstico como para la
seleccion de terapias farmacoldgicas anticancerigenas, dada su elevada sen-
sibilidad y especificidad. Cabe destacar que, con métodos basados en NGS,
no solo las muestras sélidas son utiles para detectar mutaciones en EGFR
sino también los fluidos de los lavados bronco-alveolares y pleurales (40).
No obstante, es importante tener en cuenta que el diseflo de estudio de los
dos identificados (40,41) fue retrospectivo y que el niimero de muestras in-
cluidas fue relativamente bajo, concretamente de 129 muestras. En cuanto
al conflicto de interés, en uno de ellos los autores declararon no presentarlo
(40).

Melanoma

Unicamente se identific 1 estudio en pacientes con melanoma (42) que
cumpliera con los criterios de inclusién establecidos. Bisschop et al (42) com-
pararon la deteccién de mutaciones en BRAF en pacientes con melanoma
de estadio avanzado entre un panel de genes basado en NGS y el método de
Sanger para el diagndstico y seleccion de la diana terapéutica. Los resulta-
dos presentaron un limite de deteccion del 10 % para la NGS, mientras que
con Sanger fue del 20 %. La tasa de error de los dos métodos de secuencia-
cion fue similar, siendo del 5 % con NGS y del 4 % con Sanger. Destacaron
también que el material de muestra empleado en el anélisis fue menor en
la secuenciacién con NGS (=10 ng) que con Sanger (100-250 ng). El mismo
estudio concluyé que la tecnologia NGS permite obtener un perfil tumoral
mas amplio debido a su alta sensibilidad para detectar mutaciones, lo cual
seria util para la toma de decisiones en cuanto al abordaje terapéutico méas
adecuado para cada paciente. Cabe destacar que el unico estudio identifi-
cado (42) presentd un disefio retrospectivo, un bajo nimero de pacientes
incluidos (39 muestras) y conflicto de interés por parte de los investigadores.

Enfermedades oncohematologicas

Se identificaron 5 estudios (43-47) que analizaron mutaciones en diferen-
tes genes relacionados con enfermedades oncohematoldgicas para el diag-
ndstico, prondstico y seleccion de dianas terapéuticas. De estos estudios, 4
incluyeron pacientes con leucemia linfocitica crénica (43—-46). Lionetti et al
(43) realizaron un estudio prospectivo donde evaluaron el diagndstico de la
enfermedad mediante la secuenciaciéon NGS del gen NOTCHI. Identifica-
ron un 378 % de pacientes con la mutacién con NGS y un 6,5 % con Sanger.
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Con estos resultados concluyeron que la NGS es altamente sensible ya que
permite revelar una fraccién considerable de pacientes con la mutacién en
NOTCHLI. En el estudio de Rossi et al (44) se secuenci6 el gen TP53 para
el diagnoéstico de la enfermedad, y se encontrd una sensibilidad del andlisis
NGS del 99 %. Mientras que con Sanger se detectd un 9,1 % pacientes con
la mutacion, la NGS identificé un 14,8 %. Asimismo, el test NGS presento
un limite de deteccién bajo, inferior al 0,3 %. Los autores sugirieron que la
tecnologia NGS proporciona un valor afiadido a los andlisis de TP53 puesto
que permite identificar mutaciones de subclones de TP53 entre los pacientes
que presentan un riesgo alto de fallo de las terapias convencionales. Por lo
tanto, la tecnologia NGS permitiria identificar aquellos pacientes candidatos
a nuevas estrategias terapéuticas o al trasplante de células madre. McClure
et al (45) utilizaron una prueba basada en NGS para el diagndstico y pronds-
tico de la leucemia linfocitica cronica mediante la hipermutaciéon somatica
del gen IGH. Los resultados mostraron el mismo niimero de pacientes con
la mutaciéon mediante NGS y Sanger, lo que daba soporte a la introduccién
de la tecnologia para este andlisis genético en los laboratorios de rutina. En
el estudio de Sutton et al (46) se emple6 un panel de multiples genes que
mostré una concordancia del 100 % con el método de Sanger. Este estudio
sugirié que, dada la precision de la prueba NGS, no seria necesaria la confir-
macioén de sus resultados con Sanger. El tnico estudio que incluyé pacientes
con leucemia mieloide crénica fue Deininger et al (47), donde analizaron
el gen BGR-ABL1 con NGS para la seleccién de la diana terapéutica de
ponatinib. El andlisis NGS identificé un 39 % de pacientes con la mutacion,
mientras que con Sanger fue del 51 %. Para mutaciones multiples, este resul-
tado fue del 23 % con NGS y del 10 % con Sanger. Con estos resultados se
concluy6 que la secuenciacién con técnicas NGS es mds sensible en compa-
racién con Sanger. Sin embargo, se destaco que el aumento de la sensibilidad
en la detecciéon de mutaciones que ofrece la NGS no tenia ninguna utilidad
clinica en términos de prediccion de la respuesta a ponatinib en los pacien-
tes con la enfermedad.

Globalmente, los resultados de los estudios identificados en relacion
con el uso de la tecnologia NGS para el diagndstico y seleccion de diana
terapéutica en pacientes con enfermedades oncohematoldgicas son positi-
vos. Unicamente se identificé un ensayo clinico (47), mientras que el resto
de los estudios presenté un disefio observacional prospectivo (43-46). En
total, los 5 estudios identificados en enfermedades oncohematolégicas inclu-
yeron 1.118 pacientes. No obstante, se debe tener en cuenta que el nimero
de estudios es limitado, por lo que la evidencia disponible es escasa. Ademds,
algunos de los estudios presentan conflicto de interés (45,47).
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Coste-efectividad

Los 7 estudios considerados incluyeron un anélisis de coste-efectividad so-
bre la aplicacion de los paneles de genes basados en NGS para el diagndsti-
co y tratamiento del cancer (50-56). De estos, 4 estudios reportaron que la
secuenciacion mediante la tecnologia NGS, en combinacién con la terapia
farmacoldgica sugerida por sus resultados, era coste-efectiva. Li et al (2017)
(52) mostré que la secuenciacion mediante un panel de 7 genes en pacientes
con riesgo de cancer de mama hereditario fue coste-efectiva en comparacion
con las pruebas genéticas centradas inicamente en los genes BRCA1/2. En
el estudio de Lu et al (55) se analizd la relacién coste-efectividad de la tecno-
logia NGS también con paneles de genes muiltiples, en este caso para el can-
cer de pulmoén de células no pequefias. El objetivo fue guiar el tratamiento
con crizotinib frente a la quimioterapia estandar, y la aplicaciéon del panel de
genes resultd ser la opcion mas coste-efectiva (55). Gallego et al (54) repor-
taron que el panel de NGS de genes multiple resultaba mas coste-efectivo
al compararse con el diagndstico estdndar (en este caso fueron técnicas de
immunohistoquimica seguidas de la secuenciacion Sanger) en pacientes con
cancer colorrectal (54). Finalmente, Saito et al (56) compararon un panel de
NGS con mas de 400 genes en pacientes con cancer colorrectal metastésico,
con la estrategia de no identificar los genes o de analizar inicamente RAS.
Se concluy6 que, aunque la primera estrategia mencionada era la mds costo-
sa, resulto ser la mas coste-efectiva.

De los 3 estudios restantes, Li et al (2015) utilizaron un panel NGS de
34 genes en pacientes con melanoma metastasico, y se concluyé que este
reducia los costes y mejoraba la ratio coste-afio de vida ajustado por calidad
(QALY, por sus siglas en inglés), sin especificar si el panel fue coste-efectivo
en su estudio (53). El estudio de Wallbillich et al (51) encontré que la aplica-
cién de un panel NGS de 315 genes junto con la terapia dirigida en pacientes
con cancer de ovario resistentes al platino no resultaba coste-efectiva en
comparacion con la quimioterapia citotoxica estandar. Sin embargo, sugirie-
ron que la reduccion del coste de la terapia dirigida (de forma independiente
o en combinacion con la reduccién del coste de la prueba genética con NGS)
podria mejorar la atencién de los pacientes con cdncer. El estudio de Doble
et al (50) utilizé un panel NGS con 10 genes para guiar la cuarta linea de
tratamiento del adenocarcinoma de pulmén metastasico. Mostraron que el
panel NGS no fue coste-efectivo para seleccionar el tratamiento en estos
pacientes. Sin embargo, observaron una tasa de mortalidad inferior en los
pacientes con resultado positivo del panel, valores inferiores de utilidad aso-
ciados al progreso de la enfermedad y la terapia dirigida. Esto resulté en una
reduccion de las visitas, y se favorecio asi la aplicacion del panel de genes
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NGS teniendo en cuenta la necesidad de estudios adicionales que analicen
estos resultados sugerentes.

De los 7 estudios identificados, tinicamente dos no presentaron con-
flicto de interés (50,51). De estos, son relevantes los resultados reportados
por el estudio de Doble et al (50), ya que los datos reflejan la preparacion
de las muestras, reactivos, secuenciacién y computacién, mano de obra (pa-
télogo y analisis bioinformético) y los gastos de validacion, los cuales serian
extrapolables a cualquier tipo de cancer. Cabe destacar que ninguno de los
estudios identificados estd realizado en un pais europeo, hecho que dificulta
la extrapolacion de los datos a nuestro pais.

La evidencia sobre el coste-efectividad de los paneles de genes NGS
es limitada y variable. Los resultados de los estudios identificados depende-
rian, en gran parte, del tipo de cancer y de la terapia farmacoldgica que se
administra como resultado de la identificacion de la diana terapéutica en el
andlisis genético con NGS. Es importante tener en cuenta que algunos estu-
dios sugieren que la prueba NGS, junto con el tratamiento, podria mejorar
la calidad de vida de los pacientes por una mejora en la ratio coste-QALY
y unos valores de utilidad inferiores que resultarian en una reduccién en el
ndmero de visitas por parte del paciente. Por otro lado, cabe destacar que no
se han identificado estudios de coste-efectividad sobre la secuenciacion de
las regiones exdmicas y/o del genoma completo.
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IMPACTOS

Impacto en salud

Las tecnologias basadas en NGS podrian tener un impacto positivo en la
salud de los pacientes si se secuenciara, en una misma prueba genética, un
mayor nimero de genes relevantes para el diagndstico y la seleccion del
abordaje terapéutico mds apropiado para cada paciente. Esto permitiria un
diagnostico més rdapido y un inicio anterior de las intervenciones preven-
tivas o terapéuticas, junto con el asesoramiento por parte del clinico, que
puedan mejorar la calidad de vida del paciente e incluso la supervivencia.
Actualmente, la cartera de servicios del SNS incluye el cribado del cancer de
mama, el cadncer de cérvix y el cancer colorrectal en aquellas poblaciones de
riesgo. En estos casos, la prueba de cribado no es una prueba genética sino
una mamografia para el cincer de mama, una citologia cervical o prueba de
deteccion del virus del papiloma humano (segtin el intervalo de edad) para
el cancer de cuello de dtero y la deteccion de sangre en heces en el cancer de
colorrectal (57). En el cribado del cdncer de mama, se ha sugerido incorpo-
rar la biopsia liquida analizada mediante NGS como método de identifica-
cién para mutaciones en PIK3CA y TP53 en pacientes de estadio inicial. La
prueba NGS se realizaria después de la mamografia y antes de someterse a
procedimientos de diagnéstico invasivos (58).

Si se considera que el andlisis genético con tecnologia NGS podria ser
una prueba vdlida de diagnéstico precoz del cdncer en un programa de cri-
bado, en primer lugar seria necesario evaluar el cumplimiento de los crite-
rios de Wilson y Junger adaptados a las pruebas genéticas (59). Estos inclu-
yen la valoracion de la enfermedad, de la prueba de cribado (en este caso,
podrian ser los paneles de genes NGS), del diagnéstico de confirmacion y
tratamiento y del programa de cribado. Una de las limitaciones relacionadas
con la enfermedad podria encontrarse en aquellos cadnceres para los cuales
se desconoce todavia su perfil mutacional. En cuanto a la prueba de criba-
do con tecnologia NGS, seria necesario conocer su factibilidad y eficiencia,
asi como la aceptabilidad por parte de la poblaciéon diana. También seria
imprescindible conocer cudl seria el circuito de los pacientes con prueba de
cribado positiva en cuanto a las pruebas de confirmacion del diagnéstico y
posterior tratamiento. Relacionado con esto ultimo, se deberia considerar la
eficacia de la intervencién preventiva o terapéutica disponible que mejore
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la supervivencia o la calidad de vida de los pacientes. Finalmente, queda-
ria pendiente evaluar la factibilidad del programa en su conjunto y poner
especial atencién en el coste-efectividad de un programa que incluya una
prueba de cribado del cancer basada en tecnologia NGS en comparacién
con los actuales programas de deteccion precoz. Por otro lado, se deberia ga-
rantizar el cumplimiento de los requisitos clave para la implementacién de
los programas de cribado recogidos en el Documento marco sobre cribado
poblacional (60).

Impacto ético, social, legal, politico y cultural
de la implantacion de la tecnologia

Cada nueva prueba genética que se desarrolla plantea retos en la medicina,
la salud publica y la politica social con respecto a las circunstancias bajo las
cuales debe ser usada, a como se implementa y a qué usos se hacen de sus
resultados. Al ser las NGS tecnologias que proporcionan informacion gené-
tica de los pacientes, su realizacion tiene implicaciones a nivel ético. Por este
motivo, la técnica NGS mds recomendada serfa el panel de genes, puesto
que presenta una probabilidad menor de obtener hallazgos inesperados en
comparacion con la secuenciacion del exoma o del genoma completo. Por lo
tanto, los paneles de genes reducirian las consecuencias éticas y legales mas
relevantes en cuanto a la autonomia, la confidencialidad y la privacidad (61).
También relacionado con los aspectos éticos, se debe considerar el asesora-
miento genético para el paciente antes de llevar acabo el andlisis con NGS y
también posteriormente, una vez obtenidos los resultados de la prueba (29).

En relacion con lo anterior, en 1990 se fund6 el programa de impli-
caciones éticas, legales y sociales (ELSI) como parte integral del Proyecto
Genoma Humano (62). La mision del programa ELSI era identificar y abor-
dar los problemas planteados por la investigacion genémica que afectarian
a las personas, las familias y la sociedad. Este programa se centré en las
posibles consecuencias de la investigacion gendmica en cuatro areas prin-
cipales: 1) privacidad e imparcialidad en el uso de la informacién genética,
2) integracién de nuevas tecnologias genéticas, como las pruebas genéticas,
en la practica de la medicina clinica, 3) cuestiones éticas relacionadas con el
diseflo y la realizacion de investigaciones genéticas con personas, incluido el
proceso de consentimiento informado y 4) educacién de los profesionales
de la salud, los encargados de formular politicas, los estudiantes y el publico
sobre la genética y los problemas complejos que resultan de la investigacion
gendmica. La aplicacién del programa ELSI en la obtencién y el posterior
manejo de los datos que se obtienen en los test genéticos basados en NGS
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seria de gran interés, puesto que asegurarian un correcto cumplimiento de
los principios éticos y legales de los pacientes. Asimismo, serfan de ayuda a la
hora de implementar estas tecnologias dentro de un marco legal sostenible
y beneficioso para el paciente y el SNS.

Por otro lado, los diagndsticos y los abordajes terapéuticos basados en
NGS podrian suponer un impacto social y politico. La informacién genética
puede generar preguntas sobre la responsabilidad y la elecciéon personales,
frente a la determinacién del resultado genético y aspectos relacionados con
la enfermedad y la salud. Los factores personales, los valores familiares y las
creencias culturales y comunitarias determinaran las respuestas a estos pro-
blemas. Los resultados de una prueba genética pueden influir en un indivi-
duo para cambiar su estilo de vida o comportamiento para reducir asi el ries-
go o la gravedad de la enfermedad. Otros pueden obviar esta informacién y
no modificar su decision a pesar de los resultados obtenidos en una prueba
genética (63). A nivel politico, el problema de salud en el que interfiere la
presente tecnologia es un tema de primer orden. En esta linea, el Boletin
oficial de las Cortes Generales publicd, en febrero del 2019, la ponencia de
estudio sobre Gendmica y sus recomendaciones, que se han ido debatiendo
en el Senado (64). De las recomendaciones, cabe destacar el consenso alcan-
zado sobre la necesidad de elaborar una Estrategia en Medicina Gendmica,
Personalizada y de Precision para el SNS. Por lo tanto, esta tecnologia podria
jugar un papel importante si se considera la implementacion de la medicina
personalizada en el territorio espafiol. Por otra parte, se debe considerar que,
si la implantacién de las tecnologias NGS como pruebas de rutina permite
mejorar y agilizar el diagndstico del cdncer, el nimero de personas diagnos-
ticadas de cdncer podria verse aumentado. En consecuencia, los sistemas
sanitarios deben estar preparados para el manejo de un mayor nimero de
pacientes, sin desmejorar la asistencia sanitaria. Es por este motivo que, pre-
viamente a su inclusidn en la cartera de servicios, se deberia clarificar si los
beneficios de esta tecnologia son clinicamente relevantes.

En el contexto de los andlisis genéticos, pues, es importante tener en
cuenta tanto las consideraciones éticas como las legales, las sociales y las po-
liticas sin separarse de las cientificas y tecnoldgicas. Todas ellas, en conjunto,
deben integrarse para proporcionar la mejor atencion al paciente.

Impacto econdmico de la tecnologia

Los costes directos que derivan de la implantacion de esta tecnologia se han
detallado en el apartado “Coste y precio unitario” del presente informe. En
comparacion con la secuenciacion de Sanger, el coste del andlisis basado
NGS por muestra seria mas elevado (32). No obstante, la tecnologia NGS
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permite secuenciar un mayor nimero de genes por muestra, lo que supone
un ahorro relativo en costes cuando se secuencian multiples genes. Se debe
considerar que, en la mayoria de los estudios econémicos, los resultados se
asocian también al coste de un tratamiento farmacolégico antineoplésico, ya
que su indicacion estd asociada a los resultados genéticos. Esto acaba dando
lugar en algunos estudios a una ratio coste-efectividad elevada (Anexo 8).
En este contexto, serian de interés estudios adicionales de eficiencia que
comparen la tecnologia NGS (ya sea como panel de genes o secuenciacion
del exoma o genoma) con las técnicas actualmente utilizadas, sin considerar
el coste adicional de la terapia que se administra posteriormente como re-
sultado del anélisis genético.

Respecto a la organizacién de los distintos equipos clinicos implicados
directamente con la tecnologia, seria necesaria la incorporacion, la forma-
cién y/o la ampliacion del equipo encargado del andlisis molecular mediante
la tecnologia NGS, asi como de la interpretacion de los datos que se derivan.
En este ultimo punto sobre el manejo de los datos bioinformaéticos es donde
se requeriria de una mayor inversiéon econémica.
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DIFUSION

E INTRODUCCION
ESPERADA

DE LA TECNOLOGIA

Se espera que, si la secuenciaciéon mediante los paneles de genes basados
en NGS se implementa como procedimiento habitual en el diagndstico de
las enfermedades oncoldgicas y en la seleccion de las dianas terapéuticas en
los hospitales terciarios de referencia, se conseguird una reduccién de los
tiempos y de los costes, siempre y cuando no sea necesaria una confirmacion
de los resultados con el método de Sanger. Asi, tanto el diagndstico como
la decisién terapéutica podrian ser un proceso mds agil en utilizarse dicha
tecnologia, lo que permitiria un mayor nimero de manejo de pacientes en
un menor tiempo. No obstante, se desconoce cudl podria ser la difusién e
introduccion de la secuenciacion del exoma o del genoma completo puesto
que la evidencia es insuficiente.
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INVESTIGACION
EN CURSO
Y RECOMENDACIONES

Investigacion en curso

Se han encontrado registrados en clinicaltrials.gov 390 estudios que utilizan
la secuenciaciéon NGS en relacién con el diagnéstico y el tratamiento del
cancer, de los cuales 46 han sido completados sin figurar todavia resulta-
dos. Los objetivos principales de la investigaciéon con NGS se centran en
analizar el genoma completo (NCT02281214, NCT01939847) y mutaciones
para el desarrollo de terapias efectivas y personalizadas (NCT01118078,
NCT01856296), identificar biomarcadores como predictores de la respues-
ta al tratamiento (NCT01959490, NCT02994888), validar el diagnostico
del cancer con NGS (NCT03220230, NCT02151747, NCT03046849), reali-
zar el diagnostico molecular mediante ADN tumoral circulante (ADNTtc)
(NCT02169349, NCT02827565), realizar andlisis moleculares de la enferme-
dad residual (NCT03491033), estudiar el impacto de los resultados del test
NGS en las decisiones clinicas (NCT01851213), incluir los datos obtenidos
en herramientas de ayuda a la toma de decisiones (NCT02767700), asi como
identificar aquellos pacientes candidatos a participar en un ensayo clinico,
entre otros. Por lo tanto, diversos estudios en curso estan examinando la
utilidad de las NGS en la préctica clinica, asi como su implementacién en las
pruebas de rutina.

Guias y directrices

La Estrategia en Cdncer del Sistema Nacional de Salud recoge, en su dltima
actualizacion, la necesidad de organizar la medicina de precision en el SNS,
haciendo hincapié en la introduccién del diagndstico molecular y los bio-
marcadores en la cartera de servicios del SNS con equidad en el territorio
(65). En este contexto, la tecnologia NGS podria jugar un papel importante,
pues se postula como primera opcién para el diagndstico, el prondstico y la
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seleccién de dianas terapéuticas en las enfermedades oncolégicas por sus
ventajas relacionadas con el tiempo y los costes (64).

El proyecto EuroGentest es una iniciativa de la Comisién Europea y la
European Society of Human Genetics que pretende armonizar y garantizar
la calidad de los diagnésticos mediante la tecnologia NGS. Puesto que los la-
boratorios pueden aplicar diferentes pruebas genéticas independientemente
de las guias de evaluacién y validacion, se planted una clasificacién de los
test NGS segtin su alcance analitico (28):

e Test Tipo A: el test garantiza un nivel de deteccion de variantes ge-
néticas > 99 % en las regiones de interés definidas. Para ello, puede
utilizar diferentes estrategias, como las técnicas mixtas, que cubren
los gaps conocidos o los que no cumplan con los requisitos de cali-
dad necesarios mediante secuenciacion Sanger.

e Test Tipo B: el test analiza las regiones de interés con una fiabilidad
> 99 % y completa algunos de los fragmentos de secuencia no cu-
biertos con secuenciacidon Sanger u otra tecnologia complementaria.

e Test Tipo C: el test inicamente garantiza el rendimiento seguin la
secuenciacion mediante NGS, sin ofrecer otras técnicas complemen-
tarias.

De acuerdo con las directrices europeas, la Sociedad Espaifiola de On-
cologia Médica (SEOM), la Asociacion Espaiiola de Genética Humana y
la Sociedad Espaiiola de Medicina de Laboratorio elaboraron un consen-
so sobre una correcta implementacion de los test NGS para el diagnostico
genético de la predisposicion al cancer hereditario (29). En relacién con su
utilidad clinica y diagnodstica, destacaron que la NGS no debe transferirse a
la practica clinica sin haberse realizado, a priori, una validacién aceptable de
acuerdo con las guias. Ademas, el rendimiento del diagnéstico debe conside-
rarse como un primer indicador para su introducciéon. En cuanto a la clasi-
ficacion de los test NGS derivada del proyecto EuroGentest, las sociedades
espafiolas destacan la dificultad de su aplicacién en la practica clinica. No
obstante, se sugiere que esta clasificacion se puede utilizar como referencia
a la hora de optar por un grupo u otro test NGS. También concluyen que es
importante delimitar el &mbito asistencial de la investigacién, de manera
que los informes diagndsticos se deben elaborar por laboratorios clinicos
acreditados (29).

Ademais, en relacién con la seleccion de las dianas terapéuticas en pa-
cientes con cancer se elabord, a través de un consenso de expertos, la Sca-
le of Clinical Actionability for molecular Targets (ESCAT, por sus siglas en
inglés). Esta herramienta pretende clasificar las alteraciones genéticas y la
seleccion del tratamiento mds adecuado para cada paciente oncoldgico en
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funcién de la evidencia cientifica disponible en 6 niveles (66). En el nivel
I se incluyen aquellas mutaciones para las cuales se dispone de evidencia
robusta, por lo que se pueden implementar en la toma de decisiones sobre
las terapias dirigidas. En el nivel II se clasifican las mutaciones que definen
una subpoblacién de pacientes potencial a ser tratada con una terapia diri-
gida, pero que requieren de més estudios para conocer su valor clinico. El
nivel IIT contiene las mutaciones para las cuales se dispone de evidencia
en otros tipos de tumores u otras mutaciones. En el nivel IV se recogen las
mutaciones con Unicamente datos preclinicos. En el nivel V se encuentran
las mutaciones de las que no resulta un beneficio clinico como tratamiento
Unico, pero podria haber como cotratamiento. Finalmente, en el tltimo nivel
se encuentran las mutaciones sin evidencia y, por lo tanto, estas no son aptas
para ser implementadas en la practica clinica (66).

En cuanto a las guias de préctica clinica, cabe destacar que en pocas
de ellas aparece la tecnologia NGS. En las dltimas guias elaboradas por la
SEOM no consta la aplicacion de la tecnologia NGS para el diagndstico y la
seleccion de dianas terapéuticas, a excepcidn de algin caso. En la guia sobre
el tratamiento del cdncer de pulmén no microcitico, se especifica que las
nuevas guias moleculares recomiendan incluir el andlisis de los genes ROS-
1y EGFR, asi como de BRAF, MET, HER2, KRAS y RET en pacientes de
estadio IV mediante NGS (67).

También a nivel nacional, el Grupo Espafiol de Sindromes Mielodis-
plasicos edit6 la primera guia para el uso de NGS en la préctica clinica. En
ella se presentan los genes que se recomienda analizar en pacientes con
sospecha de sindrome mielodisplésico o leucemia mielomonocitica crénica,
junto con unos criterios de estandarizacion y calidad para el diagndstico mo-
lecular de estas patologias (68). No obstante, un informe RedETS de 2015
sobre la eficacia de la secuenciacién masiva para el diagnodstico de las en-
fermedades oncohematoldgicas y su seguimiento concluy6 que la evidencia
disponible era de calidad baja/moderada e insuficiente en comparacién con
la prueba de secuenciacion de referencia (69). Respecto a las recomenda-
ciones de NGS en guias de sociedades cientificas, SEAP/SEOM y SEAP/
AEGH han recomendado el uso de NGS para la determinacién de mutacio-
nes germinales y somadticas en los genes BRCA1/2 como factor predictivo de
respuesta a inhibidores PARP (70,71).

En el 4mbito internacional, la guia del National Comprehensive Cancer
Network (NCCN, por sus siglas en inglés) sobre el cancer de colon (72) re-
comienda la realizacién de prueba genética para la deteccion de mutaciones
en KRAS, NRAS y BRAF. Sin embargo, no se especifica ningtin método en
concreto para su identificaciéon. En cuanto al cdncer de pulmén no microciti-
co, en la guia NCCN figura también que la NGS puede utilizarse para detec-
tar las mutaciones de EGFR, asi como otras mutaciones y reordenamientos
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genéticos, siempre y cuando las plataformas NGS se hayan disefiado y vali-
dado para detectar las alteraciones genéticas de interés (73). En este punto
se subraya que la NGS requiere un control de calidad comparable con el de
cualquier otra técnica diagndstica. Sin embargo, la guia del National Insti-
tute of Care Excellence (NICE, por sus siglas en inglés) sobre el andlisis de
mutaciones en EGFR-TK en adultos con cdncer de pulmén no microcitico
localmente avanzado o metastasico manifiesta que la evidencia es insuficien-
te para recomendar el uso de la NGS (74). La guia NCCN de melanoma re-
comienda la realizacion de prueba genética en el estadio I'V metastdsico si se
considera administrar un tratamiento dirigido al paciente, sin concretar cudl
es la técnica mas aconsejable para este andlisis. En relacion con el cancer de
mama, la American Society of Breast Surgeons recomendé someter a todos
los pacientes con diagnéstico de cancer de mama a una prueba genética de
la linea germinal a través de un panel de miltiples genes (75). Para los tu-
mores so6lidos pedidtricos, el NICE emitié un documento sobre el uso de un
panel de genes basado en NGS para estos tipos de cancer (76). De acuerdo
con los resultados de un unico estudio, se describe que el panel caracteriza
adecuadamente las anormalidades genéticas. No obstante, se especifica que
la evidencia es todavia limitada puesto que la tecnologia es temprana en su
desarrollo. Por tltimo, respecto al uso de NGS en cancer de pulmén existe
una sugerencia de uso cuando se hace un estudio molecular extendido (77).

Recomendaciones

La tecnologia NGS se encuentra implementada en algunos de los hospitales
y centros espafioles que cuentan con laboratorios acreditados de diagnés-
tico molecular y genético. La utilizacién de la tecnologia NGS se centra en
el diagndstico y en la seleccion de dianas terapéuticas de ciertos farmacos
anticancerigenos que requieren de una prueba genética previamente a su
administracion, No obstante, no se encuentran muchos datos en cuanto a su
implementacion.

Por otro lado, los resultados de eficacia diagndstica de los paneles de
genes basados en NGS son favorables y cuentan con una elevada concordan-
cia con el método de secuenciacién de Sanger. Por este motivo, se sugiere
que los paneles de genes son una buena herramienta para el diagnéstico y
la toma de decisiones terapéuticas, concretamente para aquellos sindromes
de predisposicion hereditaria al cdncer o enfermedades oncoldgicas para las
cuales es necesario secuenciar un niimero considerable de genes relaciona-
dos con la patologia. Sin embargo, previamente a su aplicacion, se requiere
de una evidencia cientifica suficientemente robusta entre la alteracion gené-
tica y la patologia de interés que justifique su realizacién, dadas las implica-
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ciones éticas que supone la obtencién de informacién del paciente a través
de una prueba genética.

La evidencia disponible en cuanto a la efectividad clinica de la tecno-
logia NGS en comparacién con el método de referencia es limitada. Unica-
mente algunos de los estudios de coste-efectividad sugieren que la prueba
genética mediante panel de genes NGS, junto con la terapia que se seleccio-
na a partir de los resultados obtenidos, es coste-efectiva. No obstante, existe
cierta heterogeneidad entre los estudios, pues el tipo de cancer y el coste de
la terapia farmacoldgica podrian influir en los resultados. Aunque algtn es-
tudio ha sugerido una reduccion del niimero de visitas en aplicarse paneles
de genes basados en tecnologia NGS, globalmente existe una falta de datos
sobre variables clinicamente relevantes en cuanto a su uso, como podrian ser
la supervivencia, la calidad de vida, los cambios en la decision terapéutica o
en el manejo del paciente. Por otro lado, actualmente se desconoce cudl es
el nimero de determinaciones NGS necesarias para que su utilizacion sea
coste-efectiva. En este sentido, el coste-efectividad de la tecnologia NGS
deberia analizarse en cada indicacidn, teniendo en cuenta si se emplea como
prueba diagndstica o prueba de cribado y considerando el coste total del
programa de cribado de referencia. Por este motivo, Ginicamente se reco-
mienda el uso de la tecnologia NGS para la identificacién de mutaciones
para las cuales se dispone de una evidencia cientifica suficiente que avale la
relacion entre la alteracion genética y el tipo de cdncer, y que se diferencie
su uso entre la practica clinica y la investigacion. Ademds, la identificacion
de la alteracion genética debe ser util para el diagndstico, el prondstico y el
tratamiento de pacientes con cancer, incluso para la prevencion y prondstico
en aquellos casos con predisposicion al cancer hereditario.

Si se considerara la implementacion en el SNS de las pruebas diag-
nosticas basadas en NGS, se sugiere considerar también el estudio piloto
de los paneles de genes como estrategia de prevencion secundaria, también
dentro de los programas de cribado poblacionales de cancer y teniendo en
cuenta los requerimientos que se encuentran establecidos en la adaptacion
de los criterios de Wilson y Junger (59). Ademas, se deberian tener en cuenta
también los criterios establecidos en el Documento Marco sobre el cribado
poblacional. La incorporacién de la tecnologia NGS en los programas de
cribado poblacional podria ser aplicable en aquellos tipos de céncer para los
cuales esta bien descrita la relacion entre las alteraciones o mutaciones ge-
néticas y la patologia. Para ello, se deberd contar con un anélisis previo de la
eficacia y del coste-efectividad de la incorporacion de esta tecnologia a cada
uno de los programas de cribado en el marco de la cartera comtn del SNS.

Finalmente, tal y como se ha descrito, actualmente no existe ningun
requerimiento por parte de las autoridades estatales y/o autondémicas para
la acreditacién de los laboratorios que realizan diagndsticos genéticos. Por
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este motivo, se recomienda la implementacién de las tecnologias NGS tni-
camente en los laboratorios de los centros hospitalarios acreditados con la
ISO 15189 y la ISO/IEC 17025. Ademads, se debe contar con un equipo de
profesionales especializados en la preparacion y secuenciacion de las mues-
tras y andlisis de los resultados derivados para emitir un diagndstico.
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Anexo 1. Criterios de inclusion y exclusion

de los estudios sobre seguridad, eficacia y/o
efectividad de la tecnologia NGS en pacientes
con sindrome de predisposicion hereditaria

al cancer o con cualquier enfermedad
oncologica.

Criterios de inclusion

— Pacientes con cualquier tipo de cancer.

— Realizacion de prueba NGS para el diagnostico, prondstico y/o seleccion de diana
terapéutica.

— Comparacion de prueba NGS con el método de referencia de secuenciacion Sanger.

— Estudios que presenten datos sobre las siguientes variables: nimero o porcentaje de
pacientes con la mutacion o mutaciones de interés, nimero o porcentaje de mutaciones
identificadas, especificidad (falsos positivos), sensibilidad (falsos negativos), concordancia
(precision), valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, limite de deteccion,
modificaciones del diagndstico inicial, cambio en la decision terapéutica o manejo de los
pacientes después de realizar un test NGS.

— Estudios con disefio de ensayo clinico, revision sistematica, revision sistematica meta-
analitica o estudios comparativos de evaluacion diagnostica.

— Limite de la busqueda a fecha: septiembre 2019.

Criterios de exclusion

— Estudios que incluyan pacientes con diferentes tipos de cancer y que no presenten los
datos de las variables de interés para cada uno de ellos por separado.

— Estudios que presenten una N < 30 (ya sean muestras o pacientes).

— Estudios que comparen la prueba NGS con otras técnicas para identificar mutaciones que
no sean secuenciacion de Sanger.

— Estudios de investigacion para la identificacion de nuevas mutaciones relacionadas con la
enfermedad oncoldgica de interés.

— Estudios escritos en idiomas diferentes al inglés, castellano o catalan.
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Anexo 2. Estrategias de la busqueda disefiadas
para identificar estudios sobre seguridad,
eficacia o efectividad de la tecnologia NGS

en pacientes con sindrome de predisposicion
hereditaria al cancer o con cualquier
enfermedad oncoldgica en las diferentes bases
de datos electronicas.

MEDLINE (PubMed)

#1 (((next[tiab] OR secondl[tiab]) AND generat*[tiab] AND sequenc’|
tiab]) OR “high-throughput sequencing”[tiab] OR “High-Throughput
Nucleotide Sequencing”[Mesh] OR (NGS[tiab]) OR (Mass*[tiab] AND
paralleltiab] AND sequenc*[tiab]) OR (“lllumina” AND sequenc*®) OR
(“Solexa” AND sequenc*) OR (“lon Torrent” AND sequenc®) OR (“lon
PGM” AND sequenc®) OR (“Roche 454" AND sequenc*) OR (solid
AND sequenc®)))

#2 neoplasm* OR cancer OR tumor* OR tumour* OR oncolog* OR
carcinoma OR sarcoma OR metast* OR malignan* OR carcinoid*

#3 (first[tiab] AND generat*[tiab] AND sequenc*[tiab]) OR
Sanger(tiab]

#4 randomized controlled trial[pt] OR controlled clinical trial[pt] OR
clinical trial[pt] OR random*[title] OR trial*[title]

#5 systematic review(title] OR (systematicltitle] AND reviewl[title]) OR
systematic[sb] OR Cochrane Database Syst Rev[ta] OR “systematic
review”[pt] OR Metaanal*[title] OR meta-analysis[title] OR Meta-
Analysis[pt]

#6 comparative study[pt] OR (comparative[Tiab] AND stud*[Tiab])

#1 AND #2 AND #3 AND (#4 OR #5 OR #6)
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Web of Science

Scopus

84

#1 (next OR second) NEAR/2 generat® NEAR/2 sequenc* OR high-
throughput NEAR/2 sequenc* OR NGS OR Mass* NEAR/2 parallel
NEAR/2 sequenc* OR (“lllumina” AND sequenc®) OR (“Solexa”
AND sequenc®) OR (“lon Torrent” AND sequenc*) OR (“lon PGM”
AND sequenc®) OR (“Roche 454” AND sequenc®) OR (solid AND
sequenc?)

#2 neoplasm* OR cancer OR tumor* OR tumour* OR oncolog* OR
carcinoma OR sarcoma OR metast* OR malignan* OR carcinoid*

#3 (first NEAR/2 generat* NEAR/2 sequenc®) OR Sanger

#4 random* OR trial*

#5 (systematic NEAR/2 (review OR overview)) OR metaanal* OR
meta-anal*

#6 (comparative AND stud”)

#1 AND #2 AND #3 AND (#4 OR #5 OR #6)

#1 AND #2 COMO “TITLE” Y “#3 AND #4 AND #5 AND #6” COMO
“TOPIC”

(((TITLE-ABS-KEY (( (next OR second) W/2 generat* W/2
sequenc*) OR ( high-throughput W/2 sequenc*) OR ngs OR
(mass* W/2 parallel W/2 sequenc*) OR ( “lllumina” AND
sequenc*) OR (“Solexa” AND sequenc*) OR ( “lon Torrent”
AND sequenc*) OR (“lon PGM” AND sequenc*)) OR TITLE-
ABS-KEY ( ( “Roche 454" AND sequenc*) OR (solid AND
sequenc®)))) AND (TITLE-ABS-KEY ( neoplasm* OR cancer
OR tumor* OR tumour* OR oncolog® OR carcinoma OR
sarcoma OR metast* OR malignan® OR carcinoid*)) AND (
TITLE-ABS-KEY ( (first W/2 generat®* W/2 sequenc*) OR
sanger))) AND ((TITLE (random* OR trial* OR ( systematic
W/2 (review OR overview)) OR metaanal® OR meta-anal*
OR (comparat* W/2 stud*)) OR KEY (random* OR trial* OR
(systematic W/2 (review OR overview )) OR metaanal* OR
meta-anal* OR (comparat* W/2 stud*))))
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Cochrane Library #1 (neoplasm* OR cancer OR tumor* OR tumour* OR oncolog* OR
carcinoma OR sarcoma OR metast* OR malignan* OR carcinoid®)
{Incluyendo términos limitados relacionados}

#2 ((next OR second) ADJ2 generat* ADJ2 sequenc®) OR (high
ADJ2 throughput ADJ2 sequenc®) OR ngs.ti OR (mass* ADJ2
parallel ADJ2 sequenc*) OR (“llumina” AND sequenc*®) OR (“Solexa”
AND sequenc®) OR (“lon Torrent” AND sequenc®) OR (“lon PGM”
AND sequenc®) OR (“Roche 454” AND sequenc*) OR (solid AND
sequenc?) {Incluyendo términos limitados relacionados}

#1 AND #2
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Anexo 3. Diagrama de flujo de la seleccion de
estudios incluidos sobre seguridad, eficacia y/o
efectividad de la tecnologia NGS en pacientes
con sindrome de predisposicion hereditaria

al cancer o con cualquier enfermedad
oncologica.

Pubmed Web of Science Scopus Cochrane Library Busqueda manual
246 articulos 21 articulos 126 articulos 1 articulo 8 articulos

369 articulos

f——]p  Duplicados
29 articulos

332 articulos

Exclusidn por titulo/resumen <« u———

213 articulos

v

Motivos exclusién: 104 articulos

119 articulos N<30 pacientes/muestras: 24 articulos

No reporta variables de interés: 13 articulos

Datos no comparables: 1 articulo

No centrado en cancer: 4 articulos

Estudios descriptivos/revisiones/libros: 6 articulos
— comparacion con Sanger: 44 articulos

No NGS: 4 articulos

Comparacién resultados de distintas muestras: 2 articulos
No datos disgregados por patologia: 4 articulos

Estudio no diagndstico, prondstico o diana terapéutica: 2 articulos

v

15 articulos
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Anexo 4. Criterios de inclusion y exclusion
de los estudios sobre coste-efectividad de la
tecnologia NGS en pacientes con sindrome
de predisposicion hereditaria al cdncer o con
cualquier enfermedad oncoldgica.

Criterios de inclusion
— Pacientes con cualquier tipo de cancer.

— Estudios que hubieran realizado un andlisis coste-efectividad o coste-beneficio de las
tecnologias NGS.

— Revisiones sistematicas publicadas entre enero de 2015 y septiembre de 2019 y estudios

originales publicados entre enero de 2018 y septiembre de 2019.

Criterios de exclusion

— Estudios escritos en idiomas diferentes al inglés, castellano o catalan.
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Anexo 5. Estrategias de la busqueda disefiadas
para identificar estudios sobre coste-
efectividad de la tecnologia NGS en pacientes
con sindrome de predisposicion hereditaria al
cancer o con cualquier enfermedad oncologica
en la base de datos electronica MEDLINE
(PubMed):

MEDLINE (PubMed) #1 (((next[tiab] OR second[tiab]) AND generat*[tiab] AND sequenc’|
tiab]) OR “high-throughput sequencing”[tiab] OR “High-Throughput
Nucleotide Sequencing”[Mesh] OR (NGS[tiab]) OR (Mass*[tiab] AND
parallelftiab] AND sequenc*[tiab]) OR (“lllumina” AND sequenc*) OR
(“Solexa” AND sequenc*®) OR (“lon Torrent” AND sequenc®) OR (“lon
PGM” AND sequenc*) OR (“Roche 454" AND sequenc*) OR (solid
AND sequenc®)))

#2 neoplasm* OR cancer OR tumor* OR tumour* OR oncolog* OR
carcinoma OR sarcoma OR metast* OR malignan* OR carcinoid*

#3 “costs and cost analysis”[MeSH] OR “cost-benefit
analysis”[MeSH] OR “cost allocation”[MeSH] OR “cost
control’[MeSH] OR “cost of illness”[MeSH] OR “cost
savings”[MeSH] OR “cost sharing”[MeSH] OR cost[title] OR
costsltitle]

#1 AND #2 AND #3
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Anexo 6. Diagrama de flujo de la seleccion de
estudios incluidos sobre coste-efectividad de
la tecnologia NGS en pacientes con sindrome
de predisposicion hereditaria al cidncer o con
cualquier enfermedad oncoldgica.

Revisiones
18 articulos

Articulos 2018-2019

27 articulos

45 articulos

D

5 articulos

40 articulos

Revisién Titulo-Resumen

24 articulos

v

| 16 articulos |

VL

3 articulos
6n diferente NGS: 2 articulos
lad

3 articulos

2 revisiones

sistematicas

A 4

8 articulos

1 articulo

9 articulos

A 4

EXCLUSION: 2 articulos
= Nose centran en cancer: 1 articulo
~ Report: 1 articulo

7 articulos
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Anexo 7 Estudios que compararon la secuenciacion mediante técnicas de NGS con la secuenciacion de Sanger.

Autor

Pritchard et al
(33)

Neveling et al (34)

Ciardiello et al

(37)

Gao et al (38)

90

Anho

2012

2013

2014

2016

Disefio
estudio
Estudio

prospectivo de
validacion

Estudio
comparativo
post-hoc

Estudio
comparativo
retrospectivo,
cohorte
multicéntrica
nacional

Estudio
comparativo
retrospectivo

Enfermedad N (muestras

Sindrome de
Lynch

Cancer
de colon
hereditario

Cancer
colorrectal
metastasico

Cancer
colorrectal

o pacientes)

82 muestras

35 pacientes

182
pacientes

51 muestras

Tipo
muestra

Sangre
periférica

Solida

FFPE

FFPE

Utilizacién
prueba NGS
Diagnostico
(sindromes
hereditarios
cancer de colon)

Diagnéstico

Prondstico y
seleccion diana
terapéutica
(quimioterapia
estandar plus
anti-EGFR
cetuximab)

Diagnostico y
seleccion diana
terapéutica
(resistencia
tratamiento anti-
EGFR cetuximab
0 panitumumab)

Técnica
NGS

Panel de genes

WES

Panel de genes

Panel de genes

Tecnologia
NGS

HiSeq
(Numina®)

SOLIDTM
(Applied
Biosyntesis)

lon Torrent
PGM
(Thermofisher)

lon Torrent
PGM
(Thermofisher)

Resultados

- Especificidad: 99,4 %
- Sensibilidad: 99,1 %
- Valor predictivo:

99,4 %

NA

- Sensibilidad: 2 % con
NGS, mucho mayor
respecto Sanger

- Concordancia: 100 %

- Concordancia: 100 %
- Pacientes/muestras
mutacion: 13 muestras
(25,5 %) con NGS y 13
(25,5 %) con Sanger

Conclusiones

Se reporta y se valida un test NGS
exhaustivo y coste efectivo para
sindromes hereditarios de cancer
de colon y para evitar multiples test
genéticos costosos para establecer
un diagnadstico.

- El diagnéstico mediante WES

es coste-efectivo si se analizan
mas de 3 genes. Para analizar uno
0 pocos es preferible el método
Sanger.

- WES seria una herramienta para
el diagndstico diferencial.

- La sensibilidad de NGS es mucho
mayor que la presentada por
Sanger.

- Las validaciones mediante
secuenciacion de Sanger de las
mutaciones seleccionadas fueron
corroboradas.

- lon Torrent PGM presenta una
mayor especificidad y sensibilidad
en la deteccion de mutaciones que
Sanger.

- lon Torrent PGM es una
plataforma eficiente en costes y
tiempo para el test de multiples
genes relacionados con el cancer
colorrectal.

Conflicto
interés

Si

NA

Si

No
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Autor

Udar et al (39)

Castéra et al (35)

Hwang et al (36)

Buttitta et al (40)

Tuononen et al
(41)

Disefo
estudio

2018  Estudio
comparativo
retrospectivo.
Las muestras
provienen de
un ensayo

clinico

2014 Estudio de
evaluacion

prospectivo

2018 Estudio de
evaluacion

comparativo

2013 Estudio de
evaluacion

retrospectivo

2013  Estudio
comparativo

retrospectivo

Enfermedad N (muestras Tipo
o pacientes) muestra

Cancer 441 FFPE

colorrectal muestras

metastasico

Cancer 168 Sangre

hereditario pacientes periférica

de mamay

ovario

Cancer de 75 pacientes  Sangre

mama

Cancer de 48 muestras Lavado

pulmon broncoalveolar
y liquido pleural

Carcinoma 81 muestras FFPE

de

pulmén no

microcitico

Utilizacion
prueba NGS
Diagnostico y
seleccion diana
terapéutica
(anti-EGFR
panitumumab)

Diagnéstico
(sindromes
hereditarios
cancer de mama
y ovario)

Diagnostico
(sindromes
hereditarios
cancer de mama)

Diagnostico y
seleccion diana
terapéutica (anti-
EGFR TKI)

Diagnostico y
seleccion de
diana terapéutica

Técnica
NGS

Tecnologia
NGS

Panel de genes  MiSeq

(llumina®)

Plataforma
GAlIx
(Numina®)

Panel de genes

lon Torrent
PGM
(Thermofisher).
Dos
plataformas:
lon PGM con
OTG-snpcaller
y lon PGM Dx
con Torrent
Suite

Panel de genes

Secuenciacion
dirigida

454 (Life
Sciences)

HiSeq
(Numina®)

Panel de genes
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Resultados

- Sensibilidad: 98,7 %

- Especificidad: 98,2 %
- Sensibilidad: 100 %
- Concordancia: 100 %

- Concordancia: 1
resultado discrepante
entre lon PGM/OTG-
snpcaller y Sanger. 8
resultados discrepantes
entre lon PGM Dx/
Torrent Suite y Sanger

- Especificidad: 100 %
- Sensibilidad: NGS
detecta mutaciones en
el 81 % de las muestras
(14 % Sanger) y

enel 77 % de los
casos negativos con
Sanger (muestras baja
proporcion de células
tumorales)

- Concordancia:
97,5 %-100 % (segun
gen secuenciado)

Conclusiones

Conflicto

interés

La tecnologia NGS permite realizar Si
analisis rapidos y altamente

especfficos de regiones genémicas.
Respaldan el uso del Panel

Extended RAS como diagnostico
complementario para identificar

pacientes candidatos a recibir
panitumumab.

Los resultado del estudio No
demuestran la eficiencia de la

tecnologia NGS en el diagndstico

molecular del cancer hereditario de

mama y ovario.

- lon PGM / OTG-snpcaller No
mostré un rendimiento aceptable

con buena concordancia con la
secuenciacion de Sanger.

- lon PGM Dx / Torrent Suite mostrd
muchos resultados discrepantes
que no son adecuados para su uso
en un laboratorio clinico.

- Los fluidos de los lavados No
broncoalveolares y pleurales se

pueden usar de manera efectiva

para la deteccion de mutaciones

EGFR por NGS.

- Mayor sensibilidad y especificidad
de NGS respecto a otros métodos
de deteccion de mutaciones
sensibles.

Los resultados dan soporte al NA
uso de NGS para el cribado de
mutaciones en este estudio.
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Autor Ano
Bisschop et al 2018
(42)

Lionetti et al (43) 2014
Rossi et al (44) 2014
McClure et al (45) 2015
Sutton et al (46) 2015

92

Diseno
estudio
Estudio

comparativo
restrospectivo

Estudio
comparativo
prospectivo.
Casos
registrados
en un ensayo
clinico
multicéntrico.
Estudio

comparativo
prospectivo

Estudio
comparativo
prospectivo

Cohorte
multicéntrica
internacional

Enfermedad N (muestras Tipo

Melanoma
de estadio
avanzado

Leucemia
linfocitica
crénica

Leucemia
linfocitica
cronica

Leucemia
linfocitica
cronica

Leucemia
linfocitica
crénica

Utilizacion

o pacientes) muestra prueba NGS

39 pacientes FFPE Diagnéstico y
seleccion de

diana terapéutica

384 Sangre Diagnostico
pacientes periférica
309 Sangre Diagnostico
pacientes periférica

50 pacientes Sangre o Diagnéstico y

médula 6sea prondstico

188 Sangre
pacientes

Diagnostico y
prondstico

Técnica
NGS
Panel de genes

(15 exones de
BRAF)

Secuenciacion
de gen unico

Secuenciacion
de gen unico

Secuenciacion
de gen unico

Panel de genes

Tecnologia
NGS

lon Torrent
(TermoFisher)

454 (Life
Sciences)

454 (Life
Sciences)

lon Torrent
PGM
(Thermofisher)

HiSeq
(Numina®)

Resultados

- Limite deteccion:
10 % NGS'y 20 %
Sanger

- Pacientes mutacion:
145 NGS y 25 Sanger

- Pacientes mutacion:
46 (14,8 %) NGS y 28
(9,1 %) Sanger

- N. mutaciones
detectadas: 85 NGS 'y
35 Sanger

- Pacientes mutacion:
19 NGSy 19 Sanger
- N. mutaciones
detectadas:
discordancias

en cuanto al %

de mutaciones

identificadas, sin afectar

al resultado clinico.
Diferencia maxima de
mutacion: 47 casos
(2,2 %)

- Concordancia: 93 %

Conclusiones Conflicto

interés

La tecnologia NGS tiene una Si
elevada sensibilidad, lo que permite
proporcionar un perfil tumoral mas

amplio del individuo, importante

para el abordaje terapéutico.

La tecnologia NGS es un método No
de deteccion altamente sensible

que permite la deteccion de

mutaciones de bajo nivel relevantes

para el prondéstico y decision de

estrategias terapéuticas.

La tecnologia NGS proporciona un No
valor afiadido a los andlisis de TP53

en LLC para identificar aquellos

pacientes que presentarian un

alto riesgo de fallo de las terapias
convencionales.

La evaluacion de IGH SHM Si
mediante la tecnologia de estudio

es factible. Esta tecnologia puede

ser introducida en los laboratorios

clinicos de rutina.

La técnica NGS dirigida es precisa, NA
reproducible y adecuada para el

cribrado de rutina sin la necesidad

de confirmacion con secuenciacion

Sanger.
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Autor Aho Diseno Enfermedad N (muestras Tipo

estudio o pacientes) muestra
Deininger et al 2016  Ensayo clinico  Leucemia 267 Sangre
47) mieloide pacientes
cronica

NA: No aplica; WES: Whole Exome Sequencing; FFPE: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded.

Utilizacion
prueba NGS
Seleccion de

diana terapéutica
(TKI ponatinib)

Técnica
NGS

Secuenciacion
dirigida
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Tecnologia
NGS

lon Torrent
PGM
(Thermofisher)

Resultados

- Sensibilidad: mayor
sensibilidad NGS
respecto Sanger

- Muestras mutacion:
39 % NGS, 51 %
Sanger Mutaciones
multiples, 23 % NGS y
10 % Sanger

Conclusiones

- La secuenciacion mediante
técnicas de NGS es mas sensible
que mediante Sanger

- Se ha visto que el aumento de
la sensibilidad en la deteccion de
mutaciones por NGS no presenta
utilidad en la prediccion a la
respuesta al tratamiento.
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Anexo 8. Estudios que reportaron el coste-efectividad de la tecnologia NGS.

Autor

Doble et al
(50)

Wallbillich JJ
et al (51)

LiY etal (52)

Li Y et al(53)

Gallego CJ et
al (54)
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Ano

2017

2016

2017

2015

2015

Tipo de
estudio

Estudio
comparativo
de coste-
efectividad

Estudio coste-
efectividad

Estudio
comparativo
de coste-
efectividad

Estudio

de coste-
efectividad
mediante un
modelo de
decision
Estudio

de coste-
efectividad
mediante un
modelo de
decision

Pais

Australia

Estados
Unidos

Estados
Unidos

USA

USA

Enfermedad

Adenocarcinoma
de pulmoén
metastasico

Cancer de ovario

Céancer de mama

Melanoma
metastasico

Cancer colorrectal

Método
secuenciacion

Panel de 10
genes

Panel de 315
genes

Panel de 7
genes

Panel de 34
genes

Panel de genes
multiples

Parametros incluidos
en el coste total

Preparacion de las
muestras, reactivos,
secuenciacion y
computacion, mano de
obra (patdlogo y analisis
biocinformatico) y los
gastos de validacion

Coste de secuenciacion

Coste de secuenciacion

Secuenciacion,
farmacos para el
tratamiento

Cribado, diagnéstico
(incluyendo
secuenciacion) y
atencion de salud
asociados con el
cribado y el tratamiento

Coste de la
secuenciacion

1000 AUD

3.400 $/caso

2418 $/caso

120.222 $
(128.965 $ para
un unico gen)

2700 dolares/
muestra

QALYs

485.199 AUD/QALY
cuando se compara
con los mejores
cuidados de apoyo y
489.338 AUD/QALy
cuando se compara
con quimioterapia
estandar

479.303 $/QALY
cuando se compara
con el tratamiento
estandar

17.935-

20.628 QALYs
(48.328-69.920 $/
QALY)

166.466 $/QALY
(183.189 $/QALY
para un unico gen)

- Panel de genes
de NGS y terapia
dirigida 36.500 $/
QALY vs. estandar
(IHC+Sanger)

- La adicion de genes

de baja penetracion:
77.300 $/QALY

Conclusiones

LLa secuenciacion mediante paneles de
genes no es coste-efectiva (>200.000 AUD/
QALY) en este estudio. No obstante, son
necesarios estudios adicionales.

- La terapia genémica dirigida no es
coste-efectiva (>100,000 $/QALY) en
comparacion con el estandar de atencion.
- La reduccion del coste de las terapias
dirigidas en un 44 % hace que la estrategia
gendmica sea coste-efectiva, con un ICER
inferior a 100,00 $/QALY.

-El uso de un panel de NGS de siete
genes podria extender la esperanza de
vida de las mujeres en riesgo de cancer de
mama hereditario, siendo coste-efectivas
(<100,000 $/QALY) a un coste aceptable
en comparacion con las pruebas genéticas
centradas Unicamente en los genes
BRCA1/2.

El uso del panel de genes de NGS para la
toma de decisiones reduce los costes y
mejora la ratio $/QALY en comparacion con
el test de mutaciones de un Unico gen.

El uso de un panel NGS de primera linea en
este estudio es coste-efectivo (<100,000 $/
QALY).

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION
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Autor Tipo de

estudio

LuSetal (65) 2018 Estudio
de coste-

efectividad

2017 Estudio
comparativo
de coste-

efectividad

Saito S et al
(56)

NA: No aplica; TGP: Target Gene Panel; WGS: Whole Genome Sequencing; WES: Whole Exome Sequencing; QALY: Quality-Adjusted Life Year.

Pais Enfermedad

China Cancer de puimoén
de células no
pequenas

Japon Cancer colorrectal

metastasico

Método
secuenciacion

Panel de genes

Panel de mas
de 400 genes

Parametros incluidos Coste de la

en el coste total secuenciacion

Secuenciacion y su NA
preparacion, y gastos
médicos directos

como quimioterapia,
medicacion

concomitante,
hospitalizacion...

Tratamiento NA
administrado segun

los resultados de la
secuenciacion y costes
médicos como la
secuenciacion, analisis
sanguineos, diagnostico

por imagen...

SECUENGIACION DE NUEVA GENERACION (NGS) PARA EL DIAGNOSTICO MOLECULAR Y SELECCION DE DIANAS TERAPEUTICAS EN ENFERMEDADES ONCOLOGICAS

QALYs

-14.384 $/
QALY crizonitib
con programa
de asistencia vs.
estrategia control
-174.970 $/
QALY crizonitib
sin programa de
asistencia

4.260.187 JPY/QALY

Conclusiones

NGS para guiar el tratamiento con crizotinib
es coste-efectivo (<32.000 $/QALY) cuando
se compara con la quimioterapia estandar
y cuando se dispone de programa de
asistencia al paciente.

Se ha comparado el coste de no

testar, screening Unicamente de RAS o
secuenciacion mediante un panel de genes
de NGS. Se ha demostrado que, aunque
es la estrategia mas costosa, es la mas
coste-efectiva (6 millones JPY/QALY).

Conflicto

interés

Si

NA

95






	Información preliminar
	Índice
	Índice de tablas
	Índice de figuras
	Glosario
	Resumen
	Executive summary
	Resum en català
	Datos generales
	Desarrollo y uso de la tecnología
	Importancia sanitaria de la condición clínica o la población a la que se aplica
	Requerimientos para usar la tecnología
	Resultados de la aplicación de la tecnología
	Impactos
	Difusión e introducción esperada de la tecnología
	Investigación en curso y recomendaciones 
	Referencias 
	Anexos 



Informe de accesibilidad



		Nombre de archivo: 

		AQuAS_Secuenciacion NGS.pdf






		Informe creado por: 

		Joan Torruella


		Organización: 

		





 [Información personal y de la organización del cuadro de diálogo Preferencias de > identidad.]


Resumen


El comprobador no ha encontrado ningún problema en este documento.



		Necesita comprobación manual: 0


		Realizado manualmente: 2


		Rechazado manualmente: 0


		Omitido: 1


		Realizado: 29


		Incorrecto: 0





Informe detallado



		Documento




		Nombre de regla		Estado		Descripción


		Indicador de permiso de accesibilidad		Realizado		El indicador de permiso de accesibilidad debe estar establecido


		PDF de solo imagen		Realizado		El documento no es un PDF solo de imagen


		PDF etiquetado		Realizado		El documento es un PDF etiquetado


		Orden lógico de lectura		Realizado manualmente		La estructura del documento proporciona un orden lógico de lectura


		Idioma primario		Realizado		Se especifica el idioma del texto


		Título		Realizado		El título del documento se muestra en la barra de título


		Marcadores		Realizado		Los documentos grandes contienen marcadores


		Contraste de color		Realizado manualmente		El contraste de color del documento es adecuado


		Contenido de página




		Nombre de regla		Estado		Descripción


		Contenido etiquetado		Realizado		Todo el contenido de la página está etiquetado


		Anotaciones etiquetadas		Realizado		Todas las anotaciones están etiquetadas


		Orden de tabulación		Realizado		El orden de tabulación es coherente con el orden de la estructura


		Codificación de caracteres		Realizado		Se proporciona una codificación de caracteres fiable


		Elementos multimedia etiquetados		Realizado		Todos los objetos multimedia están etiquetados


		Parpadeo de la pantalla		Realizado		La página no causará parpadeo de la pantalla


		Secuencias de comandos		Realizado		Ninguna secuencia de comandos inaccesible


		Respuestas cronometradas		Realizado		La página no requiere respuestas cronometradas


		Vínculos de navegación		Realizado		Los vínculos de navegación no son repetitivos


		Formularios




		Nombre de regla		Estado		Descripción


		Campos de formulario etiquetados		Realizado		Todos los campos del formulario están etiquetados


		Descripciones de campos		Realizado		Todos los campos de formulario tienen una descripción


		Texto alternativo




		Nombre de regla		Estado		Descripción


		Texto alternativo de figuras		Realizado		Las figuras requieren texto alternativo


		Texto alternativo anidado		Realizado		Texto alternativo que nunca se leerá


		Asociado con contenido		Realizado		El texto alternativo debe estar asociado a algún contenido


		Oculta la anotación		Realizado		El texto alternativo no debe ocultar la anotación


		Texto alternativo de otros elementos		Realizado		Otros elementos que requieren texto alternativo


		Tablas




		Nombre de regla		Estado		Descripción


		Filas		Realizado		TR debe ser un elemento secundario de Table, THead, TBody o TFoot


		TH y TD		Realizado		TH y TD deben ser elementos secundarios de TR


		Encabezados		Realizado		Las tablas deben tener encabezados


		Regularidad		Realizado		Las tablas deben contener el mismo número de columnas en cada fila y de filas en cada columna.


		Resumen		Omitido		Las tablas deben tener un resumen


		Listas




		Nombre de regla		Estado		Descripción


		Elementos de la lista		Realizado		LI debe ser un elemento secundario de L


		Lbl y LBody		Realizado		Lbl y LBody deben ser elementos secundarios de LI


		Encabezados




		Nombre de regla		Estado		Descripción


		Anidación apropiada		Realizado		Anidación apropiada







Volver al principio
