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Resumen

Introducciéon

El avance en las tecnologias de diagndstico genémico y de la bioinformatica
ha permitido detectar numerosas alteraciones genémicas (GAs) relaciona-
das con el inicio y progresion del cdncer y han contribuido a un cambio de
paradigma en el tratamiento oncoldgico. La secuenciaciéon de nueva genera-
cion (NGS) es la base de las plataformas genémicas FoundationOne (F1) y
FoundationOne CDx (F1CDx) con las que puede realizar un perfil genomi-
co completo (CGP) con el fin de identificar las GAs diana frente a las cuales
ejerceran su efecto los farmacos dirigidos. También permiten cuantificar al-
gunos biomarcadores predictivos de respuesta al tratamiento como la carga
mutacional tumoral (TMB) o la expresion de la proteina de muerte progra-
mada 1 o su ligando (PD-1y PD-L1, respectivamente).

Objetivo

El objetivo principal de este informe es valorar la validez diagnéstica, utili-
dad clinica y seguridad de F1 o F1CDx como plataformas NGS para el diag-
nostico de alteraciones gendmicas asociadas a tumores solidos y su reco-
mendacién terapéutica.

Como objetivos secundarios de este informe, se han realizado revisio-
nes breves narrativas sobre las tecnologias diagndsticas de secuenciacion y
alternativas a F1 o F1CDx para el andlisis gendmico de los procesos oncol6-
gicos, y sobre las principales alteraciones gendmicas que caracterizan a los
cinco tumores sélidos para los que F1CDx estd aprobado por la FDA, que
son el cancer de pulmoén no microcitico (NSCLC), mama, colorrectal (CCR),
ovario y melanoma, y sus correspondientes tratamientos.

Metodologia

Se ha realizado una revision sistematica de la literatura cientifica en Pub-
Med, la Cochrane Library, Centre for Reviews and Dissemination y en los
sitios web de centros relacionados con la Evaluacién de Tecnologias Sanita-
rias y ensayos clinicos. La biisqueda se limité a estudios originales publica-
dos a partir de 2012, que incluyeran un niimero minimo de 10 pacientes con
NSCLC, cancer de mama, CCR, ovario o melanoma, en quienes se hubiera
realizado el estudio de perfil genémico con F1/F1CDx.

Las variables de resultados han sido las GAs detectadas, la TMB y ex-
presion de PD-1 o PD-L1, los fadrmacos dirigidos o la inmunoterapia indica-
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da en cada caso, nimero de pacientes tratados, la respuesta tumoral al trata-
miento, supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, tiempo
hasta la obtencion del resultados de F1/F1CDx.

Resultados

La busqueda de la literatura localiz6 2.320 referencias de las bases de datos
electrénicas y bisqueda manual. Se excluyeron 20 duplicadas y otras 2.242
se descartaron tras la lectura de titulo y abstract. Las restantes 58 referencias
fueron recuperadas a texto completo para su lectura en profundidad, lo que
llevo a excluir 23 articulos, quedando finalmente seleccionados 33 articulos
originales, 1 articulo de revision de la evidencia sobre F1 y otro de validacion
de F1. De los 33 articulos incluidos, 10 estudiaban F1/F1CDx en pacientes
con NSCLC; 17 articulos, en pacientes con cancer de mama; 1 articulo, en
CCR; 3 publicaciones en melanoma y 2 en ovario.

Tras la revision de estos articulos se ha podido confirmar la capacidad
de F1/F1CDx para detectar GAs en los cinco tipos de tumores estudiados.
Ademas, de acuerdo a los datos informados por los autores, el 23% de pa-
cientes con NSCLC recibi6 tratamiento tras disponer de los resultados de
F1/F1CDx. Més del 68% de los pacientes presentaron respuesta objetiva
(completa y parcial) y un 1750%, enfermedad estable. F1/F1CDx parece ha-
ber influido en la decision terapéutica en un 19% de los pacientes. S6lo dos
articulos evaluaron posibles eventos adversos relacionados con el trata-
miento recomendado por F1/F1CDx.

Hay que sefalar la baja calidad metodoldgica de los articulos incluidos
y una marcada infranotificacion de resultados.

Conclusiones

F1/F1CDx tiene capacidad diagnéstica para identificar las GAs y las dianas
terapéuticas en pacientes con cancer, pero debido a la baja calidad de los
estudios incluidos resulta necesario realizar nuevos estudios que permitan
confirmar los resultados diagnésticos y de utilidad clinica de la prueba, ade-
mas de valorar tanto la potencial toxicidad asociada a las terapias recomen-
dadas por la prueba como la toxicidad evitada al descartar el uso de fairma-
cos no efectivos.
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Summary

Introduction

Advances in genomic diagnosis and bioinformatics technologies have
allowed to identify numerous genomic alterations (GAs) related to the on-
set and progression of cancer and have contributed to a paradigm change in
oncological treatment. New generation sequencing (NGS) is the basis of the
genomic platforms FoundationOne (F1) and FoundationOne CDx (F1CDx)
that can perform a complete genomic profile (CGP) in order to identify the
target GAs against which there are targeted drugs. These genomic platform
also make it possible to quantify some biomarkers predictive of response to
treatment such as tumor mutational load (TMB) or expression of the pro-
tein of programmed death 1 or its ligand (PD-1 and PD-L1, respectively).

Objective

The main objective of this report is to assess the diagnostic validity, clinical
utility and safety of F1 or F1CDx as NGS platforms for the diagnosis of ge-
nomic alterations associated with solid tumors and their therapeutic recom-
mendation.

As secondary objectives of this report, brief narrative reviews have
been carried out on diagnostic sequencing technologies and alternatives to
F1 or F1CDx for the genomic analysis of oncological processes, and on the
main genomic alterations characterizing the five solid tumours for which
F1CDx is approved by the FDA, which are non-small-cell lung cancer (NS-
CLC), breast cancer, colorectal cancer (CCR), ovarian cancer and melano-
ma, and their corresponding treatments.

Methodology

A systematic review of the scientific literature has been conducted in Pub-
Med, the Cochrane Library, Centre for Reviews and Dissemination and on
the websites Health Technology Assessment Agencies and clinical trials. The
search was limited to original studies published from 2012, including a mini-
mum of 10 patients with NSCLC, breast cancer, CRC, ovary or melanoma, in
whom the genomic profile study with F1/F1CDx had been performed.

The variables of results have been the detected GAs, the TMB and ex-
pression of PD-1 or PD-L1, the targeted drugs or immunotherapy indicated in
each case, number of patients treated, tumor response to treatment, overall
survival and disease-free survival, time until obtaining the results of F1/F1CDx.
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Results

The literature search located 2,320 references from electronic databases and
handsearched. Twenty duplicates were excluded and another 2,242 were dis-
carded after reading the title and abstract. The remaining 58 references were
retrieved to full text for in-depth reading, which led to the exclusion of 23
articles, leaving 33 original articles finally selected, 1 article reviewing the
evidence on F1 and another F1 validation article. Of the 33 articles included,
10 studied F1/F1CDx in patients with NSCLC; 17 articles, in patients with
breast cancer; 1 article, in CCR; 3 publications in melanoma and 2 in ovary.

A review of these articles has confirmed the ability of F1/F1CDx to
detect GAs in the five types of tumors studied. In addition, according to the
data reported by the authors, 23% of patients with NSCLC received treat-
ment after the results of F1/F1CDx were available. More than 68% of the
patients presented objective response (complete and partial) and 17.50%,
stable disease. F1/F1CDx seems to have influenced the therapeutic decision
in 19% of patients. Only two articles evaluated possible adverse events rela-
ted to the treatment recommended by F1/F1CDx.

The low methodological quality of the included articles and a marked
underreporting of results should be noted.

Conclusions

F1/F1CDx has the diagnostic capacity to identify GAs and therapeutic tar-
gets in patients with cancer, but due to the low quality of the included stu-
dies, it is necessary to carry out new studies to confirm the diagnostic results
and the clinical usefulness of the test, as well as to evaluate both the poten-
tial toxicity associated with the therapies recommended by the test and the
toxicity avoided by ruling out the use of ineffective drugs.
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Algunos conceptos o definiciones

A continuacion se presentan algunos conceptos o definiciones en orden al-
fabético.

Adaptador: se trata de una secuencia corta de DNA que se afiade a los ex-
tremos de cada fragmento de DNA durante el proceso de preparacién de las
librerias. Estas secuencias son complementarias con la plataforma de se-
cuenciaciéon empleada.

Alelo: cada una de las formas alternativas que puede tener un mismo gen
localizado en una posicién concreta (locus) de un cromosoma determinado,
que se diferencian en su secuencia y que se pueden manifestar en modifica-
ciones concretas de la funcién de ese gen.

Alelo mutante: el que difiere del alelo estdndar o salvaje, en la secuencia de
referencia.

Alteraciones genomicas intervenibles: aquellas mutaciones que tienen aso-
ciada una terapia (que son dianas de farmacos dirigidos) o, en sentido més
amplio, las que tienen asociada una medida preventiva.

Alteraciones genémicas biolégicamente relevantes: variantes que pueden tener
significacion funcional o que se han observado en la literatura médica asociadas
a una anomalia clinica, aunque no estén asociadas a una terapia especifica.
Alteraciones genomicas clinicamente relevantes (CRGAs, clinically relevant
genomic alterations): en el contexto del cancer somatico, se definen como
aquellas GAs que son diana de farmacos antitumorales dirigidos, bien sean
farmacos aprobados para un tumor concreto por las autoridades competen-
tes y comercializados, o aprobados para otro tumor diferente, o para uso en
ensayos clinicos.

Amplicon: es una copia sintética de una secuencia de DNA o RNA que re-
sulta de la amplificacién de una secuencia de interés. Durante la amplifica-
cion, se produce un incremento exponencial del nimero de copias, a partir
de un fragmento de DNA o RNA.

Amplificacion: producciéon de multiples copias de DNA o de una secuencia.
Amplitud de Cobertura: (o cobertura “horizontal”) cantidad o porcentaje
de secuencia de un gen (o de un conjunto de genes o del exoma completo)
que estd representado en la region de captura (region a analizar).

Base calling: es el proceso de asignacion de bases a cada sefial detectada
durante una reaccién de secuenciacion. Cada secuenciador tiene integrado
un software especifico con el que se realiza este proceso.

Carga mutacional tumoral (TMB): nimero total de mutaciones somaéticas
identificadas por megabase en una regiéon concreta del genoma tumoral. Los
tumores con alta TMB se asocian a mejor respuesta a la inmunoterapia.
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Cobertura vertical: es la profundidad de lectura. Se mide en n° de lecturas
para una region de secuencia dada. Es importante establecer un porcentaje
minimo de cobertura y, si no se alcanza, descartar la muestra y tomar una
nueva para dar un diagnostico fiable.

Cromosoma: cada paquete ordenado de DNA que se encuentra en el nicleo
de la célula y se hace visible como estructura durante mitosis celular. En los
humanos hay 23 pares de cromosomas (22 pares autosémicos y un par de
cromosomas sexuales, X e Y) que se encuentran en el nicleo celular, asi
como un pequefio cromosoma que se encuentra en las mitocondrias de la
célula. Cada conjunto de 23 cromosomas contiene aproximadamente 3,1 mil
millones de bases de la secuencia de DNA.

Delecion: tipo de alteracion genética que consiste en la pérdida de un frag-
mento de DNA dentro de un cromosoma o gen.

DNA: polimero que almacena y transmite informacién del cédigo genético
en los seres vivos. Consta de una doble hélice. Cada cadena tiene una parte
central formada por aztcares (desoxirribosa) y grupos fosfato. Unido a cada
azicar hay una de las siguientes bases: adenina (A), citosina (C), guanina
(G),y timina (T). Las dos cadenas se mantienen unidas por enlaces entre las
bases; la A se enlaza conlaT,yla Cconla G.

DNA mitocondrial: es un pequefio cromosoma circular que se encuentra
dentro de la mitocondria. Sélo tiene unos 16.569 pares de bases y 37 genes.
Codifica diferentes proteinas y RNAs que son especificas de la mitocondria.
El DNA mitocondrial se hereda s6lo de la madre mientras que el DNA nu-
clear se hereda de ambos progenitores.

Ensayos cesta (basket trials): incluyen pacientes con tumores de diferentes
tipos histoldgicos, seleccionados por tener la misma mutacion diana y que
pueden ser tratados con el mismo farmaco. Estudian el efecto de uno o mas
farmacos sobre una misma mutacion en diferentes tipos de tumores. Se asig-
nan los pacientes a un tratamiento concreto dependiendo de las GAs identi-
ficadas, independientemente del tipo de tumor que tengan. Una ventaja de
estos ensayos es que pueden estudiarse tumores raros que, de otra manera
no se podrian incluir en ensayos controlados y aleatorizados.

Estos ensayos pueden incluir un farmaco y varios tipos de tumor; 1
farmaco y una GA en varios tipos de tumor; o 1 farmaco con varias GAs y
varios tipos de tumor.

Un ejemplo de ensayo cesta es el NCI-MATCH que incluy6 pacientes con
linfomas, mielomas y varios tumores sélidos avanzados y refractarios al trata-
miento para comparar la terapia dirigida frente al tratamiento convencional.
Ensayo clinico pivotal: aquel ensayo que ha conducido a la aprobacién de un
medicamento por la agencia reguladora y es la base de la ficha técnica.
Ensayos paraguas (umbrella trials): estan disefiados para estudiar el impac-
to de diferentes fadrmacos sobre diferentes mutaciones en un mismo tipo de
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cancer, basandose en el perfil molecular. Por ejemplo, el ensayo BATTLE en
pacientes con NSCLC; los tumores son biopsiados y se analizan diversos
marcadores como EGFR, ALK, ROSI, etc; después, los pacientes son alea-
torizados para recibir un tratamiento dirigido concreto o un tratamiento
convencional.

Exones: regiones codificantes, es decir, aquellas porciones de un gen que
contienen la informacién para codificar aminodcidos. Las que pueden expre-
sarse y dar lugar a proteinas.

Gen: es la unidad fisica bésica de la herencia. Los genes estan dispuestos,
uno tras otro, en estructuras llamadas cromosomas. Los seres humanos tie-
nen aproximadamente 22.000 genes organizados en sus cromosomas.

Gen de fusion: estd formado por la unién de partes de dos genes diferentes.
Los genes de fusion se producen cuando parte del DNA de un cromosoma
pasa a otro cromosoma o regiéon del genoma. Estos genes, y las proteinas de
fusién (quiméricas) que codifican, se han visto implicados en el origen de
algunos tipos de cdncer como sarcoma de partes blandas, cdncer de prostata,
mama, pulmon, vejiga, CCR y del SNC. Por ejemplo, el gen y la proteina de
fusion BCR-ABL (citogenéticamente, cromosoma Ph) se relacionan con
ciertos tipos de leucemia.

Genoma: es el conjunto completo de instrucciones genéticas de un organis-
mo, es decir, todo su DNA, tanto el DNA cromosémico como el DNA mito-
condrial.

Hibridacién: proceso por el cual se combinan dos cadenas complementarias
simples de acidos nucleicos (DNA o RNA) y se permite que forme una tnica
molécula de doble cadena por apareamiento de sus bases. Y el proceso inverso,
una doble cadena de moléculas de DNA (o RNA o DNA/RNA) puede ser ca-
lentada para romper el apareamiento de las bases y separar las dos hebras.
Hibridacion fluorescente in situ (FISH): técnica de laboratorio para detectar
y localizar una secuencia especifica de DNA en un cromosoma. La técnica se
basa en exponer los cromosomas a una pequefia secuencia de DNA Ilamado
sonda que tiene una molécula fluorescente unida a ella. La secuencia de la
sonda se une a su secuencia homoéloga correspondiente en el cromosoma. Es
una técnica rapida, que no necesita cultivo celular. Permite detectar aneu-
ploidias, microdeleciones, duplicaciones, inversiones o traslocaciones, pero
no pequeiias deleciones o inserciones, 0 mutaciones puntuales, en general.
Indel: acrénimo que indica un tipo de alteracion genética de tamafio gene-
ralmente pequeiio (menores de 1 kb) y que consiste en una insercién o una
delecion.

Indice: 6-8 pb del adaptador que se utilizan como c6digo de barras identifi-
cativo de la muestra.

Inestabilidad de microsatélites (MSI): es una condicién de hipermutabilidad
genética que viene ocasionada por un fallo en el sistema de reparacion del
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DNA (MMR, mismatch repair). Una alta MSI se correlaciona con un incre-
mento en la carga de neoantigenos, que se asocia a mayor probabilidad de
respuesta a la inmunoterapia.

Insercion: tipo de alteracién genética que consiste en la incorporacion de un
fragmento de DNA dentro de un cromosoma, procedente de otra region del
genoma

Intrémn: regién no codificante de un gen que se encuentra entre 2 exones.
Lectura (Read): en la secuenciacion de ADN, una lectura es una secuencia
inferida de pares de bases (o probabilidades de pares de bases) correspon-
dientes a todo o parte de un solo fragmento de ADN. Por extension, la lec-
tura es la secuencia corta que se obtiene, durante la secuenciacién por NGS.
Libreria: es el conjunto de fragmentos (millones de moléculas) de DNA que
se obtiene de una muestra a secuenciar, de un determinado tamafio, que en
sus extremos contiene los indices y los adaptadores.

Ligando 1 de muerte programada (PD-L1): se trata de una proteina inmu-
noldgica de punto de control que media la supresion inducida del tumor a
través de la downregulation de células T. La expresion del PD-L1 puede con-
siderarse un biomarcador predictivo de respuesta a la inmunoterapia.
Longitud de lectura: se mide en pares de bases (pb).

Microsatélites: son pequeiias secuencias de DNA de entre 2 a 5 pares de
bases que se repiten en tdndem un nimero variable de veces, generalmente
entre 10 y 60 veces. Se encuentran distribuidos a lo largo del genoma, gene-
ralmente en las regiones no codificadoras. Durante la replicacién del DNA,
los microsatélites tienen tendencia a sufrir errores en el emparejamiento o
apareamiento de bases que de manera habitual se van reparando mediante
un sistema especifico de MMR. Pero si el nuevo sistema de MMR se altera,
se produce un estado de hipermutabilidad genética cuyo resultado es la ines-
tabilidad de los microsatélites (MSI). Se ha descrito una relacién entre nive-
les altos de MSI (MSI-H) y una buena respuesta a la inmunoterapia.
Mismatch: se refiere a la discrepancia de secuencias entre las lecturas y el
genoma de referencia. Se detecta después de haber alineado la secuencia de
la muestra que se esta analizando frente al genoma de referencia.
Mismatch repair (MMR): es un sistema para reconocer y reparar la inser-
cién, eliminacién o incorporacién erréneas de bases que pueden surgir du-
rante la replicacion y recombinacién del DNA.

Mutacion: se define como cualquier cambio permanente en la secuencia del
genoma. Las mutaciones varian en tamafo; pueden presentarse en cualquier
lugar, y afectar desde un solo par de bases hasta un gran segmento de un cro-
mosoma que incluye miiltiples genes. Pueden ser de distintos tipos, incluyendo
también deleciones, inserciones, amplificaciones o translocaciones. Las muta-
ciones pueden ser el resultado de errores en la copia del DNA durante la divi-
sion celular, la exposicion a radiaciones ionizantes o a sustancias quimicas
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denominadas mutdgenos, o infeccion por virus, de forma que puede aumentar
el riesgo de padecer cancer o defectos congénitos. Las mutaciones de la linea
germinal estdn presentes en los gametos (6vulos o espermatozoides) y pueden
transmitirse a la descendencia, mientras que las mutaciones sométicas se pro-
ducen en algunas células del cuerpo y no se transmiten a los hijos.
NGS: Secuenciacidon masiva o de nueva generacién, durante la cual millones
de fragmentos de DNA a partir de una sola muestra se secuencian al simul-
tdneamente.
Nucleétido: es la unidad basica de los dcidos nucleicos. El RNA y el DNA
son polimeros formados por largas cadenas de nucle6tidos. Cada nucle6tido
esta formado por un grupo fosfato y un azicar (que es la parte fija) y por una
base nitrogenada (que diferencia cada tipo de nucled6tido). El aztcar puede
ser desoxirribosa en el DNA y ribosa en el RNA. Las bases nitrogenadas son
adenina (A), guanina (G), timina (T) o citosina (C) en DNA;y adenina (A),
guanina (G), uracilo (U) o citosina (C) en RNA. Por lo tanto, habra cuatro
tipos de nucle6tidos.
OMIM (http://www.omim.org): es una base de datos de genes y enfermeda-
des humanas. También contiene una muestra representativa de las variantes
genéticas asociadas con las enfermedades.
Oncogén: gen anormal o activado que procede de la mutacion de un alelo de
un gen normal llamado protooncogén. Es decir, es un gen que ha mutado y
contribuye al desarrollo de un cdncer. En su estado normal, no mutado, los
oncogenes son llamados proto-oncogenes.
Polimorfismo o Variante de nucleétido iinico o de un solo nucleétido (SNP/
SNV, single nucleotide polymorphism): es una variaciéon en la secuencia de
DNA que afecta a una sola base o nucledtido que ocurre en una posicion
concreta del genoma y es el polimorfismo mds comun. Estd presente en mds
del 1% de la poblacién (frecuencia alélica >1%), si no se llega al 1% no se
considera SNP y si una mutacién puntual. La mayoria de los SNP /SNVs no
tienen mucho significado, porque estdn en una parte del genoma que no
tiene una funcion critica. Sin embargo, algunos de ellos confieren un riesgo
(generalmente poligénico o aditivo) para una enfermedad, por ejemplo, dia-
betes o enfermedades cardiacas. Otros SNP/SNVs en el genoma humano se
correlacionan con la respuesta a determinados farmacos y con otros fenoti-
pos.
Profundidad de cobertura (Depth of coverage o coverage): nimero de veces
que cada base del genoma esta presente en los reads (lecturas) de secuencia-
cién producidos. Es un factor muy importante para determinar la fiabilidad
del nucleétido asignado a esa posicion del genoma, especialmente importan-
tes cuando se cuantifican las deleciones y duplicaciones.

A mayor profundidad de cobertura, mayor capacidad para detectar las
GA y mayor confianza en la identificacién de la variante. Pero una mayor
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cobertura supone un mayor coste, por eso es necesario un equilibrio entre
ambos elementos.

Proto-oncogenes: desempefian un papel importante en el control de la divi-
sién celular y la muerte celular durante nuestro crecimiento y desarrollo. Sin
embargo, si un proto-oncogén muta, o si la célula hace copias adicionales de
ese proto-oncogén, podran activarse y producir una division celular descon-
trolada. De esta manera un proto-oncogén contribuye al desarrollo de una
célula de cancer partiendo de una célula normal. Una vez que un proto-on-
cogén es activado por una mutacion, se le denomina oncogén.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): es una técnica de laboratorio
utilizada para amplificar secuencias de DNA, es decir, para crear un gran
ndmero de copias de un fragmento concreto de DNA. El método utiliza se-
cuencias cortas de DNA llamados cebadores para seleccionar la parte del
genoma a amplificar. Se trata de un proceso enzimético en el que la tempe-
ratura de la muestra se sube y se baja repetidamente para ayudar a la enzima
de replicacion del DNA a duplicar la secuencia del DNA que estd siendo
copiada. Con esta técnica se pueden producir un billén de copias de la se-
cuencia en estudio en s6lo unas pocas horas. La amplificacién del DNA nos
permite estudiar la molécula del DNA en detalle en el laboratorio.

Utiliza ciclos repetidos, cada uno de los cuales consiste en tres fases: 1)
desnaturalizacion o separacion de las dos hebras de DNA;?2) hibridacion del
cebador, 0 unién a su secuencia complementaria, en el DNA molde; 3) elon-
gacion, la polimerasa, tomando el DNA molde, sintetiza la cadena comple-
mentaria.

Reordenamiento (Rearrangement): Alteracion estructural de un cromoso-
ma que implica normalmente la rotura y/o la reunién de un segmento de
material cromosémico, que da lugar a una configuracién anormal. Los 4 ti-
pos de reordenamientos basicos son: deleciones, duplicaciones, inversiones y
translocaciones.

Secuenciacion: Determinacion del orden exacto de los pares de bases de una
region especifica de DNA.

Time to next therapy (TNT): se define como el tiempo transcurrido desde la
fecha de inicio del primer tratamiento recibido hasta la fecha de inicio del
segundo tratamiento. EI TNT se utiliza como marcador subrogado de la PFS,
porque generalmente estd infranotificada la informacién sobre progresion
de la enfermedad.

Translocacion: es un tipo de reordenamiento en el que un cromosoma se
rompe y una parte de €l se vuelve a unir a otro cromosoma diferente. Pueden
ser translocaciones equilibradas (no se produce ni aumento ni pérdida de
material cromosémico) o desequilibradas (si se produce aumento o pérdida
de material cromos6mico; el efecto serd variable dependiendo de los seg-
mentos cromosémicos implicados).
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Utilidad clinica de una prueba diagnéstica: es la relevancia y utilidad de una
intervencidn (en este caso una prueba diagnéstica) para la mejora de la
atencion clinica de un paciente. Se refiere al balance entre los beneficios y
los riesgos asociados a la prueba e indica si su uso va a proporcionar una
mejora en los resultados en salud del paciente y si va a implicar cambios en
la practica clinica.

Validez diagnostica de una prueba: es la capacidad de una prueba para iden-
tificar de forma precisa y fiable a los pacientes. Se suele presentar en térmi-
nos de sensibilidad, especificidad y exactitud diagnostica.

Variaciones de un solo nucleotido (SNV, single nucleotide variant) o susti-
tuciones: son el tipo mds frecuente de variaciones en el genoma. La mayoria
de ellas son polimérficas en la poblacion, pero no todas las SN'Vs son poli-
morfismos.

Variantes de significado incierto (VUS): aquellas variantes cuyo efecto fun-
cional no esta claro y/o que no estan identificadas en la literatura.

Whole Genome Sequencing (WGS) - secuenciacion del genoma completo:
determinacion de la secuencia del genoma completo de un organismo inclu-
yendo, ademds del DNA cromosémico, el DNA mitocondrial.

Whole Exome Sequencing (WES) - secuenciacion del exoma: determina-
cioén de la secuencia del exoma, es decir, s6lo la parte codificante del DNA
genomico.
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Introducciéon

El avance en las tecnologias de diagnostico genético unido al gran desarrollo
de la bioinformadtica ha llevado a un mayor conocimiento sobre el origen y
la progresion de la mayoria de los tumores malignos, entre otras enfermeda-
des. Se acepta que es la acumulacién de diversas alteraciones gendmicas
(GAs) lo que subyace en los procesos cancerigenos'.

En el estudio de dichas GAs se han ido empleando diversas pruebas
diagndsticas cuya evolucién tecnoldgica ha resultado fundamental para pro-
fundizar en la biologia molecular del cancer. Hoy dia se conocen muchas
GAs que desencadenan la transformacién de células sanas en células malig-
nas, y otras GAs que estimulan la proliferacion celular e inhiben su apopto-
sis. En las células cancerigenas se reconoce la presencia de multitud de GAs
y de alteraciones epigenéticas aunque parece que de todas ellas s6lo una o
un nimero muy pequefio de GAs serfan las alteraciones criticas que habrian
desencadenado el inicio y crecimiento del tumor. La identificacion de estas
GAs, conocidas como alteraciones drivers o conductoras, ha contribuido a
una nueva forma de clasificar y caracterizar a los tumores malignos. Pero,
ademads, gracias a la identificacion de esas GAs, se ha producido un cambio
de paradigma en el tratamiento del cancer, pasando de terapias sistémicas
basadas en el tipo de tumor, en sus caracteristicas histopatoldgicas y locali-
zacion, a un tratamiento dirigido frente a dichas GAs, que constituye la base
de la denominada medicina de precision o medicina personalizada. Con la
medicina de precision y el desarrollo de la denominada terapia dirigida y la
inmunoterapia, entre otras terapias, se ha modificado sustancialmente el tra-
tamiento de los pacientes oncoldgicos, buscando una mejoria en los pardme-
tros de calidad de vida, en el control sintomdtico y funcional, ademas de re-
trasar el tiempo hasta el deterioro clinico del paciente. Se estima que un
30% de los pacientes tratados podrian obtener algin beneficio clinico en
forma de incremento de la supervivencia o mejor calidad de vida?.

La marcada evolucién de las pruebas diagnoésticas en el campo de la ge-
nomica ha permitido pasar del estudio de la expresion proteica o del andlisis
de un dnico gen a disponer de paneles amplios de genes que son analizados
simultdneamente en un Unico test mediante la tecnologia de secuenciacion de
nueva generacion (NGS). El uso de las NGS ha sido clave en este cambio en
la concepcién y el tratamiento de los tumores malignos®. La NGS ha permitido
la secuenciacién masiva y en paralelo del genoma, contribuyendo a la implan-
tacion de la medicina personalizada en el &mbito de la préctica clinica, aunque
en Espaifia todavia son pocos los hospitales que cuentan con esta tecnologia.

Con las NGS se detectan las GAs presentes en cada tumor y se deter-
minard si para cada una de ellas existe un tratamiento dirigido especifico, ya
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aprobado por las autoridades competentes de cada pais o bien fairmacos que
estén siendo utilizando en el contexto de ensayos clinicos a los que se pue-
dan incorporar los pacientes.

Por ello, en los ultimos afios se ha producido en paralelo el desarrollo
de las pruebas para detectar las GAs asociadas al cancer y el desarrollo de
los farmacos frente a dichas GAs. En este contexto surgieron los “compa-
nion diagnostics” (CDx) que son dispositivos médicos, tanto de diagnéstico
in vitro como herramientas de imagen, que ayudan a los profesionales en la
toma de decisiones terapéuticas sobre el firmaco mds adecuado para cada
paciente en concreto, lo que convierte a estas CDx en herramientas esencia-
les para la seguridad y efectividad en el uso de los farmacos.

Entre estas plataformas de genes de NGS se incluyen FoundationOne®
LDT (laboratory developed test) (F1) y FoundationOne CDx® (F1CDx).
Foundation Medicine, Inc. (Cambridge, MA, EEUU) lanzé al mercado en
2012 el test F1, que en 2014 recibi6 el marcado CE para diagndstico de GAs
en tumores solidos pero no llegd a ser aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration). En 2017 F1CDx fue aprobado por la FDA*y tiene cobertu-
ra nacional para pacientes de Medicare y para todos los tumores sdlidos.
Desde primeros de noviembre de 2018, F1CDx ha reemplazado a F1. F1CDx
también tiene marcado CE.

F1CDx se presenta como una plataforma integral de diagnostico y para
el tratamiento personalizado de tumores sélidos malignos. F1ICDx permite
estudiar el perfil genémico completo (CGP, comprehensive genomic profile)
con el que se determinan las GAs concretas presentes en los tumores sélidos.
Inicialmente, F1 se utilizaba en casos avanzados, recidivantes o refractarios
al tratamiento convencional cuando se habian agotado las opciones terapéu-
ticas, pero el nimero de terapias dirigidas aprobadas como primera linea
terapéutica ha experimentado un progresivo aumento, por lo que cada vez
se hace mds necesario disponer de la informacién gendmica del tumor desde
el momento del diagnéstico inicial. FICDx estd destinado, por tanto, para
ser solicitado por los clinicos como herramienta diagndstica y de apoyo a la
toma de decisiones terapéuticas, referidas a la seleccion de los farmacos mas
especificos para cada tumor en funcién del perfil gendémico detectado, y de
acuerdo a las recomendaciones de las guias de practica clinica oncoldgicas.

Las NGS se han ido utilizando en la préctica clinica como un método
eficiente, rdpido y preciso para identificar GAs que puedan ser dianas tera-
péuticas o intervenibles, lo que esta contribuyendo al desarrollo de nuevos
farmacos’. Por tanto, la informacién de las NGS contribuye de forma clara a
la toma de decisiones clinicas en cuanto a prevencion, deteccion temprana,
diagnéstico y tratamiento de pacientes oncoldgicos. Esto unido al mayor co-
nocimiento de los defectos moleculares especificos de cada tumor, ha sido
determinante para pasar de una oncologia basada en la histologia a la onco-
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logia de precision, aplicando un tratamiento personalizado con farmacos di-
rigidos contra los defectos moleculares concretos encontrados de cada tumor.
Ademads de estudiar las GAs del proceso tumoral, las NGS estarian
indicadas para la monitorizacion de la respuesta tumoral y la evolucién de la
enfermedad. El perfil genémico tumoral tiene también un valor prondstico
y predictivo, este dltimo por su capacidad de deteccidén de biomarcadores de
respuesta a la inmunoterapia ademas de ofrecer informacién sobre posibles
resistencias a determinados tratamientos de manera individualizada6.

No obstante, hasta la fecha, no esta claro el papel en la practica clinica
de estas tecnologias NGS para el estudio del perfil genémico. La decision
sobre si estas nuevas pruebas deben incorporarse al sistema sanitario y a la
préctica clinica deberia basarse en evidencia cientifica que demuestren su
validez analitica, validez diagndstica y su utilidad clinica para los pacientes
en quienes se utilicen, y esto se debe establecer para cada laboratorio”. Va-
lidez analitica en el sentido de estudiar su fiabilidad, sensibilidad y/o especi-
ficidad, es decir, la capacidad del test para hacer una medicion exacta y fiable
de los biomarcadores. Tambien debe quedar claro si el uso de cada una de las
NGS, en concreto, permite excluir o confirmar un diagndstico. Asi, se debe
medir su validez clinica, o la capacidad del test para identificar de forma
exacta y fiable o predecir un resultado clinico relevante. Y por tltimo su
utilidad clinica, para evaluar si las decisiones terapéuticas basadas en los
resultados del test gendmico han llevado a una mejoria en los resultados en
salud. Para cada una de estas plataformas gendémica habria que determinar
su valor prondstico (riesgo de recurrencia) como predictivo (potencial bene-
ficio del tratamiento). También se hace necesario estudiar la seguridad de
estas NGS asi como la repercusion econdmica, y establecer protocolos de
utilizacion de estas plataformas gendmicas en la rutina asistencial.

La Orden SS1/2065/2014, de 31 de octubre, por la que se modifican los
anexos I, I1 y IIT 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 actualizacion, regula la cartera comin de genética
detallando los tipos de anélisis genéticos que forman parte de la misma se-
fialando que las pruebas que se faciliten han de estar respaldadas por la
evidencia cientifica y ser de utilidad clinica.

Este informe surge a peticién de la Comision de prestaciones, asegura-
miento y financiacion en el proceso de identificacion y priorizacion de nece-
sidades de evaluacion que se lleva a cabo para conformar el Plan de Trabajo
Anual de la Red Espafola de Agencias de Evaluacién de Tecnologias Sani-
tarias y prestaciones del SNS. En este contexto, se encargo a la AETS-ISCIII
la elaboracion de un informe sobre la efectividad diagnoéstica y clinica y so-
bre la seguridad de F1/F1CDx para el estudio gendmico de tumores malig-
nos solidos.
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La tecnologia: FoundationOne® y
FoundationOne CDx®

F1CDx es un dispositivo de diagndstico in vitro que analiza el perfil genémi-
co mediante la técnica de NGS del DNA tumoral. Mediante captura hibrida
estudia los exones de 309 genes relacionados con tumores, una regién pro-
motora, una no-codificante (ncRNA) y regiones intrénicas seleccionadas de
34 genes frecuentemente reordenados, 21 de los cuales también incluyen los
exones codificantes'. Por tanto, este test detecta GAs incluidas en un total
de 324 genes. Los genes estudiados por F1CDx se presentan en el anexo I. A
diferencia de F1CDx, el test anterior F1 permitia estudiar las regiones codi-
ficantes de 315 genes relacionados con el cdncer y los intrones de 28 genes
que frecuentemente presentan reordenamientos.

El método NGS permite la deteccion e identificacion, de forma simulté-
neay en un Unico andlisis, de las siguientes alteraciones gendmicas: sustitucio-
nes de bases, inserciones y deleciones (indels), alteraciones en el nimero de
copias (CNAs) del DNA y algunos reordenamientos genémicos (por ejemplo,
fusiones de genes). F1CDx identifica GAs tanto somaticas (adquiridas) como
de la linea germinal (hereditarias) pero no diferencia entre unas y otras.

A finales de 2013, Frampton y cols' publicaron un articulo sobre el
proceso de validacién de F1 como test para el estudio del perfil genémico de
tumores. F1 interrogaba (captura basada en la hibridacion) 4.557 exones de
287 genes relacionados con el cancer y 47 intrones de 19 genes que con fre-
cuencia sufren reordenamientos en tumores sélidos. Se estudiaron sustitu-
ciones de bases, indels, amplificaciones focales de genes, deleciones de genes
homocigéticos y fusiones de genes, en 2.221 muestras tumorales fijadas en
formalina y embebidas en bloque de parafina (FFIP/FFPE, formalin-fixed/
paraffin-embedded) de pacientes, no en muestras especiales para investiga-
cion. Estas muestras se analizaron en un laboratorio con certificado CLIA
(Clinical Laboratory Improvement Amendments) y acreditacion CAP (Co-
llege of American Pathologists). Se extrajo una cantidad de 50-200 ng de
DNA de muestras FFPE de biopsia o quirtrgicas. Se utiliz6 el secuenciador
Illumina HiSeq2000. En general, el rendimiento global de F1 fue alto. Ver
figura 1. La sensibilidad para deteccion de sustituciones de bases fue >99%,
98% para deteccién de indels y >95% para CNAs. El valor predictivo positi-
vo para todas las GAs fue >99%.

Debido a la heterogeneidad tumoral, al escaso contenido tumoral en
las muestras tisulares y a que estas muestras suelen ser de pequeiio tamafio,
es un requisito imprescindible que el test sea capaz de detectar de forma
sensible y especifica aquellas GAs poco frecuentes. F1 ha sido validado para
detectar sustituciones de bases a una frecuencia del alelo mutante (MAF) de
>10% con una sensibilidad =99% (IC 95%: 99,6-100%); para detectar pe-
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quedias inserciones y deleciones a una MAF >20% con una sensibilidad/
exactitud diagnéstica >97%; para detectar las alteraciones en el nimero de
copias (deleciones homocigdticas vs genes altamente amplificados) con una
sensibilidad/exactitud diagndstica >95%;y para reordenamientos, >97%.

Figura 1. Validez analitica de F1.
Tomado de Foundation Medicine. Adaptado de Frampton y cols11, 2013.

Frecuencia del Alelo Mutante 210"
Substituciones de Base:

Sensibilida Alteraciones del Ntimero de Copias - Amplificaciones

Er
&
Er
Er
:
E

s del Ntmero de Copias - Eliminaciones | En 230% de los niicle
’ i =

Reordenamientos (reordenamientos seleccionados en muestras con 220% de los nticleos del tumor)

Los autores encontraron una concordancia >95% entre los resultados
obtenidos con F1 y los de otras pruebas diagndsticas como espectrometria
de masas, FISH (hibridacion in situ por fluorescencia) e IHC (analisis inmu-
nohistoquimico) en un nivmero elevado de muestras FFPE y analizaron la
reproducibilidad de F1 observando la consistencia de resultados de las
muestras procesadas de forma independiente. En global, F1 fue capaz de
detectar el 95,1% de mas de 2.200 casos clinicos consecutivos e identifico
mas alteraciones intervenibles (en 75% de pacientes) que las otras pruebas
diagnésticas de rutina y en especial cuando la muestra de tejido disponible
era escasa.

Los autores destacaron la detecciéon de un nimero muy elevado de al-
teraciones diferentes, hasta 1.579 distintas. Y recalcaron el interés de este
hallazgo poniendo el ejemplo del ERBB2: en la practica clinica, su amplifi-
cacion o sobreexpresion suele considerarse como diana terapéutica en can-
cer de mama y cancer gastroesofagico, pero en este trabajo se constatd en
otros 12 tipos mds de tumores sdlidos. Ademds, hasta un 40% de las altera-
ciones en el ERBB?2 fueron mutaciones puntuales o indels y no amplificacio-
nes, por lo que con otros test diagndsticos utilizados en clinica no se hubie-
ran podido detectar. Ademds de la identificacion de las GAs en determinados
genes, F1CDx analiza ciertas caracteristicas genémicas como son la inestabi-
lidad de microsatélites (MSI) y la carga mutacional tumoral (TMB)'>!3 am-
bos biomarcadores que pueden ayudar a estimar la respuesta a la inmunote-
rapia y, por tanto, informar las decisiones sobre su uso. La TMB viene
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definida por F1CDx como el nimero total de todas las variantes sindnimas
y no-sinénimas presentes a una frecuencia alélica 5% y se expresa en uni-
dades de mutaciones por megabase (mut/Mb) en el genoma tumoral exami-
nado'.

TMB se puede determinar, también, mediante secuenciacién del geno-
ma completo y del exoma pero estos procedimientos son mas complejos y
dificiles de trasladar a la practica clinica. En cambio, la determinacién me-
diante secuenciacion de paneles de genes, como es el caso de F1 y F1CDx, es
mas rapida y sencilla.

Con el fin de respaldar el uso de los datos retrospectivos generados por
F1, Foundation Medicine desarroll6 un estudio de concordancia entre F1C-
Dx y F1 LDT™. En el estudio se analizaron 165 muestras y se determiné el
grado de acuerdo positivo (PPA) y negativo (NPA) para los tipos de GAs,
considerando F1 como método de referencia. Se incluyeron, en total, 2.325
variantes: 2.026 mutaciones, 266 CNAs y 33 reordenamientos. Los resultados
del PPA y NPA fueron muy elevados, especialmente, este dltimo. Para todas
las variantes, el PPA entre F1ICDx y F1 LDT fue del 98,6% y el NPA, del
99,99%. Ver Tabla 1.

Tabla 1. Concordancia entre F1ICDx y F1 LDT.

PPA NPA
Todas las variantes 98,6% 99,99%
Variantes cortas 99,1% 99,99%
Sustituciones 99,4% 99,99%
Indels 97,0% 99,99%
Todas las CNAs 94,3% 99,90%
Amplificaciones 94,0% 99,90%
Deleciones 94,8% 99,80%
Reordenamientos 100,00% 99,98%

PPA: porcentaje de acuerdo positivo, NPA: porcentaje de acuerdo negativo,
CNAs: alteraciones en el nimero de copias.

También se encontré una elevada concordancia entre FICDx y F1
LDT en la determinacién del MSI, con un PPA del 100% (IC 95%: 47.80-
100%), NPA del 99,5% (IC 95%:96,60-99,98% ) y un porcentaje de acuerdo
global del 99,4% (IC 95%: 96,70-99,98%). En cuanto a la concordancia en
los resultados de TMB, en el anélisis de regresion lineal utilizando la TMB
de F1 LDT como predictora y TMB de F1CDx como resultado, el intercepto
fue de -0,27782 (IC 95%: -0,662-0,106) y la pendiente de 0,94064 (IC 95%:
0,919-9,963).

F1CDx ha sido validado clinica y analiticamente para tumores sélidos,
utilizando DNA de una gran cantidad de muestras FFPE de diferentes teji-
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dos, con unas 2.100 muestras clinicas y 4.200 muestras analiticas. Es decir,
que se han empleado casi 9 veces mds muestras que en la validacion de F1.
Se analiz6 un amplio rango de GAs y en multitud de genes. También se con-
firm6 que el rendimiento diagndéstico de F1CDx era similar independiente-
mente del tipo de tejido estudiado; su precisién en cuanto a repetibilidad y
reproducibilidad fueron altas, siendo ésta superior al 99% para deteccion de
todas las GAs y del 100% para determinacion de MSI. Para estudiar la vali-
dez y concordancia clinica, se comparé F1CDx con otros CDx aprobados
por la FDA para estudiar las mismas GAs para las que estd aprobado F1C-
Dx, encontrando elevados grados de acuerdo PPA y NPA. De 157 genes es-
tudiados mediante F1CDx y otros tests, el PPA alcanzé un porcentaje del
94,6% (1C 95%:93,3%-95,8%) y un porcentaje de NPA del 99,9% (IC 95%:
99,9%-99,9%). Ver figura 2.

Figura 2. Estudios clinicos de concordancia entre F1CDx y otros tests.
Cobas® es una marca registrada de Roche Diagnostics Operations, Inc.
Therascreen® es una marca registrada de Qiagen. PharmDx® es una marca
registrada de Dako Denmark A/S.

POSITIVE PERCENT NEGATIVE PERCENT

BIOMARKER COMPARATOR METHOD*

AGREEMENT (PPA)* AGREEMENT (NPA)
EGFR Exon 19 Deletions and L858R 981% (106/108) 99.4% (153/154) cobas® EGFR Mutation Test v2
EGFRT790M ‘ 98.9% (87/88) 86.1% (93/108) i A A Al ‘
ALK Rearrangements 92.9% (78/84) 100% (75/75) x;:‘fzi;g:eg[;?;égﬁ%"‘saséfgbe ik
KRAS ‘ 100% (173/173) 100% (154/154) therascreen® KRAS RGQ PCR Kit |
ERBB2 (HER2) Amplifications 89.4% (101/13) [ 98.4% (180/183) Dako HER2 FISH PharmDx* Kit ‘
BRAF V600 ‘ 99.4% (166/167) | 89.6% (121/135)t ‘

1 cobas* BRAF V600 Mutation Test

BRAF V60OE 99.3% (149/150) 99.2% (121/122)
BRAF V600 dinucleotide® ‘ 96.3% (26/27) | 100% (24/24) THxID® BRAF kit |

El andlisis del DNA en F1CDx implica varias etapas: recogida y prepa-
racion de las muestras de tejido tumoral, la extraccion del DNA, la construc-
cion de librerias, la captura hibrida, la secuenciacion, el andlisis de los datos
secuenciados y, finalmente, la generacion del informe. F1CDx utiliza mues-
tras tisulares obtenidas mediante biopsia core, biopsia excisional o reseccion
quirdrgica. El test se realiza en el DNA aislado de muestras de tejido FFPE,
en laboratorios con certificado CLIA y acreditado por el CAP.

Se consideran muestras adecuadas si cumplen estos criterios:

¢ de tamafio de la muestra: se pueden almacenar bien como un bloque

mas un corte tefiido con hematoxilina-eosina (H&E) para determi-
nar el porcentaje tumoral y para confirmar el diagnéstico histologi-
co, o bien como 10 cortes o ldminas sin tefiir de 4-5 pm de grosor,
mas 1 corte H&E. Es necesario disponer de 240-50 ng de DNA por
muestra.

e 4rea de superficie: si se envian los cortes, estos deben tener un mini-

mo de 25 mm? de superficie (cortes de 5 x 5 mm) o que alcancen un
volumen tisular de al menos 1 mm?®.
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e contenido nuclear tumoral o porcentaje niicleos tumorales es el ni-
mero de células tumorales dividido por el nimero total de todas las
células con ntcleo. Cuando se quieren determinar variaciones en el
numero de copias el porcentaje minimo de ntcleos tumorales debe-
ria ser de un 20% (los ntcleos tumorales deberian ser al menos un
20% del total de nicleos presentes en la muestra) aunque lo 6ptimo
seria un 30%. También podria considerarse adecuado si el porcenta-
je de células nucleadas es =80% o si hay =30.000 células tumorales.
Cuando la muestra estd contaminada por células no tumorales o si el
nivel de necrosis es muy elevado, se puede afectar la sensibilidad del
test.

El proceso de secuenciacion incluye los siguientes pasos. Se comienza
realizando el procesamiento de las muestras para extraccion del DNA. El
DNA se extrae de muestras sin teiiir. Se cuantifica, fragmenta y purifica este
DNA. Es importante analizar la calidad de la muestra y valorar la fragmen-
tacién del tejido y la concentracion de DNA para valorar si la muestra es
adecuada. Después, se construyen las librerias; a continuacion, se procede a
la captura por hibridacién de los exones relacionados con el cancer y de los
intrones implicados en los reordenamientos asociados al cancer y después se
realiza la secuenciacién. F1CDx utiliza la plataforma Illumina® HiSeq 4000
para realizar la secuenciacion a gran profundidad y uniforme (cobertura me-
diana >500x con >99% de exones a una cobertura >100x)'"°. Esto permite
una alta especificidad y sensibilidad del método NGS para detectar las alter-
aciones incluso a frecuencias bajas. Es importante que se pueda llevar a cabo
con una cantidad de células tumorales baja. F1 LDT utilizaba el secuen-
ciador Illumina HiSeq2000 o Illumina HiSeq2500 (San Diego, CA).

Una vez finalizada la secuenciacion, se procede al andlisis bioinforma-
tico utilizando un software propietario de Foundation Medicine Inc. Los da-
tos secuenciados son mapeados con el genoma humano y, mediante algorit-
mos computacionales, se buscan las variantes presentes en las muestras. Para
cada tipo de GA se utilizan unos algoritmos diferentes de andlisis informati-
co. Las lecturas se comparan con bases de datos de variantes detectadas en
la poblacién sana (los polimorfismos) y de variantes patoldgicas conocidas,
por ejemplo, la base de datos COSMIC"™" o ClinVar (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/clinvar) o la del proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA). Otra
base de datos es FoundationCore™, de Foundation Medicine, con multitud
de resultados de perfiles gendmicos de mas de 150 subtipos de tumores y
datos clinicos y de respuesta al tratamiento.

Finalmente, los resultados de F1CDx se recogen y presentan en un in-
forme donde se identifican los genes alterados, el nimero y tipo de GAs
detectadas, las alteraciones clinicamente relevantes (CRGAs, clinically rele-
vant genomic alterations) y las terapias disponibles recomendadas en fun-
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cién del perfil gendmico, tanto terapias aprobadas por las autoridades com-
petentes y comercializadas para un tumor dado o para otro tumor, como las
de uso en ensayos clinicos'8.

También se incluyen otras GAs adicionales identificadas en genes co-
nocidos por ser inductoras de crecimiento tumoral, ademas de la informa-
cion e interpretacion de los biomarcadores MSI y TMB. En este mismo in-
forme, también se incluyen los hallazgos gendmicos con evidencia de
significacion clinica y los de potencial significacion clinica. Se presenta, en su
caso, informacion sobre posible resistencia del paciente a determinados far-
macos en funcién del perfil genémico. Ademads, se incluye una interpretacion
atil para el manejo del paciente de acuerdo a las guias clinicas oncoldgicas.

Este informe tarda en llegar al clinico unos 14 dias desde que la mues-
tra es enviada al laboratorio.

Pero, ademds de estudiar el CGP, F1CDx estd aprobado por la FDA
como companion diagnostic device (sistema de diagndstico complementa-
rio). F1CDx ha sido el primer “broad” companion diagnostic (CDx) aproba-
do por la FDA. Se trata de una tnica plataforma diagndstica disponible para
la practica clinica, incluida entre los “companion diagnostic tests”". Segin
define la FDA, CDx es una tecnologia de diagndstico que aporta informa-
cion esencial sobre las opciones terapéuticas que pueden ofrecerse a un pa-
ciente concreto para el uso seguro y efectivo del tratamiento correspondien-
te. Los CDx se desarrollan a partir de aquellos biomarcadores que ayudan a
predecir la probabilidad de respuesta y de toxicidad severa a un farmaco
concreto®. Se podran sugerir determinados tratamientos en funcién del per-
fil genémico que discrimine entre respondedores y no respondedores. Cada
test CDx estd disefiado para detectar una alteracién que sea diana para un
farmaco determinado, lo que implica que exista una estrecha colaboracién
entre los fabricantes del dispositivo diagndstico y los que desarrollan el far-
maco. El test CDx se hace imprescindible cuando una diana genética o bio-
l6gica concreta estéd presente sélo en algunos pacientes de una determinada
enfermedad pero no en todos, de modo que su utilizacidon permita discrimi-
nar aquellos pacientes que se beneficiaran de la administracion del farmaco
de aquellos otros pacientes en los que dicho fairmaco no vaya a ser efectivo
o pueda, incluso, ser perjudicial.

El primer CDx fue aprobado por la FDA en 1998 para estudio de pa-
cientes con cancer de mama con sobreexpresion de la proteina HER2 que
responderian de forma satisfactoria al tratamiento con trastuzumab. El dlti-
mo listado actualizado de tests CDx aprobados por la FDA lleva fecha de 11
de marzo de 2019%.

F1CDx ha sido aprobado por la FDA con el fin de identificar a aquellos
pacientes con cancer de pulmon de células no pequenias (NSCLC), cancer de
mama, cancer colorrectal (CCR), cancer de ovario o melanoma que pudie-
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ran beneficiarse del tratamiento con alguna de las 17 terapias dirigidas fren-
te a alteraciones en los 8 genes: EGFR, ALK, BRAF, ERBB2, KRAS, NRAS
y BRCA1/2,segun ficha técnica (on-label). Ver figura 3.

Figura 3. Indicaciones de F1CDx como companion diagnostic.
Tomado de la web de Foundation Medicine'.

INDICATIONS BIOMARKER FDA-APPROVED THERAPY*
EGFR exon 19 deletions and EGER exon 21 LBS8R alterations | Gilotrif* afatinity, Iressa® (gefitinib), or Tarceva® (erlotinib)

Non-Small Cell Lung Cancer | EGFR exon 20 T790M alterations Tagrisso* (csimertinib)

(NSCLC) ‘ALKrearmngementﬁ | Alecensa* (alectinib), Xalkori* (crizotinib), or Zykadia® (ceritinib) ‘
BRAF VEOOE | Tafinar b) in combination with Mekinist® (trametinib)
BRAF VBOOE Tafinlar® @ b) or Zelboraf* (vemuratenit)

Melanoma T = 7
e Mekinist" (tramstini) or Cotellic’ Gabimetinib), in combination

with Zelboraf* (vemurafenib)
Breast Cancer ERBB2 (HER2) amplification HencepHi® i e

or Perjeta’ (p ab)

KRAS wild-type (absence of mutations in codons 12 and 13) | Erbitux® (cetuximab)
Galorscial Cabaor KRAS wild-type (absence of mutations in exons 2, 3 and 4)

and NRAS wild-type (absence of mutations in exons 2,3 and 4) | Yectibix" (panitumumab)

Ovarian Cancer BRCAI/2 alterations | Rubraca® (rucaparit)

La aprobacién de FoundationOne CDx® también representa el primer
sistema de diagnéstico complementario basado en NGS para Alecensa®
(alectinib), una monoterapia aprobada por la FDA para el tratamiento del
NSCLC ALK+, tanto como farmaco de primera linea, como tras progresion
después de tratamiento con crizotinib o en pacientes intolerantes al mismo.
La inclusién de reordenamientos ALK en un andlisis integral mds amplio
puede ayudar a que se identifiquen mds pacientes y a que sean seleccionados
para el tratamiento en funcién de su estado ALK positivo.

Por tanto, como companion test, la informacién que aporte F1CDXx re-
sultard esencial en la efectividad y seguridad de los fairmacos que se adminis-
tren al paciente. Se trata de un test diagndstico in vitro que se lleva a cabo
especificamente para tomar una decision terapéutica concreta. F1CDx ayu-
dard al profesional sanitario en la seleccion del mejor tratamiento, determi-
nando si los beneficios que pueda generar un fairmaco concreto en un pa-
ciente concreto superan los potenciales riesgos de eventos adversos (EA)
severos. De esta manera, F1CDx pretende identificar subpoblaciones de
pacientes que tienen mayor probabilidad de beneficiarse de un tratamiento
determinado (mayor probabilidad de ser seguro y efectivo) e identificar a
aquellos con mayor probabilidad de sufrir complicaciones o EA asociados a
un farmaco concreto. Por esto, resulta imprescindible que el test realice un
diagnostico correcto para evitar los resultados falsos positivos y negativos,
que llevarian a tomar decisiones terapéuticas erroneas, bien administrando
un tratamiento innecesario o descartdndolo en pacientes en los que hubiera
resultado efectivo. Ademds, su utilizacion permitiria reducir costes, al evitar
administrar el tratamiento en los pacientes con baja probabilidad de res-
puesta al mismo y evitar los costes asociados a los EA que dicha terapia
podria ocasionar.
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Foundation Medicine ha comercializado otras plataformas de secuen-
ciacion, que no utilizan muestras tisulares. Se trata de FoundationOne® Li-
quid y de FoundationOne® Heme. Estas dos y otras plataformas NGS co-
mercializadas se describen y resumen en la tabla 7 del anexo VII.

Otras tecnologias diagnosticas y las NGS

Alo largo del tiempo, en el estudio de las GAs se han ido utilizando diversas
técnicas, algunas de las cuales siguen siendo de uso rutinario en la practica
clinica. El anélisis inmunohistoquimico (IHC) permite buscar la expresion
de determinadas proteinas, tanto la sobreexpresiéon como la pérdida. Por
ejemplo, la sobreexpresion de la proteina HER?2 en la superficie de algunas
células tumorales. Con las diferentes formas de Hibridacion in situ, floures-
cente (FISH), cromogénica (CISH) y cromogénica con plata (SISH) se pue-
den detectar amplificaciones, inserciones/deleciones, CNAs**. Por ejemplo,
para estudiar amplificaciones del gen HER2 en pacientes con cancer de
mama. La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes como
RT-PCR (real-time PCR), qPCR (quantitative-PCR) o MS-PCR (Methyla-
tion-specific PCR) son pruebas de gran sensibilidad que permiten detectar
SNVs e indels pero no CNAs ni reordenamientos. La espectrometria de
masa detecta mutaciones puntuales somadticas en la linea germinal, pero no
CNAs ni reordenamientos; supone unos costes de inversion iniciales altos y
requiere de personal con gran experiencia.

En 1977 Sanger describi6 la secuenciacion del DNA por terminacion
de cadena?, también denominada secuenciacion capilar. Se basa en la reac-
cion de replicacion (polimerizacién) del DNA y en el uso de didesoxinucled-
tidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) que sirven como terminadores de la reac-
cién. Cada didesoxinucle6tido implica un color de fluoréforo diferente, lo
que facilita su identificacién. La secuenciacion de Sanger es muy precisa,
permite secuenciar con alta calidad fragmentos de DNA relativamente lar-
gos (de hasta 900 pares de bases, pb). Histéricamente, ha sido considerada
como el gold standard para la identificacion de cambios de nucleétidos en la
secuenciaciéon de DNA. Permite detectar SN'Vs (single nucleotide variants) e
indels, pero no CNAs, reordenamientos, grandes deleciones ni translocacio-
nes. Este método fue mejorado técnicamente y se consiguié automatizar el
proceso, aun asi se trata de un procedimiento laborioso, lento y que requiere
una gran cantidad de DNA tumoral. Ademads, resulta excesivamente costoso
para estudiar el gran nimero de genes que hoy dia se sabe que estdn relacio-
nados con el origen y progresion del cancer.

La pirosecuenciacién es un método de secuenciacién enzimdtico que
mide la liberacién de pirofosfato durante la incorporacién de nucledtidos. Se
trata de un método de sintesis porque la secuencia del molde se determina a
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medida que se sintetiza su hebra complementaria. Permite detectar cambios
epigenéticos en el DNA. Detecta SNVs e indels, pero no CNAs ni reordena-
mientos, ni grandes deleciones ni translocaciones. Es un método répido. Es
mds sensible y menos costoso que la secuenciacién de Sanger. Se puede apli-
car en fragmentos de DNA de muestras FFPE.

En general, estas técnicas tradicionalmente utilizadas en clinica son
muy sensibles para caracterizar las GAs tumorales pero son capaces de de-
tectar s6lo un nimero relativamente pequefio de mutaciones en los genes
mas frecuentes de modo que gran parte de las GAs quedarian sin ser detec-
tadas en muchos tumores. Han resultado de utilidad cuando se quiere deter-
minar la presencia o no de ciertas mutaciones, por ejemplo, si las mutaciones
BCRAI/2 se dan en una paciente concreta, generalmente en el contexto de
un posible tumor hereditario de mama u ovario. A medida que se ha ido in-
crementado el nimero de farmacos con dianas moleculares confirmadas, la
utilizacién de esos test genéticos se ha ido haciendo menos factible por la
necesidad de una mayor cantidad de tejido para poder aplicar los tests ha-
ciendo imprescindible, en muchos casos, la repeticion de biopsias, y porque
implican un tiempo prolongado de estudio y altos costes.

La evolucién tecnoldgica en los tests de secuenciacion llevo a la apari-
cion de la denominada NGS, secuenciacién masiva paralela (Massive Para-
llel Sequencing, MPS), secuenciacion de segunda generacion o ultrasecuen-
ciaciéon de alta capacidad o de alto rendimiento (High-throughput DNA
sequencing). En el afo 2005, 454 Life Science comercializé la primera plata-
forma de NGS. La aparicion de estas NGS supuso una revolucién en el am-
bito de la investigacion gendmica tanto bésica como aplicada en la practica
asistencial hospitalaria al permitir estudiar la secuencia del DNA de cada
individuo.

En los dltimos afios la tecnologia de secuenciacion ha experimentado
avances importantes. A diferencia de la técnica de Sanger, las NGS extien-
den este proceso a millones de fragmentos de forma masiva y paralela, al-
canzando una gran profundidad y una cobertura de varias megabases (Mb),
ofreciendo un resultado mas fiable a un coste mas asequible y en un tiempo
(turnaround time, TAT) corto y razonable para su aplicacion en la practica
clinica. Por tanto, las NGS ofrecen la posibilidad de estudiar de forma simul-
tdnea multitud de genes en un tnico test y sobre una tinica muestra de tejido
o de sangre periférica, evitando la necesidad de realizar multiples tests para
identificar los genes responsables o asociados al tumor concreto en estudio.
De esta manera ofrece mucha més informacion y més rdpida que cualquier
otra prueba tradicional, que resultaban mucho mas costosas, detectaban un
numero limitado de alteraciones gendmicas y requerian una elevada canti-
dad de DNA tumoral que en muchas ocasiones resulta complicado de con-
seguir.
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Para lograr esa secuenciacion masiva y paralela se hace necesario redu-
cir el tamafio de lectura por lo que los fragmentos de genoma cubierto son
mads pequeiios, el nimero total de lecturas es mucho mayor aunque también
resulta mayor la complejidad para el ensamblaje y anélisis bioinformatico
final. La secuenciacion realizada con NGS también permite el estudio de
subpoblaciones de células tumorales, que resultaba imposible estudiar con la
secuenciacion de Sanger.

La secuenciacién masiva permite detectar todos los tipos de variacio-
nes gendmicas en un dnico experimento: sustituciones de bases, variaciones
de nucledtido dnico o de un solo nucleétido (single nucleotide variants,
SNV), CNAs, indels, inversiones, traslocaciones, deleciones y duplicaciones?.

Ademds de detectar las posibles variantes, habrd que determinar su
implicacion clinica en la enfermedad, es decir, analizar si se trata de CRGAs.
Es fundamental hacer un diagnoéstico correcto de las variantes genéticas,
para lo cual las NGS comparan las diferencias en la secuencia de DNA de un
individuo con un DNA de referencia. Para que esta comparacion sea correc-
ta es necesario que haya una buena calidad en el alineamiento y ensamblaje
de las secuencias respecto a la de referencia. Cuando las secuencias se ali-
nean de forma incorrecta se pueden ocasionar falsos positivos y si las se-
cuencias no se alinean ocasionaran falsos negativos. Otros factores que influ-
yen en la calidad y fiabilidad de los resultados de la NGS son el tipo de
muestra utilizada, la pureza tumoral en la muestra, la técnica de secuencia-
cién empleada y la cobertura. Es imprescindible que para uso clinico diag-
noéstico las NGS se realicen en laboratorios acreditados, que garanticen unos
estrictos controles para reducir al maximo la posibilidad de errores. La alta
sensibilidad de las NGS les permite detectar mutaciones presentes en alre-
dedor de tan sélo un 5% del DNA aislado de una muestra tumoral®?.

El manejo y la interpretacion del elevado nimero de datos obtenidos
suponen un importante reto para las NGS. Por ello, el avance en esta tecno-
16gica ha sido posible por el desarrollo de potentes programas informadticos
capaces de almacenar y manejar el enorme volumen de datos, asi como de
métodos bioinformdticos con los que generar la informacion correcta que
permita realizar predicciones fiables de las GAs, sus consecuencias y sus po-
tenciales tratamientos.

El estudio del perfil genémico de los procesos tumorales mediante
NGS se basa en la utilizacion de ciertos genes preseleccionados (lo que se
denominan paneles de genes) de los que se tiene conocimiento que estan
implicados en el inicio o desarrollo de determinados tumores. E1 CGP facili-
ta la deteccion tanto de las GAs esperadas para un determinado tumor como
la deteccion de otras GAs inesperadas o no sospechadas, que podrian ser
determinantes para establecer el tratamiento mds adecuado. Ademas, se po-
dran identificar tanto las mutaciones drivers o conductoras (aquellas altera-
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ciones asociadas a la transformacion y progresion neoplasica) como las mu-
taciones passenger o pasajeras (aquellas alteraciones no fundamentales, que
pueden aparecer tanto en células tumorales como normales, pero que no
determinan el desarrollo del cancer), mucho mas abundantes que las drivers
en el tumor?’. La diferencia entre mutaciones drivers y pasajeras se basa, por
tanto, en si se asocian a consecuencias funcionales.

Principales sistemas de secuenciacion

Todas la NGS implican varias etapas: preparacion de librerias, secuenciacion
y andlisis de datos. Existen numerosas plataformas de secuenciacién NGS
aunque en todas ellas hay un elemento comin que es la necesidad de reali-
zar una amplificacién previa del fragmento a secuenciar para poder obtener
lecturas secuenciadas del mismo. Este proceso se puede realizar bien me-
diante una PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) en emulsion (en las
plataformas SOLID, 454 Life Science e Ion Torrent) o una PCR puente (en
las plataformas Illumina).

Illumina ha desarrollado las plataformas NGS que incluyen el sistema
de secuenciacién por sintesis: la DNA polimerasa cataliza la incorporacion
aleatoria de nucle6tidos marcados de forma fluorescente en una muestra de
DNA durante ciclos secuenciales de sintesis de DNA de tal manera que en
cada ciclo de ligacién sélo uno de los cuatro nucledtidos se une de forma
complementaria al DNA molde, emitiendo una sefial luminosa que sera cap-
tada por un sistema Optico altamente sensible.

Este método ha permitido reducir los costes en comparacion a la se-
cuenciacion de Sanger y, aunque se requiere de una gran inversion inicial y
de mantenimiento, ofrece resultados a precios razonables. Puede secuenciar
desde pequeiios paneles de genes a exomas, transcriptomas y genomas de
humanos, en un solo experimento. Es la tecnologia de secuenciacion mas
utilizada hoy en dia.

Illumina ofrece varios dispositivos clinicos como HiSeq 2500, Hi-
Seq3000/4000/5000, NextSeq500 o MiSeq y més recientemente NovaSeq.
NovaSeq y HiSeq pueden llegar a secuenciar un nimero muy elevado de
bases en pocas horas o dias. MiSeq tiene menor capacidad de secuenciacion
pero muy rapida (unos 500 millones de bases en 4 horas) y a un precio mu-
cho mas barato. Illumina ha permitido abaratar los costes y ofrecer lecturas
mas largas, sin embargo, se requiere de una gran inversion inicial y de man-
tenimiento, para poder adquirir y mantener uno de los equipos que ofrece.

La plataforma Ion Torrent™ Personal Genome Machine® (PGM), de
Thermo Fisher Scientific (antes, Life Technologies). Salié al mercado en
2010. Utiliza una secuenciacion basada en la tecnologia de semiconductores:
utiliza chips con sensores de voltaje en cada pocillo capaces de detectar los
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iones hidrégeno (H*) que son liberados cada vez que un nucleédtido se une a
la nueva cadena en formacion durante la polimerizacion (sintesis) del DNA.
Resulta bastante competitiva en cuanto a precio, rapidez y calidad para pa-
neles pequefios de genes y el andlisis de exomas, pero no estd destinada para
la secuenciacion de genomas completos.

Las plataformas 454 y SOLID estdn practicamente ya en desuso. 454
Life Sciencies, comercializada por Roche, fue la primera plataforma en salir
al mercado. Se basa en la pirosecuenciacion: detecta sefiales luminosas gene-
radas a partir de grupos de pirofosfato liberados tras la polimerizacién de un
nuevo nucledtido complementario a una hebra de DNA molde. SOLiD (Su-
pport Oligonucleotide Ligation Direction), de Life Technologies, apareci en
2007; incluye una metodologia de secuenciacién basada en la ligacién se-
cuencial de oligonucledtidos marcados (secuenciacion por ligacion).

Las plataformas MiniON y PacBio son las principales tecnologias de
lecturas largas disponibles en el mercado?.

Biopsia liquida

Frente al andlisis del DNA en el tejido tumoral, en los dltimos afios ha surgi-
do la posibilidad de analizar el perfil genémico en DNA tumoral libre circu-
lante (ctDNA) o en células tumorales circulantes. Es la denominada biopsia
liquida. Este ctDNA son fragmentos de DNA que se liberan de forma conti-
nua desde las células tumorales apoptdticas y necréticas, generalmente de
tumores en estadio avanzados mientras que en estadios iniciales, los niveles
de ctDNA son bajos. Generalmente el ctDNA se toma del plasma pero es
posible tomarlo de otros fluidos bioldgicos como saliva, orina o derrame
pleural.

Entre las aplicaciones del estudio de secuenciacién del ctDNA cabria
destacar las siguientes: realizar el perfil genémico del tumor en el momento
del diagnéstico; monitorizar la respuesta terapéutica de los pacientes, valo-
rando los cambios moleculares mas relevantes que pueden ocasionarse du-
rante la progresion del tumor y que podrian relacionarse con el desarrollo
de resistencias al tratamiento con la ventaja de ofrecer esta informacién an-
tes de que la evolucion clinica y/o radiolégica indiquen progresion y falta de
respuesta tumoral; también, detectar enfermedad residual minima y enfer-
medad metastdsica, que contribuiria a mejorar el diagndstico y tener una
mayor certeza sobre el prondstico®; determinar la TMB, como biomarcador
predictivo de respuesta a la inmunoterapia. Ademas, la biopsia liquida sera
fundamental en aquel porcentaje de pacientes (estimado en un 20%) en los
que la biopsia tisular no es adecuada para realizar el perfil molecular o cuan-
do no es posible obtener estas muestras o su obtencion es arriesgada (por
ejemplo, cuando la muestra se debe tomar de tejido cerebral).
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El cancer y su relacion con las GAs

El cancer es la segunda causa de muerte después de las enfermedades del
sistema circulatorio. En Espafia, los tumores responsables del mayor nime-
ro de fallecimientos son el cancer de pulmén y el CCR, seguidos a mucha
distancia de cancer de pancreas, el cdncer de mama y de prostata®*. En hom-
bres, el cancer de pulmon es la primera causa de muerte por cancer, seguida
de CCR, proéstata y vejiga, mientras que en mujeres el cdncer de mama la
primera causa de muerte por cancer seguido de CCR, pulmén y péancreas®.
En cuanto a su incidencia, a nivel mundial, el cincer de pulmén es el tumor
mas frecuente seguido del cancer de mama, CCR y prostata®. En Espana, las
cifras ofrecidas por la SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica)*
muestran que el tumor de mayor frecuencia en hombres es el cadncer de
prostata, seguido de cancer de pulmoén, CCR y vejiga, mientras que en mu-
jeres los tumores mds frecuentes son el cdncer de mama, CCR, ttero y pul-
mon. Los tumores de mayor prevalencia en Espafia son el cdncer de mama,
de prostata y de pulmoén.

Tradicionalmente, los tumores se clasificaban y trataban en funcién de
su histologia pero la llegada de las NGS ha permitido la caracterizacion mo-
lecular de los tumores. Hoy en dia se reconoce la gran complejidad genética
asociada a los procesos malignos. Diversas alteraciones en genes esenciales
en el ciclo celular, en la reparacion del DNA y en los mecanismos de prolife-
racion celular estarian implicadas en el origen, diseminacién y mantenimien-
to de los procesos tumorales malignos. Como las células normales tienen
mecanismos de proteccion frente al efecto cancerigeno, parece que sélo
cuando se produzca una acumulacion de diversas alteraciones en varios ge-
nes se podria desarrollar el cancer. En general, estas GAs pueden agruparse
en dos grandes grupos, unas de activacion de las vias de sefializacion celular
o de las vias del ciclo celular, y otras de inactivacién de los reguladores nega-
tivos.

Incluso tumores originados en un mismo drgano pueden tener perfiles
gendmicos distintos entre si, y esta diversidad en las GAs es la que condicio-
na sus propiedades bioldgicas como su capacidad de proliferacion, su agresi-
vidad local, su capacidad de invasion tisular, la tendencia a generar metdsta-
sis a distancia o su respuesta al tratamiento. Las GAs identificadas serian
marcadores diagndsticos, prondsticos y predictivos de respuesta del tumor a
determinados farmacos, de ahi que el estudio del perfil genémico completo
se ha convertido en un elemento fundamental en la aplicacién de la medici-
na de precision.

Entre los genes implicados en el cancer es posible diferenciar tres gran-
des tipos. Por un lado, los protooncogenes, que llevan a la produccion de
proteinas implicadas en los procesos de proliferacién y diferenciacién celu-
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lar. La mutacién de esos protooncogenes resulta en variantes alteradas de-
nominadas oncogenes, que llevan a la multiplicacién descontrolada de las
células. Un segundo grupo son los genes supresores de tumores cuya inacti-
vacion estd relacionada con la proliferacion celular y tienen un papel clave
en la apoptosis y control del ciclo celular. El tercer grupo incluye los genes
de estabilidad, los responsables de mantener la estabilidad genética. La ines-
tabilidad genémica mds estudiada y mejor caracterizada es la MSI. Estos
genes de estabilidad se encargan de reparar aquellas alteraciones que ocu-
rren en la replicacion del DNA o las que se producen en los cromosomas
durante la mitosis, de modo que su inactivacion lleva a un aumento en el
numero de mutaciones. Dentro de este grupo se incluyen los genes repara-
dores de apareamientos erroneos o mismatch repair (MMR). La inactiva-
cién de estos genes conduce a una rdpida acumulacién de mutaciones, y por
este motivo se les ha denominado también genes mutadores. Los tumores
con deficiente MMR (dMMR) tienen entre 10 y 100 veces mas mutaciones
somaticas.

En general, se acepta la existencia de tres tipos principales de GAs™
tumorales que ocurren sobre oncogenes y que se pueden detectar mediante
NGS: mutaciones activadoras (ej: las que ocurren en EGFR y BRAF), las
amplificaciones génicas (ej: en MET y HER?) y las fusiones génicas (ej: en
ALK y ROSI). Las mutaciones activadoras son cambios en la secuencia de
DNA de diferente naturaleza y que producen como resultado la activacion
constitutiva de las seflales downstream de proliferacién y supervivencia
(MAPK, PI3K) que en las células normales estan muy estrictamente contro-
ladas. Otras GAs son las CNAs, bien amplificaciones o deleciones. Estas al-
teraciones pueden tener un impacto significativo en la respuesta al trata-
miento. Y el tercer tipo de GAs serian los reordenamientos genémicos o
genes de fusion, que ocasionan rupturas del gen o la creacién de nuevas
moléculas oncogénicas (por ejemplo, en ALK y ROSI) y resultan en una
expresion genética o una funcion genética errénea. Pueden tener, también,
un impacto significativo en el tratamiento de algunos tumores.

El anélisis de las mutaciones somdticas se ha convertido en una herra-
mienta habitual en la préctica clinica de los tumores sélidos con el fin de
identificar las mutaciones sensibles y las resistentes a determinados farma-
COS.

Aunque en las células tumorales pueden coexistir diferentes GAs, los
tumores suelen presentar un driver oncogénico dominante o GA conducto-
ra, que es fundamental en la activacién y mantenimiento del crecimiento
tumoral maligno. Una vez que la célula se convierte en cancerigena, sufre
una serie de cambios moleculares, metabdlicos y estructurales que le permi-
ten sobrevivir, desarrollarse y metastatizar. Entre estos cambios destacan la
insensibilidad a los factores inhibidores del crecimiento y autosuficiencia de
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factores de crecimiento, con una capacidad de replicacién ilimitada y de es-
capar a los mecanismos de apoptosis, ademds de su capacidad para invadir
tejidos cercanos o a distancia y el incremento en la angiogénesis. Por el con-
trario, las GAs denominadas passengers son alteraciones que s6lo acompa-
fian a las drivers pero no intervienen en el origen del tumor. El andlisis de los
genes drivers resulta fundamental para clasificar a los pacientes en subgru-
pos diferentes genéticamente, con una evolucién, prondstico y opciones te-
rapéuticas distintas. Tumores histolégicamente similares se diferencian en
varios subtipos gendmicos.

Muchas de las GA encontradas en el tejido tumoral también se presen-
tan en el DNA de tejido sano y en el DNA de la linea germinal de un pacien-
te,y esto debe ser tenido en cuenta para evitar falsos positivos. Por otro lado,
solo algunas GA son intervenibles, es decir, que son GA sobre las que se
puede actuar porque han mostrado susceptibilidad a algtin farmaco especi-
fico. A medida que se van conociendo nuevas GA intervenibles y desarro-
llando farmacos dirigidos frente a ellas, se hace necesario disponer de tecno-
logias capaces de detectarlas de forma rdpida y econdmica y se intentan
incorporar a la rutina de diagndstico.

Sobre la medicina de precision en oncologia

La medicina de precision o personalizada es un campo todavia en desarrollo
que tiene como objetivo disefiar el tratamiento més ajustado a cada paciente
en funcién del perfil bioldgico del tumor. Pero la medicina de precisiéon no
incluye tnicamente el uso de la informacién genética sino también la pro-
tedmica y ambiental, de manera que la integracién de toda esa informacién
permita seleccionar el tratamiento 6ptimo en cada caso. La medicina de pre-
cision ha sido posible gracias al desarrollo de nuevas técnicas que han apor-
tado un gran conocimiento sobre las GAs que subyacen en el cdncer y a la
marcada evolucion de la bioinformatica.

En el caso de los tumores malignos, el uso clinico de estas pruebas per-
mite estudiar y caracterizar de forma individual el tumor de cada paciente y
seleccionar la mejor terapia y mas especifica de acuerdo a las mutaciones
encontradas. Se ha ido pasando de aplicar un tratamiento quimioterdpico
similar a todos los pacientes con un tipo determinado de tumor, a clasificar
a los pacientes en funcion del subtipo tumoral, de las caracteristicas de los
pacientes y de la presencia o no de biomarcadores tumorales y dianas mole-
culares especificas de cada tumor y cada paciente. Ademads, se ha comproba-
do que para una misma mutacién gendémica, las diferencias en la biologia del
tumor suponen comportamientos tumorales diferentes ante una misma me-
dicacion. A este cambio de conocimiento sobre el cancer han contribuido
fundamentalmente la utilizaciéon y el desarrollo de tests especificos que
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identifiquen las GAs presentes en el tumor y esto, a su vez, se ha acompafia-
do de una intensa investigacion en nuevas terapias dirigidas frente a las dia-
nas terapéuticas clinicamente relevantes.

Generalmente, los tumores se tratan al inicio con la terapia convencio-
nal, aunque algunos farmacos dirigidos estdn ya aprobados para ser utiliza-
dos como primera linea terapéutica. Los pacientes con céncer en estadio
avanzado o metastdsico suelen haber recibido varias lineas de tratamiento a
lo largo del tiempo, y progresivamente la probabilidad de estabilizacion de
la enfermedad se va reduciendo a la vez que aumentan las resistencias al
tratamiento recibido. En estos tumores recidivantes o con metdstasis a dis-
tancia se suelen presentar varias GAs de forma simultdnea, por lo que se
deberia valorar la posibilidad de realizar estudio del perfil genémico con el
fin de identificar dianas terapéuticas para las que se disponga de un fairmaco
dirigido concreto, que seria altamente especifico. Ademads, la presencia de
ciertas GA aportarian informacién prondstica.

El tratamiento combinado de varios farmacos, tanto de quimioterapia
(QT) estandar como terapia dirigida, suele presentar mejores resultados en
procesos tumorales avanzados que la monoterapia, ademas de contribuir a
reducir el desarrollo de resistencias al tratamiento. Se espera que estos trata-
mientos sean mas eficaces, puesto que se evita la administracion de farmacos
no efectivos, y mds seguros que la QT convencional, porque van dirigidos
contra las células tumorales principalmente, de modo que el dafio ocasionado
sobre las células sanas resulta inferior al que se produce con la QT conven-
cional aunque en ocasiones también se asocian a EA de toxicidad nada des-
preciable como algunos EA relacionados con el sistema inmunitario (irAE).

Terapia dirigida

Las terapias dirigidas utilizadas en oncologia son farmacos que interfieren en
los denominados “dianas moleculares” que participan en el crecimiento, el
avance y la diseminacion tumoral. La mayoria de estos farmacos suelen ser
citostaticos (bloquean la proliferacién celular) a diferencia de muchos qui-
mioterapicos citotéxicos (efecto destructor de las células). Las terapias dirigi-
das se aplicarian, por tanto, en subgrupos de pacientes con una alteracion
molecular especifica que seria la diana de la terapia, pero siempre que exista
el tratamiento pertinente o que haya sido aprobado por las autoridades com-
petentes. Las dianas de la terapia dirigida pueden ser GAs o proteinas sobre-
expresadas en la superficie de las células tumorales o en células relacionadas
con el crecimiento tumoral como las células de los vasos sanguineos.

La mayoria de las terapias dirigidas son de dos tipos: a) medicamentos
micromoleculares o de moléculas pequefias, capaces de entrar facilmente en
las células debido a su tamafio pequefio y por ello se usan para que actien
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sobre el objetivo o diana ubicados en el interior de las células, por ejemplo,
los inhibidores de la angiogénesis, o b) anticuerpos monoclonales humaniza-
dos, que no pueden entrar al interior de las células sino que se unen a dianas
especificas situadas en la superficie externa. Otros son anticuerpos conjuga-
dos porque van unidos a un quimioterdpico, denominandose conjugado de
anticuerpo y firmaco (ADC), como el ado-trastuzumab-emtansina (TDM-1
o Kadcyla), que es absorbido por las células tumorales que expresan HER2
en su superficie y las destruye.

Se han desarrollado diferentes terapias dirigidas con distintos mecanis-
mos de accion®. Estas terapias incluyen inhibidores de transduccion de sefia-
les, moduladores de la expresion de genes, inductores de apoptosis, inhibido-
res de apoptosis, inhibidores de la angiogénesis y moléculas que depositan
sustancias radiactivas o compuestos quimicos téxicos que destruyen la célula.

La disfuncién de proteina quinasas subyace en muchos tipos de cdncer
de ahi que estas enzimas constituyan dianas moleculares para los inhibido-
res de proteina quinasas de vias de transduccién implicadas en el tumor. Se
han desarrollado algunos anticuerpos monoclonales contra proteina quina-
sas o contra su receptor, que interrumpen la transmision de la sefial a nivel
de receptor. Estos fairmacos reducen la proliferacion celular tumoral, favore-
cen la apoptosis y disminuyen la angiogénesis. Se han aprobado varios inhi-
bidores de proteina quinasas para uso clinico. Los factores de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) son producidos por las células tumorales
para estimular el crecimiento de nuevos vasos sanguineos con los que apor-
tar los nutrientes y el oxigeno necesario para su crecimiento. Estos VEGF se
unen a sus receptores, que son otra familia de receptores de tirosina quinasa
(RTKs). Entre ellos se incluye bevacizumab (Avastina®).

Entre los inhibidores de serina/treonina quinasas se incluyen los inhi-
bidores mMTOR como everolimus y temsirolimus. mTOR forma parte de una
ruta de sefializacion PI3K/AKT/mTOR que regula la respuesta de células
tumorales a nutrientes y factores de crecimiento, y controla el aporte de
sangre y angiogénesis a través de efectos sobre VEGF en células endotelia-
les y tumorales. Esta ruta se encuentra activada en muchos tumores, espe-
cialmente en aquellos con una elevada actividad de PI3K, o en los que se
encuentra mutada el supresor tumoral PTEN.

Una de las limitaciones de las terapias dirigidas es el desarrollo de re-
sistencias frente a dichas terapias. Esta resistencia puede ocurrir porque la
propia diana sufra una mutacién de modo que la terapia dirigida no lo reco-
nozca o bien porque el tumor desarrolle algiin mecanismo diferente que le
haga escapar del efecto de la terapia dirigida. Para evitar la resistencia, una
posibilidad es combinar los fairmacos. Otra limitacién es que para algunas
dianas no es posible, con la tecnologia actual, desarrollar firmacos dirigidos
contra ellos. Es el caso de la proteina Ras, proteina de sefializaciéon cuya

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 41



mutacidn se ha visto implicada en una cuarta parte de los tumores malignos
y para la cual no se han podido formular hasta el momento, inhibidores de
seflalizacion de Ras.

Se han generado grandes expectativas de poder ofrecer a los pacientes
esta terapia personalizada con fdrmacos que se ajusten a las GAs del tumor
concreto que presenta. Es importante saber qué pacientes tienen mayor pro-
babilidad de beneficiarse a estos tratamientos, que suelen ser de elevados
costes y no estan exentos de eventos adversos. En general se reconoce que
esta terapia solo beneficia a un nimero escaso de pacientes cuyos tumores
han progresado a pesar de recibir los distintos tratamientos convencionales
disponibles, pero atn no esta claro como identificar a este pequefio nimero
de pacientes que se va a ver beneficiado*. En las indicaciones clinicas de los
farmacos dirigidos se dice de forma expresa, que antes de iniciar el tratamien-
to del paciente, deben haberse detectado las alteraciones gendmicas median-
te “un método validado de determinaciéon” de las mismas. Puesto que es un
requisito para el uso de esta terapia dirigida es que el tumor presente las
dianas concretas para poder ejercer su efecto, antes de utilizarla resulta nece-
sario realizar el perfil genémico tumoral, siendo las NGS las técnicas mds
avanzadas para detectar y describir dichas GAs*. Dada la heterogeneidad
tumoral, es posible que resulte necesario utilizar mas de un panel de genes.

Sin embargo, la decisién de qué farmaco elegir para un tumor concreto
puede no ser facil puesto que en muchos casos se presentan varias posibles
dianas terapéuticas. Otro factor que influye tanto en la respuesta al firmaco
como en el desarrollo de resistencias al mismo, es la marcada heterogenei-
dad existente en los tumores solidos, incluso dentro del mismo tumor, entre
unas zonas y otras. Ademds, se sabe que con la evolucién del tumor se gene-
ran subclones con diferentes perfiles genéticos y epigenéticos, de modo que
si el tumor recidiva, seria aconsejable rebiopsiar porque es posible encontrar
GAs diferentes de las identificadas en el tumor inicial. Por tanto, hay que
considerar a los tumores como entidades dindmicas y adaptativas que con-
tribuyen a la aparicion de resistencias terapéuticas que eventualmente son
responsables de las recidivas tumorales®.

Inmunoterapia

La inmunoterapia emplea fairmacos que estimulan el sistema inmunitario
del paciente para que destruya las células cancerigenas. Han supuesto un
cambio sustancial en el manejo oncoldgico. Su principal ventaja es su capa-
cidad para controlar el proceso tumoral durante periodos largos de tiempo,
consiguiendo supervivencias prolongadas incluso en algunos tumores que se
consideraban incurables. Para aumentar la efectividad antitumoral es posi-
ble combinar dos o mds tratamientos de inmunoterapia.
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Dentro de la inmunoterapia se incluyen algunos anticuerpos monoclo-
nales, que actiian marcando a las células malignas de modo que facilitan que
el sistema inmunitario las localice y destruya, y los inhibidores de puntos de
control, que se unen a ciertas moléculas situadas en la superficie de los linfo-
citos y otras células del sistema inmune, denominadas puntos de control, que
necesitan ser activados o desactivados para iniciar la respuesta inmunitaria.
Con ello se restaura la capacidad innata del sistema inmunitario para elimi-
nar células tumorales haciendo que se reduzca el crecimiento tumoral, lo
que favorece que la respuesta tumoral se prolongue en el tiempo.

Entre los inhibidores de puntos de control se distinguen unos que se
dirigen contra la proteina 1 de muerte celular programada y su ligando (pro-
grammed cell death 1,PD-1y PD-L1) y otros contra el CTLA4 (anti-cytotoxic
T-Lymphocyte antigen 4) bloqueando las vias tumorales que inactivan a las
células T citotoxicas. Los inhibidores del PD-1 son nivolumab (Opdivo®) y
pembrolizumab (Keytruda®), y los inhibidores del PD-L.1 como atezolizu-
mab (Tecentriq®), avelumab (Bavencio®) y durvalumab (Imfinzi®). Entre los
que se unen a la proteina CTLA-4 se incluye el ipilimumab (Yervoy®).

Estos farmacos no estdn exentos de riesgos y se estima que entre un
5-15% (datos de SEOM, 2018) de pacientes desarrolla toxicidades impor-
tantes que suelen deberse a la activacion del sistema inmune contra el pro-
pio organismo en forma de neumonitis o colitis, por ejemplo. Otros EA mas
frecuentes de estos farmacos (irEA) son la tos, rash cutaneo, fatiga, pérdida
de apetito, y otros mads serios con repercusion renal, hepatica o pulmonar.
Los anti-CTLA-4 parecen tener efectos secundarios de mayor gravedad que
los anti-PD-1 y anti-PD-L1.

Por esto y por su elevado coste, resulta de gran relevancia clinica valo-
rar si el paciente va a responder o no a este tratamiento®.

Entre los biomarcadores de respuesta a la inmunoterapia se incluyen la
TMB y MSI. La TMB mide el niimero de mutaciones somadticas por megab-
ase de DNA identificadas en el DNA codificante tumoral. Se asume que a
mayor nimero de mutaciones, mayor es la probabilidad de que estén pre-
sentes mutaciones carcinogénicas'®. Mediante las NGS es posible determi-
nar la TMB y cuanto mayor es la region secuenciada, més exacta es su cuan-
tificacién. En muchos tumores malignos se ha comprobado una alta TMB,
especialmente en NSCLC, carcinoma urotelial o0 melanoma, asociada a ex-
posiciones medioambientales que son factores de riesgo de mutaciones en el
DNA vy contribuyen a la tumorogénesis, como el consumo de tabaco o la
exposicion a la luz ultravioleta®.

La TMB es un marcador clinico cuantitativo predictivo de buena res-
puesta tumoral a la inmunoterapia®#. A mayor TMB se ha observado un
mayor beneficio clinico en el paciente tratado con estos firmacos, con mayo-
res tasas de supervivencia global, de supervivencia libre de progresion (PFS)
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y de respuesta tumoral*“#2. Una actividad anormal en varias vias de sefaliza-
cién celular, incluyendo la reparacion del dafio del DNA y su replicacion,
pueden incrementar la tasa global de mutaciones somaticas en el tumor. Los
defectos en la reparacion del dafio del DNA llevan a una acumulacién de
mutaciones debidas a errores en la replicacion y al dafio ambiental.

El segundo biomarcador que pueden detectar las NGS es la presencia
de MSI. La aparicion de microsatélites de tamaiio alternativo (anormalmen-
te mds largos o cortos) en el DNA tumoral de un individuo que no estan
presentes en el ADN de la linea germinal es lo que se denomina MSI. Las
NGS pueden detectar con gran exactitud la MSI, a partir de muestras de
tejido FFPE que deben acompafarse de una muestra de células normales
del mismo paciente para documentar la presencia de la inestabilidad. Si no
existe tal inestabilidad, se habla de microsatélite estable (MSS). Niveles al-
tos de MSI (MSI-H) se correlacionan con incrementos en la carga antigénica
que puede hacer mas sensible al tumor a la inmunoterapia®.

La presencia de esta MSI se asocia a errores en la reparacion del DNA
debidos a mutaciones en los genes MMR, lo que impide que los errores de
replicacion cometidos por la DNA polimerasa sean reparados. Esto lleva a
una elevada tasa de mutacion celular, a una acumulacion acelerada de muta-
ciones de nucledtidos y a la alteracion en la longitud de la hebra de DNA,
que da origen a la MSI. Por eso, la MSI podria ser un marcador subrogado
de trastornos en la reparacion del DNA. Una alta TMB puede ser debida a
dMMR que estan asociados a la inestabilidad de microsatélites: Las muta-
ciones en los genes MMR pueden llevar a incrementos en la incidencia de
mutaciones en los microsatélites. Por esto, MSI es un marcador subrogado
de trastornos en la reparacion del DNA, tales como una dMMR®.
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Objetivo

El objetivo principal de este informe es valorar la validez diagnéstica y uti-
lidad clinica de F1 o F1CDx como plataformas NGS para el diagndstico de
alteraciones gendmicas asociadas a tumores s6lidos y su recomendacion te-
rapéutica.

Se ha estudiado su validez diagnéstica para detectar las dianas terapéu-
ticas y otras GAs, en comparacion con las pruebas de referencia, con otros
test de secuenciacién convencional o de nueva generacion, en pacientes con
alguno de los cinco tumores s6lidos (NSCLC, cancer de mama, ovario, CCR
y melanoma) para los que F1CDx estd aprobado por la FDA como tecnolo-
gia de diagndstico complementario.

Asimismo se ha estudiado si su utilizacién supone un cambio en el
diagnéstico v en el manejo terapéutico de los pacientes. Se han analizado la
evolucion clinica y estado de salud del paciente tras la administracion del
tratamiento personalizado indicado por F1 o F1CDx. También se han revisa-
do otros aspectos relativos a la terapia como las posibles complicaciones o
eventos adversos de la terapia dirigida utilizada, las consecuencias de utili-
zar unos farmacos y no otros, o el posible retraso en el inicio del tratamiento.

Como objetivos secundarios de este informe, se han realizado revisio-
nes breves narrativas sobre las tecnologias diagnésticas de secuenciacion y
alternativas a F1 o F1CDx para el andlisis gendémico de los procesos oncol6-
gicos, y sobre las principales alteraciones gendmicas que caracterizan a los
cinco tumores sélidos ya mencionados y sus correspondientes tratamientos.
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Metodologia

Se ha realizado una revision sistemadtica de la literatura cientifica sobre efec-
tividad diagnéstica, utilidad clinica y seguridad de las plataformas F1 LDT'y
F1CDx en pacientes con tumores solidos, en concreto, en los cinco tumores
para los que estd aprobado F1CDx como companion diagnostic: cancer de
pulmén no microcitico, cancer de mama, carcinoma colorrectal, cancer de
ovario y melanoma. Para ello se realiz una busqueda sistemética de las pu-
blicaciones recogidas en distintas fuentes de informacién aplicando estrate-
gias de busqueda especificas a cada una de esas fuentes con el fin de localizar
toda la evidencia publicada que permita responder a la pregunta de investi-
gacion, estructurada siguiendo el concepto PICO (Pacientes, Intervencion,
Comparador, Outcomes-Resultados).

También se ha realizado una revision breve sobre las alteraciones ge-
ndmicas asociadas a cada uno de los tumores anteriormente mencionados,
sobre las tecnologias NGS vy alternativas a F1/F1CDx y sobre las distintas
terapias dirigidas e inmunoterapia empladas en el tratamiento de estos tu-
mores.

Fuentes de informacion y estrategias de
busqueda

La identificacién de estudios se realizé mediante una bisqueda de la litera-
tura cientifica realizada entre el 17/9/2018 y el 21/9/2018. Ademas, el
19/03/2019 y 5/06/2019 se repitieron las busquedas para evitar dejar fuera
publicaciones nuevas o indexadas con posterioridad a la bisqueda inicial. Se
tomo como fecha de inclusion de estudios los publicados a partir de enero de
2012 y se escrutaron las siguientes bases de datos electronicas:
e Medline (PubMed).
e Cochrane Database of Systematic Reviews, de Cochrane Library.
e Cochrane Central Database of Controlled Trials-Central, de Cochra-
ne Library.
e DARE (Database of Abstracts of Reviews of Effects), Health Techno-
logy Assessment (HTA) Database y NHS-EED (National Health
System Economic Evaluation Database), del Centre for Reviews and
Dissemination (CRD).
e Biblioteca Virtual en Salud (BVS).
e Trip (Turning Research Into Practice) Database.
e Prospero.
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Asimismo, se llevaron a cabo bisquedas en los siguientes registros de
estudios clinicos:

e ClinicalTrials (https:/clinicaltrials.gov), de Estados Unidos.

¢ International Clinical Trials Register Platform (ICTRP) de la Orga-
nizacién Mundial de la salud (http://apps.who.int/trialsearch/).

e EU Clinical Trials Register (www.clinicaltrialsregister.eu).

Por tltimo, se realizé una busqueda de literatura gris en las paginas
web de las principales agencias de evaluacion de tecnologias sanitarias
(ETS) nacionales e internacionales y organismos regulatorios de productos
sanitarios, como los siguientes:

e INAHTA (International Network of Agencies for Health Technology

Assessment, http://www.inahta.org/about-inahta/).

e RedETS (Espaiiola de Agencias de Evaluacion de Tecnologias Sani-
tarias y Prestaciones del Sistema Nacional de Salud, https://redets.
mscbs.gob.es/).

e CADTH (Canadian Agency for Drugs and Technologies in Health,
www.cadth.ca/).

e AHRQ (Agency for Healthcare Research and Quality, www.ahrq.
gov/research/index.html).

e NICE (National Institute for Health and Care Excellence, www.nice.
org.uk).

e FDA (Food and Drug Administration, www.fda.gov).

Para la identificacion de estudios se disefiaron diferentes estrategias de
busqueda, adaptadas a cada fuente de informacién, combinando términos
MESH (para Medline) y texto libre, junto a diferentes operadores boolea-
nos y de truncamiento. Se seleccionaron publicaciones en inglés, francés y
espafiol. Las estrategias empleadas en las principales bases de datos se
muestran en el anexo III.

Para la tecnologia, se emplearon los siguientes términos de busqueda
en inglés y espaifiol, en funcién de la fuente de informacién: “FoundationO-
ne’, “Foundation Medicine’] “FoundationCDx’) “next-generation sequencing’,
“high-throughput sequencing’, “comprehensive genomic profiling’, “hy-
brid-capture-based sequencing’; CGP, NGS,“secuenciacién de nueva genera-
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cioén’ “secuenciacion de segunda generacion’ “perfil gendémico completo”
Para los tumores se utilizaron los siguientes términos: “colon? “colorectal’;
“lung’;“breast’; “ovarian’; “ovaric’; “melanoma’; “cancer’;, “neoplasm’, “tumor’;
“tumour’; “carcinoma’; “adenocarcinoma’; “squamous’, “non-small cell lung
cancer’ “NSCLC”

También se revisaron los listados de referencias bibliogréficas de los
estudios incluidos y de los articulos mas relevantes con el fin de recuperar
estudios que no hubieran sido localizados a través de las estrategias de bus-

quedas mencionadas.
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Las referencias bibliograficas se gestionaron a través del gestor biblio-
grifico EndNote XO.

Seleccion de estudios

Durante este proceso de incorporacién de las referencias localizadas en la
busqueda al gestor bibliografico, se realiz6 un primer cribado de las referen-
cias duplicadas de manera automatica y después de forma manual. A conti-
nuacién, dos revisoras (EGC, MCR), de forma independiente y aplicando
los criterios de inclusion y exclusién, realizaron una seleccion inicial de arti-
culos a partir de la lectura de los titulos y resimenes. Los desacuerdos se
resolvieron por consenso o por discusién con la tercera revisora (CAB).
Aquellos articulos inicialmente seleccionados como relevantes fueron recu-
perados a texto completo para su lectura y asi decidir si se ajustaban a los
criterios de inclusiéon y exclusion. Esta etapa del proceso de seleccion fue
realizada, de forma independiente, por las tres revisoras.

Ni durante el proceso de seleccion ni el posterior de extraccién de da-
tos se enmascararon los nombres de los autores, de las instituciones ni de las
revistas de publicacion. No se contactd con los autores o investigadores de
publicaciones en marcha o no publicadas.

Criterios de inclusion de los estudios
Tipo y diseno de los estudios

Articulos originales de estudios de cualquier disefio que incluyeran un nu-
mero minimo de 10 pacientes. También se consideraron las editoriales, cartas
al editor, revisiones narrativas, revisiones sistematicas, meta-analisis e infor-
mes de evaluacion de tecnologias sanitarias.

Poblacion

Pacientes de ambos sexos, sin limite de edad, con diagnéstico de cancer de pul-
moén, mama, CCR, ovario o melanoma en estadios avanzados o metastasicos.

Intervencion

FoundationOne® o FoundationOne CDx™.,

Comparadores

Se consideraron como comparadores otras pruebas diagnosticas de uso en la
préctica clinica con las que se realice habitualmente el diagndstico como
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— plataformas de secuenciacién gendémica de nueva generacion
como Caris Molecular Intelligence® (CMI), Guardant 360®
(G360), MSK-IMPACT, OncoDeep®, Oncomine Dx®, Paradigm
Cancer Diagnostic® (PCDx).

— otros paneles de genes como LungSeg, Oncopanel, SNaPshot,
PanCan, Smart Genomics, TruSeq.

— otras pruebas diagnésticas como FISH, IHC, secuenciacién Sanger.

Medidas de resultados

— Nuamero y tipo de mutaciones detectadas.

— Intervalo de tiempo entre la obtencion de las muestras y la reali-
zacion del index test y el test de referencia. Tiempo requerido por
cada prueba para ofrecer los resultados.

— Modificaciones del diagnéstico inicial.

— De efectividad diagnostica: sensibilidad y especificidad, o los da-
tos para poder calcular la tabla 2x2. Reproducibilidad.

— Deteccion de diana terapéutica y eleccidon de tratamiento perso-
nalizado.

— Cambio en las decisiones terapéuticas o en el manejo de los pa-
cientes después del resultado obtenido con FoundationOne® o
FoundationOne CDx™.

— Mortalidad, supervivencia global, PFS, supervivencia libre de pro-
gresion tumoral.

— De seguridad: complicaciones asociadas a la técnica de obtencion
de la muestra. Toxicidad del tratamiento seleccionado. Toxicidad
evitada por descartar un tratamiento no efectivo. Toxicidad o
complicaciones debidas al posible retraso en el inicio del trata-
miento en espera de los resultados de F1 o F1CDx.

— Otros resultados: disponibilidad de tratamiento dirigido.

Criterios de exclusion

Estudios que no ofrecian datos relacionados con ninguna de las me-
didas de resultado consideradas en los criterios de inclusion.
Estudios que sélo presentaban resultados de investigacion experi-
mental o en animales, o que se referian tinicamente a aspectos téc-
nicos.

Estudios duplicados, con los mismos pacientes y/o datos, o estudios
desfasados por publicaciones posteriores de la misma institucion.
Estudios no publicados aunque ya hubieran sido aceptados para su
publicacioén.
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Extraccion de datos

La extraccion de datos de los estudios finalmente seleccionados se realizé de
forma independiente por las tres investigadoras, resolviendo los desacuer-
dos por consenso. Los datos y resultados de los estudios incluidos se extraje-
ron utilizando un formulario elaborado especificamente para este informe, a
partir del cual se elaboraron las correspondientes tablas de evidencia. En
este formulario se recogieron los datos y las variables mds importantes rela-
cionadas con los objetivos generales y especificos de este informe:

e Caracteristicas generales del estudio, datos bibliométricos: autor
principal, afio de publicacion, pais donde se realizé el estudio, perio-
do de estudio, disefio del estudio, uni o multicéntrico, tiempo de se-
guimiento y criterios de inclusion y exclusiéon de cada estudio.

e (Caracteristicas de la poblacién: nimero de pacientes, edad, sexo,
tipo de tumor, estadio, histologia y localizacién tumoral, tratamien-
tos previos recibidos.

e Variables relacionadas con las NGS, Flo F1CDx y con otras plata-
formas o pruebas diagnosticas utilizadas y las de referencia: tipo de
muestra, lugar de obtencion (sitio primario del tumor, metéstasis,
DNA libre circulante o de células tumorales circulantes), forma de
obtencion de la muestra (puncion aspiracion con aguja fina, biopsia
excisional, biopsia core, cirugia), tiempo desde la extraccién de la
muestra empleada por los diferentes tests diagnosticos, tiempo des-
de el andlisis de la muestra hasta el resultado del test.

e Variables de resultado: nimero de pacientes con alteraciones interve-
nibles, niimero y tipo (amplificaciones, deleciones, inserciones, fusiones,
reordenamientos, truncamientos o sustituciones) de alteraciones geno-
micas detectadas, carga mutacional tumoral, tratamientos propuestos
(nimero de farmacos y farmacos dirigidos) por F1 o F1ICDx y por las
otras plataformas o pruebas diagndsticas utilizadas, concordancia en-
tre las GAs detectadas y los farmacos sugeridos por F1 o F1CDx y
otras plataformas NGS o técnicas de diagnéstico convencionales, ni-
mero de pacientes candidatos a la terapia dirigida propuesta por las
NGS, ndmero de pacientes que finalmente recibi6 la terapia dirigida,
motivos por los que los potenciales candidatos no fueron tratados.

e Variables de resultado en salud para el paciente:

— La supervivencia global se define como el tiempo desde el diag-
noéstico de la enfermedad (generalmente, de la enfermedad me-
tastasica) hasta la fecha del dltimo seguimiento o del fallecimien-
to del paciente.

— La PFS se define como el tiempo transcurrido desde el inicio del
tratamiento hasta la progresion de la enfermedad (sea ésta detec-
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tada mediante estudio radioldgico o por sintomatologia clinica) o
muerte.

— Duracién del tratamiento.

— Respuesta tumoral: completa, parcial, enfermedad estable, pro-
gresion y respuesta objetiva (suma de respuestas completa y par-
cial),y la duracién de la respuesta. También se registra la forma de
valoracion de la respuesta tumoral (en la mayoria de los casos
utilizando los criterios RECIST, Response Evaluation Criteria in
Solid Tumours).

— Influencia en el manejo clinico del paciente: cambio (%) de pa-
cientes en los que las NGS modificaron el diagnéstico. Influencia
en la toma de decisiones terapéuticas: cambio (%) del tratamien-
to previsto por otro indicado por la NGS. Eficacia o efectividad de
este tratamiento dirigido vs tratamiento ineficaz pautado por los
resultados de la NGS vs tratamiento con efectos adversos.

— EA ocasionados por los fairmacos dirigidos: nimero de EA, tipo,
grado de severidad de acuerdo a la clasificacion CTCAE (NCI
Common Terminology Criteria for Adverse Events).

Sintesis de los datos

La informacidn recopilada fue resumida y analizada a través de una sintesis
narrativa con tabulacién de datos y resultados de los estudios incluidos.
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Resultados

Revision de las GAs y terapias en los cinco
tumores solidos

A continuacion se presenta la revision realizada sobre el estado actual de las
principales GAs asociadas a cada uno de los cinco tumores sélidos conside-
rados en este informe y las terapias correspondientes, lo que daria cumpli-
miento al objetivo secundario de este informe pero que presentamos en pri-
mer lugar de cara a facilitar la interpretacion de la revision sistematica sobre
efectividad y seguridad de F1/F1CDx.

GAs en cancer de pulmon y sus tratamientos

Un 85-90% de los tumores pulmonares son no microciticos o NSCLC, y den-
tro de este grupo se pueden diferenciar 3 tipos histolégicos: epidermoide o
de células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma de células grandes*. Se
estima que el 60% de los pacientes con NSCLC son diagnosticados en fases
avanzadas, bien como tumores localmente avanzados (estadio IIIB) o
metastasicos (estadio IV) para los cuales no se dispone de tratamiento cura-
tivo, por lo que el prondstico es muy negativo con tasas de supervivencia a
los 5 anos inferiores al 10%*+.

El abordaje del cancer de pulmén empezé a cambiar cuando se descu-
brid, en 2003, la primera mutacion tratable en el gen EGFR (receptor del
factor de crecimiento epidérmico), que respondia muy satisfactoriamente a
los inhibidores del dominio tirosina-quinasa (TKIs) de EGFR. A partir de
este descubrimiento la utilizacién de la informacién molecular y la medicina
personalizada han conseguido un marcado impacto positivo en la evolucién
de estos pacientes, utilizando dos posibles estrategias terapéuticas: las tera-
pias dirigidas contra tumores con mutaciones activadoras y la inmunoterapia.

En los tltimos afios, se ha producido el descubrimiento de un nimero
elevado GAs que llevan al inicio y progresion de este tipo de tumor, y este
conocimiento ha facilitado el rdpido desarrollo y uso de otras opciones tera-
péuticas®. Por esto, antes de iniciar el tratamiento del cancer de pulmon,
resulta interesante realizar el estudio molecular que hoy dia contempla dos
tipos de test diferentes: unos dirigidos a identificar posibles GAs dianas te-
rapéuticas y otros que analizan posibles biomarcadores de respuesta a la
inmunoterapia. Tanto la FDA como la EMA (European Medicines Agency)
han ido aprobando diferentes farmacos, tanto de terapia dirigida como de
inmunoterapia, que han supuesto una mejora sustancial en la respuesta tu-
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moral y en la supervivencia del paciente asociado a una menor toxicidad en
comparacion al tratamiento convencional.

El estudio del perfil gendmico en pacientes con tumores avanzados
ofreceria la ventaja de instaurar un tratamiento dirigido de forma rapida
evitando el retraso en el inicio de tratamientos que requirieran otras prue-
bas diagnésticas, algunas de las cuales podrian ser invasivas, e incluso ayuda-
ria a valorar la posibilidad del paciente de desarrollar resistencias a ciertos
farmacos®. El cancer de pulmoén es el tumor genéticamente mas complejo,
tal como ha confirmado el TCGA*-,y esta heterogeneidad, con células que
responden de manera desigual, dificulta el tratamiento. También es preciso
tener en cuenta que muy raras veces la terapia dirigida conduce a la curacién
de los pacientes sino que con el transcurso del tiempo practicamente la tota-
lidad de los tumores desarrolla resistencia a esta terapia, lo que termina oca-
sionando recurrencias y la progresion del tumor.

El principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer de pulmon,
tanto adenocarcinomas como carcinomas escamosos, es el consumo de taba-
co aunque un 10-15% de adenocarcinomas pulmonares se da en pacientes
no-fumadores’’. La gran mayoria de los tumores de pulmén relacionados
con oncogenes son adenocarcinomas, un 60% de los cuales presenta drivers
oncogénicos. Segin recoge TCGA Research Network,los NSCLC son tumo-
res con una alta tasa de mutaciones somaticas, con una mediana de 8,7 mut/
Mb en los adenocarcinomas y de 9,7 mut/Mb en los escamosos*~!. En gene-
ral, la presencia de alguna GA en los NSCLC suele ser excluyente de la
presencia de otras. Existen determinadas caracteristicas de la poblacion o
del tumor que se asocian a CRGAs porque son diana de terapias dirigidas.

Los genes mas frecuentemente afectados

Los genes mas frecuentemente afectados en el NSCLC son KRAS (25-30%),
EGFR (10-35%),ALK (5-10%), BRAF (2-4%),ROSI (1-2%) y RET (1-2%)*.
Las mutaciones en EGFR se han detectado con mas frecuencia en un
subgrupo de pacientes con adenocarcinoma bronquiolo-alveolar, mujeres
jovenes no fumadoras y de raza asidtica®. En torno al 90% son deleciones en
el ex6n 19 (19 Del) o mutacion por sustitucion L858R en el exén 21. El re-
ceptor EGFR es una glicoproteina transmembrana con actividad TK, codifi-
cada por un gen localizado en el cromosoma 7p12. Es uno de los 4 compo-
nentes de la familia de receptores TK HER (human epidermal receptor). La
activacion del EGFR estd relacionada con la progresion tumoral maligna,
con la induccion de la angiogénesis y con la inhibicion de la apoptosis.
Entre los reordenamientos en ALK (anaplastic lymphoma quinasa,
quinasa del linfoma anapldsico), un 95% de los casos se produce por la rotu-
rade los genes ALKy EML4 (echinoderm microtubule-associated protein-li-
ke 4) y su posterior fusién en direccidon opuesta: inversién cromosdmica en
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2p21y 2p23. El resultado final es el oncogén de fusiéon EML4-ALK que in-
hibe la apoptosis y favorece la proliferacion celular tumoral. La transloca-
cién ALK determina la expresion de la proteina de fusion resultante y la
sefializacion aberrante de ALK. Los pacientes con tumores ALK positivos
presentan con mayor frecuencia ciertas caracteristicas: suelen ser pacientes
maés jovenes, no fumadores o de bajo consumo tabdquico, mujeres y con pre-
dominio del tipo histolégico de adenocarcinoma. Muchos progresan desa-
rrollando metastasis cerebrales, lo que supone un deterioro en la calidad de
vida y un pésimo prondstico. De hecho, se estima que en el momento del
diagnostico, un 30% de pacientes ya presenta metdstasis en el sistema ner-
vioso central (SNC). Generalmente, la presencia del reordenamiento ALK
es excluyente de la mutacién en EGFR.

Las mutaciones BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B) son mucho mas frecuentes en los adenocarcinomas en pacientes jovenes y
fumadores. Aproximadamente la mitad corresponden a la mutacién V60OE y
la otra mitad son mutaciones no-V600E, a diferencia del melanoma donde las
mutaciones BRAF son mucho més frecuentes (afectarian a un 40-60% de ca-
sos) y de ellas, el 90% son V60OE. En los NSCLC con esta mutacién es raro
encontrar mutaciones EGFR o KRAS, ni reordenamientos ALK y ROSI.

Los reordenamientos RET se dan sobre todo en los adenocarcinomas,
en pacientes no fumadores o con una historia de minima exposicién al taba-
co,y suelen no presentar otras GAs. La fusién mas frecuente con KIF5B (en
el 72% de los casos).

Los tratamientos dirigidos

Los primeros TKIs anti EGFR aprobados para NSCLC con mutaciones ac-
tivadoras de EGFR fueron erlotinib (Tarceva®) y gefitinib (Iressa®). Ambos
son inhibidores reversibles del dominio TK. El TKI de segunda generacion
afatinib (Gilotrif®) y el de tercera generacion osimertinib (Tagrisso®) son
inhibidores irreversibles. Afatinib es un potente TKI selectivo e irreversible
de la familia ErbB: EGFR (ErbB1), HER2 (ErbB2), ErbB3 y ErbB4, apro-
bado por la FDA para ncslc avanzado o metastasico con mutaciones activa-
doras del EGFR que no hayan recibido tratamiento previo y para NSCLC
escamosos que dejen de responder al tratamiento con QT basada en platino.
El dacomitinib (Vizimpro®) esta aprobado por la EMA para NSCLC con
mutacion EGFR.

En general, los TKIs anti-EGFR acttian interrumpiendo la transduc-
cién de la sefial de crecimiento, logrando asi su efecto antitumoral y han
demostrado incrementos en la supervivencia de pacientes con cancer de pul-
mon avanzado o recurrente en comparacion a la QT convencional. Estdn
indicados como tratamiento de primera linea en NSCLC metastasico positi-
vos a EGFR Del 19 o que presentan la mutacién L858R.
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Alrededor del 75% de pacientes con esta mutacion responde a estos
inhibidores, mientras que s6lo un 10% de pacientes sin esta alteraciéon en
EGFR responderia a estos fAirmacos. En cualquier caso, con el tiempo los
pacientes dejan de responder y la enfermedad tumoral progresa®. Se desco-
noce el proceso que ocasiona esta resistencia a los inhibidores de EGFR
aunque parece que estarfan implicados varios factores, como las mutaciones
secundarias del EGFR especialmente la mutaciéon T790M (sustitucién de un
residuo de metionina por uno de treonina en la posicion 790) del dominio
quinasa en el exén 20 del EGFR*. Esta mutacion es muy rara en pacientes
que no han recibido tratamiento con TKIs anti EGFR vy, sin embargo, es la
causa mas frecuente (en un 50%-60% de los casos) de resistencia a dicho
tratamiento, de modo que su determinacion es obligatoria en los pacientes
con recidiva tumoral. Para ello es posible realizar un test de ctDNA, aunque
la sensibilidad parece baja, por lo que ante resultados negativos se reco-
mienda realizar el estudio sobre biopsia tisular que, ademads, permite estu-
diar otras posibles causas de resistencia como la amplificacion MET, obser-
vada en un 5% de casos, o amplificaciones HER2, detectadas en casi un
10%*. El osimertinib fue aprobado por la FDA a finales de 2015 para pa-
cientes con NSCLC con la mutaciéon T790M resistente a los fairmacos an-
ti-EGFR. Ademas, el osimertinib demostré una buena capacidad de pene-
tracion en SNC y un mejor perfil de toxicidad en comparacién a los otros
TKIs anti EGFR. Por esto y ante los buenos resultados de respuesta tumoral
y alargamiento en la PFS frente a los otros TKIs anti EGFR, en 2018 el osi-
mertinib fue aprobado como terapia de primera linea en NSCLC con muta-
ciones EGFR, aunque previamente es necesario constatar la presencia de
dicha mutacién mediante alguna prueba validada a partir del DNA tumoral,
bien de tejido o de DNA circulante, entre las cuales estaria F1CDx.

Si el tumor progresa pero no se detecta la presencia de la mutacion
T790M o si el tumor progresa tras recibir osimertinib, el tratamiento estan-
dar serfa la QT basada en platino; también parece efectiva la combinacion
de atezolizumab+bevacizumab+QT.

Otra mutaciéon EGFR es la insercion en el exén 20. Se da en un 4-9%
de pacientes con NSCLC. Su presencia parece que confiere resistencia in-
trinseca al erlotinib y gefitinib, y el farmaco que ha demostrado mayor efec-
tividad en los pacientes que presentan esta mutacion es el poziotinib*.

Los tumores pulmonares en los que se identifican reordenamientos
ALK suelen ser muy sensibles al tratamiento con TKIs anti ALK* como
crizotinib (Xalkori®), ceritinib (Zykadia®), alectinib (Alecensa®) o brigatinib
(Alunbrig®), todos ya aprobados para uso en humanos por la EMA, tanto en
pacientes no tratados previamente como en los que ya han recibido algtin
tratamiento previo. Sin embargo, antes de emplear estos fadrmacos debe con-
firmarse la presencia de esta GA por algiin método validado. Parece que alec-
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tinib y brigatinib tendrian mejores resultados clinicos y, por esto, se prefieren
como primera linea, y si el paciente ya ha recibido QT, entonces es el crizoti-
nib el farmaco de eleccién. Si progresan tras TKIs anti ALK, se podra utilizar
otro de los TKIs que no se hubieran utilizado con anterioridad o QT basada
en platino o la combinacién de atezolizumab, bevacizumab y QT.

El crizotinib es un TKIs frente a ALK y MET. Fue el primer fairmaco
aprobado cuya diana terapéutica era el ALK. Fue aprobado en 2012 por la
FDA para el tratamiento del NSCLC avanzado positivo para ALK previa-
mente tratado, por las altas tasas de respuesta tumoral e incrementos en la
PFS mediana en comparacion al tratamiento con pemetrexed y cisplatino o
carboplatino®, ademas de asociar una buena calidad de vida y menos efectos
adversos¥. Posteriormente, en 2015 se aprobd su uso como terapia de prime-
ra linea en pacientes con NSCLC y ALK positivo.

Sin embargo, y a pesar de una buena respuesta inicial, es frecuente que
en torno al afio los tumores desarrollen resistencia al crizotinib. Esta resis-
tencia se ha visto asociada a mutaciones ALK en un 20% de los casos y a
amplificaciones ALK en un 8%. Para estos casos resistentes al crizotinib se
pueden utilizar los TKIs anti ALK de segunda generacion (ceritinib, alecti-
nib y brigatinib), aunque también un 50% de pacientes termina desarrollan-
do resistencias a los mismos, estando indicado para estos casos el uso del
lorlatinib, un TKIs anti ALK potente y selectivo de tercera generacion.

El ceritinib es un inhibidor oral altamente selectivo y potente de ALK,
que fue aprobado para su uso en monoterapia en adultos con NSCLC avan-
zado ALK positivo, que no hubieran recibido tratamiento previo, por haber
demostrado mayor efectividad que la QT convencional. También est4 indi-
cado si ya han recibido crizotinib. Ademads, frente al estandar de tratamiento
del NSCLC avanzado que hoy dia es el crizotinib, el ceritinib resulta mas
efectivo porque permite prolongar el tiempo hasta la progresion, especial-
mente cuando existe diseminacién cerebral por su capacidad para atravesar
la barrera hematoencefalica®~".

El alectinib obtuvo su aprobacién por la EMA en diciembre de 2017,
para su uso en pacientes con NSCLC ALK positivo previamente tratados
con crizotinib, pero también estd aprobado como primera linea en adultos
con NSCLC avanzado positivo para ALK. Se trata de un TKI, altamente
selectivo de ALK y RET, que inhibe la actividad de la ALK bloqueando las
vias de sefializacion consecutivas, incluidas STAT3 y PI3K/AKT y la induc-
cién de la apoptosis. Tiene actividad frente a las formas mutadas de la enzi-
ma ALK, incluyendo las mutaciones que ocasionan resistencia al crizotinib.
Parece tener una efectividad superior a crizotinib en pacientes con y sin di-
seminacién al SNC previamente no tratados. No existen comparaciones di-
rectas entre alectinib y ceritinib, pero la comparacién indirecta ajustada tam-
bién sugiere que alectinib tiene una efectividad superior por lo que se
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considera el tratamiento de eleccién en pacientes con NSCLC positivos para
ALK que no hayan recibido tratamiento previo®.

Los tumores positivos a reordenamientos ROS1 son altamente sensi-
bles al tratamiento con inhibidores ROS1¥. El crizotinib ha sido aprobado
por la FDA y la EMA para tratamiento de adenocarcinomas metastdsicos
con reordenamientos ROS/ tanto de primera como de segunda linea que no
hubieran sido tratados con este fairmaco previamente. A pesar de una buena
respuesta inicial al crizotinib, en muchos casos se ha descrito que en unos
dos afios la mayoria de pacientes desarrollara resistencia a este firmaco y
ésta se asocia en un 50% a mutaciones ROS1,como G2032R y D2033N. Para
estos casos resistentes se propone el cabozantinib (Cometriq®) que es un
inhibidor multiquinasa (MKI) aunque su uso puede verse limitado por una
baja tolerancia clinica al fairmaco. Otra opcidén en pacientes resistentes es
iniciar tratamiento con ceritinib.

Cuando se identifica la mutacién BRAF V600E se recomienda la ad-
ministracién de un tratamiento combinado con los inhibidores BRAF/MEK
dabrafenib (Tafinlar®) y trametinib (Mekinist®)*. Estos farmacos se dirigen
contra dos TK diferentes de la via RAS/RAF/MEK/ERK. Trametinib es un
inhibidor reversible de la activacion de MEKI y MEK?2. Dabrafenib es un
inhibidor de algunas formas mutadas de las quinasas BRAF'y algunas muta-
ciones en el gen BRAF, incluyendo BRAF V600E.

Los MKIs RET como el cabozantinib, lenvatinib (Lenvima®) y vande-
tanib (Caprelsa®) han demostrado su utilidad en tumores pulmonares con
reordenamientos RET.

Otras GAs poco frecuentes se dan en los genes MET en un 2-3% de los
NSCLCly se tratarian con crizotinib o cabozantinib, aunque se estan investi-
gando otros farmacos como glesatinib o capamatinib; las mutaciones
ERBB2, para las que se indicaria tratamiento con trastuzumab o afatinib;
alteraciones en el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGFR), amplifi-
caciones FGFR1 en cdncer escamoso; mutaciones sométicas en FGFR2 y
FGFR3, tanto en adenocarcinoma como en carcinoma escamoso; genes de
fusion FGFR3-TACC3 en ambos tipos, especialmente en no fumadores); los
reordenamientos NTRK se dan en tan sélo un 0,1% de NSCLC y en ellos
estarian indicados larotrectinib o entrectinib.

Por ultimo, hay que seflalar que las mutaciones KRAS se dan en un
porcentaje elevado de NSCLC (25-30%), de las cuales la mayoria se presen-
tan en el ex6n 2. Se trata del subtipo con peor prondstico y hasta el momen-
to actual, estas alteraciones en KRAS no tienen un tratamiento especifico
por lo que las estrategias terapéuticas en estos pacientes deben centrarse en
las demas dianas terapéuticas.

Por todo ello, para todos los NSCLC no-escamosos en estadio avanza-
do estd indicado realizar de forma sistematica un estudio del perfil genémico
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antes de iniciar el tratamiento. Dicho andlisis genémico deberia incluir las
mutaciones EGFR, los reordenamientos ALK y ROSI y las mutaciones
BRAF puesto que su identificaciéon permitiria aplicar una terapia dirigida
especifica, que ha demostrado un claro beneficio clinico y un cambio sustan-
cial en el prondstico de estos pacientes®®. En aquellos casos en los que se
producen recidivas o progresion tumoral a pesar del tratamiento, el estudio
gendmico se realizard con la intencién de identificar aquellas GAs relaciona-
das con la resistencia a los farmacos empleados con la intencion de sustituir-
los por otros més efectivos.

Por el contrario, para los tumores escamosos no estaria indicado reali-
zar, de forma rutinaria, el estudio del perfil genémico, salvo en los pocos
casos en que este tipo histoldgico se diera en no fumadores. El carcinoma
escamoso también suele presentar una alta carga mutacional® y gran com-
plejidad gendmica, pero las GAs que presenta son diferentes a las del ade-
nocarcinoma; la mayoria muestra mutaciones 7P53, en la familia quinasa
FGFR y en varias vias de sefializacién celular. Parece que sélo seis genes
coincidirian entre ambos tipos histoldgicos: TP53, CDKN2A, PIK3CA, RBI,
ARIDIA y NFI, aunque los tres primeros se presentan con una frecuencia
significativamente mayor en los escamosos®.

En algunos tumores de pulmoén en estadios avanzados y especialmente
en el adenocarcinoma, se han descrito incrementos de la expresién del
VEGTE. El gen del VEGEF estd localizado en el cromososma 6p21.3 y resulta
fundamental en el proceso de la angiogénesis. EIl VEGF acttia uniéndose a
su receptor (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3) localizado en las células en-
doteliales, con actividad TK. Para estos casos se indicaria el tratamiento con
inhibidores de la angiogénesis como bevacizumab (Avastin®) o vandetanib
(Caprelsa®). El bevacizumab se administra combinado con QT, y no estd
recomendado para tumores de células escamosas por el alto riesgo de san-
grado.

En los pacientes con NSCLC metastdsicos que no presentan mutacio-
nes drivers estaria indicada la inmunoterapia. En estos casos resulta inte-
resante disponer de un biomarcador predictivo de la respuesta tumoral a
la inmunoterapia. La FDA aprobé en 2015 el uso de los inhibidores de
puntos de control. Algunas caracteristicas moleculares en los tumores se
han asociado a una mejor respuesta clinica a los inhibidores del PD-1. La
presencia de un TPS (tumor proportion score) 250%, es decir, una tincion
de la membrana de las células tumorales altamente positiva para PD-L1
(elevada expresion de la proteina PD-L1), detectada por IHQ, se conside-
ra un buen biomarcador predictivo para inmunoterapia. De hecho, existe
una relacién entre la expresion de PD-L1 y la probabilidad de beneficio
clinico con los agentes anti-PD-1 y anti-PD-L1, en primera y segunda linea
terapéutica. Sin embargo, no siempre la expresion del PD-L1 por si sola es
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un buen predictor ya que menos de la mitad de los pacientes seleccionados
experimentard beneficio clinico y, por el contrario, algunos pacientes con
resultados negativos para PD-L1 son potenciales respondedores a esos far-
macos anti PD-1/PD-L1. Para todos los pacientes con NSCLC avanzado
estd indicado determinar el nivel de expresién del PD-L1 en las células
tumorales de cara a establecer un tratamiento con pembrolizumab®. En
cambio, para administrar nivolumab o atezolizumab en segunda linea, no
es un requisito realizar tests para PD-L1. La presencia de una TMB muy
elevada es también un factor predictor independiente de buena respuesta
ala inmunoterapia'®%. Se han establecido algunos puntos de corte de TMB,
como 16 mut/Mb o 10 mut/Mbé,

El pembrolizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo
inmunoglobulina G4 que se une al receptor PD-1 con lo que evita la unién
y activacién de los ligandos PD-L1 y PD-L2. Esto lleva a la activacién de
respuestas inmunitarias mediadas por las células T contra las células tumo-
rales, lo que contribuye a reducir el crecimiento tumoral, es decir, que el
pembrolizumab potencia las respuestas de los linfocitos T, incluyendo las
respuestas antitumorales, mediante el bloqueo de PD-1. Fue el primer far-
maco aprobado como terapia tumoral agndstica, es decir, valido para cual-
quier tumor con esta GA, porque la presencia de dicha alteracion predice
la buena respuesta del tumor al fairmaco, independientemente de su lugar
de origen o del tipo histoldgico. Estd indicado en pacientes de cualquier
edad con tumores s6lidos metastasicos no candidatos a cirugia que presen-
ten MSI-H o dMMR. Los tumores que tienen MSI-H o dMMR presentan
dificultad para reparar el dafio del DNA por lo que muestran mutaciones
con mucha frecuencia. Estos cambios hacen que sea mds fécil para las cé-
lulas inmunitarias encontrar y atacar el tumor. El pembrolizumab estd
aprobado como tratamiento de primera linea para pacientes con NSCLC
metastasico, tanto para los escamosos como no escamosos, en ausencia de
mutaciones intervenibles y con positividad para PD-L1 en el estudio IHQ
siempre que el porcentaje de expresion en las células tumorales sea 250%,
en pacientes con una esperanza de vida de al menos 3 meses y un estado
funcional <1 segin la escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group)¥*. Este tratamiento se asocia a mayor respuesta tumoral, mayor
supervivencia global y PFS. No obstante, no todos los pacientes se benefi-
cian de este farmaco y, ademads, s6lo un tercio de pacientes con NSCLC
avanzado presenta niveles de PD-L1 =50%°%.

Para aquellos tumores que presentan mutaciones de EGFR o translo-
caciones ALK, el pembrolizumab podria estar indicado siempre que hayan
recibido previamente tratamiento con un TKIs especifico.

En los tumores con un TPS de PD-L1<50% el tratamiento depende de
sl son escamosos 0 no escamosos. Ver figura 4.
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Figura 4. Tratamiento del NSCLC en estadio IV sin GAs intervenibles.
Tomada de la guia clinica publicada por la SEOM en 2019°6.
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El nivolumab es un anticuerpo anti-PD-1 aprobado por la FDA como
segunda linea de tratamiento para NSCLC no escamoso en diciembre de
2014 y para el escamoso en marzo de 2015. En octubre de 2016 la FDA apro-
b6 el uso del inhibidor de PD-L1 atezolizumab para el tratamiento de NS-
CLC metastdsico refractario a QT basada en platino.

En pacientes con NSCLC avanzado, tanto escamosos como no-escamo-
sos,y alta TMB (>10 mut/Mb) una opcién terapéutica de primera linea es nivo-
lumab, combinado con ipilimumab independientemente de los niveles de PD-
L1, porque se asocia a mayor PFS y menor toxicidad que la QT*. Ambos son
inhibidores de puntos de control con mecanismos de acciéon complementarios.

A pesar de que se ha ido descubriendo un mayor nimero de mutacio-
nes intervenibles en los tumores pulmonares acompaifiado de un desarrollo
de farmacos dirigidos e inmunoterapia frente a dichas GAs, en la literatura
se reconoce que no existe tratamiento para casi la mitad de los NSCLC, in-
cluyendo aquellos con mutaciones KRAS.

En el seguimiento de los NSCLC hay que valorar la respuesta tumoral
al tratamiento, estudiar si aparecen nuevas GAs diferentes a las encontradas
en el tumor primario y analizar si posibles progresiones tumorales son debi-
das a resistencia adquirida frente a los farmacos administrados. Para este
seguimiento se puede analizar el perfil gendmico de muestras de DNA libre
circulante, que se considera mds adecuado que el uso de células tumorales
circulantes. Por ejemplo, como se mencioné anteriormente, para estudiar la
presencia de la mutacion T790M, aunque si el resultado fuera negativo esta-
ria indicado realizar el estudio sobre tejido tumoral de biopsia por el riesgo
de falsos negativos en los resultados del estudio en plasma.
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GAs en cancer de mama y sus tratamientos
Tipos de cancer de mama

El cancer de mama se considera una enfermedad heterogénea en la que
pueden diferenciarse varios tipos de tumores segun los receptores presentes
en las células tumorales y esto tendrd repercusion terapéutica. Segun la cla-
sificacion molecular establecida por el consenso internacional de expertos
reunidos en St. Gallen en 2013%, el cdncer de mama se clasificaba en los
siguientes subtipos:

1) Tumores con receptores hormonales positivos (HR+): el subtipo lu-
minal A es positivo a receptores de estrogenos (ER) y receptores de proges-
terona (PR), negativo a HER2 y presenta niveles bajos de Ki67; responde
bien a terapia hormonal y es el de mejor pronéstico. El subtipo luminal B
incluye el tipo HER2 negativo (ER+, HER2 negativo y al menos uno de los
siguientes Ki67 alto o PR negativo) y otro tipo, HER2+ (ER+, HER2+ para
cualquier Ki67 o PR); requieren tratamiento hormonal y QT; tiene peor pro-
néstico que el luminal A, pero mejor que los otros dos tipos.

Ki67 determina la actividad proliferativa del cdncer de mama. No exis-
te acuerdo general sobre el punto de corte de Ki67 que discrimine entre va-
lores altos y bajos, aunque se suele considerar que el punto de corte estaria
entre 10-20%%.

2) Tumores HER?2 positivos: constituyen el 15-20% de los cénceres de
mama. Sobreexpresan la proteina HER2/neu en la superficie de las células
tumorales por amplificacion del gen HER2. El proto-oncogén HER2
(ERBB2 o0 erbB-2/neu) esté ubicado en el brazo largo del cromosoma 17 y
codifica una glicoproteina transmembrana de 185 kDa que tiene estructura
de EGFR, con un dominio extracelular y un dominio intracelular con acti-
vidad TK. Cuando los factores de crecimiento se unen a los receptores se
activan genes especificos involucrados en regulacion de la proliferacion ce-
lular, la motilidad y la apoptosis®. Por tanto, dicha sobreexpresion ocasiona
un crecimiento descontrolado de las células tumorales. Se trata de un cdn-
cer de crecimiento mas rapido, mds invasivo y con mayor probabilidad de
recidiva y de diseminacion. La detecciéon de HER2 también tiene implica-
ciones prondsticas y predictivas. Su valor prondstico adverso radica en que
la presencia de la amplificacién del gen se asocia a menor supervivencia y
tiempos mds cortos hasta la recurrencia. Ademas, su presencia predice una
menor respuesta tumoral o resistencia al tratamiento convencional. Por
otro lado, se relaciona con una angiogénesis acelerada y una reduccién de
la apoptosis celular. Estos tumores son ER y PR negativos. Se dan con mas
frecuencia en mujeres jovenes y suelen ser muy agresivos, aunque el uso de
la terapia con anti-HER2 ha cambiado sustancialmente el prondstico de
estas pacientes.
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3) Subtipo basal o triple negativo: constituye el 10-20% del total. No
presentan ni receptores hormonales ni amplificacién del HER?2, por lo que
no son sensibles a terapia hormonal ni a anti-HER2. En ellos, el tratamiento
utilizado es la QT neoadyuvante, pero un 70% de ellos no responde bien de
modo que presentan recurrencias y baja supervivencia a largo plazo. El Ki67
determinado por IHC es un buen marcador de proliferacion celular con va-
lor pronéstico en estas pacientes. En general, presentan un crecimiento muy
rapido y suelen ser agresivos, con mayor frecuencia presentan metéstasis a
nivel visceral y del sistema nervioso central™. Estos tumores son més fre-
cuentes en mujeres con mutaciones del gen BCRA1/2 (breast cancer 1/2).

Genes y GAs mas frecuentes en cancer de mama

A partir de la aparicién de la NGS la clasificacion del cancer de mama se ha
modificado en funcién del driver molecular identificado. Estos drivers pue-
den ser receptores de factores de crecimiento (ERBB2, EGFR, FGFRI),
vias sefalizacion como PI3K/AKT/mTOR, reguladores del ciclo celular
(CCNDI, CDK4, RBI) y reparadores del DNA (BRCA1/2)™.

Las técnica de NGS han permitido identificar los siguientes genes afec-
tados con mads frecuencia en el cancer de mama: PIK3CA (31-41%), TP53
(30-36%), KTMC2 (7-11%), GATA3 (10-11%), MAP3KI (7-10%) y CDH1
(10-11%)%. La presencia de multiples GAs en el mismo tumor se ha asocia-
do a inestabilidad genética y peor prondstico. La inestabilidad cromosémica
y la heterogeneidad tumoral se han asociado a peores resultados clinicos y
menor respuesta tumoral al tratamiento en gran parte de tumores sélidos,
incluyendo el cancer de mama, y en hematol6gicos’.

La via de sefalizacion que con mads frecuencia presenta GAs en el can-
cer de mama es la PI3K/AKT/mTOR, via implicada en la supervivencia ce-
lular y la proliferacion. En torno a un 30% de pacientes con cancer de mama
tiene mutaciones en PIK3CA™.

Entre un 10-17% de cdnceres de mama presentan amplificacién del
FGFRI, que se asocia a cancer de mama mas invasivo, a un peor prondstico,
a menor supervivencia libre de enfermedad y a mayor resistencia a la hor-
monoterapia en aquellos ER positivos™.

En torno al 5% de los cdnceres de mama se asocian a la presencia de
mutaciones germinales en los genes BRCAI y BRCA2, que se transmiten de
forma hereditaria y predisponen a desarrollar cancer de mama (riesgo cer-
cano al 60% frente al 12-13% de la poblaciéon general) junto a un mayor
riesgo de desarrollar cancer de ovario. Las pacientes con mutaciones en
BRCAI desarrollan con mas frecuencia tumores triples negativos.

El 5-10% de las mujeres con cadncer de mama menores de 35 afios son
portadoras de alguna mutacién genética. Se asocia a un incremento en las
mutaciones BRCAI y BRCA2 (en un 15%), en la GAs en ERBB?2 y los tri-
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ples negativos™. Por ello en este grupo etario estd indicado realizar estudio
genético. Las portadoras de BRCA desarrollan tumores muy agresivos y pre-
coces. Las mutaciones ERBB2 se han descrito en numerosos tumores séli-
dos, incluyendo el cancer de mama avanzado y/o metastésico. Segun las ba-
ses de datos cBioPortal https://www.cbioportal.org/ (TCGA)™7 https://www.
cancer.gov/about-nci/organization/ccg/research/structural-genomics/tcga 'y
COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer)”, las mutaciones
ERBB?2 en cancer de mama se dan con una frecuencia de entre 1,7%-2,0%.
Esta mutacion no suele detectarse mediante IHC ni FISH pero si mediante
secuenciacion del DNA.

Por tipos, las GAs mds frecuentes en el subtipo luminal A se dan en PI-
K3CA (45%) seguidas de GAs en MAP3KI, GATA3, TP53, CDHI y MA-
P2K4. En el subtipo luminal B, las mas frecuentes se dan en TP53 (29%) y
PIK3CA (29%); en el HER2 positivo, la amplificacion HER2 (80%), TP53
(72%) y PIK3CA (39%);y en el triple negativo, mutaciones 7P53 (80-90% )™.

Algunos tipos histologicos asocian algunas GAs concretas o en mayor
frecuencia. En el carcinoma lobular es frecuente la mutacién en el gen
CDHI que codifica la proteina E-cadherin a diferencia del carcinoma ductal
invasivo que no presenta alteraciones en este gen. En el cancer de mama
metaplésico los estudios con IHC y FISH han confirmado que la mayoria
son triples negativos. Este tipo de tumor muestra peor prondstico que los
adenocarcinoma ductales o lobulares, con mayor quimiorresistencia y mas
agresividad. De ahi la importancia de realizar estudio CGP con el fin de en-
contrar posibles dianas terapéuticas. El carcinoma mucinoso de mama es
una variante de buen prondstico en general, de bajo grado tumoral, ER+y
HER?2 negativo, pero en algunos casos puede presentar un curso clinico
agresivo, con mala respuesta al tratamiento. Para estos casos, se plantearia la
realizacién de un CGP con el fin de descubrir GAs candidatas a tratamien-
tos dirigidos que ofrezcan un beneficio a la paciente. El cincer de mama in-
flamatorio se suele asociar a HR negativos; entre un 40-60% tiene sobreex-
presion HER?2 por amplificacion del ERBBZ2y en un 15-22% de pacientes se
ha descrito amplificaciéon del gen MYC, que se ha asociado a un desarrollo
mas temprano, mayor agresividad tumoral y peor prondstico.

Tratamientos para el cancer de mama

La terapia hormonal o terapia endocrina se considera el tratamiento de elec-
cién para los tumores positivos a HR por su efecto antitumoral y por presen-
tar un buen perfil de seguridad. El tratamiento de primera linea terapéutica
en mujeres postmenopdusicas se basaria en los inhibidores de aromatasa
(Als) no-esteroideos como anastrozol, letrozol, que reducen la sintesis de
estrogenos y resultan més efectivos que el tamoxifeno. También como pri-
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mera linea puede utilizarse fulvestrant (Faslodex®), que es un antagonista
competitivo del ER cuyo mecanismo de accion estd asociado con la regula-
cion a la baja de los niveles de la proteina del receptor de estrégenos. Pero si
es posible se recomienda combinar Als no esteroideos con inhibidores
CDKA4/6 (palbociclib, ribociclib o abemaciclib).

Sin embargo, en torno al 30-40% de pacientes no responde al trata-
miento hormonal debido a resistencias intrinsecas o adquiridas, que supo-
nen un importante reto en el manejo de las pacientes. Si tras los Als no-este-
roideos el tumor progresa, la segunda linea terapéutica hormonal a utilizar
serian los Als esteroideos como exemestane (Aromasin®) o el fulvestrant.
Se han descrito algunas GAs implicadas o relacionadas con el desarrollo de
la resistencia al tratamiento endocrino. Entre ellas estaria la activacion de la
via PIK3/AKT/mTOR. Para estos casos, se podria administrar anastrozol/
exemestane junto con everolimus pues su combinaciéon ha demostrado in-
crementos de la PFS junto a respuestas tumorales parciales o incluso com-
pletas™”. El everolimus ha sido aprobado para el tratamiento de cancer de
mama avanzado recurrente o que haya progresado tras tratamiento con Als
no esteroideos en mujeres postmenopausicas con HR positivos y HER2
negativo, en combinacion con exemestane’#. Sin embargo, no existen, por
el momento, biomarcadores que identifiquen aquellas mujeres que se van a
beneficiar de tratamiento con inhibidores mTOR, ni con inhibidores
CDK4/6. Estos tltimos presentan un mayor rango de seguridad que los inhi-
bidores mTOR por lo que se recomienda su uso como primera linea y si no
siempre en la segunda y tercera lineas terapéuticas. Ademds, la presencia de
mutaciones en PIK3CA en cdncer de mama HER2+ se ha relacionado con
mayor resistencia a las terapias anti-HER2, por ello, en tumores con ampli-
ficacion ERBB2 y mutacién PIK3CA se propone el tratamiento combinado
de inhibidores HER?2 e inhibidores de la via PI3K.Y en ocasiones, cuando el
tumor es HER2+ también se afiadiria también fulvestrant. También se puede
utilizar fulvestrant en combinacién con inhibidores CDK4/6 aprobados en
2016 en mujeres que ya hayan recibido tratamiento hormonal previo para
tumores HR+ y HER2 negativos®!.

La presencia de mutaciones ERBB2 asociadas a mutaciones CDH]
(E-cadherina) también se han relacionado con resistencia al tratamiento
hormonal en los tumores ER+. Para estos casos parece que asociar fulves-
trant y neratinib (inhibidor irreversible de quinasa) ayudaria a alcanzar una
buena respuesta tumoral. La amplificacion TOP2 suele coexistir con una
amplificaciéon ERBBZ2 y esta combinacion parece predecir buena respuesta a
las antraciclinas.

Otra mutacién asociada a resistencia a terapia hormonal (exceptuando
al fulvestrant) es la mutacion ESRI. Esta mutacion ESR1 no se da en los
tumores primarios de mama sino en los que ya han recibido tratamiento con
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Als, encontrandose con una presencia variable en el 12-55% de casos, y en
los metastdsicos ER+. Para estos casos, una dosis alta de fulvestrant y ta-
moxifeno tendrian un efecto beneficioso con un incremento de la PFS*. Los
casos en que la mutacion ESRI se ha detectado en tumores primarios antes
de iniciar el tratamiento hormonal, se han asociado a recidivas tempranas.
En cambio, los reordenamientos que ocasionan genes de fusion ESR/ y am-
plificaciéon de ESRI se han visto implicados en la resistencia a inhibidores de
aromatasa.

Si el tumor HR+ termina haciéndose resistente a la terapia endocrina,
la QT seria una opcién. Entre los posibles farmacos a utilizar se incluirian
antraciclinas, taxanos, capecitabina o gemcitabina.

Para los tumores triples negativos, el tratamiento estandar es la QT, con
antraciclinas y taxanos u otros quimioterdpicos como capecitabina o vinorel-
bina, dependiendo del farmaco previo utilizado. Otros farmacos van dirigi-
dos contra el VEGFR implicado en la angiogénesis como bevacizumab o
sutinib (Sutent®). Otros farmacos en estudio para estos tumores triples ne-
gativos son los dirigidos al EGFR como el cetuximab (Erbitux®), porque se
ha observado que un porcentaje elevado de estos tumores sobreexpresan
dicho receptor.

Otro grupo de farmacos utilizados en tumores triples negativos con
mutaciones BRCA1/2 y en los HER2 negativos son los inhibidores de la
poli-ADP-ribosa-polimerasa (PARP). Esta enzima PARP repara el dafio del
DNA celular, incluido el dafio ocasionado por la QT. Los inhibidores PARP,
como olaparib, niraparib y talazoparib, tienen como objetivo interferir con
esta enzima para impedir que las células cancerigenas reparen el DNA y con
ello aumenta la susceptibilidad del tumor maligno a la QT ademds de impe-
dir que se haga resistente a la QT. Estos inhibidores se administran junto a
la QT.

Para los tumores HER2 positivos, el tratamiento inicial son los an-
ti-HER?2 junto a QT. La amplificacion ERBB2 y la correspondiente sobreex-
presion de la proteina HER?2 se asocian una mayor sensibilidad a la terapia
dirigida con anti-HER2, incluyendo los anticuerpos trastuzumab (Hercep-
tin®) y pertuzumab (Perjeta®) e inhibidores de quinasa tanto reversibles (la-
patinib, Tykerb®) como irreversibles (afatinib y neratinib, Nerlynx®) y a inhi-
bidores duales EGFR/HER?2 lo que resulta interesante dada la ausencia de
respuesta al tratamiento quimioterapico y hormonal convencional. Se reco-
mienda un bloqueo doble con trastuzumab y pertuzumab y taxanos como
tratamiento de eleccidn de primera linea. Y generalmente se deja el T-DM1
(ado-trastuzumab emtansina, Kadcyla®) para utilizarlo como segunda linea.

También para tumores en los que se hayan identificado mutaciones
ERBB?2 estarian indicados los anti-HER2. Los tumores con mutaciones
HER?2 fueron clasificados inicialmente como HER?2 negativos, por la falta
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del aumento en el nimero de copias (detectadas por FISH) o por la falta de
sobreexpresion de la proteina HER2 (detectada por IHC). Entre los tumo-
res ERBB2 que se han hecho resistentes a la terapia anti-HER2, la mutacién
en la via PIK3CA suele ser la GA més frecuente y para estos casos se indi-
caria el tratamiento con inhibidores mTOR, como el everolimus®. Para pa-
cientes con mal prondstico y refractarios a tratamiento convencional, la de-
teccion de mutaciones HER2 permitiria tomar decisiones terapéuticas
relevantes para el manejo del paciente.

Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo IgG1
que se une de manera selectiva y eficiente al dominio extracelular del recep-
tor HER2. Fue aprobado por la FDA en 1998 para el tratamiento de pacien-
tes con cancer de mama HER2+ avanzado por su eficacia en combinaciéon
con citotdxicos. Se comprobd una asociacion entre el numero de copias del
ERBB?2 y la sensibilidad al tratamiento con trastuzumab y mayor supervi-
vencia global®. Posteriormente, recibié la aprobacion para tratamiento en
estadio precoz, también como terapia adyuvante y en 2013, como neoadyu-
vante en combinacién a pertuzumab.

Pertuzumab es un anticuerpo monoclonal especifico frente a HER2 y
otras proteinas de la familia EGFR. Fue aprobado por la FDA en 2012 para
el tratamiento de cdncer de mama HER?2+ metastdsico en combinacién a
trastuzumab y docetaxel. En 2013, 1a FDA aprobé esta combinacién de far-
macos como terapia neoadyuvante, y en 2017 se aprobé el pertuzumab como
adyuvante junto a trastuzumab y QT.

En 2013, la FDA aprob6 el T-DM1 que combina trastuzumab con el
citotéxico DM1, para tumores metastdsicos de mama que hubieran progre-
sado tras trastuzumab y taxanos, y tras haber demostrado un ligero incre-
mento en la supervivencia frente a lapatinib con capecitabina.

Ellapatinib aprobado en 2008, es un inhibidor reversible de quinasa en
combinacién con capecitabina (Xeloda®) para el tratamiento de cancer de
mama metastasico que hubiera progresado tras terapia con trastuzumab y
taxanos. También se puede usar el lapatinib junto a letrozole. El neratinib
fue aprobado por la FDA en 2017 como inhibidor irreversible de quinasa
frente a HER2 y EGFR, para tratamiento de cdncer de mama HER2+ en
estadios precoces tras tratamiento con trastuzumab post-operatorio.

Para los tumores de mama con amplificacion FGFR1, el tratamiento
dirigido indicado son los inhibidores de la familia FGFR como pazopanib,
regorafenib o ponatinib. Y para los tumores con mutacién en el gen TP53,
que se asocian a peor pronoéstico, hasta la fecha no existen terapias aproba-
das dirigidas contra esta mutacion.

La expresién de PD-L1 en las células tumorales suele presentarse en
los tipos basal y HER2+. Aunque se ha asociado a mal prondstico clinico,
parece que responden bien a la inmunoterapia con agentes anti-PD-1 y an-
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ti-PD-L1. En 2019, la FDA ha aprobado la combinacién de atezolizumab
con paclitaxel para el cdncer de mama triple negativo localmente avanzado
y metastdsico. Ademds, es el tnico farmaco aprobado para cancer de mama
positivo a PD-L1. Pembrolizumab estd aprobado por la FDA para trata-
miento de cdncer de mama metastasico o no candidato a cirugia que tengan
MSI-H o dMMR.

GAs en cancer colorrectal y sus tratamientos

En el momento del diagnéstico inicial de los pacientes con CCR, se estima
que entre un 20-25% ya presenta metéstasis®. Cuando la enfermedad est4
diseminada, las opciones terapéuticas con el tratamiento convencional son
escasas, de ahf el interés surgido a raiz del mayor conocimiento de las GAs
relacionadas con el origen y progresion tumoral y la posibilidad de ofrecer
terapia dirigida a estos pacientes con enfermedad avanzada y refractarios a
otros farmacos.

TCGA Network® encontré que un 19% de los CCR presentaba muta-
ciones, deleciones o amplificaciones del gen ERBB2. Los tumores metastasi-
cos de colon (mCCR) con amplificacion ERBB?2 suelen originarse en colon
rectosigmoideo. Esta GA y la sobreexpresion del HER2 en pacientes con
CCR no se han asociado a peor supervivencia, a diferencia de lo que ocurre
en pacientes con cancer de mama, donde un 15-20% de casos son HER2+y
si se asocian a un mal prondstico y a una mayor probabilidad de recurrencia
tumoral. En general,los mCCR con amplificacién del ERBB2 no se acompa-
fian de mutaciones RAS/BRAF y se podrian beneficiar del tratamiento diri-
gido con anti-EGFR (cetuximab y panitumumab) en combinacién con tera-
pia citotdxica.

El tratamiento de primera linea indicado para pacientes con mCCR en
colon izquierdo y sin mutaciones en el gen RAS incluye la combinacién de
QT citotéxica convencional con farmacos dirigidos frente al dominio extra-
celular de EGFR por sus buenos resultados en cuanto a supervivencia glo-
bal y PFS. La QT utilizada para CCR incluye diversas combinaciones posi-
bles de farmacos: FOLFIRI (5-fluorouracilo, leucovorin e irinotecan),
FOLFIRINOX (5-fluorouracilo, leucovorin, irinotecan y oxaliplatino),
FOLFOX (5-fluorouracilo, leucovorin y oxaliplatino). Para los mCCR en
colon derecho y sin mutaciones en el gen RAS ni BRAF el tratamiento reco-
mendado es QT combinada con bevacizumab?®.. Este farmaco antiangiogéni-
co fue aprobado por la FDA en 2004 para ser utilizado junto con QT como
primer tratamiento en CCR avanzado.

Por el contrario, si el tumor tiene mutaciones RAS,en KRAS o NRAS
(que se dan en un 50% de los mCCR) el hecho de afiadir los anti-EGFR no
aportaria beneficios al paciente. En un 8-15% de los mCCR se han descrito
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mutaciones BRAF, especialmente V60OE. En dos tercios de estos pacientes,
el tumor suele originarse en colon derecho y menos de un tercio presenta
MSI. Estas mutaciones BRAF suelen asociarse a mal prondstico, ademads de
ser un biomarcador predictivo a falta de respuesta a los inhibidores EGFR¥.
A diferencia de los melanomas con mutaciéon BRAF, el CCR que presenta
estas mutaciones no suele responder al vemurafenib®. Esto parece relacio-
nado con la presencia de una upregulation de la via EGFR, que conllevaria
resistencia al inhibidor BRAF por altos niveles de expresién del factor de
crecimiento hepatico (HGF) por parte de las células normales del colon que
provocarian una activaciéon del cMET. Sin embargo, en el ensayo clinico®®
con pacientes con mCCR metastdsico con la mutacién BRAF V600E se des-
cribi6 cierta respuesta tumoral al tratamiento combinado de dabrafenib con
trametinib, encontrando que el 21% de paciente presentaron respuesta par-
cial o incluso mejor, incluyendo un 2% de respuesta completa, durante més
de 36 meses;y en un 56% de pacientes se consiguio la estabilizaciéon tumoral.

También se ha observado que la presencia de mutaciones en otros ge-
nes implicados en la via de sefializacion EGFR, como PIK3CA y PTEN,
podrian asociarse a escasa respuesta a los anti-EGFR. En el CCR, las muta-
ciones PIK3CA se dan en un 10-20% del total y se asocian a determinadas
caracteristicas como la ubicacion proximal del tumor, la MSI y la mutacién
KRAS, ademas de relacionarse con un mal prondstico. Ademas, algunos da-
tos sugieren que la activacion MET estaria implicada en la resistencia al
tratamiento anti-EGFR¥. Para estos casos, ¢ independientemente de la loca-
lizacién del tumor, se indicaria QT con bevacizumab®. Las mutaciones
KRAS en los exones 9 y 20 se asocian a resistencia a cetuximab.

Por otro lado, segtin TCGA®, el 16% de los CCR son hipermutantes, es
decir, que presentan una elevada tasa de mutaciones en el DNA que inducen
a la produccién de neoantigenos en la superficie de las células y estos neoan-
tigenos serian dianas para la inmunoterapia. En el CCR se ha observado una
fuerte asociacién entre una MSI-L o MSS y una buena respuesta a la QT
adyuvante, con un incremento significativo en la duracién de la superviven-
cia global y en las tasas de PFS a los 5 afios, mientras que aquellos tumores
con MSI-H no serfan susceptibles a la QT y tienen alto riesgo de recurren-
cia®, Estos tumores MSI constituyen un 4-8% de todos los mCCR y un
30% de ellos asocian la mutacion BRAF V600E. Para estos mCCR con
MSI-H la opcioén seria la inmunoterapia. Por este motivo es importante com-
probar el estatus de microsatélites o dAMMR antes de comenzar el trata-
miento con anti-PD-1 o anti-PD-L1°'2. Entre estos inmunoterapicos se pue-
den utilizar pembrolizumab o nivolumab (anti-PD-1) o ipilimumab
(anti-CTLA-4). En julio de 2018, 1a FDA aprob6 la combinacién de ipilimu-
mab y nivolumab para el tratamiento de estos tumores si previamente ha-
bian sido tratados con QT. Ya en 2017 la FDA habia aprobado el uso de
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pembrolizumab para cualquier tumor dAMMR o MSI-H, independientemen-
te de su localizacidn; este fue el primer caso de aprobacion de un farmaco
por la FDA basidndose inicamente en la presencia de una caracteristica ge-
nética.

El andlisis sobre muestras tisulares tumorales FFPE se considera el
gold standard diagndstico, pero el andlisis de ctDNA presenta una alta con-
cordancia de resultados, de modo que se aceptaria su uso cuando no se dis-
pone de muestras suficientes de tejido o si ello implica someter al paciente a
pruebas invasivas o de riesgo.

GAs en cancer de ovario y sus tratamientos

Sélo un 15-20% de los pacientes con cdncer de ovario son diagnosticados de
forma temprana mientras que la mayoria presenta enfermedad en estadios
FIGO III o IV en el momento inicial del diagnéstico y en estos casos la su-
pervivencia a 5 afos no alcanza el 30%%*. El cancer de ovario es el tumor
ginecolégico que ocasiona mayor mortalidad y la quinta causa de muerte
por cancer en mujeres.

El mayor conocimiento molecular ha supuesto una importante modifi-
cacion en el manejo terapéutico y pronostico®. Casi en el 100% de los carci-
nomas serosos de alto grado se dan mutaciones en el gen 7P53 y en un 20%
se dan mutaciones en los genes BRCAI/2. Aquellos con mutaciones en
BRCA1/2 suelen tener un mejor prondstico®. En los carcinomas serosos de
bajo grado, no se dan alteraciones en TP53 y la frecuencia de mutaciones en
BRCA1/2 es inferior al 10%. En cambio, presentan otras GAs no identifica-
das en los de alto grado como alteraciones en KRAS (en el 41% de los tumo-
res), HER2 (en 8% )y BRAF (en 6%). En los carcinomas endometrioides, de
células claras y mucinosos tampoco se presentan mutaciones TP53 pero si se
han identificado diversas mutaciones en KRAS, BRAF, PIK3CA, ARIDIA
y HER2, en porcentajes variables”. Algunas GAs en los tumores de ovario
se han asociado a resistencia primaria a la QT basada en platino y a mayor
probabilidad de recurrencia tumoral; entre ellas destacarian las mutaciones
BRCA1/2,1a inactivacién de genes supresores de tumores como RB1,NF1 o
PTEN,y la amplificaciéon CCNE].

La mayoria (60-80% ) de los carcinomas serosos de alto grado responde
bien a la QT convencional basada en platino®. En los estadios avanzados, la
QT consiste en la combinacion de carboplatino y paclitaxel o, si este dltimo
no puede administrarse, se podrian combinar el carboplatino con PLD (pe-
gylated liposomal doxorubicin). En los serosos de bajo grado, la terapia an-
tiangiogénica con bevacizumab junto con QT (carboplatino y paclitaxel) se
ha mostrado efectiva como tratamiento de primera linea y para las recurren-
cias en el cancer de ovario avanzado”. No existen biomarcadores molecula-
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res predictivos de buena respuesta al bevacizumab pero parece que otros
tipos histoldgicos presentarian una menor respuesta a este farmaco.

Se estima que entre el 50-90 % de las pacientes con carcinomas avan-
zados sufre recurrencias de la enfermedad en los primeros 5 aflos después
del diagndstico”. Para el tratamiento de estos casos recurrentes hay tener en
cuenta la situacion clinica de la paciente, el tipo histoldgico del tumor, el
tratamiento previo administrado y el tiempo de duracién de la respuesta al
mismo, y la presencia o no de mutaciones BRCAI1/2, que son diana para el
tratamiento con inhibidores PARP como olaparib, niraparib o rucaparib®.
Estos farmacos actdan inhibiendo una enzima implicada en la reparacién
del dafio del DNA por lo que el DNA de las células tumorales no se repara-
réa favoreciendo una reduccion en el crecimiento tumoral. Ademads de utili-
zarse para el tratamiento de las recurrencias, los inhibidores PARP también
estdn aprobados como terapia de mantenimiento cuando el tumor de ovario
ha alcanzado la remision tras QT basada en platino®. Por ello, se recomienda
estudiar la presencia de estas mutaciones en BRCA en todas las pacientes
con cancer de ovario no-mucinoso®. En las pacientes con recurrencia tumo-
ral que no habian respondido a la QT de primera linea, se utilizaran otros
agentes como paclitaxel, PLD, topotecan o gemcitabina, con o sin bevacizu-
mab. En los carcinomas de células claras es frecuente encontrar deficiencia
dMMR, lo que explicaria su buena respuesta a los inhibidores PD-1 como el
nivolumab o pembrolizumab.

GAs en melanoma y sus tratamientos

El melanoma constituye un tumor maligno genéticamente muy heterogé-
neo, con multitud de subtipos caracterizados por la activaciéon de una o mas
vias de sefializacién lo que favorece a la proliferacion celular, el incremento
en la angiogénesis y la diseminacién metastésica. En torno a un 20-25% de
pacientes presenta un melanoma en estadio avanzado (IIC o metastasico).
Las opciones terapéuticas en estos pacientes son muy reducidas y el pronds-
tico pésimo, con una supervivencia de escasos meses. El tratamiento sistémi-
co convencional inclufa dacarbazina combinada con interleucina-2 o con
fotemustina, pero las tasas de respuesta resultaban bajas y muy limitadas en
el tiempo. La utilizaciéon de las NGS ha permitido estudiar el perfil gendmico
completo de los melanomas e identificar GAs drivers susceptibles de terapia
dirigida asi como otras GAs implicadas en las resistencias a determinados
farmacos de modo que sus resultados contribuyen a establecer un trata-
miento mds adecuado.

Las vias de sefializacién celular més frecuentemente afectadas en el
melanoma son la via de la proteina-quinasa activada por mitégenos (MAPK;
NRAS-BRAF-MEK-ERK) que se encuentra activada en la mayoria de los
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melanomas, la via PTEN-PI3K-AKT y p16INH4a-CCND1-CDK4-RB1. En
un 20-40% de melanomas se ha encontrado una pérdida o reduccidn signifi-
cativa de la expresion de PTEN, y tanto la delecién como la mutacion de
PTEN conducen a la activacion de la via PI3K-AKT-mTOR. En torno al
50% de los melanomas presenta delecion de pl16INK4 y en un 10%, una
mutacion.

Las GAs mds frecuentes en el melanoma afectan a los siguientes genes:
BRAF (50%), TP53 (23%), NRAS (20%), CDKNI1A (20%), CDK4 (6%) y
CCNDI (6%)'°. Las mutaciones de BRAF y NRAS son mas frecuentes en
melanomas relacionados con una exposicion intermitente al sol. En el mela-
noma uveal, la via MAPK estd sobreactivada en el 80% de los casos, mien-
tras que son muy infrecuentes las mutaciones de BRAF, NRAS y Kit. En los
melanomas acrales, los que se originan en mucosas y en piel expuesta de
forma crénica al sol, la mutacion més frecuente es la del gen Kit (15-40%),y
en menos del 10% se presentan mutaciones de BRAF y NRAS. Kit es un
receptor transmembrana con actividad TK. La unién con su ligando induce
la dimerizacién y la autofosforilacién del receptor, lo que provoca la acti-
vacién de las vias de seflalizacion de MAPK y PI3K-AKT que median la
supervivencia y la proliferacion celular.

TCGA establecid cuatro subtipos gendémicos principales de melano-
mas cutaneos denominados BRAF, RAS (N/H/K), NF1 y triples negativos'®’,
Las mutaciones oncogénicas en BRAF provocan la activacion de la via
RAF-MEK-ERK, que estimula el crecimiento descontrolado de las células.
La desregulacién de la sefializacion BRAF ha demostrado ser clave en el
desarrollo de los melanomas. Las mutaciones BRAF se han encontrado en
un 50% de los melanomas, siendo la mutacion BRAF V600E la mas fre-
cuente (en casi un 90% de todas). Esta mutacion consiste en la sustitucion
de valina por 4cido glutdmico en la posicion 600 BRAF y seria responsable
de la proliferacion celular y la resistencia a la apoptosis. Otras mutaciones
son V600K (15-25%), V6OOR y V600D. Por esto, en todos los pacientes con
melanoma estd indicado realizar la determinacién de BRAF, especialmente
del procedente de metastasis'®. En caso de no identificarse esta mutacién, se
buscarian otras GAs como mutaciones NRAS o c-Kit.Tal como ya recomend-
aba la European Society for Medical Oncology (ESMO) en su guia del
20152 determinar la presencia de las mutaciones BRAF, NRAS o c-Kit es
algo imprescindible para el correcto manejo de pacientes con melanoma.

Los melanomas que tienen mutaciones RAS, NF1 y los triples negati-
vos presentan una sobreexpresion de AKT3, que es una protein-quinasa que
afecta a las vias de sefializacion MEK y mTOR, por lo que los inhibidores de
las vias de sefializacion MEK y PI3BK/AKT/mTOR podrian ser efectivos
para estos melanomas. Las proteinas RAS pueden activar las vias de sefiali-
zacion de MAPK y PI3K. En un 20% de los melanomas se dan mutaciones
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de NRAS, mientras que las mutaciones HRAS y KRAS se dan en tan s6lo un
1% y 2%, respectivamente. Generalmente, la presencia de alteraciones en
NRAS es excluyente de alteraciones en BRAF. Las mutaciones adquiridas
en NRAS se han descrito en un 15-30% de pacientes con melanoma refrac-
tario a inhibidores BRAF y parece que mediaria en la resistencia a estos
farmacos!®1%,

Ademds, el melanoma es un tumor altamente inmunogénico, es decir,
que desencadena con facilidad una respuesta inmune contra las células tu-
morales, pero estas células neopldsicas consiguen escapar al control inmuni-
tario. El mayor conocimiento de las GAs asociadas al melanoma ha contri-
buido al desarrollo de algunas terapias dirigidas y, especialmente, de la
inmunoterapia basada en inhibidores de puntos de control, lo que ha su-
puesto un cambio radical en la supervivencia de estos pacientes!®'%, Se ha
descrito que en pacientes con melanoma, los agentes que actdan frente al
receptor PD-1, como el nivolumab y pembrolizumab, y los firmacos frente a
su ligando PD-L1, como el atezolizumab, inducen respuestas objetivas clini-
cas en un 25-45% y un mayor tasa de supervivencia a los 5 afios que otras
terapias®. En el melanoma metastésico, su aplicacion se ha asociado a incre-
mentos en la tasa de respuesta global'””. Por ello, estudiar la posible sobreex-
presién de PD-L1 resulta necesario en los pacientes con este tumor por ser
un buen predictor de respuesta a los anti-PD1. El estudio del impacto de la
carga mutacional y de mutaciones oncogénicas especificas puede ayudar a
predecir la respuesta de los melanomas a los anti-PD-1/PD-L1'%1%, Es im-
portante determinar si ante un paciente concreto se debe pautar esta inmu-
noterapia y desaconsejar su uso si la probabilidad de respuesta al tratamien-
to es baja®*®. A pesar de la buena respuesta a los anti-PD-1, la mayoria de los
pacientes terminan desarrollando resistencias a esta terapia, bien resisten-
cias intrinsecas o extrinsecas'®.

Aquellos melanomas con alta TMB se podrian utilizar los anti-PD-1 en
monoterapia mientras que para los pacientes con TMB intermedias y bajas
lo recomendable seria la terapia combinada (nivolumab con ipilimumab)
por ser mas efectiva aunque se reconoce que la probabilidad de incrementar
la toxicidad es también mayor porque el uso de ipilimumab puede ocasionar
EA serios, de mayor gravedad que los descritos con los inhibidores PD-1 o
PD-L1'%. En 2015 la FDA aprobé el uso de ipililumab con nivolumab para
el melanoma en estadio III irresecable o en estadio I'V.

El tratamiento estandar de primera linea del melanoma avanzado con
mutaciones BRAF es la combinacién de inhibidores BRAF (vemurafenib,
encorafenib o dabrafenib) con inhibidores selectivos de la via de senaliza-
ciéon MEK (trametanib, cobimetinib o binimetinib), e inmunoterapia con
anticuerpos anti-PD1 (pembrolizumab o nivolumab) y anti-CTLA4 (ipili-
mumab). El objetivo de combinar farmacos es intentar evitar que se desa-
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rrollen resistencias terapéuticas. Vemurafenib (Zelboraf®) fue el primer in-
hibidor de la serina-treonina quinasa BRAF aprobado en Europa para el
tratamiento del melanoma y fue aprobado en 2011 por la FDA como trata-
miento de primera linea del melanoma avanzado positivos a la mutacién
BRAF V600E. En 2014, la FDA aprob6 el uso combinado de dabrafenib
(Taflinar®) y trametinib (Mekinist®); en 2015 aprobé la combinacion de ve-
murafenib con cobimetinib (Cotellic®); y en 2018 aprobé el inhibidor BRAF
encorafenib (Braftovi®) y el inhibidor MEK binimetinib (Mektovi®). Si la
mutacion en BRAF es V600K, entonces el farmaco indicado es trametinib,
cuyo uso fue aprobado por la FDA en 2013. En caso de que el paciente pre-
sente metastasis cerebrales, también son los inhibidores BRAF'los indicados,
bien solos o combinados con inhibidores MEK.

Para el tratamiento de segunda linea de melanoma metastdsico con
mutaciones BRAF, si el paciente habia sido tratado previamente con inmu-
noterapia, estarfan indicados los inhibidores BRAF y MEK, mientras que si
estos se habian utilizado como primera linea terapéutica, en la recidiva se
emplearan los anti-PD-1 y se utilizaria ipilimumab si no hay respuesta a los
anti-PD-1. Ipilimumab (Yervoy®) fue aprobado por la FDA en julio de 2011
para el tratamiento de melanoma avanzado (metastasico y/o irresecable) re-
sistente a, al menos, un tratamiento previo. En septiembre de 2014, la FDA
aprobo¢ el uso de pembrolizumab como segunda linea terapéutica en mela-
nomas metastdsico o irresecable que hubieran progresado tras tratamiento
con ipilimumab o si se trataba de portadores de la mutacion BRAF V600E,
después de haber recibido inhibidores BRAF.

Casi un ano después, en julio de 2015, pembrolizumab recibi6 la apro-
bacion de la EMA como tratamiento de primera linea y a finales de 2018 se
aprob6 en monoterapia para tratamiento adyuvante en adultos con melano-
ma en estadio III y afectacion ganglionar, que hubieran sido sometidos a
resecciéon completa. Tanto nivolumab como pembrolizumab presentan un
buen perfil de seguridad.

Para el melanoma metastdsico sin mutaciones BRAF el tratamiento
indicado como primera linea serian los anti-PD-1 en monoterapia, o ipilimu-
mab, tanto de primera como segunda lineas asociado a nivolumab!®!°, En
cambio, no estdn autorizados ni vemurafenib ni dabrafenib porque puede
haber una estimulacién paraddjica de sefializacion MAPK que resulte en
estimulacion de la proliferacion tumoral. La QT, con dacarbazina, fotemus-
tina o paclitaxel, s6lo se deberia utilizar si las demds opciones han fracasado.

Para los melanomas con mutacion NRAS, el tratamiento indicado des-
de 2017 es el inhibidor MEK binimetinib.

En algunos melanomas se ha encontrado el gen de fusion NTRK!! y
para ellos estd indicado el uso de larotrectinib (Vitrakvi®), que es un trata-
miento agndstico, valido no sélo para melanoma sino para cualquier tumor
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con esta GA, es decir, que la presencia de dicha alteracion predice la buena
respuesta del tumor al farmaco, independientemente de su lugar de origen o
del tipo histolégico.

Por otro lado, los melanomas son tumores asociados a una gran angio-
génesis, que favorece el crecimiento tumoral y su diseminacién metastdsica.
Por ello, entre los tratamientos empleados en el melanoma, se incluyen los
antiangiogénicos como el bevacizumab, generalmente combinado con otros
citostaticos como carboplatino, paclitaxel o con interferén alfa.

Ademads, muchos melanomas expresan c-Kit. C-Kit es una proteina que
actiia como receptor del factor de crecimiento de los melanocitos epidérmicos.
Las GAs del c-Kit incluyen mutaciones y amplificaciones, que serian sensibles
a los inhibidores de c-Kit como imatinib, sinitinib, dasatinib y nilotinib.

Resultados de la busqueda bibliografica

La busqueda de literatura permitié localizar 2.206 registros de PubMed, 107
de Cochrane Library y otros 7 articulos més recuperados a partir de los lis-
tados de bibliografia de algunos estudios. De este total inicial de 2.320 regis-
tros, 20 se excluyeron por ser duplicados. Tras la lectura del titulo y abstract
de los demds registros, se descartaron 2.242 referencias. Las restantes 58 re-
ferencias fueron recuperadas a texto completo para su lectura en profundi-
dad, lo que llevo a excluir 23 articulos, quedando finalmente seleccionados
33 articulos originales, 1 tnico articulo!!? de revisién de la evidencia sobre F1
y el articulo! de validacién de F1. De los 33 articulos incluidos, 10 estudia-
ban F1 LDT o F1CDx en pacientes con NSCLC; 17 articulos, en pacientes
con cdncer de mama; 1 articulo, en CCR; 3 publicaciones en melanoma y 2
en ovario.

El diagrama de flujo de la seleccion de estos articulos se muestra en la
figura 5 del anexo IV. Los articulos excluidos y el motivo de su exclusion se
presentan en la tabla 3 del anexo V.

La busqueda realizada en las demés fuentes de informacion permitio
localizar varios IETS: el tnico sobre FoundationOne® fue elaborado por
HAYES, Inc'”® que no se recuper6 a texto completo para esta revision por-
que no era de acceso libre y de 5 informes localizados en NICE ninguno es-
tudiaba F1 ni FICDx y uno era un informe breve sobre CMI.

Descripcion de la evidencia disponible
Estudios de F1 en pacientes con cancer de pulmon

En este informe se han incluido 10 articulos!®®!!*12l en los que se estudiaba
el perfil genémico de pacientes con NSCLC mediante F1/F1CDx. Los prin-
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cipales datos y resultados de estos estudios se recogen en la tabla 4 del
anexo VL

Estos articulos se habian publicado entre los afios 2015 y 2018. Dos
eran ensayos abiertos®!'® y los demds eran series de casos retrospectivas,
tres de ellas con pacientes incluidos en el estudio de manera consecuti-
vall"!¥ Todos los pacientes estudiados presentaban NSCLC en estadios
avanzados o metastésicos. En dos estudios'®! no se especificaba el tipo de
tumor, mientras que en los demds el tnico tipo histoldgico incluido era el
adenocarcinoma o bien este era el tipo predominante (con porcentajes del
75-85%). El total de pacientes de los 10 articulos fue de 9.076, de los cuales
se inform¢é que 3.387 eran hombres y 3.837 mujeres. La edad mediana infor-
mada por los autores oscil6 entre 58-62,9 afios. Dos estudios®!?! refirieron
incluir pacientes con ECOG 0-1 y en un estudio!! el ECOG de los pacien-
tes oscilé entre 0-2. S6lo en el estudio de Hellman y cols* emplearon F1C-
Dx mientras que en el resto de trabajos se habia utilizado F1 LDT. S6lo dos
trabajos utilizaron alguna otra tecnologia NGS ademas de F1: en el de Vig-
neswaran y cols'? también se recogieron resultados del anélisis con CMI y
Response Genetics Inc, y en el Rozemblum y cols''®, se analizaron muestras
sanguineas con G360 cuando no se disponia de muestras de calidad para
analizarlas con F1, pero en ninguno de los dos articulos se compararon las
técnicas.

En seis estudios se mencionaron las GAs identificadas mediante F1/
F1CDx, bien el niimero total de GAs identificadas que se especificé en tres
estudios'*!">1?! ‘bien el nimero medio de GAs por paciente que se informé
en cuatro trabajos'*113120.121 'g e] niimero de GAs intervenibles que se men-
ciond en cuatro articulos!'*!5118121 Entre las GAs informadas en estas publi-
caciones, las mas frecuentes fueron mutaciones en TP53 (porcentaje medio
del 22%), PIK3CA (21,50%), mutacion KRAS (19,63%), translocacion
ALK (16,06%), mutaciones EGFR (15,66%), mutaciones BRAF (9,10%),
reordenamientos RET o MET (740% y 5,53 %, respectivamente), mutacién
ERBB?2 (5,0%) y reordenamiento ROSI (1,15%). Tres articulos se centraron
en estudiar la presencia de una alteracién concreta: reordenamientos ROS!
(un articulo''®) y reordenamientos ALK (en dos trabajos'®!"”). Hellman y
cols* no analizaron las GAs sino que estudiaron la TMB y la PD-L1 como
predictores de respuesta a la inmunoterapia. La TMB también fue analizada
por Rozemburg y cols!®,

Drilon y cols!?! sefialaron que la utilizaciéon de F1 permitié identificar
GAs intervenibles que no habian sido detectadas mediante las pruebas con-
vencionales en un 65% de los pacientes, con adenocarcinomas y no fumado-
res o de bajo consumo tabdquico. Seis pacientes en este estudio recibieron
tratamiento y los 6 mejoraron inicialmente; después sélo uno sufri6 progre-
sion de la enfermedad. Ali y cols'® también refirieron que F1 habia permitido
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detectar reordenamientos ALK en 9 pacientes (el 19% del total de pacientes
incluidos en el estudio) en los que el estudio con FISH habia resultado ne-
gativo. A estos 9 pacientes se les tratd con crizotinib, de los cuales 7 presen-
taron buena respuesta al tratamiento. Mediante FISH se detectaron 22 casos
con reordenamientos ALK que también fueron identificados en el andlisis
de F1. Por eso, los autores aconsejaron realizar estudio con F1 a todos los
pacientes por su superioridad para detectar las GAs ALK.

En el estudio de DiBardino y cols'* demostré que los resultados de F1
influyeron directamente en el manejo terapéutico de 7 de los 49 pacientes
(14,2%). En 2 pacientes se indic6 la retirada del firmaco que ya estaba pau-
tado y en 5 pacientes se modificé el tratamiento, administrando uno nuevo.
También en el estudio de Lim y cols!® F1 aporté informacién clave para 7
pacientes que habian tenido resultados negativos con las pruebas conven-
cionales porque F1 permiti6 identificar reordenamientos ROS1 y esto posi-
bilité su tratamiento con ceritinib; de estos casos, 6 presentaron respuesta
objetiva. Pekar-Zlotin y cols'”” compararon los resultados de FISH/IHC y F1
en 51 pacientes consecutivos, encontrando discordancia en 6 pacientes. Se-
gtn informaron los autores, F1 permitié confirmar una incidencia de reorde-
namientos ALK del 13,7% y no del 78 % como se hubiera considerado utili-
zando s6lo FISH. Dos de los pacientes detectados por F1 pudieron recibir
tratamiento con crizotinib: uno alcanzé respuesta completa y el otro, enfer-
medad estable. También Rozemblum y cols!!® constataron la utilidad clinica
tanto de F1 como de G360, que identificaron GAs en EGFR y ALK en 15
pacientes (14,9%) que habfan presentado resultados negativos con los tests
convencionales. De esos 15 casos, 12 recibieron el tratamiento recomendado
por las NGS y de ellos, 8 alcanzaron una respuesta tumoral objetiva. Por otro
lado, en 4 pacientes positivos a EGFR o ALK, las NGS permitieron identifi-
car otras GAs. Los autores informaron de que la estrategia terapéutica se
pudo modificar en 43 pacientes (42,6%).

En siete articulos!®!1+11812L ge informé sobre el nimero de pacientes
que podia recibir terapia dirigida, que sumaban un total de 152 pacientes
informados, bien con algin fairmaco ya aprobado por las autoridades per-
tinentes (67 pacientes) o bien con farmacos que sélo podian utilizarse en
el entorno de un ensayo clinico (39 pacientes). En estos estudios se ofre-
cieron resultados sobre la respuesta tumoral a la terapia dirigida en 80
pacientes, de los cuales se informé una respuesta objetiva en 55 (68,75%),
encontrando una respuesta informada completa en 8 (10%), respuesta par-
cial en 33 (41,40%), enfermedad estable en 14 (1750%), progresion de la
enfermedad en 5 (6,25%) pacientes y en 4 (5%) los pacientes atin estaban
pendientes de revisién o eran pacientes perdidos en el seguimiento. Ver
tabla 2.
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Tabla 2. Respuesta de los NSCLC al tratamiento recomendado por F1. Influencia
de F1 en la decision terapéutica. Tratamiento administrado.

N pendientes/ Influenc_:i?’en
Autor N e RO RC RP EE PE perdidos la de(l:|S|_on tto
terapéutica

Lim, 2017 15 15 11 1 10 2 1 1 ceritinib
Ali 47 9 7 1 6 1 1 19,00%  crizotinib
DiBardino 49 7 6 14,29%  no se menciona
Lim, 2016 51 7 6 13,73%  ceritinib
Rozemblum 101 34 22 5 17 9 3 42,60%  varios
Drilon 31 6 2 2 2 19,35%  varios
Pekar 51 2 1 1 1 6,00% crizotinib
Total (N) 345 80 55 8 33 14 5 4
Total (%) 2319 68,75 10,00 41,25 17,50 6,25 5,00 19,16%

RO: respuesta objetiva (incluye RC y RP), RC: respuesta completa, RP: respuesta parcial, EE:
enfermedad estable, PE: progresion de la enfermedad, tto: tratamiento administrado.

En cinco articulos!3!14115118121 se informé sobre el impacto de los resul-
tados de F1 en la decision terapéutica (ver tabla 2), es decir, del porcentaje
de pacientes en los que dichos resultados llevaron a una modificacién del
tratamiento previsto o del ya administrado al paciente. Estos porcentajes
oscilaron entre 6% y 42,6 %, con un porcentaje medio de 19,16%.

En ningtn estudio se informé sobre la supervivencia global y cua-
tro articulos®!'¢118 ofrecieron resultados de PFS: en el de Lim y cols!!¢
se encontré una PFS entre 4,4 meses y mds de 31,8 meses; en el articulo
de Pekar-Zlotin y cols'", se menciond que un paciente tratado con cri-
zotinib presenté respuesta completa tras este tratamiento y alcanz6 una
PFS de 18 meses mientras que el segundo paciente llegé a los 6 meses;
Rozenblum y cols!® informaron que 21 de 43 pacientes permanecian
vivos después de un tiempo medio de seguimiento de 18 meses (rango,
1-58 meses).

En el ensayo abierto publicado por Hellman y cols* se incluyeron pa-
cientes con NSCLC escamosos y no-escamosos en estadio IV o recurrentes,
con una TMB =10 mut/Mb. Los autores consideraron varios grupos de trata-
miento: un grupo de tratado combinado con nivolumab + ipilimumab, que
incluy6 576 pacientes; otro de 391 pacientes tratados s6lo con nivolumab y
un grupo de QT con 570 pacientes. Los autores constataron que la TMB y la
expresion del PD-L1 eran biomarcadores independientes efectivos para va-
lorar la respuesta tumoral. Compararon la PFS del grupo tratado con nivo-
lumab + ipilimumab (PFS de 30,9%) frente al tratado con QT (17%), inde-
pendientemente de la TMB o del nivel de expresion de PD-L1. También la
PES result6 significativamente mayor cuando se ajustaba segtin expresion
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del PD-L1 (para aquellos con PD-L1 21%), y en el grupo de tumores con
alta TMB (=10 mut/Mb) la PSF fue significativamente superior, con una me-
diana de 72 meses (IC 95%: 5,5-13,2) vs 5,5 meses (IC 95%: 4,4-5,8). Los
autores mencionaron una tasa de respuesta objetiva del 45,3% en el grupo
tratado con la combinacién de nivolumab e ipilimumab, frente al 26,9% de
los pacientes tratados con QT. El 43% de los que recibieron tratamiento
combinado, al afio se mantenian libres de enfermedad en contraste con el
13% de los tratados con QT. Por esto, los autores reconocieron la necesidad
de confirmar los resultados de la combinacién de inmunoterapia + QT y
determinar si algtin punto de corte concreto de TMB podria predecir una
buena respuesta a la monoterapia con nivolumab. El tratamiento combina-
do de nivolumab con ipilimumab frente a QT presenté un HR de progresion
de la enfermedad o muerte de 0,48 (IC 95%: 0,27-0,85). Por el contrario, en
pacientes con baja TMB (<10 mut/Mb) y PD-L1 <1%, la PSF a un afio fue
del 18% tanto con nivolumab mds dosis bajas de ipilimumab como con nivo-
lumab mas QT y del 16% con QT.

Este estudio recogi6 datos de seguridad del tratamiento dirigido re-
comendado por F1CDx. Los autores comprobaron que dosis de 3 mg/Kg
de nivolumab cada 2 semanas y de 1 mg/Kg de ipilimumab cada 6 sema-
nas eran seguras y efectivas. La tasa de EA en el grupo de nivolumab+i-
pilimumab fue ligeramente superior en los que tenian una TMB >10 mut/
Mb. Se informé de una tasa global de EA de grados 3 y 4 similar entre
ambos grupos de tratamiento (31% vs 36%), pero en los casos con una
TMB =10 mut/Mb, el 26% de los pacientes tratados con inmunoterapia
presentd EA frente a tan solo un 9% de los tratados con QT. El porcen-
taje de pacientes que tuvo que suspender el tratamiento debido a los EA
fue mayor en el grupo de nivolumab+ipilimumab que en los que recibie-
ron QT (174% vs 8,9%). Los que abandonaron el tratamiento de nivolu-
mab en monoterapia fueron un 11,5%. El EA mads frecuente en los pa-
cientes que recibieron inmunoterapia, tanto combinada como soélo
nivolumab, fue la reaccién cutdnea (33,9% y 20,7 %, respectivamente). Y
entre los EA grados 3 y 4, los mas frecuentes fueron los eventos hepati-
cos (8,0% y 3,3%, respectivamente). Del grupo de pacientes tratados con
nivolumab+ipilimumab, 7 (2,1 %) fallecieron (3 por neumonia, los demés
por miocarditis, necrosis tubular aguda, colapso circulatorio y tapona-
miento cardiaco, respectivamente); de los tratados con QT, 6 (1,1%) fa-
llecieron (2 por sepsis, el resto por infarto cerebral, enfermedad pulmo-
nar intersticial, trombocitopenia y sepsis, respectivamente); y entre los
tratados s6lo con nivolumab, 2 (0,5%) fallecieron (uno por neumonitis y
el otro por sepsis).

El estudio de Rozenblum y cols"® fue el tinico que hizo mencion sobre
el tiempo medio hasta obtener los resultados de F1, que fue de 13 dias.
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Estudios de F1 en pacientes con cancer de mama

En esta revision se incluyeron 17 articulos™882122135 T os principales datos y
resultados de estos estudios se recogen en la tabla 5 del anexo VI.

Todos eran series de casos salvo un ECA (ensayo controlado y aleato-
rizado)™ y fueron publicados entre 2013 y 2017 Entre las series de casos,
cuatro de ellas eran consecutivas!'?>!26122135 T a mayoria eran estudios retros-
pectivos, excepto tres' 313113 progpectivos, uno de ellos, multicéntrico'®. El
numero total de pacientes incluidos fue de 1.067 con una mediana de 44 pa-
cientes porque salvo el ECA™ y uno de los trabajos de Ross y cols'*, que
incluyeron 302 y 138 pacientes, respectivamente, en el resto de los articulos
el nimero de pacientes oscil6 entre 20 y 75. Segun datos informados por los
autores, 1 de los pacientes era hombre, mientras que 689 eran mujeres. La
edad mediana oscil6 entre 48 y 62 afios, con un rango de edad de 14-93. Sélo
en el estudio de Parsons y cols'* se mencioné que las pacientes presentaban
un ECOG entre 0 y 2. Todos los carcinomas de mama estaban en un estadio
avanzado y se incluyeron diversos tipos: metapldsico®, inflamatorio en los
dos estudios'?*!?*, mucinoso'®, filodes®! y carcinoma lobular invasivo'**. En
la mayoria de los articulos se describia el estado de receptores hormonales
y/o la sobreexpresion HER2, presentando unos porcentajes variables: en un
articulo® el 100% de las pacientes eran HER2 negativas, en otros dos!?1% e]
100% eran triples negativos.

Todos habian utilizado la plataforma F1 para analizar las muestras ti-
sulares, bien del tumor primario o de metdastasis. Una gran parte de los estu-
dios referia haber realizado FISH y estudio IHC y de ellos, 4 articu-
los!22124125.30 daban resultados de concordancia con F1 del 70%, 94% y en
dos casos, del 100% (este dltimo valor se referia a la deteccién de amplifica-
ciones ERBB?2).

Sélo dos articulos comparaban los resultados de F1 sobre tejido tu-
moral frente al estudio NGS en ctDNA: Chae y cols'?* encontraron que F1
permitia detectar un niimero medio de GAs por paciente sigificativamen-
te superior a G360 (4,56 (SD=2,98) vs 2,16 (SD=2,31), P<0,0001; IC 95%:
1,28-3,52). E132,5% de las alteraciones se detectaron sélo mediante ctD-
NA mientras que el 53,3% sdlo en el estudio del tejido y no en ctDNA. En
el estudio de Parsons y cols!* se encontr6 una concordancia del 70% en-
tre F1 y el andlisis sobre ctDNA (no se menciona qué test se empled).
Nozad y cols!?® utilizaron ambas técnicas, F1 y F1 Heme, segtin fuera ne-
cesario para el diagnéstico de las GAs, pero no compararon resultados
entre ambas.

Ninguno de los articulos seleccionados para este informe comparaba
los resultados de F1 con los de otras plataformas de secuenciacién con
muestras tisulares. En el trabajo de Patel y cols'®, se estudio si diferentes
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herramientas web identificaban opciones terapéuticas similares para un
conjunto dado de GAs detectadas en biopsias tumorales y si estas opcio-
nes concordaban con las recomendadas por F1. Estas herramientas web
fueron disefiadas para ajustar farmacos dirigidos a las dianas terapéuticas
identificadas, y fueron las siguientes: Drug-Gene Interaction Database
(DGIdb), My Cancer Genome (MCG), Personalized Cancer Therapy
(PCT), cBioPortal (cBio). Los autores encontraron que sélo existia una
concordancia parcial en las opciones terapéuticas recomendadas para las
mismas GAs identificadas entre las herramientas web y F1. En el 33% de
los casos existié acuerdo entre las 4 herramientas para recomendar un far-
maco para al menos una mutacién y en 72% de los casos existié concor-
dancia entre 2 o mds herramientas para recomendar la entrada de la pa-
ciente en un ensayo clinico

Tal como se recoge en la tabla 5 de extraccién de datos y resultados de
los estudios de cancer de mama, el objetivo de la mayoria era estudiar me-
diante F1 la presencia de GAs intervenibles y contribuir a la toma de deci-
siones terapéuticas de estas pacientes con cancer de mama avanzado. El nd-
mero total de GAs detectadas por F1 e informadas por los autores de 8
articulos fue de 1.110. La mediana de GAs por paciente fue de 4,56, con unas
medias informadas en 9 articulos que oscilaron entre 3,1 y 5,7 Del total de
GAs, las GAs intervenibles fueron 398, con una mediana de 40 y la media de
GAs intervenibles por paciente fue de 1,59. Wheler y cols'”’ consideraron
que la mayoria de las 131 GAs identificadas con F1 eran intervenibles aun-
que no concretaron el nimero. En los 17 articulos incluidos en este informe,
F1 detect6 GAs en mas de 24 genes y/o vias de sefializacion celular. Las GAs
identificadas con mas frecuencia en el total de pacientes fueron las siguien-
tes: mutaciones TP53 (porcentaje medio de pacientes del 49% ), mutaciones
PIK3CA (32%), amplificaciones MYC (26%), amplificaciones FGFRI
(17%), amplificaciones CCNDI (18%), mutaciones ERBB2 (23%) y dele-
ciones PTEN (10%).

Balko y cols'®® estudiaron s6lo el perfil molecular de las pacientes con
cancer de mama residual tras haber recibido QT y recomendaron la realiza-
cién del estudio gendmico para todas las pacientes que hubieran demostra-
do resistencia a la QT por la posibilidad de detectar algunas GAs para las
que se pudiera administrar terapia dirigida. Meric-Bernstam y cols'” compa-
raron el perfil genémico de 33 muestras de tumores primarios y recurrentes
emparejados, y encontraron que 97 de 112 (86,6%) mutaciones somaticas
fueron concordantes; ademds, informaron que en 40 pacientes (93%) se pre-
sentaron GAs intervenibles en el tumor primario y la mayoria se detectaron
también en las recurrencias/metastasis. Ross y cols'* constataron que la am-
plificaciéon ERBB2 se daba con una frecuencia significativamente superior
en los tumores recurrentes en comparacion a los primarios (p=0,03). Vasan y
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cols"¥'mencionaron que no se encontraron diferencias significativas entre la
media de GAs por tumor en el primario y en los metastdsicos hipertratados
(2,9 vs 3,4; p=0,31) y que el nimero medio de GAs potencialmente interve-
nibles era similar en el tumor primario y en los metastasicos hipertratados
(1,6 vs 2,0; p=0,24).

Entre las pacientes con cancer de mama metastdsico estudiadas por
Yuany cols'?, se detectaron alteraciones intervenibles en un porcentaje muy
elevado (95%). La via de sefializacion con mayor nimero de alteraciones en
estas pacientes fue la PI3K/mTOR, de ahi que el tratamiento recomendado
con mds frecuencia fuera el everolimus. La presencia de amplificacion
FGFRI1 se asoci6 a una sobreexpresion de RNA, RE+, expresion p53 y a un
peor prondstico. Los autores sefialaron la falta de acceso a muchos de los
farmacos que potencialmente pudieran utilizarse como terapia dirigida fren-
te a las alteraciones intervenibles encontradas, al tiempo que recordaron la
importancia de poder acceder a ensayos clinicos en los que las pacientes
puedan recibir la terapia dirigida.

Sélo 5 trabajos®?13! mencionaron los tratamientos previos recibidos.
Cinco articulos especificaron el nlimero de pacientes que recibi6 terapia di-
rigida seleccionada a partir de los resultados de F1: en dos articulos™# el
farmaco administrado fue everolimus; en el de Parsons y cols'® se dio tera-
pia dirigida o inmunoterapia a 4 pacientes: bicalutamida (a la paciente con
AR+), carboplatino/inhibidor PARP (a la paciente con mutacién BAPI),
trametanib (a la paciente con amplificacion MAP2K1) y trastuzumab (a la
paciente con mutacion ERBB?2); en el estudio de Yuan y cols'®, los resulta-
dos aportados por F1 llevaron a administrar everolimus a 5 pacientes con
mutaciones en PIK3CA o TSCI y pazopanib a 2 pacientes por presentar
amplificacion FGFR.Y Ross y cols'® utilizaron varios anti-HER2 en 3 pa-
cientes: la paciente con mutacion L755S ERBB?2 respondié a neratinib; la
que presentd la mutacién S310F respondi6 a trastuzumab, pertuzumab y ful-
vestrant; y la paciente con la mutacion V777L y S310F respondi6 a terapia
anti-HER?2 combinada con QT.

Cuatro estudios %123130132 gpalizaron la respuesta tumoral al tratamien-
to. Exceptuando Yuan y cols'®, los demads utilizaron la clasificacion RECIST
para su valoracion. De las 44 pacientes estudiadas por Yuan y cols'?, 7 pre-
sentaron un beneficio clinico tras la terapia indicada por F1, con duracién de
entre 8 a 34 semanas, e incluso 3 pacientes tratadas con everolimus presen-
taban una buena respuesta durante mas de 32 semanas; 8 pacientes sufrieron
finalmente progresién de la enfermedad. Niu y cols® trataron a 28 pacientes
pero la valoracién de la respuesta tumoral sélo pudo hacerse en 13. De estas
13, de las 7 tratadas con everolimus y exemestane, S mostraron estabilidad
de su enfermedad durante al menos 6 meses; 5 pacientes fueron tratadas con
fulvestran y de ellas, 4 sufrieron progresion de la enfermedad mientras que
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1 logré que la enfermedad se mantuviera estable durante 8 meses; la otra
paciente fue tratada con tamoxifeno y presentd progresion de la enferme-
dad. También Parker y cols'* mencionaron respuesta parcial en 5 pacientes
y enfermedad estable en 7 durante al menos 6 meses. Por tltimo, Parsons y
cols'® describieron enfermedad estable durante 9 meses en una paciente
tratada con trastuzumab, mientras que otras 3 pacientes que recibieron otros
farmacos dirigidos respondieron inicialmente pero tras varias semanas su-
frieron progresion de la enfermedad.

Yuan y cols!?® observaron que de las pacientes con ciancer de mama
metastdsico recogidas en su estudio, un 33% de las que presentaban altera-
ciones intervenibles no pudieron iniciar la terapia dirigida por rdpido dete-
rioro o lo comenzaron pero en menos de 2 semanas tuvieron que suspender-
lo y también mencionaron la falta de acceso a este tipo de farmacos en
algunos casos. Este tiltimo motivo fue esgrimido por Parker y cols'* como la
principal causa de no recibir el tratamiento dirigido.

Pocos estudios utilizaron F1 para determinar la TMB y el estatus de
microsatélites. Nozad y cols'?® encontraron que todos presentaban MMS y
una baja TMB, todos por debajo del nivel de 10 mut/MB, con una mediana
de 2,7 mut/Mb y unos valores muy similares y sin diferencias significativas
entre la TMB del tumor primario y las metéstasis.

El tnico estudio sobre F1 en cdncer de mama en el que se hace men-
cién a la seguridad es el estudio de Yuan y cols'?, que menciond la aparicion
de toxicidad asociada al tratamiento con pazopanib. La paciente afectada
sufrié un incremento de enzimas hepdticas que llevo a suspender la adminis-
tracién del farmaco.

En un estudio se menciond que el informe de F1 tardé entre 7-14 dias
en llegar al oncélogo. En otro articulo™ también se hizo referencia al tiem-
po transcurrido desde el envio de las muestras tisulares hasta disponer del
resultado de F1, que oscil6 entre 12-30 dias y se pudo indicar el tratamiento
en menos de 28 dias al 60% de las pacientes.

Estudios de F1 en pacientes con CCR

Sélo el articulo de Gong y cols¥, que utilizaba F1 para estudiar el CGP de
pacientes con CCR cumplia los criterios para ser incluido en este informe. Los
autores estudiaron el perfil molecular de 138 pacientes con CCR mediante
esta NGS con el objetivo de caracterizar las GAs que se sabia que eran dianas
para la terapia dirigida y que estaban relacionadas con el prondstico de la en-
fermedad o con una posible resistencia terapéutica. Ademds, describieron
otras GAs poco frecuentes en mCCR. Se trata de un estudio unicéntrico, re-
trospectivo, que incluyo pacientes entre abril de 2013 y febrero de 2016. De los
138 pacientes, 82 (59,4%) eran hombres y 56 (40,6%) mujeres, con una edad
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mediana de 56 afios (rango, 27-88). Todos presentaban CCR avanzado o me-
tastasico y habian recibido varias lineas terapéuticas previamente.

Las muestras para F1 se tomaron a partir de la reseccién quirdrgica,
biopsia core o biopsia excisional. El estudio con F1 permitié detectar muta-
ciones RAS en el 51,4% de los tumores; la mayoria (n=68; 49,3%) fueron
mutaciones KRAS en exén 2 (que predice falta de respuesta a anti-EGFR);
15,5% eran otras mutaciones que también se asociaron a resistencia a los
anti-EGFR. En 3 (2,2%) pacientes se encontraron mutaciones NRAS. Tam-
bién se detectaron mutaciones RAF en 72%. La mayoria (n=9;6,5% ) fueron
BRAFV600E activadoras, que se han asociado a peor prondstico, a resisten-
cia a la QT y a falta de respuesta a los anti-EGFR. En torno al 41% de pa-
cientes no presentaba mutaciones RAS/RAF. Dos pacientes presentaron
mutaciones KRAS y BRAF simultdneas, a pesar de que suelen ser mutua-
mente excluyentes y se asociaron a peor prondstico.

Otras GAs identificadas por F1 fueron amplificaciones MET (n=3;2,2%)
que se asociaron a peor prondstico, a fenotipos méas agresivos y a resistencia a
tratamiento con inhibidores MEK. También mutaciones PIK3CA (n=25;
18,1% ), mutaciones PTEN (n=15;10,9%) y mutaciones AKT (n=4;2,9%), que
se dieron en tumores mas agresivos y que no respondian a anti-EGFR.

La mayor parte de los pacientes presentaba tumores con menos de 9 CR-
GAs (121 0877%) y de ellos,la mayoria eran tumores de colon izquierdo y todos
MSS. Catorce (10,1%) pacientes tenfan entre 9-16 CRGAs y sélo 3 pacientes
(2,2%) presentaban entre 17 y 25 CRGAs, detectandose en los tres una elevada
TMB. En el 25% de los tumores hipermutantes se detectaron mutaciones POLE
(polimerasa €). En general, tanto los tumores con alta TMB como aquellos en los
que se detectan mutaciones POLE responden bien a los anti-PD-1.

En este estudio se identificaron algunas mutaciones RAS poco fre-
cuentes que tuvieron gran importancia clinica dada su resistencia a los far-
macos anti-EGFR. También se detecté en 2 pacientes una amplificaciones
KRAS y en otro, una amplificacion NRAS, ambas muy raras en CCR. Estas
GAs se dieron en pacientes con CCR con diseminacién metastdsica difusa
que evolucionaron hacia la progresiéon tumoral incluso con varias lineas de
tratamiento, y que resultaron ser resistentes también a los anti-EGFR. Los
autores solo concretaron el tratamiento administrado a un escaso nimero de
pacientes. Una paciente con amplificacion KRAS fue tratada con FOLFI-
RI+panitumumab y mostré enfermedad estable tras 6 meses. Otro paciente
también con amplificacién KRAS sufri6 progresion rapida tras anti-EGFR y
una paciente con amplificacién NRAS también progresé tras dos meses de
tratamiento con FOLFIRI+cetuximab. Cuatro de los 7 pacientes con ampli-
ficacion ERBB2 RAS wild-type recibieron tratamiento anti-EGFR; de ellos,
tres experimentaron estabilizacién de la enfermedad durante més de 4 me-
ses y un paciente present6 respuesta parcial durante mas de 5 meses.
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A la vista de estos resultados, los autores recomendaron que a los pa-
cientes con CCR se les debia realizar un andlisis del CGP que estudiara el
mayor nimero posible de genes, incluyendo més de los recomendados por la
National Comprehensive Cancer Network (NCCN)"%. Ademas, recomenda-
ron estudiar la TMB en pacientes con CCR porque lo consideraron un mejor
indicador que el estado de inestabilidad de los microsatélites para determi-
nar un perfil hipermutante que predeciria una buena respuesta a la inmuno-
terapia con anti-PD-1.

Estudios de F1 en pacientes con cancer de ovario

Se han seleccionado dos articulos'*** en los que se utilizaba F1 para el estu-
dio de tumores de ovario que cumplieron con los criterios de inclusién esta-
blecidos para el presente informe. Ambos eran retrospectivos y ambos se
realizaron en un Unico centro hospitalario.

El estudio de Dougherty y cols'*’ se analizaron 209 muestras de carci-
nomas serosos de alto grado recogidas de pacientes que habian respondido
ala QT basada en platino pero que posteriormente sufrieron una recaida. El
objetivo era estudiar la evidencia clinica y bioldgica de las mutaciones soma-
ticas en BRCA1/2 como predictoras de respuesta al olaparib para el trata-
miento de mantenimiento. La mutacién en estos genes se consideraba pre-
dictora de buena respuesta a los inhibidores PARP. Utilizaron F1 para
realizar el andlisis gendmico, encontrando mutaciones BRCAI/2 en 114
(55%), de las que 78 se presentaban en BRCAI y 36 en BRCA2. La concor-
dancia de los resultados de F1 con los de la secuenciaciéon de Sanger fue alta
(grado de acuerdo del 97%). Los autores informaron sobre una respuesta
favorable al olaparib en los que tenian mutaciones BRCA1/2, aunque no se
aportaron datos sobre esta efectividad terapéutica.

El segundo estudio'® incluido se realizé en 48 pacientes con cancer de
ovario en estadio avanzado, con una edad media en el momento del estudio
del perfil genémico de 55,7 afios; rango de 23 a 76 afios. E1 79% de los tumo-
res eran carcinomas serosos, la mayoria de alto grado. En todas las pacientes
el perfil genémico se analizé mediante F1, que permitié detectar un total de
141 GAs, con una media de 2,9 alteraciones por tumor (rango: 0-8). Las GAs
mas frecuentes fueron las siguientes: mutaciéon 7P53 (en el 79% de los tumo-
res), amplificacion MYC (25%), truncamiento BRCAI1/2 (23%), mutacién/
amplificacion HRAS (16,6%) y mutacién NFI (14,5%). De todas las GAs, 67
eran intervenibles: 11 (22,9%) tumores presentaron mutaciones BRCA1/2,
que eran potencialmente sensibles a inhibidores PARP;los 8 casos con GAs
en KRAS predecian resistencia a los anti-EGFR y sensibilidad a los inhibido-
res MEK; las alteraciones en NFI potencialmente predecian respuesta a los
inhibidores m TOR;1a mutacion ATM indicaba buena respuesta a inhibidores
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PARP; en dos tumores se detectaron amplificaciones en c-MET predecian
buena respuesta a los inhibidores M ET, incluyendo el crizotinib. En cuanto a
la relacion entre las GAs y el tipo histoldgico, las mutaciones TP53 se identi-
ficaron en el 79% de los tumores, aunque mas frecuentemente en los carcino-
mas papilares serosos (83%) frente a los no-papilares serosos (50%). Los
autores sefalaron la ventaja de utilizar F1 como plataforma de NGS que fa-
cilitaba el estudio simultaneo de todo tipo de GAs en un dnico test.

En ninguno de los dos estudios se aporté informacion relativa a trata-
miento, a posible respuesta tumoral ni otros resultados de efectividad clini-
ca. Tampoco se evalud el desarrollo de posibles EAs.

Estudios de F1 en pacientes con melanoma

Tres articulos'**'%1* de pacientes con melanomas estudiados con F1/F1CDx
cumplieron los criterios de inclusion de este informe. Los principales datos y
resultados de estos estudios se recogen en la tabla 6 del anexo VI. Se trata de
estudios retrospectivos realizados sobre muestras muy pequefias de pacien-
tes, donde F1 se utiliz6 con diferentes objetivos y en los que se han estudiado
variables de resultados diferentes entre si.

En el estudio de Carlson y cols'” se utiliz6 F1 como test para analizar
el perfil genémico completo e identificar las GAs que pudieran influir en el
tratamiento de 30 pacientes (17 hombres y 13 mujeres) con melanoma me-
tastasico. Mediante F1 se pudo comprobar que todos los pacientes tenian al
menos 1 GA. En total se detectaron 83 GAs, con una mediana de 2,5 GAs
por muestra (rango, 1-7). Las GAs mas frecuentes fueron sustituciones
(54/83; 65%), amplificaciones (17/83;20% ), pérdidas del gen completo o de
exones (11/83;13%). Se encontré un ndmero significativamente mayor de
GAs en los melanomas pobremente diferenciados y en los anaplasicos. Y se
detect6é que la mutacion BRAF era significativamente mds frecuente en el
melanoma de fenotipo nevoide (100% vs 32%, p=0,02). Ademds, las princi-
pales vias de sefializacion afectadas fueron MAPK (77%), PTEN-PI3K-
AKT (50%) y pl6INH4a-CCND1-CDK4-RB1 (43%). Por otro lado, me-
diante F1 se pudo comprobar que todos tenian, al menos, 1 CRGA. Del total
de 83 GAs, se identificaron 64 CRGAs (77 %;64/83) y por tumor, se encontrd
una mediana de 2 CRGAs (media de 2,1; rango: 1-7). Un 29% (24/83) de las
muestras presentaron GAs intervenibles. Los autores consideraron que la
importancia del uso de F1 radicaba en su capacidad para identificar un ele-
vado nimero de CRGAs, lo que permitiria modificar o influir en la toma de
decisiones terapéuticas.

En el trabajo de Johnson y cols'® el objetivo era analizar el valor de la
TMB como factor predictivo de la respuesta de los melanomas metastasicos
a la inmunoterapia. Utilizaron F1 para determinar la TMB y establecieron
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unos valores de corte para clasificar a los pacientes en tres grupos segun la
probabilidad de respuesta al tratamiento: alta TMB (>23,1 mut/Mb), inter-
media (3,3-23,1 mut/Mb) y baja (<3,3 mut/Mb). Los farmacos utilizados fue-
ron nivolumab y pembrolizumab (como anti-PD-1) y atezolizumab (como
anti-PD-L1). Los autores encontraron una TMB significativamente mayor
en los respondedores a anti-PD-1/PD-L1 (mediana de 45,6 vs 3,9 mut/Mb;
p=0,003). Ademas, la tasa de respuesta objetiva resulté mayor en los de alta
TMB en comparacion a los de intermedia y baja (85% vs 29% vs 14%;
p<0,001), igual que la PFS y supervivencia global que también fueron supe-
riores de forma significativa en el grupo de alta TMB. Por otro lado, se vio
que la mediana de TMB era diferente segiin la mutacion driver de cada caso,
segtin los resultados obtenidos con F1: BRAF, NRAS, NF1 y triple wild-type
(12,0 vs 17,6 vs 62,7 vs 2,2 mut/Mb; p<0,001). También F1 permitié constatar
que los melanomas con mutaciones BRCA2 presentaban mayor TMB (me-
diana de 68,2 vs 15,9; p=0,028). Ademas, mediante F1 se observé que las GAs
detectadas en NFI fueron mads frecuentes en el grupo de respondedores
(50% vs 21%;p=0,015) mientras que el triple wild-type fue mas frecuente en
los no-respondedores (13% vs 35%;0=0,045).

El tercer estudio incluido en este informe es el de Wheler y cols'*’. En
él los autores seleccionaron una muestra consecutiva de 10 pacientes con
melanoma avanzado con mutacién BRAF en los que el tratamiento conven-
cional (mediana de 2 lineas terapéuticas previas) ya habia fracasado. A to-
dos los pacientes se les hizo F1, ademads de realizar estudio IHC para valorar
la presencia de deleciones PTEN y PCR para detectar alteraciones BRAF,y
en los casos en que fue posible, se estudiaron también KRAS, NRAS, PIK-
3CA y TP53. Siete pacientes recibieron tratamiento con inhibidores BRAE,
1 paciente con inhibidores MEK y 2 pacientes fueron tratados con inhibido-
res BRAF y MEK. En ellos se hizo evaluacién radioldgica de la respuesta
por CT y/o PET aplicando criterios RECIST v1.0 o v1.1 y encontraron una
respuesta completa en 4 (40%) pacientes y respuesta parcial en 6 (60%). El
tiempo hasta el fallo del tratamiento (TTF) de los pacientes con respuesta
completa fue de 5,6;23,6+; 274+ y 28,7+ meses. Y en los pacientes que res-
pondieron parcialmente, el TTF fue de 3,0;4,2;5,7;70;79 y 11,2 meses. Todos
los pacientes tenian la mutacion BRAF V600E pero también se constaté que
la mayoria presentaba multiples GAs. En opinién de los autores, estas otras
GAs podrian estar implicadas en la resistencia al tratamiento con inhibido-
res BRAF y/lo MEK.

Articulo de revision de la evidencia

Se ha seleccionado un unico articulo'? de revision de la evidencia publicada
sobre tres plataformas comerciales de estudio de perfil gendémico. En él se
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recoge el trabajo de un panel de expertos multidisciplinares especialistas en
cancer que analizaron y compararon los resultados de CMI, F1 y Onco-
DEEP®, que eran las técnicas de NGS mas utilizadas en Espana. Las tres
plataformas llevaban el marcado CE y se realizaban en laboratorios con cer-
tificado CLIA y con acreditacion por el CAP. También en este articulo se
habfia realizado una amplia revision de la literatura, aunque no sistematica,
y de los sitios web de cada una de estas tecnologias. Los autores sefialaron
las ventajas que ofrecian estas plataformas comerciales en comparacién a
los test utilizados en laboratorios locales o con pequefios paneles de genes,
ventajas derivadas del estudio centralizado de un alto nimero de pacientes
y de la posibilidad de generar evidencia sobre la utilidad clinica de las mis-
mas de forma mas rdpida, permitiendo una incorporacién también mas rapi-
da a la clinica asistencial.

Para comparar las tres plataformas, los autores analizaron las tecnolo-
gias utilizadas en cada una de ellas, su proceso de validacién analitica, la
evidencia empleada para asociar sus resultados con determinados trata-
mientos para tumores solidos o con resistencias a ciertos firmacos, y los es-
tandares de calidad de cada una de ellas. En las tres, CMI, F1 y OncoDEEP®,
se incluye la tecnologia NGS para el estudio de 592,315 y 150 genes, respec-
tivamente. En resumen, los autores constataron que las tres plataformas
eran capaces de identificar mutaciones puntuales, indels y CNA; que F1 tam-
bién identificaba reordenamientos de genes y OncoDEEP®, translocaciones
de genes; que CMI y F1 estudiaban, también, la TMB. CMI y OncoDEEP®
incluyen IHC, pirosecuenciacion y andlisis de la inestabilidad de microsaté-
lites, y s6lo CMI secuenciacion de RNA y CISH. Para este panel de expertos,
CMI tiene un gran valor predictivo frente a un elevado nimero de quimio-
terdpicos, hormonoterapia, terapia dirigida, inmunoterapia y fadrmacos en
investigacion en ensayos clinicos; F1 tenia valor predictivo frente a terapia
dirigida, firmacos en investigacion, inmunoterapia a partir de la TMB y QT
basada en platinos por su asociacion a mutaciones BRCA1/2;y OncoDEEP®
era predictivo de respuesta a terapia dirigida, fdirmacos en investigacion, in-
munoterapia y de los quimioterapicos, sélo los agentes basados en platino,
los andlogos de nucledsidos y los taxanos. No se encontré que F1 y Onco-
DEEP® fueran predictivos de respuesta a hormonoterapia.

Los autores también revisaron la utilidad clinica de las tres platafor-
mas, definiendo dicha utilidad clinica como cualquier uso de los resultados
del test que aportara informacién para el manejo clinico del paciente y en la
toma de decisiones. Encontraron que CMI habia permitido un cambio en la
decision terapéutica en 120 de 137 (88% ) casos y 348 de 473 (74% ) pacientes
fueron tratados de acuerdo al informe emitido por CMI. De los pacientes
estudiados con F1, la decisién terapéutica se modificd en 36 de 132 (27%) y
solo 285 de 1,174 (24%) pacientes recibieron el tratamiento recomendado
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por F1. Para OncoDEEP® no se encontraron articulos publicados que ofre-
cieran estos datos.

También analizaron el beneficio clinico de estos tests, es decir, el im-
pacto en resultados de salud del paciente a consecuencia de las decisiones
tomadas en base al perfil genémico de cada test. Este beneficio se midi6 en
forma de PFS, respuesta tumoral (si respuesta completa o parcial, o estabili-
zacion de mas de 6 meses), tiempo hasta el siguiente tratamiento (TNT) y la
supervivencia global. El porcentaje de pacientes en los que se observé bene-
ficio clinico tras utilizar CMI o F1 fue de 40% y 27%, respectivamente. La
mediana de supervivencia global de los registros observacionales (n=1180)
estudiados con CMI fue de 422 dias, mayor en los tratados de acuerdo al
resultado genémico (HR=0,68; p=0,001) y la mediana de TNT en el estudio
colaborativo en red que utilizé6 CMI fue de 33 dias mds en los pacientes tra-
tados segun indicacion de CMI (248 dias vs 215 dias, HR=0,85; p=0,00018).
Los autores no encontraron datos sobre supervivencia global ni TNT de los
pacientes estudiados con F1.

En conclusidn, los autores consideraron que estas plataformas tenian
un valor clinico potencialmente alto y que utilizados correctamente podia
aportar un marcado beneficio al paciente. Seflalaron algunos contextos clini-
cos en los que resultaria de gran interés como el tratamiento de pacientes
con enfermedades para las que haya terapias dirigidas aprobadas; para el
screening de pacientes candidatos a participar en ensayos clinicos; y para
aquellos pacientes en los que el test de biomarcadores estdndar no identifi-
cara GAs intervenibles y no puedan ser incluidos en ensayos clincios.

Los autores consideraron que CMI era la multiplataforma mds completa
y justificaron la utilizacién de esta prueba por el beneficio clinico que genera.

Por otro lado, sefialaron que desde la perspectiva del paciente, la infor-
macién que se debe dar a los pacientes antes de la prueba gendmica debe ser
“clara, transparente y honesta’} y se debian presentar de forma correcta las
potenciales expectativas, en especial si cuando se realiza el test el paciente
ya estd en una fase muy avanzada del proceso tumoral donde es posible su-
frir un rapido deterioro que imposibilite la administracién de los fairmacos
que se pudieran recomendar. Ademads, otro elemento crucial a tener en
cuenta son las limitaciones y barreras en el acceso al tratamiento y/o reem-
bolso de farmacos no aprobados para una patologia concreta.

Los autores reclamaron que estas plataformas de perfil genémico fue-
ran introducidas en la préctica clinica y que en la autorizacion para el uso de
estas plataformas y la aprobacion de algunos de los farmacos sugeridos de-
bian tenerse en cuenta determinadas situaciones clinicas de dificil trata-
miento como los tumores raros, los carcinomas de origen desconocido, el
cancer de mama triple negativo o el carcinoma colorrectal avanzado y re-
fractario a varias lineas terapéuticas.
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Ensayos clinicos con F1/F1CDx

Se han identificado nueve ensayos clinicos que evalian aspectos relacionado
con F1 (tabla 8 del anexo VIII), de los cuales cuatro estdn activos. Siete de
estos ensayos fueron realizados por Foundation Medicine Inc. (Cambridge,
Massachusetts, EEUU).

El primer estudio realizado con F1 fue el estudio titulado Foundatio-
nOne™ Test Registry Study. Realizado entre 2013 y 2016 por Foundation
Medicine Inc., el objetivo era caracterizar los patrones de utilizacién de la
prueba F1 por parte de oncélogos de EEUU bajo condiciones de practica
clinica rutinaria.

El siguiente estudio es IMAGE Study: Individualized Molecular Analy-
ses Guide Efforts in Breast Cancer - Personalized Molecular Profiling in Can-
cer Treatment at Johns Hopkins que fue realizado, entre 2013 y 2017, por el
centro integral del cancer Sidney Kimmel de Johns Hopkins en colaboracion
con Foundation Medicine Inc. Era un estudio controlado no aleatorizado de
dos brazos con asignacidn paralela. Los pacientes diagnosticados con cancer
de mama metastdsico eran asignados a dos grupos. En uno de los grupos se
analizaba el perfil genético del tumor de las muestras de tejido de los pacien-
tes con F1 y se sugeria un tratamiento en funcién al perfil genético. En el
otro grupo, también se analizaban las muestras sanguineas de los pacientes
con F1 pero no se sugeria ningin tratamiento. El objetivo del estudio era
estudiar la viabilidad para la identificacion de pacientes que podrian benefi-
ciarse del andlisis del perfil molecular del tumor asi como analizar los resul-
tados de los pacientes que siguieron la sugerencia del “Molecular Profiling
Tumor Board” en comparacién con los que no lo hicieron.

El estudio observacional realizado entre 2014 y 2017 titulado Concor-
dance Between ctDNA Assay and FoundationOne tuvo como objetivo eva-
luar si un nuevo ensayo de ctDNA desarrollado por Foundation Medicine
Inc. era capaz de detectar alteraciones gendmicas en la sangre periférica que
fueran consistentes con las alteraciones gendémicas detectadas en la muestra
de biopsia tumoral primaria y/o metastdsica de un paciente mediante F1. El
estudio fue financiado por Foundation Medicine Inc., y colaboraron 29 uni-
versidades y centros de investigacion de EEUU.

Otro estudio realizado entre 2015 y 2018, titulado Outcomes of Foun-
dationOne Directed Therapy in Cancer of Unknown Primary, consistia en
determinar si F1 proporcionaba informacion que permitiera a los médicos
tomar decisiones terapéuticas con terapias dirigidas utilizadas en ensayos
clinicos o terapias aprobadas por la FDA, incluyendo farmacos fuera de la
indicacién de la ficha técnica. El objetivo era evaluar si los resultados, en
términos de supervivencia global, eran mejores en los pacientes que recibian
la terapia dirigida en comparacién con los resultados de los pacientes que
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recibian la terapia estdndar. Se trataba de un estudio observacional del tipo
estudio de caso, realizado por Foundation Medicine Inc. en colaboracién con
29 centros de EEUU, en el que participan 125 pacientes diagnosticados de
tumor primario de origen desconocido avanzado no operable o metastasico.

El estudio titulado Genomic Profiling in Previously Untreated Metasta-
tic Non-small Cell Lung Cancer, realizado entre 2015 y 2017, era un estudio
observacional comparativo no aleatorio con siete cohortes. Las cohortes se
diferenciaban entre si en funcién de si el perfil genético del tumor se anali-
zaba por F1 o por otra plataforma, si los resultados mostraban una altera-
cién genética intervenible y si el paciente recibia la terapia dirigida indicada
por la plataforma utilizada. El objetivo era comparar los datos de supervi-
vencia y costes basdndose en el uso diferente de la elaboracion de perfiles
gendmicos. El estudio estaba realizado por la empresa Cota Inc. en colabo-
racion con Regional Cancer Care Associates LLC, Foundation Medicine Inc.
y Horizon BlueCross BlueShield of New Jersey. El estudio termind sin com-
pletarse en 2017 por no alcanzar el nimero preestablecido en la cohorte de
Horizon BlueCross BlueShield.

El estudio Comprehensive Gene Sequencing in Guiding Treatment Re-
commendations Patients With Metastatic or Recurrent Solid Tumors, que co-
menz6 en 2013 y atin sigue activo, es un ensayo clinico piloto que implemen-
ta la secuenciacion gendmica integral para guiar las recomendaciones de
tratamiento en pacientes con tumores so6lidos metastdsicos o recurrentes.
Esta realizado por Ohio State University Comprehensive Cancer Center en
colaboracion con Foundation Medicine Inc. Los objetivos primarios de este
estudio son evaluar la factibilidad y la logistica asociadas con un ensayo cli-
nico utilizando F1 en un entorno terapéutico académico, asi como determi-
nar la proporcién de pacientes que recibirdn una terapia relacionada con el
cancer sobre la base de los resultados proporcionados por la prueba F1. En
el estudio participan 150 pacientes diagnosticados con cancer recurrente o
en estadio I'V de mama, colon o recto.

PROFILER 02 (Evaluation of the Added Value of a Large Molecular
Profiling Panel Versus a Limited Molecular Profiling Panel in Advanced So-
lid Tumors), es un ensayo clinico multicéntrico aleatorizado con asignacion
paralela, que comenz6 en 2017 y se encuentra en fase de reclutamiento, que
se estd llevando a cabo en el centro Leon Berard de Francia con la colabora-
cién de Roche Pharma. El objetivo es comparar la relevancia clinica de F1
frente al panel CONTROL en pacientes con tumores sélidos avanzados. La
medida principal de resultado es comparar la proporcién de pacientes para
los que se podria iniciar una terapia recomendada identificada genémica-
mente utilizando el panel NGS de F1 frente al panel CONTROL, desarro-
llado en el centro Leon Berard “Unidad de Caracterizacion Tumoral’} capaz
de analizar 87 genes relacionados con el cancer. Entre las medidas de resul-
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tado secundarias destacan la progresion libre de enfermedad, la tasa de res-
puesta global, la duracion de la respuesta, medidas de calidad de vida del
paciente, nimero de pacientes con alteraciones dirigidas detectadas por am-
bas plataforma, entre otras.

El estudio BLCIO (Beating Lung Cancer in Ohio Protocol in Impro-
ving Survival in Patients With Stage IV Non-Small Cell Lung Cancer), que
comenzd en 2017 es un ensayo controlado aleatorizado con asignacién para-
lela y sin cegamiento, realizado por Ohio State University Comprehensive
Cancer Center en EEUU. El objetivo principal del estudio es observar du-
rante seis meses cudles son las practicas de atencion habitual, supervivencia
y calidad de vida de pacientes diagnosticados con cdncer de pulmén de célu-
las no microciticas en estadio I'V. Tras esos seis meses, los pacientes son asig-
nados aleatoriamente a dos grupos distintos. Un grupo recibe el tratamiento
habitual y en el otro grupo, los pacientes se someten a la toma de muestras
de tejido para ser analizado con F1 y muestras de sangre para ser analizados
con FoundationACT. En este dltimo grupo, interviene un comité de genémi-
ca en el asesoramiento para la toma de decisiones.

TEMPO study: A Prospective Observational Trial Evaluating Outco-
mes of FoundationOne (Registered Trademark)-Directed Matched Targeted
Therapy in Patients with Cancer of Unknown Primary fue un estudio realiza-
do entre 2015-2017 por el Instituto del Cancer Peter MacCallum - East Mel-
bourne y financiado por Foundation Medicine Inc. Se trataba un estudio
observacional prospectivo de un solo brazo que terminé antes de tiempo por
dificultades en el reclutamiento de pacientes. El objetivo principal era eva-
luar la utilidad clinica de F1 para el tratamiento de pacientes con cancer de
pulmén de primario desconocido. Se mandaron muestras de todos los pa-
cientes a Foundation Medicine Inc. para ser analizadas con F1. Los resulta-
dos se enviaron al médico, junto con otras pruebas diagnosticas realizadas,
para establecer el plan de tratamiento. Los pacientes se sometian a un segui-
miento cada tres meses para obtener informacién sobre su estado y trata-
miento.

A parte de los estudios mencionados anteriormente, se han identifica-
do cuatro ensayos clinicos en los que se utiliza F1 para elaborar el perfil ge-
noémico de los pacientes enrolados en los distintitos ensayos clinicos que
evaldan principalmente la respuesta a distintos fArmacos antitumorales.

El primero de estos ensayos es CheckMate 451: An Investigational Im-
muno-therapy Study of Nivolumab, or Nivolumab in Combination With Ipi-
limumab, or Placebo in Patients With Extensive-Stage Disease Small Cell
Lung Cancer (ED-SCLC) After Completion of Platinum-based Chemothe-
rapy. Este estudio comenzé en 2015 y estd realizado por Bristol-Myers Squi-
bb. Se trata de un ensayo clinico en fase 3, aleatorizado con asignacién para-
lela y cegamiento de participantes, investigador, evaluador de resultados y
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proveedor de cuidados. El estudio cuenta con tres brazos: en uno de ellos los
pacientes reciben nivolumab, en otro brazo, reciben una terapia combinada
de nivolumab y ipilimumab y en el tercer brazo reciben un placebo. La me-
dida principal es la supervivencia global, y las medidas secundarias la PFS,
andlisis descriptivos de supervivencia global y PFS para evaluar la monote-
rapia con nivolumab frente a la terapia combinada de nivolumab con ipili-
mumab. Otra medida de resultados es la TMB que es medida con la platafor-
ma F1CDx.

El ensayo International Breast Cancer Biomarker, Standard of Care and
Real World Outcomes Study BREAKOUT, comenzé en 2017 y esta siendo
realizado por AstraZeneca en distintos paises. Es un estudio de una cohorte
de pacientes con cancer de mama metastdsico con receptor HER2 negativo
que, han iniciado una QT citotéxica sistémica de primera linea. El estudio
estimara la prevalencia BRCA y otros genes de reparacion de recombina-
cion homéloga (HRR). El estudio también describira los tratamientos admi-
nistrados y estimard los resultados clinicos asociados de la supervivencia
global y la PFS entre las portadoras de mutaciones en el contexto de un en-
torno de tratamiento con un inhibidor de la ribosa polimerasa de bajo con-
tenido en polipropileno ADP. La mutacion del gen BRCA analizar4, utili-
zando una muestra de sangre obtenida preferiblemente durante la practica
clinica de rutina, con la prueba Germline BRCA Test. Cuando se disponga
de suficiente cantidad de muestras tumorales almacenadas del paciente se
realizard el perfil genémico del tumor utilizando la plataforma F1CDx. Pos-
teriormente, se realizara el seguimiento durante 30 meses de los pacientes
que hayan dado positivo para los genes gBRCA y sBRCA y otros genes
HRR para evaluar los patrones de tratamiento y los resultados clinicos aso-
ciados.

El estudio titulado Evaluation of the Safety and Tolerability of Nirapa-
rib With Everolimus in Ovarian and Breast, realizado por el Hospital Avera
McKennan Hospital en EEUU, comenz6 en 2017 y tienen un disefio de en-
sayo clinico no aleatorizado. Este estudio tiene como objetivo determinar la
dosis méaxima tolerada de la combinacién de niraparib y everolimus, me-
diante un disefio tradicional de escalado de dosis, comenzando con el nivel
de dosis mas bajo y aumentando hasta el nivel de dosis maximo permitido
seglin se especifica en el protocolo. El estudio cuenta con cuatro brazos que
se diferencian en las dosis de everolimus y niraparib y en el nimero de dias
de administracion durante ciclos de 28 dias. Una de las medidas secundarias
de resultados es evaluar si los pacientes con ciertas alteraciones moleculares
responden mejor a la combinacién de medicamentos, segiin indicacion de la
plataforma F1.

Otro estudio realizado también por el Hospital Avera McKennan Hos-
pital se titula Evaluation of the Safety and Tolerability of TAK-228 with TAK-
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117 and Paclitaxel in Advanced Solid Tumors. Es un ensayo clinico no alea-
torizado, que comenzo 2017, cuyo objetivo es determinar la factibilidad y
tolerabilidad de la combinacion de TAK-228 y TAK-117. El estudio esta for-
mado por cinco cohortes en las que se varian las dosis de los medicamentos
Paclitaxel, TAK-228 y TAK-117 La plataforma F1 es utilizada para evaluar si
los pacientes con alteraciones gendmicas responden mds favorablemente en
el grupo de combinacién de farmacos.

El dltimo estudio identificado, KATIA-Unraveling KAdcyla (Trastuzu-
mab Emtansine; T-DMI) Resistance In HER2-positive Advanced Breast
Cancer (ABC): a Prospective GEICAM Study, comenzé en 2019, y es reali-
zado por el Grupo Espaiiol en Investigacion de Cancer de Mama en varios
hospitales espafioles con la colaboracion de Roche Pharma. El objetivo de
este estudio es evaluar los mecanismos de resistencia primaria y adquirida a
Kadcyla®. F1 se utiliza para analizar el perfil genético de las muestras obte-
nidas antes y después del tratamiento.
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Discusion

En este informe se presenta una revision sistematica de la literatura cientifi-
ca sobre F1/F1CDx como tecnologia NGS para el estudio de céncer de pul-
mon, mama, CCR, ovario y melanoma.

Desde noviembre de 2018, F1CDx es la tecnologia comercializada y ha
sustituido a la anterior F1. En los estudios revisados se ha podido ver la evo-
lucién en el tiempo de este test, con un incremento en el nimero de genes
estudiados. Inicialmente analizaba 3.320 exones de 182 genes relacionados
con el cdncer y 37 intrones de 14 genes que frecuentemente presentaban
reordenamientos. Después se ampli6 el andlisis a 4.557 exones de 287 genes
relacionados con el cancer y 47 intrones de 19 genes frecuentemente ordena-
dos. Con el tiempo, incluy6 315 genes e intrones seleccionados de 28 genes
con frecuencia reordenados y la plataforma actual, F1CDx, analiza, hasta el
momento, 324 genes. Tan s6lo en un articulo® de los incluidos en esta revi-
sion se habia utilizado F1CDx.

El objetivo de este informe ha sido estudiar si existe suficiente eviden-
cia sobre la efectividad diagnéstica y clinica de F1/F1CDx. La validez anali-
tica de F1 ya se habia demostrado tal como se detall6 en el articulo de
Frampton y cols'!, publicado en 2013. Esta validez analitica se considera un
paso previo fundamental antes de que cualquier NGS sea incorporada a la
préctica clinica. La revision de los estudios seleccionados para este informe
ha permitido confirmar la validez diagnéstica y utilidad clinica de F1/F1CDx
como plataforma gendmica en pacientes con alguno de los cinco tumores
malignos sélidos seleccionados. F1/F1CDx ha identificado las GAs maés fre-
cuentes que caracterizan a cada tumor, siendo concordantes con las GAs
esperadas y descritas por TCGA, entre otros.

Para el estudio genémico de céncer de pulmodn, los estudios inclui-
dos'®64114121 han mostrado la utilidad de F1 para detectar e identificar las
principales GAs y para facilitar, en muchos casos, la selecciéon de un trata-
miento especifico en funcién de las GAs encontradas. En algunos estudios se
destaco el papel de F1 para detectar otras GAs poco comunes'', algunas de
las cuales resultaron ser susceptibles de terapia dirigida.

En algunos estudios previos en NSCLC se sugeria que la presencia de
determinadas GAs excluia otras. Por ejemplo, en los NSCLC con mutacio-
nes KRAS se aceptaba que la probabilidad de tener alteraciones en EGFR
y ALK era baja. De hecho, algunos algoritmos proponen comenzar el estu-
dio analizando la presencia de mutaciones KRAS y sélo en los casos negati-
vos se indicaria realizar el analisis de las alteraciones en EGFRy ALK'. Sin
embargo, otros autores'? han comprobado que la coexistencia de multitud
de GAs en el mismo tumor no es tan baja como se consideraba. También
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estos mismos autores recomiendan realizar un estudio de perfil genémico
completo y no hacer estudio secuencial en funcién de los resultados para
evitar el retraso en el inicio del tratamiento si finalmente el andlisis NGS
confirma la presencia de dianas terapéuticas, especialmente teniendo en
cuenta que se trata de pacientes con enfermedad avanzada. Por otro lado, un
resultado negativo de NGS resulta de interés para derivar a los pacientes a
otros tratamientos o incluso a tratamiento paliativo.

Respecto a la validez diagnéstica de F1 en cancer de mama, los articu-
los seleccionados™8082122:135 confirman su efectividad para identificar las GAs.
En el documento de consenso'! surgido de la MAP conference, se decia que
el panel de genes 6ptimo para cancer de mama debia incluir el estudio de
mutaciones AKT1, PIK3CA, PTEN y ESRI y amplificaciones FGFRI, ade-
mas de analizar la presencia de los HR, HER2 y BRCAI/2. Ya en la guia
clinica de ASCO (American Society of Clinical Onclogy) del 2018 se aconse-
jaba estudiar la presencia de GAs en ERBB2 tanto en el momento del diag-
néstico inicial como en las recurrencias'?. En la gufa de la ESO-ESMO so-
bre cancer de mama avanzado'® se reconoce que la presencia de estas cinco
GAs somaticas en PIK3CA, AKTI, ERBB2, mutaciones ESRI y fusiones
NTRK se han asociado a respuesta objetiva. Sin embargo, se dice que la uti-
lizacién de paneles de multiples genes para andlisis mediante NGS no ha
demostrado su beneficio clinico y todavia es incierto el impacto en los resul-
tados de salud del paciente, por lo que explicitamente aconsejan que no se
deben utilizar de forma rutinaria en la practica clinica. Por el contrario, si se
recomienda que la paciente participe en ensayos clinicos donde se adminis-
tren farmacos atin en estudio. Tampoco se recomienda en esta guia el uso de
técnicas que estudien el ctDNA.

En el tnico articulo®” incluido sobre F1 en CCR, se observo que F1 fue
capaz de detectar las GAs mds habituales descritas en este tumor, pero tam-
bién otras mutaciones poco frecuentes que tuvieron importancia por su in-
fluencia en la toma de decisiones terapéuticas. En los dos tinicos estudios!**!3
que utilizaron F1 para realizar el estudio gendmico de pacientes con cancer
de ovario se comprobé la utilidad de F1 para identificar mutaciones BRCA1/2
como predictoras de buena respuesta a inhibidores PARP. La capacidad
diagndstica para detectar las GAs, en concreto para identificar las CRGAs, y
facilitar la eleccién de inmunoterapia fue seialada por los autores!?10513
que evaluaron el papel de esta técnica en el estudio de pacientes con mela-
noma.

Esta capacidad de F1/F1CDx para identificar genes y/o sus alteraciones
tiene implicaciones a nivel prondstico y terapéutico. La utilidad prondstica
se refiere a que estadios de la misma enfermedad podrian tener prondsticos
distintos en base al perfil genémico. La informacién generada podra tener
gran utilidad clinica al posibilitar un tratamiento personalizado de acuerdo
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al perfil genémico de cada tumor'*. En unos casos es posible que se trate de
una terapia dirigida aprobada para unas GAs concretas; en otros casos, se
podra dirigir al paciente hacia algtin ensayo clinico, incluyendo los nuevos
tipos de ensayos clinicos, ensayos en paraguas o en cesta, que potencialmen-
te tienen menos restricciones por tipo de tumor o perfil molecular.

Entre los articulos seleccionados, la utilidad clinica de F1/F1CDx se ha
podido estudiar con mas detalle en pacientes con cancer de pulmén porque
se aportaban suficientes datos sobre la terapia administrada, sobre la res-
puesta tumoral y sobre algunos resultados en salud del paciente, como PFS.
Por el contrario, para los demds tumores estos datos sélo aparecian recogi-
dos en algin estudio y de forma desigual.

A partir de los datos informados por los autores se ha calculado que en
torno al 23% de pacientes con cancer de pulmoén recibié el farmaco reco-
mendado por F1/F1CDx. Los fdrmacos dirigidos mds utilizados fueron TKIs
anti-EGFR como erlotinib, o anti-ALK y MET como ceritinib, crizotinib o
alectinib, o MKIs como cabozantinib. Algunos autores'® recomendaron que
dada la buena respuesta de los pacientes con fusiones ALK al crizotinib, se
empleara este mismo farmaco también para los casos de translocaciones
ALK no-EML4, como primera linea o tras QT. Varios estudios confirmaron
un marcado beneficio clinico en los pacientes pues se llegé a observar una
respuesta objetiva (respuesta parcial y completa) en casi el 70% y estabiliza-
cién de la enfermedad en mads del 17%.

En la mayoria de los estudios revisados, se aplicaron los criterios RE-
CIST pero su utilizacién como método estdndar de evaluacion de la respues-
ta a la terapia dirigida e inmunoterapia es un tema en debate, puesto que
RECIST puede infraestimar el efecto terapéutico de la inmunoterapia y no
permite evaluar la denominada pseudoprogresion. Por este motivo, a la lar-
go del tiempo se han ido desarrollando modificaciones al RECIST (irRE-
CIST, iRECIST, imRECIST) aunque no se ha concretado una definitiva y
RECIST todavia estaria en uso en la practica clinica rutinaria*.

También se ha observado que F1/F1CDx influye directamente en el
manejo clinico del paciente, modificando la toma de decisiones de los profe-
sionales sanitarios al recomendar o sugerir los fdirmacos potencialmente mas
efectivos para cada caso, en funcién del perfil gendmico identificado. Diver-
sos estudios' han seflalado que los resultados de F1 pueden influir en hasta
un 21% de los casos, un porcentaje muy similar al encontrado en esta revi-
sién para los pacientes con NSCLC (19,16%).

Gong y cols¥ confirmaron que F1 permitié identificar algunas mutacio-
nes en CCR que predicen con gran seguridad la falta de respuesta a los an-
ti-EGFR y ademads de descartar mutaciones RAS en varios pacientes que
tenian amplificaciones ERBB2. De estos tultimos, algunos pacientes pudie-
ron ser tratados con anti-EGFR y controlar la enfermedad durante mas de 4
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meses. Estos autores destacaron la importancia de realizar un anélisis del
CGP con el mayor numero posible de genes, como también se recomienda
en la gufa de la SEOM?!, de 2019, y en la GPC elaborada por las sociedades
cientificas American Society for Clinical Pathology, College of American Pa-
thologists, Association of Molecular Pathology y la American Society of Clin-
cial Oncology, publicada en 2017'%. Se debe realizar un estudio de perfil
genético completo del CCR con el objetivo de descartar la presencia de mu-
taciones BRAF'y el “extended” o “expanded” RAS para detectar mutaciones
en exones 3y 4 de KRAS y exones 2,3y 4 de NRAS antes de tomar decisio-
nes terapéuticas. Ese andlisis mutacional “expanded RAS” tiene un alto va-
lor predictivo negativo (con alta probabilidad el paciente no va a responder
al tratamiento anti-EGFR). Por esto, la terapia dirigida anti-EGFR sélo es-
tarfa indicada una vez descartada la presencia de dichas mutaciones y esta
prueba se ha convertido en un requisito imprescindible antes de utilizar los
farmacos cetuximab o panitumumab®.

No se han encontrado suficientes datos para establecer la utilidad de
F1 para evitar el uso de terapias innecesarias. Tan sélo algunos autores'*
aportaron datos referentes a esta posibilidad pero el nimero de pacientes
analizados ha sido muy escaso.

Ademas de identificar GAs, F1/F1CDx incluye el anélisis y cuantifica-
cion de los biomarcadores predictivos de respuesta a la inmunoterapia, TMB
y MSI. Diversos estudios'®*?48 han confirmado la correlacion entre niveles
altos de TMB y una buena respuesta tumoral a los anti-P1 y anti-PD-L1, en
especial en tumores como el NSCLC*!"8 y melanoma'®!%1¥% que se caracte-
rizan por su elevada carga mutacional. Tanto la respuesta tumoral como
otros resultados de supervivencia global y PFS han resultado significativa-
mente superiores en comparacion con los de pacientes con TMB baja/inter-
media'®*. Hellman y cols* estudiaron los biomarcadores TMB y la expresion
de PD-L1 como predictores de respuesta a la inmunoterapia con nivolumab
+ ipilimumab, confirmando una buena respuesta al tratamiento (respuesta
objetiva en un 45% de los pacientes) y que tanto esta respuesta tumoral
como la PFS eran significativamente superiores en los casos en que la TMB
era >10 mut/Mb y PD-L1>1%. También la supervivencia fue mayor en los
tratados con inmunoterapia frente al grupo de QT (24% frente al 3%). En
cambio, Rozemburg y cols!® no encontraron relacién entre la TMB vy la res-
puesta a la inmunoterapia con nivolumab o pembrolizumab.

Existe acuerdo entre los articulos revisados sobre la utilidad de realizar
F1 a los pacientes con tumores recidivantes o recurrentes por su utilidad
para diagnosticar si existen nuevas GAs que justifiquen la recurrencia tumo-
ral o la resistencia a ciertos farmacos, pues se ha demostrado que el tumor
evoluciona con el tiempo y las GAs potencialmente intervenibles pueden
ser diferentes del tumor primario, lo que llevaria a cambiar la medica-
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cion®214%1%0 Por ejemplo, las amplificaciones ERBB2 parece que serian mas
frecuentes en los tumores de mama recidivantes'®. No obstante, otros auto-
res? constataron una alta concordancia en las GAs en el tumor primario de
mama y en las recurrencias o metdstasis, por lo que s6lo recomendaban re-
petir el estudio de F1 en nuevas biopsias de recurrencias/metéstasis cuando
la sospecha de cambio molecular en el tumor secundario era evidente. Sin
embargo, la opiniéon mds extendida es que los resultados del CGP de una
muestra pueden no ser representativos del tumor meses o anos después'>!:1>2
y se cuestiona la utilidad de los resultados de un test NGS realizado sobre
muestra del tumor primario cuando el objetivo es aconsejar el tratamiento
de futuras recurrencias'>. Por tanto, seria recomendable realizar una nueva
biopsia antes de iniciar un nuevo tratamiento, aunque esto no siempre es
posible, bien por inaccesibilidad de las recurrencias o por insuficiente canti-
dad de tejido, ademads del inconveniente de tener que someter al paciente, de
nuevo, a un intervencion invasiva y el retraso potencial en el inicio del trata-
miento, ademads del incremento de los costes econdmicos. Ademads, es posible
que el perfil gendémico sufra cambios relacionados con el tratamiento admi-
nistrado'®. Por eso, cuando el tumor progresa y se sospecha que ha desarro-
llado resistencias al tratamiento, también se recomendaria realizar un nuevo
estudio de muestras de biopsias recientes siempre que sea factible.

No esta claro si debe realizarse el estudio de CGP en los tumores ini-
ciales aunque algunos autores si lo recomiendan. Se cree que posiblemente
se obtendrian mejores resultados si se iniciara antes el tratamiento persona-
lizado, cuando todavia los tumores se han sometidos a pocas lineas de trata-
miento y no se han hecho resistentes. De hecho, muchos farmacos dirigidos
estdn ya indicados como primera linea terapéutica. Ademads, en los articulos
revisados uno de los motivos mencionados con mds frecuencia por el que los
pacientes no han llegado a recibir el tratamiento recomendado o sugerido
por F1 es el marcado deterioro clinico que muchos presentan cuando se rea-
liza el test o cuando llegan sus resultados!?!4:15015¢ Seotin algunos estudios,
hasta un 25% de los pacientes no lograria un beneficio terapéutico, bien por
estar ya muy avanzada la enfermedad o bien por el deterioro del paciente
que lleve a desaconsejar el tratamiento sistémico'>>!%. Por esto, diversos au-
tores*13+157 cuestionan el momento de realizar los tests gendmicos y propo-
nen que se deberia realizar de manera precoz en el curso de la enfermedad
con el fin de facilitar la identificacion y uso de terapias dirigidas, dando opor-
tunidad a los pacientes a recibir un tratamiento dirigido que pudiera ser
efectivo pero antes de que la enfermedad progrese y el deterioro clinico del
paciente desaconseje su utilizacion.

Por otro lado, en los pacientes en los que la enfermedad ha progresado
y se ha decidido realizar un estudio del perfil gendmico para buscar un tra-
tamiento dirigido a las CA intervenibles, resulta importante disponer lo an-
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tes posible de esta informacién. Por eso, un elemento importante a conside-
rar en las plataformas de NGS para su aplicacién clinica es el tiempo que
tarda cada test en generar el informe, el denominado turnaround time, pues-
to que generalmente durante este tiempo el paciente no estd recibiendo nin-
gln tratamiento a la espera del que sugiera la NGS. Se puede disponer del
informe de F1/F1CDx en unos 14 dias y otras plataformas de NGS pueden
generarlo incluso antes. En el estudio comparativo entre F1 y PCDx realiza-
do por Weiss y cols'®, PCDx fue significativamente mejor que F1 en este
aspecto, con una diferencia mediana de 9 dias. Con la evolucién tecnolédgica
en el ambito del andlisis bioinformatico, se espera acortar el tiempo de ob-
tencion de resultados con las NGS. Especialmente aquellas plataformas
NGS con paneles de mas de 100 genes, requieren al menos 7 dias hasta ob-
tener resultados, a diferencia de las técnicas de secuenciacion tradicionales
de estudio de hotspot de un solo gen®. Cuanto mas corto sea este tiempo,
mayor influencia clinica podria tener.

La realizacion de F1CDx en un paciente tendria sentido cuando existe
un tratamiento dirigido aprobado para su uso en la patologia concreta de ese
paciente. En estos casos, es importante confirmar que el paciente tiene la
diana molecular sobre la que actuard el formaco. Otra situacion en la que se
podria indicar el andlisis con F1CDx es si el tratamiento estdndar del tumor
ha fracasado y es necesario buscar otros fairmacos, incluyendo la terapia di-
rigida. También en pacientes con alto riesgo de progresion de la enfermedad,
la informacién gendmica nos ayudaria a plantear tratamientos incluso en
situaciones en las que el tratamiento convencional estaria descartado. En
opinién de Johnson y cols™ el paciente candidato a F1 seria aquel con cén-
cer metastdsico o irresecable candidato a tratamiento sistémico con al me-
nos una de las siguientes condiciones: no hay disponible otros tests genéticos
para el tumor en estudio en concreto; al paciente ya se le han realizado otros
tests genéticos pero no se han detectado alteraciones intervenibles; no existe
tratamiento estdndar o las opciones son minimas o se quiere testar con el fin
de decidir su inclusién en ensayos clinicos.

Por otro lado, no todos los pacientes candidatos a un fairmaco recibie-
ron finalmente dicha medicacién y esto fue debido a diferentes motivos: en
algunos casos fue por la falta de disponibilidad o de acceso al farmaco!28:138.160
o por la imposibilidad de participar en algtin ensayo clinico donde se utiliza-
ra dicho farmaco; otras veces, como ya se ha mencionado, fue por el estado
de salud del paciente, pues a veces el proceso tumoral estd en un estadio ya
muy avanzado y el paciente tiene un deterioro significativo que desaconseja
su uso'?; en otros casos es el propio paciente quien rechazé el tratamiento o
incluso es posible que hubiera fallecido antes de disponer de los resultados
de F1. También los problemas relacionados con la financiacién o reembolso
de esta técnica se mencionan como impedimento para someterse al trata-
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miento porque pueden no estar incluidos en las coberturas sanitarias publi-
cas o privadas, siendo el coste una de las barreras principales para su uso
clinico.

En muchos de los articulos revisados se hace mencién a que la eleccién
del tratamiento es decision del clinico encargado del paciente. Algunos au-
tores proponen que para este tipo de decisiones, seria conveniente la crea-
cién de un comité de expertos, que a la vista de la informacion genética y de
las opciones terapéuticas disponibles, tomara, por consenso, esa decisiéon. En
algunos centros hospitalarios de reconocido prestigio se han puesto en mar-
cha comités de tumores, con profesionales multidisciplinares, para estudiar e
interpretar las GAs encontradas en cada tumor y cada paciente, para revisar
las GAs intervenibles y para revisar la evidencia cientifica publicada sobre
las GAs identificadas y los posibles fairmacos recomendados en funcién de
las mismas. Entre estos Comités puede mencionarse a GAITWAY (Genetic
Alterations in Tumors With Actionable Yields), de John Hopkins Kimmel
Cancer Center'™. También en San Diego Moores Cancer Center se consituy6
el Molecular Tumor Board en la Universidad de California, con el fin de
optimizar el manejo terapéutico de pacientes con cdncer de mama avanzado
hipertratado!®.

Las terapias dirigidas tienen como diana aquellas GAs especificas del
tumor, y es esta especificidad la que permite actuar sobre las células tumo-
rales sin dafar a las células sanas no tumorales, generando menos EAs que
la QT convencional. No obstante, tanto la terapia dirigida como la inmuno-
terapia no estdn exentas de EAs, por lo que la decisién de utilizarlas debera
estar sélidamente respaldada para evitar que se utilicen en pacientes que
no vayan a responder, exponiéndoles a un riesgo innecesario a los EA se-
cundarios. De hecho, para iniciar el tratamiento con cualquier farmaco diri-
gido es necesario que se haya confirmado la presencia de la GA diana para
dicho farmaco. Entre los EAs relacionados con el uso de terapia dirigida,
los mas frecuentes son diarreas y problemas hepaticos, como hepatitis o
incremento de las enzimas hepaticas. Otros son problemas cutdneos (rash,
sequedad de piel, despigmentacion del pelo); incrementos en la tension ar-
terial; trastornos de coagulacion y de forma muy excepcional, perforacion
gastrointestinal. Algunos de estos EAs se dan en los pacientes que mejor
estan respondiendo al tratamiento'*'2, En general, se acepta que la inmu-
noterapia se tolera mejor que la QT pero también se han descrito algunos
irEAs asociados que si no son reconocidos y diagnosticados a tiempo, pue-
den ocasionar un incremento en la morbilidad y, con menos frecuencia, el
fallecimiento del paciente. El irEA mas frecuente suele ser la fatiga. Otros
irAE descritos son neumonitis, hipotiroidismo, nefritis, rash cutdneo, colitis,
pero son relativamente poco frecuentes (en un 4-8%, de todos los grados de
severidad)!®.
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Sélo en dos articulos seleccionados para esta revision se han aportado
datos sobre la seguridad de F1/F1CDx. En el articulo de Hellman y cols* se
comprobé que la frecuencia de EAs habia sido superior en los pacientes con
NSCLC tratados con inmunoterapia, en comparacién a los que recibieron
QT. La complicacién més habitual fue la toxicidad a nivel cutdneo, y entre
los EAs de grados 3 y 4, el incremento de enzimas hepaticas. Ademas, estos
autores informaron sobre varios fallecimientos en los tres grupos de trata-
miento estudiados. Yuan y cols'? mencionaron la aparicion de toxicidad (in-
cremento de enzimas hepaticas) asociada al pazopanib con una paciente con
cancer de mama, que la obligd a suspender el tratamiento.

En algunos estudios incluidos en esta revision se ha analizado la con-
cordancia entre F1 y otras técnicas convencionales como FISH o el analisis
IHC pero, en general, se limitaba a pocos pacientes y en los casos discrepan-
tes, resultaba dificil precisar si se trataba de falsos positivos de una prueba o
falsos negativos de la otra, tal como reconocieron algunos autores'*. Esta
ausencia de patron de referencia ya habia sido mencionada en un estudio
comparativo entre varias plataformas gendémicas en cdncer de mama'*. Va-
rios estudios'®!!?37 confirmaron que la efectividad diagnéstica de F1 era su-
perior, detectando algunas GAs en pacientes con resultados falsos negativos
con FISH o IHC, lo que podia suponer una clara influencia en el tratamien-
to. En la préctica clinica, muchos centros utilizan IHC como test de scree-
ning por ser rapido y de bajo coste, en comparacién a FISH que implica un
mayor consumo de tiempo y de costes. A la vista de los resultados de esta
revision, en aquellos casos negativos, estaria indicado realizar NGS para
confirmar o no el diagndstico y poder tratar a los pacientes que potencial-
mente se beneficiarian de la terapia dirigida, especialmente cuando la pro-
babilidad de identificar GAs intervenibles es alta, por ejemplo, en pacientes
jévenes no fumadores con adeconcarcinoma de pulmén!!$16,

Desde diferentes sociedades y entidades cientificas se reconoce que el
avance en el conocimiento de las GAs ha facilitado el desarrollo y uso de
terapias dirigidas e inmunoterapia y contribuido a un mejor prondstico de
vida de estos pacientes con NSCLC*#”. También se reconoce en la guia de la
SEOM sobre el tratamiento del NSCLC* publicada recientemente. Existe
un acuerdo bastante generalizado sobre la importancia de realizar estudio
del perfil gendmico a todos los pacientes con NSCLC independientemente
del tipo histolégico'®. El anilisis debe incluir la deteccién de las GAs y la
determinacién de los biomarcadores de respuesta a la inmunoterapia. La
guia elaborada en 2018 por el College of American Pathologists, la Interna-
tional Association for the Study of Lung Cancer y la Association for Molecu-
lar Pathology* establece las recomendaciones de anélisis molecular en cédn-
cer de pulmén avanzado para facilitar la toma de decisiones terapéuticas. Se
definen 3 categorias de genes: una formada por EGFR, ALK y ROSI, que
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debian estudiarse en todos los pacientes con adenocarcinoma de pulmén; un
segundo nivel de genes que incluye BRAF, MET, RET, ERBB2 y KRAS,
que se analizarian si se dispone de suficiente material; y el resto de genes,
que se consideran todavia en investigacion. También en esta guia se reco-
mienda estudiar a los pacientes con mutaciones EGFR sensibles a TKIs an-
ti-EGFR que progresen tras dicho tratamiento por la posibilidad de que
hayan desarrollado la mutaciéon EGFR T790M y se aconseja emplear tests
que hayan demostrado su capacidad diagndstica con tan s6lo un 5% de cé-
lulas viables. Si se presenta esta mutacién T790M, el tratamiento recomen-
dado es osimertinib; y si las GAs identificadas son la sustitucién L858R en el
exo6n 21 o deleciones en el exdn 19, los tratamientos aprobados que se indi-
carian son erlotinib, afatinib y gefitinib. También en esta guia se recomienda
el estudio de los genes ROSI y ALK en todos los pacientes con adenocarci-
nomas, independientemente de las caracteristicas clinicas. La IHC se acepta
como test de sceening para estudiar las GAs en ROS1, aunque todo resulta-
do positivo debe confirmarse con pruebas moleculares. Ademas, se reconoce
que GAs en genes como BRAF, MET, KRAS, ERBB2 y RET veran incre-
mentada su importancia clinica a medida que las tecnologias NGS avancen.
No se recomienda realizar el andlisis molecular de forma individual de estos
genes de manera rutinaria en todos los pacientes, pero si incluirlos como
parte de paneles mayores de genes cuando el andlisis de EGFR, ALK y
ROSI haya sido negativo. Los autores consideran que los paneles de multi-
ples genes son preferibles frente a multiples tests de un tinico gen para poder
identificar otras opciones terapéuticas mas alla de EGFR, ALK y ROS1.
Respecto a los tumores que no fueran adenocarcinomas, esta guia recomien-
da que el estudio molecular s6lo se debe realizar si existen caracteristicas
clinicas que hagan sospechar con una alta probabilidad la presencia de dri-
vers oncogénicos. Ademds, en esta guia se incluyen recomendaciones sobre
el estudio del ctDNA para pacientes con adenocarcinoma de pulmén, que
no estarfa indicado para el tumor primario sino s6lo para las recurrencias o
cuando del tumor progresa o se desarrollan resistencias a los TKIs EGFR.
En aquellos casos en los que el test de ctDNA presente un resultado negati-
vo, se recomienda realizar el anélisis molecular sobre muestras tisulares para
confirmar el resultado.

También desde 2014, la NCCN recomienda que en los pacientes con
cancer de pulmén metastésico se debe realizar un estudio de “perfil molecu-
lar amplio” que incluya las siguientes GAs: mutaciones EGFR, fusiones
ALK, mutaciones BRAF, mutaciones ERBB2, amplificaciones M ET, reorde-
namientos RET y reordenamientos ROSI%. Igualmente, en la MAP (Mole-
cular Analyses for Personalized Medicine) conference'* se recomendd estu-
diar de forma rutinaria en la practica clinica mutaciones EGFR y
reordenamientos ALK y ROSI en todos los pacientes con NSCLC, y para
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valorar si incluir a los pacientes en ensayos clinicos debian analizarse las si-
guientes GAs: mutaciones en EGFR, BRAF, HER2, KRAS, PIK3CA,
NTKR,ALK, MET,AKY1, BRCA1/2, HRAS y NRAS;reordenamientos de
ALK, ROSI y NTRK;amplificaciones en RET, MET y EGFR;y mutaciones
o amplificaciones en FGFR1/2/3y NOTCHI/2.

Sin embargo, a pesar de que existe cierto consenso entre las sociedades
cientificas europeas y americanas en cuanto a las recomendaciones de estu-
dio molecular de los tumores de pulmodn, su seguimiento es muy desigual
entre los diferentes paises y centros hospitalarios*>!'8. Entre los motivos de
esta falta de adherencia a las recomedaciones de estudio gendmico estan
algunas de indole financiera (reembolso por los sistemas de salud), la insufi-
ciente cantidad de tejido para el anélisis o problemas en la obtencién de las
muestras bioldgicas, las limitaciones en la coordinacién de los distintos pro-
fesionales sanitarios o la dificultad en la interpretacion de resultados!®.

La revision de la literatura ha puesto de manifiesto que existen muy
pocos estudios comparativos entre F1 y otras plataformas genémicas, y nin-
guno que compare F1CDx con otras. Capdevilla y cols''? compararon CMI,
F1 y OncoDEEP®, analizando diferentes aspectos como las tecnologias em-
pleadas, la validez analitica y el impacto clinico, y concluyeron que CMI era
la plataforma més completa porque estudiaba un mayor nimero de genes,
tenia una mayor capacidad predictiva de respuesta a numerosos fairmacos y
mayor impacto clinico que F1 (de OncoDEEP® no localizaron datos sobre
utilidad ni beneficio clinico). No obstante, la revisién no fue sistematica tal
como reconocieron los autores. Weiss y cols® realizaron una evaluacion
comparativa entre F1 y PCDx a partir de muestras de 21 tumores sélidos y
comprobaron la existencia de discrepancias significativas en la deteccién de
las alteraciones intervenibles entre las dos plataformas y de un TAT mas
répido para PCDx.

Se han empleado otras plataformas de NGS pero sélo para comple-
mentar el diagndstico de las GAs, no se trataba de estudios comparativos
entre dichas GAs. Asi, en dos de los estudios revisados!®?* utilizaron G360
para analizar el ctDNA cuando no se disponia de suficiente tejido muestral,
en uno'? utilizaron también F1 Heme y en otro articulo'® se utilizaron CMI
y Response Genetics Inc, ademads de F1.

Existen algunas alternativas a F1CDx aprobadas por la FDA como
CDx para la deteccion de algunas GAs sobre muestras tumorales FFPE de
los cinco tumores para los que esta aprobado F1CDx". Ver listado en el ane-
xo II. Para NSCLC sélo una de las técnicas aprobadas es una NGS, Oncomi-
ne CDx Target Test, que se utilizaria para identificar la delecion en el exén
19 y la mutacion LS85R del gen EGFR. El resto de tests para NSCLC estan
basados en PCR. Para pacientes con cancer de ovario, el estudio de BRCA1/2

se puede hacer con la NGS Foundation Focus CDx,.,. En pacientes con
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CCR, las mutaciones en los genes KRAS y NRAS se pueden estudiar con la
NGS Praxis Extended Ras Panel. Los otros dos tests aprobados como CDx
se basan en PCR vy sélo estudian el gen KRAS. Para melanoma y mama, la
FDA no ha aprobado ninguna técnica NGS como CDx. Por tanto, quedaria
un nimero importante de GAs en estos tumores para los que no existe una
alternativa diagnostica CDx aprobada por la FDA. La gran ventaja de F1C-
Dx es la posibilidad de estudiar otros muchos genes de forma simultdnea en
el mismo test, mientras que las demds pruebas sélo permitirian identificar
GAs en uno o un nimero muy escaso de genes.

En el momento actual, existen diversos tests moleculares comercializa-
dos, con diferentes niveles de evidencia, cuya eleccién supone un reto para
los onc6logos'™®. En la practica clinica oncoldgica resulta fundamental la ca-
pacidad del test para informar de la manera mas exacta posible sobre aque-
llas alteraciones moleculares que sean intervenibles y clinicamente significa-
tivas, y que el informe aportado indique de la manera mads clara y concisa
posible los farmacos disponibles para las GAs detectadas. Oncélogos del
National Cancer Institute reconocieron tener un escaso conocimiento en el
ambito genético ademds de falta de tiempo durante la asistencia a los pa-
cientes, y consideraron fundamental que los informes de las diferentes plata-
formas de NGS fueran concisos y claros para ayudar en la eleccion de los
farmacos dirigidos mas adecuados en cada caso'®.

F1CDx, igual que otras plataformas NGS, presenta ciertas limitaciones
técnicas. Por un lado, unas limitaciones relacionadas con la muestra tumoral.
Es necesario disponer de una cantidad suficiente de DNA para poder reali-
zar el test. Algunas muestras proceden de biopsias core de pequefio tamafio,
de aspiraciones con aguja fina o de bloques celulares de tejido maligno pleu-
ral, pericdrdico o peritoneal, que suelen contener una proporcion relativa-
mente baja de células tumorales (alta contaminacién por células no tumora-
les y de contenido necrdtico) que afectarian a la sensibilidad de la prueba’>,
a diferencia de las muestras tomadas en el &mbito de la investigaciéon donde
es mds frecuente disponer de un alto contenido tumoral. Por eso se requie-
ren protocolos en los que sea posible el manejo de pequeiias cantidades de
tejido. Se estima que los paneles de 400 genes requieren unos 60 ng de DNA
y los paneles de 50 genes, unos 10 ng de DNA. Dado que en una célula hay
aproximadamente 1 pg de DNA, el total de células necesario para realizar
un estudio NGS de calidad oscilard entre 10 y 60.000 células'®.

La proporcién de células tumorales en un céncer es una caracteristica
propia del tumor mientras que las diferencias de pureza en la muestra no lo
son, sino que se deben a otras cuestiones metodoldgicas, como la destreza
del cirujano al tomar la muestra, y pueden afectar a los resultados de los
analisis genéticos, interfiriendo con las terapias disefladas basados en ellos'®.
Se acepta que una pureza tumoral del 60% seria suficiente para detectar el
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perfil genémico de un tumor respecto a las células normales de la muestra.
Para estudiar CNAs es necesario que la muestra contenga al menos un 20%
de nicleos tumorales. Si no se alcanza este porcentaje, el riesgo de no detec-
tar amplificaciones en el numero de copias o pérdidas homocigdticas se in-
crementa considerablemente®.

Por otro lado, se manejan muestras de tejido FFPE y, ademads, en el
proceso de secuenciacién el DNA puede sufrir dafios, que podran evitarse o
limitarse aplicando protocolos rigurosos de extraccion del DNA y la cons-
truccion de librerias de secuenciacion. También la heterogeneidad intratu-
moral™, que se mide por la presencia de multitud de GAs subclonales, pue-
de repercutir en la calidad de la biopsia y en la exactitud diagnéstica del
posterior andlisis genético, lo que representa un reto para establecer un tra-
tamiento personalizado adecuado.

Tampoco estd claro que el andlisis de una sola muestra de biopsia sea
siempre representativo de lo que ocurre a nivel global en el tumor'?, y espe-
cialmente si la enfermedad tumoral estd diseminada. De modo que aun falta
por resolver cudl es el origen (tumor primario, de las recurrencias, de las
metastasis o si utilizar el DNA circulante) mas adecuado de donde tomar las
muestras. Mientras que la biopsia tisular presenta las limitaciones por toma
de muestra en una tnica localizacion, el andlisis del ctDNA de sangre peri-
férica permitiria valorar la heterogeneidad tumoral al incluir DNA de célu-
las metastasicas de diferentes lugares. La desventaja de este test en ctDNA
es que este DNA so6lo aparece en sangre una vez que las células tumorales
han sufrido hipoxia y necrosis y han liberado el DNA al torrente sanguineo.

Algunos autores como Jones y cols'® consideran que es necesario rea-
lizar la secuenciaciéon de tejido sano ademads de analizar el tejido tumoral
porque se cree que hasta un 15-20% de las GAs detectadas en un tumor
puedan ser, realmente, alteraciones en la linea germinal. De esta manera se
podré discriminar entre alteraciones somadticas y de la linea germinal, e iden-
tificar las GAs dianas frente a las que tomar las oportunas decisiones tera-
péuticas'®.

En el mismo tumor se pueden dar varias GAs que sean dianas terapéu-
ticas por lo que surje la necesidad de priorizar aquellas frente a las que se
establecera el tratamiento. Todavia faltan por establecer algoritmos que es-
tratifiquen o representen la mejor secuencia terapéutica a seguir. Es posible
que para el mismo tumor se den varias recomendaciones de distintos farma-
cos y que la opcion de combinar varios farmacos sea la mas adecuada, aun-
que para pocas combinaciones de fairmacos se dispone de resultados de se-
guridad procedentes de ensayos clinicos. En otros casos, aunque se den
varias GAs en el mismo tumor, administrar una sola terapia dirigida para
una sola GA podria resultar efectivo'®. Ademas, el impacto de una GA y su
respuesta al tratamiento puede ser diferente segin el tipo de tumor. Por
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ejemplo, la mutaciéon BRAF V600E predice buena respuesta al vemurafenib
en melanomas pero no en CCR.

A pesar de estos riesgos relativos a la muestra y a los procesos técnicos,
varios estudios'*"”” han comprobado que F1CDx, como otras NGS, se puede
aplicar de forma satisfactoria en la mayoria de las muestras tumorales, inde-
pendientemente del método empleado para la obtencion de las mismas (ex-
cision quirdrgica, biopsia con aguja gruesa, PAAF, etc) y del tiempo transcu-
rrido desde la obtencién de las muestras.

Algunas de las limitaciones se podrian resolver con las técnicas de biop-
sia liquida que permiten estudiar las células tumorales circulantes y el ctD-
NA. Se espera que en un futuro préximo, el andlisis del ctDNA se pueda
utilizar como biomarcador no invasivo para detectar en tiempo real la pre-
sencia de tumores residuales, monitorizar la respuesta tumoral al tratamien-
to”!, con la ventaja de no ser invasiva y permitir la repeticion del anélisis a lo
largo del tiempo, si fuera necesario*!”>. La evolucién en esta tecnologia esta
permitiendo niveles de sensibilidad y especificidad elevados, incluso con can-
tidades muy bajas de ctDNA en las muestras sanguineas lo que contribuird a
detectar y tratar de forma precoz a los pacientes con cancer. Algunos auto-
res'®® han confirmado, que la biopsia liquida permite detectar mas mutacio-
nes en cancer de mama que el andlisis NGS tisular, y para otros'”"'”® permiti-
ria diferenciar si persiste enfermedad residual microscépica, que requeriria
un tratamiento afiadido sistémico, de aquellos otros casos sin enfermedad
diseminada que podrian tratarse sélo con terapia local. Sin embargo, en los
estudios de Chae y cols'**!™ se encontrd una baja concordancia entre ambas
pruebas, siendo F1 la técnica que permitia detectar un nimero de GAs signi-
ficativamente superior. Los autores consideraron que el andlisis de ctDNA
resultaba mads util para confirmar la presencia de alteraciones genéticas que
para descartarlas, dada su alta especificidad. Chae y cols'?**' estudiaron sub-
clones y VUS con el fin de realizar un estudio comparativo lo mas completo
posible de la concordancia de la NGS en tejido tumoral y en ctDNA, con el
objetivo de estudiar si ambas técnicas coincidian no sélo en los genes afecta-
dos sino también si eran capaces de identificabar las mismas secuencias. Estos
autores concluyeron que habia una alta concordancia entre los dos tests
cuando se estudiaba si las GAs estaban presentes o ausentes, pero si el obje-
tivo era analizar un subgrupo concreto de genes con alteraciones en el DNA,
la concordancia entre los tests era relativamente baja. Se detectaron mas mu-
taciones en el tejido tumoral obtenido de biopsia que en el analisis del ctD-
NA, aunque se reconocioé que existia una cantidad considerable de mutacio-
nes que se sélo podian detectar mediante una de las plataformas y que una
gran proporcioén de GAs no eran detectadas por ambas NGS. Asi, en el estu-
dio referente a pacientes con cancer de mama'?*, un 25,6% de las alteraciones
tisulares se encontraron también en el ctDNA y un 30,3% de las alteraciones
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detectadas en ctDNA se encontraron en las muestras tisulares. En torno al
50% de las mutaciones detectadas por una técnica no eran detectadas por la
otra, lo que se explicaria por la heterogeneidad tumoral y ante este hecho los
autores consideraron la posibilidad de que ambas tecnologias tuvieran un
papel complementario. Es posible que la concordancia de resultados entre
los tests gendmicos NGS realizados en tejido tomado de biopisa y sobre el
ctDNA dependa de algunos factores como el tiempo transcurrido entre la
toma de ambas muestras, el tipo de cancer y el sitio donde se realizé la biop-
sia. Parece que en los tumores de pancreas, ovario, CRC, mama, vejiga, gas-
troesofagicos, melanoma y CHC, la probabilidad de detectar ctDNA es ma-
yor que en los tumores cerebrales, renales, de préstata y tiroides.

El tnico IETS sobre las tecnologias NGS fue realizado por NICE para
estudiar la efectividad clinica de CMI como guia para el tratamiento del
cancer'”y se confirmé que CMI influfa en la toma de decisiones terapéuticas
en varios tumores sélidos y que los tratamientos indicados suponian un in-
cremento en la PFS, superior a la de aquellos pacientes en los que la decisiéon
terapéutica la habian tomado s6lo los clinicos sin informaciéon de CMI. La
opinién de cuatro especialistas recogida en este informe en relacién a aspec-
tos como la poblacion en la que estaria indicado el uso de CMI, su impacto
clinico y el impacto sobre el sistema sanitario en términos de costes, puso de
manifiesto opiniones diversas, incluso contrarias en algunos aspectos. Si
hubo acuerdo entre los expertos en la necesidad de realizar mds estudios en
centros de Reino Unido pues todos de los revisados se habian realizado fue-
ra, en que se hicieran estudios comparativos entre CMI y otras alternativas
y estudios de andlisis coste-efectividad.

Tal como manifiestan Joosten y cols®, la implantacién de las diferentes
plataformas basadas en NGS dependera de factores, econdmicos, organiza-
tivos, éticos y sociales. Ante este tipo de pruebas diagndsticas serd necesario
preguntarse si los hospitales disponen de los medios técnicos y humanos
requeridos para su implantacion, si existe el conocimiento suficiente para
utilizar la informacién aportada por estos paneles en la practica clinica y si
es posible administrar el tratamiento dirigido que estos tests recomiendan.

Aunque el coste de F1 no era objeto de estudio de esta revision, en al-
gunas publicaciones se hace referencia a ellos. Asi, en el estudio comparativo
de Weiss y cols™® se recoge que el coste de un test con PCDx es de USD
$4.880 por muestra y con F1, USD $5.800. Rozenblum y cols'*® mencionaron
que, en su entorno y a fecha de 2015, el coste de un test NGS sobre tejido
tumoral era de USD $5.274 y el de NGS sobre biopsia liquida de USD
$4.838. El elevado coste de la mayoria de las terapias dirigidas podria ser
una limitaciéon para su uso, pero algunos estudios han constatado que la
identificacién de determinadas dianas terapéuticas y la administracién de
una terapia dirigida suponen una potencial reduccién en los costes totales.
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Por ejemplo, Henk y cols!” observaron que en pacientes con NSCLC avan-
zado, el tratamiento con erlotinib dirigido a mutaciones EGFR se asociaba a
unos costes inferiores que el tratamiento con QT y agentes biol6gicos, tanto
como primera y segunda linea terapéuticas, por resultar mas efectivo y por
ocasionar una menor tasa de EA.

Uno de los problemas asociados al estudio genético con F1CDx son los
relacionados con aspectos éticos. Por un lado, no existe acuerdo respecto a la
informacién que debe recogerse y ofrecerse al paciente en cada informe ge-
nerado. Tampoco estd claro cémo manejar ni interpretar hallazgos inespera-
dos: si informar o no sobre ellos al paciente, porque algunas alteraciones
patogénicas en individuos concretos pueden llegar a no desarrollar la enfer-
medad, por esto las mutaciones patdgenas inesperadas no se debe interpre-
tar de manera aislada, pero también porque algunas GA son s6lo VUS por
el momento pero en un futuro podrian tener una significacién patoldgica.
Por otro lado, no todas las variantes encontradas suponen las mismas conse-
cuencias clinicas ni de la misma relevancia, unas veces en el individuo, otras
en su descendencia pero no en el propio individuo y otras s6lo suponen
mayor riesgo, pero no implican que la enfermedad se desarrolle con total
seguridad. También se asocian problemas relacionados con la confidenciali-
dad de la informacioén, el almacenamiento de los datos, posible acceso a los
mismos para investigacion, etc.

El progreso en las plataformas NGS, integrando otros niveles de infor-
macién como la protedmica o la epigenética, supondrd un mayor conoci-
miento molecular de la enfermedad tumoral y permitird el desarrollo de
nuevos farmacos dirigidos, que se espera conduzcan a unos mejores resulta-
dos en salud para los pacientes. Pero, ademads, permitird que GAs que hoy no
son intervenibles lo sean en un futuro, haciendo que la terapia dirigida sea
mads efectiva y se consigan alcanzar mejores resultados en salud para el pa-
ciente, en especial, la supervivencia y calidad de vida. Por esto, algunos auto-
res' proponen que aquellos pacientes con VUS sean tratados en el contexto
de ensayos clinicos, porque probablemente en el futuro sean identificadas
como marcadores prondsticos o predictivos de respuesta tumoral aunque en
el momento del diagndstico no se disponga de suficiente evidencia. Otros
autores’, por el contrario, consideran que tanto las VUS como las alteracio-
nes gendmicas de baja frecuencia, de las que sélo se dispone de informacién
procedente de estudios de un Unico caso o presentaciones en abstracts de
congresos o de datos experimentales, no deberian utilizarse para la toma de
decisiones terapéuticas pues se espera que la mayoria no sean patogénicas y
si se consideran podrian exponer al paciente a terapias no efectivas, costosas
e incluso que provoquen eventos adversos. Esto fue una de las criticas reali-
zadas al estudio de validacion del F1 de Frampton y cols", donde se propu-
sieron ciertas terapias dirigidas para algunas VUS identificadas.
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El avance tecnolégico permitird mejoras en el sentido de realizar se-
cuenciaciones a mayor profundidad, o poder medir la expresion de ciertas
proteinas y no sdélo las alteraciones genémicas (como ya ocurre con PCDx
porque incluye el anélisis IHC ademas del test NGS). La investigacion avan-
za hacia otras formas alternativas més répidas, sencillas y de menor coste,
como es la secuenciacién de tercera generacion, con la que se elimina la
etapa de amplificacién del DNA vy se realiza la secuenciacion a partir de una
tnica molécula de DNA con la tecnologia SMRT (single molecule real time
sequencing), basada en la lectura de la hebra molde de DNA (hebras de
mayor longitud).

Calidad de la evidencia

El disefio de los estudios incluidos, que en su mayoria eran series de casos
retrospectivas, el nimero pequefio de pacientes incluidos, la heterogeneidad
de los datos recogidos y los analizados, ademads de una infranotificaciéon mar-
cada de resultados lleva a dar una valoracion global de baja calidad a los
articulos incluidos en esta revision.

Limitaciones de esta revision

Se debe sefalar, en primer lugar, la dificultad encontrada en el proceso de
busqueda bibliografica para la localizar literatura publicada en relacion a
F1/F1CDx, dificultad posiblemente relacionada con la indexacion de los ar-
ticulos, incluso en varios articulos no se refieren a esta plataforma gendémica
por sunombre. Esta misma limitacién habia sido sefialada también por Cap-
devilla y cols''?, que reconocieron que las plataformas gendmicas estaban en
continua evolucién pero sus resultados no se solian publicar ni indexar de
manera formal.

Las caracteristicas mencionadas anteriormente de los articulos, que
han llevado a valorar como baja la calidad de la evidencia, suponen una limi-
tacion para la generalizacion de los resultados y para establecer conclusio-
nes solidas. El hecho de que la casi totalidad de estudios sean series de casos
retrospectivas, generalmente de pocos pacientes y con una gran heterogenei-
dad entre estudios, tanto en lo que respecta a los pacientes como al tumor,
hace que, a pesar de encontrar que F1/F1CDx es una prueba con efectividad
diagnostica y de utilidad clinica, sean necesarios mas estudios para confir-
mar estos resultados. Los pacientes estudiados tenian distintos niveles de
afectacion clinica consecuencia de su proceso tumoral, habian recibidos dis-
tintos tratamientos y un nimero diferente de lineas terapéuticas. En cuanto
al tumor, también se ha detectado una gran heterogeneidad, tanto en el tipo
histolégico como en el estadio tumoral, ademds de encontrar muy diferentes
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GAs y genes afectados. Las terapias propuestas fueron también diferentes y
tampoco ha sido comparable el seguimiento entre estudios. Ademas, los es-
tudios incluidos tenian diferentes objetivos: algunos estudios se centraban
Unicamente en la descripcion de las GAs encontradas y los genes afectados
en los tumores, analizando caracteristicas como el tipo de alteracion, la fre-
cuencia o el porcentaje de alteraciones intervenibles. Otros articulos se rea-
lizaban en pacientes con alguna GA concreta y analizaban la concordancia
de resultados entre F1 y otras pruebas convencionales como PCR, THC o
FISH. Algunos estudiaban la respuesta tumoral a determinados tratamien-
tos dirigidos o a inmunoterapia y resultados como supervivencia o PFS, con
variables de resultado de efectividad y seguridad que no han sido comunes
a todos los articulos. Esta heterogeneidad entre estudios y especialmente la
infranotificacién de datos y resultados relativos a las principales variables
relevantes de efectividad clinica, como la PFS, la supervivencia global, la
respuesta tumoral, llevaron a descartar la posibilidad de realizar un andlisis
cuantitativo (meta-andlisis) de los resultados. Otras variables escasamente
informadas han sido el tiempo transcurrido desde la realizacion del estudio
de perfil gendmico hasta el inicio del tratamiento o las pruebas de imagen u
otras utilizadas para valorar la respuesta tumoral.

Por otro lado, se esperaba poder recoger datos sobre la seguridad de
F1/F1CDx en el sentido de estudiar si el uso clinico de esta plataforma y la
administracion de los tratamientos recomendados a partir de sus resultados
suponia algtin riesgo para los pacientes. Sin embargo, muy pocos estudios®!*
han mostrado informacién relativa a los EAs, ni sobre el tipo de EA, ni el
nimero de pacientes afectados ni el grado de severidad de los mismos.
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Conclusiones

Conclusiones de la revisidon de la literatura

El andlisis de las GAs tumorales es una herramienta diagnoéstica
fundamental en la préctica clinica, con implicaciones prondsticas y
predictivas de la respuesta al tratamiento oncoldgico.

F1CDx ha sustituido a F1 como tecnologia de NGS que permite
identificar las GAs en muestras tisulares.

Se ha demostrado la validez analitica de F1/F1CDx.

En la literatura revisada se reconoce la efectividad diagndstica y uti-
lidad clinica de F1/F1CDx aunque la calidad de la evidencia encon-
trada es limitada.

Se reconocen las ventajas que presenta F1CDx como plataforma de
andlisis NGS. Especialmente cabe sefialar su capacidad para identi-
ficar con gran exactitud las GAs mds relevantes en un elevado nu-
mero de genes sobre muestras tisulares de tumores sélidos, en un
Unico test y de forma rdpida. Su utilizaciéon permite evitar la realiza-
cioén de otras pruebas que analizan la presencia una sola GA en un
Unico gen.

F1/F1CDx ha demostrado influir en el tratamiento de los pacientes
estudiados, permitiendo que sean tratados con un farmaco dirigido
o inmunoterapia potencialmente efectivos, aunque todavia se desco-
noce el porcentaje de pacientes que se beneficiard del analisis de
F1CDx.

El tratamiento recomendado por F1CDx vendrd especificado en el
informe final junto con el resto de la informaciéon aunque la decisién
de seguir o no esta recomendacion se tomara de forma conjunta en-
tre médico y paciente.

Serd necesario revisar la accesibilidad de los pacientes a estos fairma-
cos, tanto a los aprobados por las autoridades pertinentes como a
través de ensayos clinicos, con el fin de garantizar la equidad en el
tratamiento.

En comparacion con las técnicas convencionales no-NGS, F1/F1C-
Dx muestra alta concordancia con las GAs que pueden detectar di-
chas técnicas pero F1/F1CDx ha demostrado tener una capacidad
diagnéstica superior identificando otras GAs que sin su utilizacién
no se hubieran detectado.

No se dispone de suficiente informacién que compare F1/F1CDx con
otras técnicas de NGS por lo que no es posible determinar si esta
técnica presenta o no un valor afiadido frente a alguna de las demaés.
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Existe muy poca informacién sobre la seguridad de F1/F1CDx, es-
pecialmente sobre los posibles EAs relacionados con el tratamiento
recomendado por el test o por retrasar su inicio. Tampoco se dispone
de suficiente informacion sobre la potencial toxicidad evitada por el
hecho de sustituir un fairmaco no efectivo por otro indicado por F1/
F1CDx.

La utilizacién de F1/F1CDx en la préctica asistencial no supondria
cambios organizativos. Si se requiere seguimiento riguroso de las
pautas indicadas en las especificaciones técnicas para que la recogi-
da y manejo de las muestras sea correcta y se eviten dafios en el
DNA antes del envio de las mismas a los laboratorios de referencia.
Como con otros tests genéticos, la utilizacién de F1CDx deberia rea-
lizarse en centros con suficiente experiencia clinica y/o de investiga-
cioén sobre el proceso tumoral en que serd aplicada y se definirdn
unos criterios de inclusién y exclusién de pacientes en los que reali-
zar el test.

Para investigaciones futuras

112

Es importante insistir en la necesidad de realizar estudios con un
ndmero alto de pacientes y un diseflo adecuado que permita estu-
diar la capacidad diagnéstica de F1CDx, su valor prondstico y pre-
dictivo, su capacidad para influenciar y modificar la decision tera-
péutica,y para evaluar la respuesta tumoral y evolucion del paciente,
con un tiempo minimo de seguimiento donde sea posible comprobar
el beneficio clinico y si se ocasionan eventos adversos asociados a la
terapia recomendada por esta tecnologia.

Una recogida exhaustiva de cada uno de estos datos permitird reali-
zar un analisis completo de resultados con suficiente robustez y ba-
sado en una evidencia de adecuada calidad con el fin de poder gene-
ralizar los resultados encontrados y generar informacion que pueda
contribuir a la toma de decisiones sobre la incorporacion e imple-
mentaciéon de F1CDx a la practica asistencial.

Son necesarios més estudios sobre F1CDx puesto que ha sustituido a
F1y el nimero de publicaciones hasta el momento es atin muy escaso.
Antes de decidir su incorporacion a la practica asistencial, serfa de
gran valor clinico cuantificar la informacién diagndstica afiadida por
F1CDx en comparacién a otras pruebas ya existentes en la practica
habitual, y determinar la importancia que puedan tener los posibles
falsos positivos y negativos en la toma de decisiones.

Seria interesante realizar futuros estudios que comparen la efectivi-
dad y utilidad clinica de F1CDx frente a otras plataformas de NGS
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de modo que se pueda determinar si tienen un valor diagndstico y
prondstico similar y la repercusion de cada una de ellas en resulta-
dos en salud de los pacientes, y asi poder establecer las mejores indi-
caciones clinicas para cada una de estas NGS.

e Serfa conveniente establecer en qué situaciones clinicas la biopsia
liquida presenta ventajas frente a F1CDx.

e EI futuro de la investigacion incluird el desarrollo de nuevas tecno-
logias gendmicas, ventajosas desde el punto de vista técnico, como
son las NGS de tercera generacion, al mismo tiempo que evolucio-
nen los sistemas bioinformaticos y todo ello ird acompafiado de un
desarrollo de nuevos farmacos.

¢ Algunos aspectos de interés que debieran analizarse son los referen-
tes a cuestiones éticas, sobre el almacenamiento y manejo de toda la
informacién generada o garantias para preservar la confidenciali-
dad, de modo que toda la previsible evolucién bioinformaética y far-
macoldgica tendrd que ajustarse al marco juridico de la investiga-
cion y de la proteccién de datos.

e Facilitar la adecuada inclusién de pacientes en ensayos clinicos au-
mentard el conocimiento sobre las GAs y los nuevos farmacos en
investigacion.

e También son necesarios estudios de coste-efectividad y coste-utili-
dad de F1CDx para intentar garantizar un correcto balance benefi-
cios/costes.

Valoraciones finales

e A pesar del gran interés suscitado por la medicina de precisién y por
la utilizacién de tests como F1CDx con los que determinar el perfil
genético de los tumores, se reconoce la importancia de hacer un uso
adecuado de los mismos, sobre todo por no trasladar al paciente fal-
sas expectativas respecto a la posibilidad de tratar su tumor. El pro-
fesional deberia plantearse si los resultados de estos tests van a in-
fluir en el manejo terapéutico de cada paciente en concreto.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 113



Bibliografia

1.

2.

10.

11.

12.

13.

114

Garraway LA. Genomics-driven oncology: framework for an emerging
paradigm. Journal of Clinical Oncology. 2013;31(15):1806-1814.
Janssens JP, Schuster K, Voss A. Preventive, predictive, and personalized me-
dicine for effective and affordable cancer care. EPMA J. 2018;9(2):113-123.
Gong J, Pan K, Fakih M, Pal S, Salgia R. Value-based genomics. Oncotar-
get. 2018;9(21):15792-15815.

FDA. FDA announces approval, CMS proposes coverage of first break-
through-designated test to detect extensive number of cancer biomarkers.
Accesible en: https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-
announces-approval-cms-proposes-coverage-first-breakthrough-designa-
ted-test-detect-extensive. 2017

Sequist LV, Heist RS, Shaw AT, et al. Implementing multiplexed genoty-
ping of non-small-cell lung cancers into routine clinical practice. Ann
Oncol. 2011;22(12):2616-2624.

Joosten S, Retel V, Coupé V, van den Heuvel M, van Harten W. Scenario
drafting for early technology assessment of next generation sequencing
in clinical oncology. BMC Cancer. 2016;16.

Matthijs G, Souche E, Alders M, et al. Guidelines for diagnostic next-gene-
ration sequencing. European Journal of Human Genetics. 2016;24(1):2-5.
Soto JL, Blanco I, Diez O, et al. Documento de consenso sobre la imple-
mentacion de la secuenciacién masiva de nueva generacion en el diag-
nostico genético de la predisposicion hereditaria al cancer. Medicina
Clinica. 2018;151(2):80.e81-80.¢10.

Weiss MM, Van der Zwaag B, Jongbloed JD, et al. Best practice guideli-
nes for the use of next-generation sequencing applications in genome
diagnostics: a national collaborative study of Dutch genome diagnostic
laboratories. Human mutation. 2013;34(10):1313-1321.

FDA. FoundationOne CDx: Summary of Safety and Effectiveness Data
(SSED). Accesible en: https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf17/
P170019B.pdf. 2018.

Frampton GM, Fichtenholtz A, Otto GA, et al. Development and vali-
dation of a clinical cancer genomic profiling test based on massively
parallel DNA sequencing. Nat Biotechnol. 2013;31(11):1023-1031.
FDA. Evaluation of Automatic Class III Designation for MSK-IM-
PACT (Integrated Mutation Profiling of Actionable Cancer Targets):
decision summary. Accesible en: https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_
docs/reviews/DEN170058.pdf. 2018.

Biittner R, Longshore JW, Lopez-Rios F, et al. Implementing TMB me-
asurement in clinical practice: considerations on assay requirements.
ESMO Open. 2019;4(1):e000442.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION


https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-announces-approval-cms-proposes-coverage-first-breakthrough-designated-test-detect-extensive
https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-announces-approval-cms-proposes-coverage-first-breakthrough-designated-test-detect-extensive
https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-announces-approval-cms-proposes-coverage-first-breakthrough-designated-test-detect-extensive
https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf17/P170019B.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf17/P170019B.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/reviews/DEN170058.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/reviews/DEN170058.pdf

14.

15.

16.

17

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

FoundationMedicine. FoundationOne CDxTM. Technical Information.
Disponible en: https://assets.ctfassets.net/vhribvl12lmne/6Rt6csmCPua-
guuqmgi2iY8/629badeS5c7d9a3bd1f1f666085e1e4bl/FoundationOne_
CDx_Label_Technical_Info.pdf. 2019.

Harsha B, Creatore C, Kok CY, et al. COSMIC: the Catalogue Of Soma-
ticMutations In Cancer. Nucleic Acids Research.2018;47(D1):D941-D947.
Sondka Z, Bamford S, Cole CG, Ward SA, Dunham I, Forbes SA. The
COSMIC Cancer Gene Census: describing genetic dysfunction across
all human cancers. Nature Reviews Cancer. 2018;18(11):696-705.

Tate JG, Bamford S, Jubb HC, et al. COSMIC: the Catalogue Of Soma-
tic Mutations In Cancer. Nucleic Acids Res. 2019;47(D1):D941-D947.
Ali SM, Hensing T, Schrock AB, et al. Comprehensive Genomic Profi-
ling Identifies a Subset of Crizotinib-Responsive ALK-Rearranged
Non-Small Cell Lung Cancer Not Detected by Fluorescence In Situ Hy-
bridization. The oncologist. 2016;21(6):762-770.

FDA. List of Cleared or Approved Companion Diagnostic Devices (In
Vitro and Imaging Tools). Accesible en: https://www.fda.gov/medical-de-
vices/vitro-diagnostics/list-cleared-or-approved-companion-diagnos-
tic-devices-vitro-and-imaging-tools. 2019.

Duffy MJ, Crown J. Companion Biomarkers: Paving the Pathway to Per-
sonalized Treatment for Cancer. 2013;59(10):1447-1456.

Fernandez A, Reigosa A. [Molecular classification of breast cancer pa-
tients obtained through the technique of chromogenic in situ hybridiza-
tion (CISH)]. Invest Clin. 2013;54(4):406-416.

Jacquemier J, Spyratos F, Esterni B, et al. SISH/CISH or qPCR as alter-
native techniques to FISH for determination of HER2 amplification
status on breast tumors core needle biopsies: a multicenter experience
based on 840 cases. BMC Cancer. 2013;13:351.

Sharifi N, Salmaninejad A, Ferdosi S, et al. HER?2 gene amplification in
patients with prostate cancer: Evaluating a CISH-based method. Oncol
Lett. 2016;12(6):4651-4658.

Sanger F, Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencing with chain-termina-
ting inhibitors. Proc Natl Acad Sci U S A. 1977;74(12):5463-5467.
Rodriguez-Santiago B, Armengol L. Tecnologias de secuenciacion de
nueva generacion en diagndstico genético pre y postnatal. Diagn Pre-
nat. 2012;23(2):56-66.

Gémez JJ, de Castro J, Concha A, Felipe E, Isla D, Lépez-Rios F. Reco-
mendaciones para la determinacién de biomarcadores en el carcinoma
de pulm6n no microcitico avanzado. Consenso nacional de la Sociedad
Espafiola de Anatomia Patoldgica y de la Sociedad Espafiola de Onco-
logia Médica. . Revista Espariiola de Patologia. 2012;45(1):14-28.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 115


https://assets.ctfassets.net/vhribv12lmne/6Rt6csmCPuaguuqmgi2iY8/629ba4e5c7d9a3bd1f1f666085e1e4b1/FoundationOne_CDx_Label_Technical_Info.pdf
https://assets.ctfassets.net/vhribv12lmne/6Rt6csmCPuaguuqmgi2iY8/629ba4e5c7d9a3bd1f1f666085e1e4b1/FoundationOne_CDx_Label_Technical_Info.pdf
https://assets.ctfassets.net/vhribv12lmne/6Rt6csmCPuaguuqmgi2iY8/629ba4e5c7d9a3bd1f1f666085e1e4b1/FoundationOne_CDx_Label_Technical_Info.pdf
https://www.fda.gov/medical-devices/vitro-diagnostics/list-cleared-or-approved-companion-diagnostic-devices-vitro-and-imaging-tools
https://www.fda.gov/medical-devices/vitro-diagnostics/list-cleared-or-approved-companion-diagnostic-devices-vitro-and-imaging-tools
https://www.fda.gov/medical-devices/vitro-diagnostics/list-cleared-or-approved-companion-diagnostic-devices-vitro-and-imaging-tools

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

3s.

36.

37

38.

39.

40.

116

Zhong X, Yang H, Zhao S, Shyr Y, Li B. Network-based stratification
analysis of 13 major cancer types using mutations in panels of cancer
genes. BMC genomics. 2015;16 Suppl 7:S7

Gagan J, Van Allen EM. Next-generation sequencing to guide cancer
therapy. Genome Med. 2015;7(1):80.

Morganti S, Tarantino P, Ferraro E, et al. Complexity of genome sequen-
cing and reporting: Next generation sequencing (NGS) technologies
and implementation of precision medicine in real life. Critical Reviews
in Oncology/Hematology. 2019;133:171-182.

SEOM. Las Cifras del Cancer en Espafa. Sociedad Espaiiola de Onco-
logia. 2018.

Gomez-Espana MA, Gallego J, Gonzalez-Flores E, et al. SEOM clinical
guidelines for diagnosis and treatment of metastatic colorectal cancer
(2018). Clinical & translational oncology : official publication of the Fe-
deration of Spanish Oncology Societies and of the National Cancer Ins-
titute of Mexico. 2019;21(1):46-54.

Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2018. CA Cancer J
Clin. 2018;68(1):7-30.

Yoda S, Dagogo-Jack I, Hata AN. Targeting oncogenic drivers in lung
cancer: Recent progress, current challenges and future opportunities.
Pharmacology & therapeutics. 2019;193:20-30.

Fernandes GS, Marques DF, Girardi DM, et al. Next-generation Se-
quencing-based genomic profiling: Fostering innovation in cancer care?
Clinics. 2017;72(10):588-594.

McGranahan N, Swanton C. Clonal Heterogeneity and Tumor Evolu-
tion: Past, Present, and the Future. Cell. 2017;168(4):613-628.

Khagi Y, Goodman AM, Daniels GA, et al. Hypermutated Circulating
Tumor DNA: Correlation with Response to Checkpoint Inhibitor-Ba-
sed Immunotherapy. Clin Cancer Res. 2017;23(19):5729-5736.
Rosenberg JE, Hoffman-Censits J, Powles T, et al. Atezolizumab in pa-
tients with locally advanced and metastatic urothelial carcinoma who
have progressed following treatment with platinum-based chemothera-
py:asingle-arm, multicentre, phase 2 trial. Lancet.2016;387(10031):1909-
1920.

Alexandrov LB, Ju YS, Haase K, et al. Mutational signatures associated
with tobacco smoking in human cancer. Science. 2016;354(6312):618-622.
Greillier L, Tomasini P, Barlesi F. The clinical utility of tumor mutational
burden in non-small cell lung cancer. Transl Lung Cancer Res.
2018;7(6):639-646.

Hendriks LE, Rouleau E, Besse B. Clinical utility of tumor mutational
burden in patients with non-small cell lung cancer treated with immu-
notherapy. Trans! Lung Cancer Res. 2018;7(6):647-660.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47

48.

49.

50.

51

52.

53.

Goodman AM, Kato S, Bazhenova L, et al. Tumor Mutational Burden
as an Independent Predictor of Response to Immunotherapy in Diverse
Cancers. Mol Cancer Ther. 2017;16(11):2598-2608.

Campesato LF, Barroso-Sousa R, Jimenez L, et al. Comprehensive can-
cer-gene panels can be used to estimate mutational load and predict
clinical benefit to PD-1 blockade in clinical practice. Oncotarget.
2015;6(33):34221-34227.

Vanderwalde A, Spetzler D, Xiao N, Gatalica Z, Marshall J. Microsate-
llite instability status determined by next-generation sequencing and
compared with PD-L1 and tumor mutational burden in 11,348 patients.
Cancer Medicine. 2018;7(3):746-756.

Planchard D, Popat S, Kerr K, et al. Metastatic non-small cell lung can-
cer: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and
follow-up. Ann Oncol. 2018;29(Supplement_4):iv192-iv237.

Gutierrez ME, Choi K, Lanman RB, et al. Genomic Profiling of Advan-
ced Non-Small Cell Lung Cancer in Community Settings: Gaps and
Opportunities. Clin Lung Cancer. 2017;18(6):651-659.

Duggan MA, Anderson WF, Altekruse S, Penberthy L, Sherman ME.
The Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) Program and
Pathology: Toward Strengthening the Critical Relationship. Am J Surg
Pathol. 2016;40(12):e94-e102.

Lindeman NI, Cagle PT, Aisner DL, et al. Updated Molecular Testing
Guideline for the Selection of Lung Cancer Patients for Treatment With
Targeted Tyrosine Kinase Inhibitors: Guideline From the College of
American Pathologists, the International Association for the Study of
Lung Cancer, and the Association for Molecular Pathology. Archives of
pathology & laboratory medicine. 2018;142(3):321-346.

Chung JH, Ali SM, Davis J, et al. A Poorly Differentiated Malignant Neo-
plasm Lacking Lung Markers Harbors an EMIL4-ALK Rearrangement
and Responds to Crizotinib. Case reports in oncology. 2014;7(3):628-632.
Cancer Genome Atlas N. Comprehensive molecular profiling of lung
adenocarcinoma. Nature. 2014;511(7511):543-550.

Cancer Genome Atlas Research N. Comprehensive genomic characte-
rization of squamous cell lung cancers. Nature. 2012;489(7417):519-525.
Campbell JD, Alexandrov A, Kim J, et al. Distinct patterns of somatic
genome alterations in lung adenocarcinomas and squamous cell carci-
nomas. Nature Genetics. 2016;48:607.

Taus A, Vollmer I, Arriola E. Activating and resistance mutations of the
epidermal growth factor receptor (EGFR) gene and non-small cell lung
cancer: a clinical reality. Arch Bronconeumol. 2011;47(2):103-105.
Parente I, Abal J, Firvida JL. Terapias dirigidas en el cdncer de pulmon:
juna nueva esperanza? Arch Bronconeumol. 2012;48(10):367-371.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 117



54.

55.

56.

57

8.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67

118

Hida T, Satouchi M, Nakagawa K, et al. Ceritinib in patients with advan-
ced, crizotinib-treated, anaplastic lymphoma kinase-rearranged NS-
CLC: Japanese subset. Jpn J Clin Oncol. 2017;47(7):618-624.

Solomon BJ, Mok T, Kim DW, et al. First-line crizotinib versus chemo-
therapy in ALK-positive lung cancer. N Engl J Med. 2014;371(23):2167-
2177

Deeks ED. Ceritinib: a Review in ALK-Positive Advanced NSCLC.
Target Oncol. 2016;11(5):693-700.

Zhu Z, Chai Y. Crizotinib resistance overcome by ceritinib in an
ALK-positive non-small cell lung cancer patient with brain metastases:
A case report. Medicine (Baltimore). 2017,96(45):e8652.

(AEMPS) Aedmyps. Informe de Posicionamiento Terapéutico de alec-
tinib (Alecensa®) en el tratamiento de cancer de pulmén no microciti-
co.IPT, 21/2018 v1.2018.

Shaw AT, Ou SH, Bang YJ, et al. Crizotinib in ROSIl-rearranged
non-small-cell lung cancer. N Engl J Med. 2014;371(21):1963-1971.

Ou SH, Chalmers ZR, Azada MC, et al. Identification of a novel
TMEM106B-ROSI fusion variant in lung adenocarcinoma by compre-
hensive genomic profiling. Lung cancer (Amsterdam, Netherlands).
2015;88(3):352-354.

Network NNCC. NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology
(NCCN Guidelines) Non-Small Cell Lung Cancer. NCCNorg. 2019.
Sgambato A, Casaluce F, Sacco PC, et al. Anti PD-1 and PDL-1 Immu-
notherapy in the Treatment of Advanced Non- Small Cell Lung Cancer
(NSCLC): A Review on Toxicity Profile and its Management. Curr
Drug Saf. 2016;11(1):62-68.

Hellmann MD, Rizvi NA, Goldman JW, et al. Nivolumab plus ipilimu-
mab as first-line treatment for advanced non-small-cell lung cancer
(CheckMate 012): results of an open-label, phase 1, multicohort study.
Lancet Oncol. 2017;18(1):31-41.

Hellmann MD, Ciuleanu TE, Pluzanski A, et al. Nivolumab plus Ipili-
mumab in Lung Cancer with a High Tumor Mutational Burden. N Engl
J Med. 2018;378(22):2093-2104.

Khagi Y, Goodman AM, Daniels GA, et al. Hypermutated circulating
tumor DNA: Correlation with response to checkpoint inhibitor-based
immunotherapy. Clinical Cancer Research.2017;23(19):5729-5736.
Majem M, Juan O, Insa A, et al. SEOM clinical guidelines for the treat-
ment of non-small cell lung cancer (2018). Clinical & translational onco-
logy: official publication of the Federation of Spanish Oncology Societies
and of the National Cancer Institute of Mexico. 2019;21(1):3-17
Goldhirsch A, Winer EP, Coates AS, et al. Personalizing the treatment of
women with early breast cancer: highlights of the St Gallen Internatio-

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

71

78.

79.

80.

nal Expert Consensus on the Primary Therapy of Early Breast Cancer
2013. Annals of oncology : official journal of the European Society for
Medical Oncology. 2013;24(9):2206-2223.

Colomer R, Aranda-Lopez I, Albanell J, et al. Biomarkers in breast can-
cer: A consensus statement by the Spanish Society of Medical Oncology
and the Spanish Society of Pathology. Clinical & translational oncology
:official publication of the Federation of Spanish Oncology Societies and
of the National Cancer Institute of Mexico. 2018;20(7):815-826.
Krishnamurti U, Silverman JF. HER2 in breast cancer: a review and
update. Advances in anatomic pathology. 2014;21(2):100-107

Afghahi A, Telli ML, Kurian AW. Genetics of triple-negative breast can-
cer: Implications for patient care. Current problems in cancer. 2016;40(2-
4):130-140.

Arnedos M, Vicier C, Loi S, et al. Precision medicine for metastatic
breast cancer--limitations and solutions. Nat Rev Clin Oncol.
2015;12(12):693-704.

Burrell RA, Juul N, Johnston SR, Reis-Filho JS, Szallasi Z, Swanton C.
Targeting chromosomal instability and tumour heterogeneity in
HER2-positive breast cancer.J Cell Biochem. 2010;111(4):782-790.
Cancer Genome Atlas N. Comprehensive molecular portraits of human
breast tumours. Nature. 2012;490(7418):61-70.

Hortobagyi GN, Chen D, Piccart M, et al. Correlative Analysis of Gene-
tic Alterations and Everolimus Benefit in Hormone Receptor-Positive,
Human Epidermal Growth Factor Receptor 2-Negative Advanced
Breast Cancer: Results From BOLERO-2. Journal of clinical oncology :
official journal of the American Society of Clinical Oncology.
2016;34(5):419-426.

Azim HA, Jr., Partridge AH. Biology of breast cancer in young women.
Breast Cancer Res.2014;16(4):427

Gao J, Aksoy BA, Dogrusoz U, et al. Integrative analysis of complex
cancer genomics and clinical profiles using the cBioPortal. Science sig-
naling. 2013;6(269):pl1.

Tate JG, Bamford S, Jubb HC, et al. COSMIC: the Catalogue Of Soma-
ticMutations In Cancer. Nucleic Acids Research.2018;47(D1):D941-D947.
Beaver JA, Park BH. The BOLERO-2 trial: the addition of everolimus
to exemestane in the treatment of postmenopausal hormone recep-
tor-positive advanced breast cancer. Future oncology (London,
England). 2012;8(6):651-657.

Wheler JJ, Atkins JT,Janku F, et al. Multiple gene aberrations and breast
cancer: lessons from super-responders. BMC cancer. 2015;15:442.

Ross JS, Badve S, Wang K, et al. Genomic profiling of advanced-stage,
metaplastic breast carcinoma by next-generation sequencing reveals

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 119



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87

88.

89.

90.

91.

92.

93.

120

frequent, targetable genomic abnormalities and potential new treat-
ment options. Arch Pathol Lab Med. 2015;139(5):642-649.

Wheler JJ, Moulder SL, Naing A, et al. Anastrozole and everolimus in
advanced gynecologic and breast malignancies: activity and molecular
alterations in the PI3K/AKT/mTOR pathway. Oncotarget.
2014;5(10):3029-3038.

Niu J, Andres G, Kramer K, et al. Incidence and clinical significance of
ESR1 mutations in heavily pretreated metastatic breast cancer patients.
OncoTargets and therapy. 2015;8:3323-3328.

Ross JS, Gay LM. Comprehensive genomic sequencing and the molecu-
lar profiles of clinically advanced breast cancer. Pathology.
2017;49(2):120-132.

Gomez-Martin C, Plaza JC, Pazo-Cid R, et al. Level of HER2 gene am-
plification predicts response and overall survival in HER2-positive ad-
vanced gastric cancer treated with trastuzumab. Journal of Clinical On-
cology. 2013;31(35):4445-4452.

Van Cutsem E, Cervantes A, Adam R, et al. ESMO consensus guideli-
nes for the management of patients with metastatic colorectal cancer.
Annals of Oncology. 2016;27(8):1386-1422.

Cancer Genome Atlas N. Comprehensive molecular characterization of
human colon and rectal cancer. Nature. 2012;487(7407):330-337.

Gong J, Cho M, Sy M, Salgia R, Fakih M. Molecular profiling of metas-
tatic colorectal tumors using next-generation sequencing: a single-insti-
tution experience. Oncotarget. 2017;8(26):42198-42213.

Corcoran RB, Atreya CE, Falchook GS, et al. Combined BRAF and MEK
Inhibition With Dabrafenib and Trametinib in BRAF V600-Mutant Colo-
rectal Cancer. Journal of Clinical Oncology. 2015;33(34):4023-4031.
Bardelli A, Corso S, Bertotti A, et al. Amplification of the MET receptor
drives resistance to anti-EGFR therapies in colorectal cancer. Cancer
Discov. 2013;3(6):658-673.

Chang L, Chang M, Chang HM, Chang F. Microsatellite Instability: A
Predictive Biomarker for Cancer Immunotherapy. Applied immunohis-
tochemistry & molecular morphology : AIMM. 2018;26(2):e15-¢21.

Le DT, Uram JN, Wang H, et al. PD-1 Blockade in Tumors with Mis-
match-Repair Deficiency. N EnglJ Med. 2015;372(26):2509-2520.

Le DT, Durham JN, Smith KN, et al. Mismatch repair deficiency predicts
response of solid tumors to PD-1 blockade. Science. 2017;357(6349):409-
413.

Bray F, Ferlay J, Soerjomataram I, Siegel RL, Torre LA, Jemal A. Global
cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and morta-
lity worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin.
2018;68(6):394-424.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



94.

95.

96.

97

98.

99.

Torre LA, Trabert B, DeSantis CE, et al. Ovarian cancer statistics, 2018.
CA Cancer J Clin. 2018;68(4):284-296.

Colombo N, Sessa C, du Bois A, et al. ESMO-ESGO consensus confe-
rence recommendations on ovarian cancer: pathology and molecular
biology, early and advanced stages, borderline tumours and recurrent
diseasedagger. Ann Oncol. 2019;30(5):672-705.

The Cancer Genome Atlas Research N, Bell D, Berchuck A, et al. Inte-
grated genomic analyses of ovarian carcinoma. Nature. 2011;474:609.
Santaballa A, Barretina P, Casado A, et al. SEOM Clinical Guideline in
ovarian cancer (2016). Clinical & translational oncology : official publi-
cation of the Federation of Spanish Oncology Societies and of the Natio-
nal Cancer Institute of Mexico. 2016;18(12):1206-1212.

Swisher EM, Lin KK, Oza AM, et al. Rucaparib in relapsed, plati-
num-sensitive high-grade ovarian carcinoma (ARIEL2 Part 1): an inter-
national, multicentre, open-label, phase 2 trial. Lancet Oncol.
2017;18(1):75-87.

Balasubramaniam S, Beaver JA, Horton S, et al. FDA Approval Sum-
mary: Rucaparib for the Treatment of Patients with Deleterious BRCA
Mutation-Associated Advanced Ovarian Cancer. Clin Cancer Res.
2017;23(23):7165-7170.

100. Carlson JA, Caldeira Xavier JC, Jr., Tarasen A, et al. Next-Generation

101.

102.

103.

104.

10s.

106.

107

Sequencing Reveals Pathway Activations and New Routes to Targeted
Therapies in Cutaneous Metastatic Melanoma. The American Journal
of dermatopathology. 2017;39(1):1-13.

Akbani R, Akdemir Kadir C, Aksoy BA, et al. Genomic Classification
of Cutaneous Melanoma. Cell. 2015;161(7):1681-1696.

Dummer R, Hauschild A, Lindenblatt N, Pentheroudakis G, Keilholz U.
Cutaneous melanoma: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagno-
sis, treatment and follow-up. Ann Oncol. 2015;26 Suppl 5:v126-132.

Lo RS, Shi H. Detecting mechanisms of acquired BRAF inhibitor resis-
tance in melanoma. Methods Mol Biol. 2014;1102:163-174.

Trunzer K, Pavlick AC, Schuchter L, et al. Pharmacodynamic effects and
mechanisms of resistance to vemurafenib in patients with metastatic
melanoma. Journal of Clinical Oncology. 2013;31(14):1767-1774.
Johnson DB, Frampton GM, Rioth MJ, et al. Targeted Next Generation
Sequencing Identifies Markers of Response to PD-1 Blockade. Cancer
Immunol Res. 2016;4(11):959-967.

Johnson DB, Lovly CM, Sullivan RJ, Carvajal RD, Sosman JA. Melanoma
drivermutationsandimmunetherapy.Oncoimmunology.2016;5(5):¢1051299.
Eggermont AM, Maio M, Robert C. Immune checkpoint inhibitors in
melanoma provide the cornerstones for curative therapies. Semin On-
col. 2015;42(3):429-435.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 121



108.

1009.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117,

118.

119.

122

Wang DY, Eroglu Z, Ozgun A, et al. Clinical Features of Acquired Re-
sistance to Anti-PD-1 Therapy in Advanced Melanoma. Cancer Immu-
nol Res. 2017;5(5):357-362.

Larkin J, Chiarion-Sileni V, Gonzalez R, et al. Combined Nivolumab
and Ipilimumab or Monotherapy in Untreated Melanoma. N Engl J
Med. 2015;373(1):23-34.

Hugo W, Zaretsky JM, Sun L, et al. Genomic and Transcriptomic Featu-
res of Response to Anti-PD-1 Therapy in Metastatic Melanoma. Cell.
2017;168(3):542.

Lezcano C, Shoushtari AN, Ariyan C, Hollmann TJ, Busam KJ. Primary
and Metastatic Melanoma With NTRK Fusions. Am J Surg Pathol.
2018;42(8):1052-1058.

Capdevila J, Rojo F, Gonz ¢glez-Mart™“n A, et al. Molecular Profiling for
Clinical Decision Making in Advanced Cancer: A Clinical Appraisal.
Journal of Cancer Research and Treatment. 2017;5(3):77-85.

HAYES I. FoundationOne (Foundation Medicine Inc). Lansdale: HA-
YES, Inc Genetic Testing Publication. 2016.

DiBardino DM, Saqi A, Elvin JA, et al. Yield and Clinical Utility of
Next-Generation Sequencing in Selected Patients With Lung Adeno-
carcinoma. Clinical lung cancer. 2016;17(6):517-522.e513.

Lim SM, Kim EY, Kim HR, et al. Genomic profiling of lung adenocarci-
noma patients reveals therapeutic targets and confers clinical benefit
when standard molecular testing is negative. Oncotarget.
2016;7(17):24172-24178.

Lim SM, Kim HR, Lee JS, et al. Open-Label, Multicenter, Phase II
Study of Ceritinib in Patients With Non-Small-Cell Lung Cancer Har-
boring ROS1 Rearrangement. Journal of clinical oncology : official jour-
nal of the American Society of Clinical Oncology. 2017;35(23):2613-2618.
Pekar-Zlotin M, Hirsch FR, Soussan-Gutman L, et al. Fluorescence in
situ hybridization, immunohistochemistry, and next-generation sequen-
cing for detection of EML4-ALK rearrangement in lung cancer. The
oncologist. 2015;20(3):316-322.

Rozenblum AB, Ilouze M, Dudnik E, et al. Clinical Impact of Hybrid
Capture-Based Next-Generation Sequencing on Changes in Treatment
Decisions in Lung Cancer. Journal of thoracic oncology : official publi-
cation of the International Association for the Study of Lung Cancer.
2017;12(2):258-268.

Suh JH, Johnson A, Albacker L, et al. Comprehensive Genomic Profi-
ling Facilitates Implementation of the National Comprehensive Cancer
Network Guidelines for Lung Cancer Biomarker Testing and Identifies
Patients Who May Benefit From Enrollment in Mechanism-Driven Cli-
nical Trials. The oncologist. 2016;21(6):684-691.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127

128.

129.

130.

131.

Vigneswaran J, Tan YH, Murgu SD, et al. Comprehensive genetic testing
identifies targetable genomic alterations in most patients with non-sma-
11 cell lung cancer, specifically adenocarcinoma, single institute investi-
gation. Oncotarget. 2016;7(14):18876-18886.

Drilon A, Wang L, Arcila ME, et al. Broad, Hybrid Capture-Based Ne-
xt-Generation Sequencing Identifies Actionable Genomic Alterations
in Lung Adenocarcinomas Otherwise Negative for Such Alterations by
Other Genomic Testing Approaches. Clin Cancer Res. 2015;21(16):3631-
3639.

Ross JS, Ali SM, Wang K, et al. Comprehensive genomic profiling of
inflammatory breast cancer cases reveals a high frequency of clinically
relevant genomic alterations. Breast cancer research and treatment.
2015;154(1):155-162.

Yuan Y, Yost SE, Yuan YC, et al. Genomic mutation-driven metastatic
breast cancer therapy: a single center experience. Oncotarget.
2017;8(16):26414-26423.

Chae YK, Davis AA, Jain S, et al. Concordance of Genomic Alterations
by Next-Generation Sequencing in Tumor Tissue versus Circulating Tu-
mor DNA in Breast Cancer. Mol Cancer Ther. 2017;16(7):1412-1420.
Ross JS, Gay LM, Nozad S, et al. Clinically advanced and metastatic
pure mucinous carcinoma of the breast: a comprehensive genomic pro-
filing study. Breast Cancer Res Treat. 2016;155(2):405-413.

Nozad S, Sheehan CE, Gay LM, et al. Comprehensive genomic profiling
of malignant phyllodes tumors of the breast. Breast cancer research and
treatment. 2017;162(3):597-602.

Wheler JJ, Parker BA, Lee JJ, et al. Unique molecular signatures as a
hallmark of patients with metastatic breast cancer: implications for cu-
rrent treatment paradigms. Oncotarget. 2014;5(9):2349-2354.

Balko JM, Giltnane JM, Wang K, et al. Molecular profiling of the resi-
dual disease of triple-negative breast cancers after neoadjuvant chemo-
therapy identifies actionable therapeutic targets. Cancer discovery.
2014;4(2):232-245.

Meric-Bernstam F, Frampton GM, Ferrer-Lozano J, et al. Concordance
of genomic alterations between primary and recurrent breast cancer.
Molecular cancer therapeutics. 2014;13(5):1382-1389.

Parsons HA, Beaver JA, Cimino-Mathews A, et al. Individualized Mo-
lecular Analyses Guide Efforts (IMAGE): A Prospective Study of Mo-
lecular Profiling of Tissue and Blood in Metastatic Triple-Negative
Breast Cancer. Clinical cancer research : an official journal of the Ameri-
can Association for Cancer Research. 2017;23(2):379-386.

Vasan N, Yelensky R, Wang K, et al. A targeted next-generation sequen-
cing assay detects a high frequency of therapeutically targetable altera-

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 128



132.

133.

134.

135.

136.

137

138.

139.

140.

141.

142.

143.

124

tions in primary and metastatic breast cancers: implications for clinical
practice. The oncologist. 2014;19(5):453-458.

Parker BA, Schwaederle M, Scur MD, et al. Breast Cancer Experience of
the Molecular Tumor Board at the University of California, San Diego
Moores Cancer Center. Journal of oncology practice. 2015;11(6):442-449.
Patel JM, Knopf J, Reiner E, et al. Mutation based treatment recom-
mendations from next generation sequencing data: a comparison of
web tools. Oncotarget. 2016;7(16):22064-22076.

Ross JS, Wang K, Sheehan CE, et al. Relapsed classic E-cadherin (CD-
H1)-mutated invasive lobular breast cancer shows a high frequency of
HER?2 (ERBB2) gene mutations. Clinical cancer research : an official jour-
nal of the American Association for Cancer Research.2013;19(10):2668-2676.
Ross JS, Gay LM, Wang K, et al. Nonamplification ERBB2 genomic al-
terations in 5605 cases of recurrent and metastatic breast cancer: An
emerging opportunity for anti-HER2 targeted therapies. Cancer.
2016;122(17):2654-2662.

Network NNCC. NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology
(NCCN Guidelines) Colon cancer. NCCNorg. 2019.

Dougherty BA, Lai Z, Hodgson DR, et al. Biological and clinical evi-
dence for somatic mutations in BRCA1 and BRCA?2 as predictive mar-
kers for olaparib response in high-grade serous ovarian cancers in the
maintenance setting. Oncotarget. 2017;8(27):43653-43661.

Ross JS, Ali SM, Wang K, et al. Comprehensive genomic profiling of
epithelial ovarian cancer by next generation sequencing-based diagnos-
tic assay reveals new routes to targeted therapies. Gynecol Oncol.
2013;130(3):554-559.

Wheler J, Yelensky R, Falchook G, et al. Next generation sequencing of
exceptional responders with BRAF-mutant melanoma: implications for
sensitivity and resistance. BMC cancer. 2015;15:61.

Lindeman NI, Cagle PT, Beasley MB, et al. Molecular testing guideline
for selection of lung cancer patients for EGFR and ALK tyrosine kina-
se inhibitors: guideline from the College of American Pathologists, In-
ternational Association for the Study of Lung Cancer, and Association
for Molecular Pathology. J Thorac Oncol. 2013;8(7):823-859.

Swanton C, Soria JC, Bardelli A, et al. Consensus on precision medicine
for metastatic cancers: a report from the MAP conference. Ann Oncol.
2016;27(8):1443-1448.

Oncology ASoC. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 Testing
in Breast Cancer. ASCO, May 30, 2018.

Cardoso F, Senkus E, Costa A, et al. 4th ESO-ESMO International
Consensus Guidelines for Advanced Breast Cancer (ABC 4)t. Annals
of Oncology. 2018;29(8):1634-1657.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



144.

145.

146.

147

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

Schwaederle M, Zhao M, Lee JJ, et al. Impact of Precision Medicine in
Diverse Cancers: A Meta-Analysis of Phase II Clinical Trials.
2015;33(32):3817-3825.

Sohal DP, Rini BI, Khorana AA, et al. Prospective Clinical Study of
Precision Oncology in Solid Tumors. Journal of the National Cancer Ins-
titute. 2016;108(3).

Sepulveda AR, Hamilton SR, Allegra CJ, et al. Molecular Biomarkers
for the Evaluation of Colorectal Cancer: Guideline From the American
Society for Clinical Pathology, College of American Pathologists, Asso-
ciation for Molecular Pathology, and the American Society of Clinical
Oncology. Journal of Clinical Oncology. 2017;35(13):1453-1486.
Goodman AM, Kato S, Bazhenova L, et al. Tumor mutational burden as
an independent predictor of response to immunotherapy in diverse can-
cers. Molecular Cancer Therapeutics. 2017;16(11):2598-2608.

Davis EJ, Perez MC, Ayoubi N, et al. Clinical Correlates of Response to
Anti-PD-1-based Therapy in Patients With Metastatic Melanoma. J Im-
munother. 2019.

Ross JS, Wang K, Khaira D, et al. Comprehensive genomic profiling of
295 cases of clinically advanced urothelial carcinoma of the urinary bla-
dder reveals a high frequency of clinically relevant genomic alterations.
Cancer. 2016;122(5):702-711.

Hirshfield KM, Tolkunov D, Zhong H, et al. Clinical Actionability of
Comprehensive Genomic Profiling for Management of Rare or Refrac-
tory Cancers. Oncologist. 2016;21(11):1315-1325.

Brannon AR, Vakiani E, Sylvester BE, et al. Comparative sequencing
analysis reveals high genomic concordance between matched primary
and metastatic colorectal cancer lesions. Genome Biol. 2014;15(8):454.
Lee SY, Haq F, Kim D, et al. Comparative genomic analysis of primary and
synchronous metastatic colorectal cancers. PLoS ONE. 2014;9(3):e90459.
Gerlinger M, Rowan AJ, Horswell S, et al. Intratumor heterogeneity
and branched evolution revealed by multiregion sequencing. N Engl J
Med. 2012;366(10):883-892.

Dhir M, Choudry HA, Holtzman MP, et al. Impact of genomic profiling
on the treatment and outcomes of patients with advanced gastrointesti-
nal malignancies. Cancer medicine. 2017;6(1):195-206.

Von Hoff DD, Stephenson JJ, Jr., Rosen P, et al. Pilot study using mole-
cular profiling of patients’ tumors to find potential targets and select
treatments for their refractory cancers. Journal of Clinical Oncology.
2010;28(33):4877-4883.

Weiss GJ, Liang WS, Demeure MJ, et al. A pilot study using next-gene-
ration sequencing in advanced cancers: feasibility and challenges. PLoS
ONE.2013;8(10):e76438.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 125



157

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167

126

Wheler JJ, Janku F, Naing A, et al. Cancer Therapy Directed by Com-
prehensive Genomic Profiling: A Single Center Study. Cancer Res.
2016;76(13):3690-3701.

Weiss GJ, Hoff BR, Whitehead RP, et al. Evaluation and comparison of
two commercially available targeted next-generation sequencing plat-
forms to assist oncology decision making. Oncolargets and therapy.
2015;8:959-967

Johnson DB, Dahlman KH, Knol J, et al. Enabling a genetically infor-
med approach to cancer medicine: a retrospective evaluation of the im-
pact of comprehensive tumor profiling using a targeted next-generation
sequencing panel. Oncologist. 2014;19(6):616-622.

Park HS, Lim SM, Kim §, et al. Pilot Study of a Next-Generation Se-
quencing-Based Targeted Anticancer Therapy in Refractory Solid Tu-
mors at a Korean Institution. PloS one. 2016;11(4):e0154133.

Cai J,Ma H, Huang F, et al. Correlation of bevacizumab-induced hyper-
tension and outcomes of metastatic colorectal cancer patients treated
with bevacizumab: a systematic review and meta-analysis. World jour-
nal of surgical oncology. 2013;11:306.

Petrelli F, Borgonovo K, Cabiddu M, Lonati V, Barni S. Relationship
between skin rash and outcome in non-small-cell lung cancer patients
treated with anti-EGFR tyrosine kinase inhibitors: a literature-based
meta-analysis of 24 trials. Lung cancer (Amsterdam, Netherlands).
2012;78(1):8-15.

Grigg C, Rizvi NA. PD-L1 biomarker testing for non-small cell lung
cancer: truth or fiction? Journal for Immunotherapy of Cancer.
2016;4(1):48.

Martinez-Férez IM, Viguera-Guerra I, Rosario-Lozano MP, Be-
not-Lépez S. Plataformas gendmicas de caracter prondstico-predictivo
en el cancer de mama: actualizacion de la evidencia. Revision Sistema-
tica. Sevilla: Agencia de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias de Anda-
lucia. Red Espafiola de Agencias de Evaluacion de Tecnologias Sanita-
rias y Prestaciones del SNS; 2018. .

Sacher AG, Dahlberg SE, Heng J, Mach S, Janne PA, Oxnard GR. Asso-
ciation Between Younger Age and Targetable Genomic Alterations and
Prognosis in Non-Small-Cell Lung Cancer. JAMA oncology.
2016;2(3):313-320.

Meric-Bernstam F, Brusco L, Shaw K, et al. Feasibility of Large-Scale
Genomic Testing to Facilitate Enrollment Onto Genomically Matched
Clinical Trials. Journal of Clinical Oncology. 2015;33(25):2753-2762.
Gray SW, Hicks-Courant K, Cronin A, Rollins BJ, Weeks JC. Physicians’
attitudes about multiplex tumor genomic testing. Journal of Clinical
Oncology. 2014;32(13):1317-1323.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

Aran D, Sirota M, Butte AJ. Systematic pan-cancer analysis of tumour
purity. Nature communications. 2015;6:8971-8971.

Jones S, Anagnostou V, Lytle K, et al. Personalized genomic analyses for
cancer mutation discovery and interpretation. Sci Transl Med.
2015;7(283):283ra253.

Kanagal-Shamanna R, Portier BP, Singh RR, et al. Next-generation se-
quencing-based multi-gene mutation profiling of solid tumors using fine
needle aspiration samples: promises and challenges for routine clinical
diagnostics. Mod Pathol. 2014;27(2):314-327.

Diaz LA, Jr., Bardelli A. Liquid biopsies: genotyping circulating tumor
DNA. Journal of Clinical Oncology. 2014;32(6):579-586.

Ziogas DE, Spiliotis J, Lykoudis EG, Zografos GC, Roukos DH. Intratu-
mor and circulating clonal heterogeneity shape the basis of precision breast
cancer therapy. Future oncology (London, England). 2017;13(2):113-116.
Stearns V, Park BH. Gene Mutation Profiling of Breast Cancers for Cli-
nical Decision Making: Drivers and Passengers in the Cart Before the
Horse. JAMA Oncol. 2015;1(5):569-570.

Chae YK, Davis AA, Carneiro BA, et al. Concordance between geno-
mic alterations assessed by next-generation sequencing in tumor tissue
or circulating cell-free DNA. Oncotarget. 2016;7(40):65364-65373.

175.NICE. Caris Molecular Intelligence for guiding cancer treatment. Med-

176.

177

178.

179.

180.

181.

tech innovation briefing, MIB 120. NICE advice. 2017:Acceso el
6/06/2018. Disponible en: https://www.nice.org.uk/advice/mib120.

Henk HJ, Ray S. Treatment patterns and healthcare costs among pa-
tients with advanced non-small-cell lung cancer. 2013;2(3):189-197.
Gautschi O, Milia J, Filleron T, et al. Targeting RET in Patients With
RET-Rearranged Lung Cancers: Results From the Global, Multicenter
RET Registry. Journal of clinical oncology : official journal of the Ame-
rican Society of Clinical Oncology. 2017;35(13):1403-1410.

Vaishnavi A, Capelletti M, Le AT, et al. Oncogenic and drug-sensitive
NTRK1rearrangementsinlungcancer. Nature medicine.2013;19(11):1469-
1472.

Capelletti M, Dodge ME, Ercan D, et al. Identification of recurrent FG-
FR3-TACC3 fusion oncogenes from lung adenocarcinoma. Clinical
cancer research : an official journal of the American Association for Can-
cer Research. 2014;20(24):6551-6558.

Hutchinson KE, Lipson D, Stephens PJ, et al. BRAF fusions define a
distinct molecular subset of melanomas with potential sensitivity to
MEK inhibition. Clin Cancer Res. 2013;19(24):6696-6702.

Gunderson CC, Rowland MR, Wright DL, et al. Initiation of a formali-
zed precision medicine program in gynecologic oncology. Gynecologic
oncology. 2016;141(1):24-28.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD 127


https://www.nice.org.uk/advice/mib120

182.

183.

184.

185.

186.

187

188.

128

Lim MC, Randall LM. Role and clinical application of next-generation
sequencing (NGS) for ovarian cancer.J Gynecol Oncol. 2017;28(4):e51.
Grenader T, Tauber R, Shavit L. Next-generation sequencing in patients
with advanced cancer: are we ready for widespread clinical use? A sin-
gle institute’s experience. Anti-cancer drugs. 2016;27(9):899-907
Kuderer NM, Burton KA, Blau S, et al. Comparison of 2 commercially
available next-generation sequencing platforms in oncology. JAMA
Oncology. 2017;3(7):996-998.

Cheng DT, Mitchell TN, Zehir A, et al. Memorial Sloan Kettering-Inte-
grated Mutation Profiling of Actionable Cancer Targets (MSK-IM-
PACT): A Hybridization Capture-Based Next-Generation Sequencing
Clinical Assay for Solid Tumor Molecular Oncology. The Journal of Mo-
lecular Diagnostics : JMD. 2015;17(3):251-264.

Chakravarty D, Gao J, Phillips SM, et al. OncoKB: A Precision Oncolo-
gy Knowledge Base. JCO precision oncology. 2017;2017.

LiY, Bare LA, Bender RA, et al. Cost Effectiveness of Sequencing 34
Cancer-Associated Genes as an Aid for Treatment Selection in Patients
with Metastatic Melanoma. Molecular diagnosis & therapy.
2015;19(3):169-177.

Beaubier N, Tell R, Huether R, et al. Clinical validation of the Tempus
xO assay. Oncotarget. 2018;9(40):25826-25832.

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



Anexos

ANEXO I. Lista de genes estudiados por
F1CDx

Genes con regiones exoOnicas codificantes incluidas en FoundationOne
CDx™ para la deteccion de sustituciones, indels y alteraciones en el nimero

de copias.

ABL1 ACVRIB
AR ARAF
AURKB AXINT
BCOR BCORLI
BTK Cllorf30 emsy)
CCND3 CCNET
CDKI2 CDK4
CEBPA CHEK1
CTNNAT CTNNBI
DIS3 DNMT3A
ERBB2 ERBB3
FANCA FANCC
FGFI9 FGF23
FH FLCN
GATA6 GID4 (Ci70rf39)
HDACT HGF
IKBKE IKZF1
JUN KDMSA
KMT2A ML) KMT2D (MLL2)
MAP3KT MAP3KI3
MERTK MET
MSHE MSTIR
NBN NF1
NPMI NRAS
PARPT PARP2
PDGFRB PDK1
POLDI POLE
PTEN PTPNII
RADSID RAD52
RICTOR RNF43
SF381 SGKI1
Sox2 S0X9
SYK 7BX3
7sC1 7scz
XPOT1 XRCC2

AKT1
ARFRPI
AXL
BRAF
CALR
cp22
CDK6
CHEK2
cuLs
DoTIL
ERBB4
FANCG
FGF3
FLT1
GNAT?
HNFIA
INPP4B
KDMSC
KRAS
MAPKT
MITF
MTAP
NF2
NT5C2
PARP3
PIK3C28
PPARG
PTPRO
RADS54L
ROS1
SMAD2
SPEN
TEK
TYRO3
ZNF217

AKT2
ARIDIA
BAPT
BRCAT
CARDI1
CD274 (PD-L)
CDK8
cic
CUL4A
EED
ERCC4
FANCL
FGF4
FLT3
GNAIZ
HRAS
IRF2
KDM6A
LTK
MmcL1
MKNK1
MTOR
NFE2L2
NTRKT
PAXS
PIK3C2G
PPP2RIA
QKI
RAF1
RPTOR
SMAD4
SPOP
TET2
U2AF1
ZNF703

AKT3
ASXLT
BARDI
BRCA2
CASP8
CcD70
CDKNIA
CREBBP
CXCR4
EGFR
ERG
FAS
FGF6
FOXL2
GNAQ
HSD3B1
IRF4
KDR
LYN
MDM2
MLH1
MUTYH
NFKBIA
NTRK2
PBRM1
PIK3CA
PPP2R2A
RACT
RARA
SDHA
SMARCA4
SRC
TGFBR2
VEGFA

ALK
ATM
BCL2
BRD4
CBFB
CD79A
CDKNIB
CRKL
CYPI7AT
EP300
ERRFIT
FBXW7
FGFRI
FUBPI
GNAS
D3

IRS2
KEAPI
MAF
MDM4
MPL
Myc
NKX2-1
NTRK3
PDCDI (PD-1)
PIK3CB
PRDMI1
RAD21
RBI
SDHB
SMARCBT
STAG2
TIPARP
VHL

ALOXI2B
ATR
BCL2L1
BRIP1
CBL
CD79B
CDKN2A
CSFIR
DAXX
EPHA3
ESRI
FGF10
FGFR2
GABRA6
GRM3
IDH1
JAKT
KEL
MAP2K1 (MEK1)
MEDI2

AMERI (FAMI238) APC

ATRX
BCL2L2
BTG
CCNDI1
CDC73
CDKN2B
CSF3R
DDRI1
EPHBI
EZH2
FGFI2
FGFR3
GATA3
GSK3B
IDH2
JAK2
KIT
MAP2K2 (MEK2)
MEF28

MRETIA MSH2
MYCL (MycLy ~ MYCN
NOTCHI NOTCH2
P2RY8 PALB2
PDCDILG2 (PD-L2)

PIK3R1 PIMI
PRKARIA PRKCI
RADST RADS5IB
RBMIO REL
SDHC SDHD
SMO SNCAIP
STAT3 STKI
TNFAIP3 TNFRSF14
WHSCI (Mmser)  WHSCILT

AURKA
BCL6
BTG2
CCND2
CDHI1
CDKN2C
CTCF
DDR2
EPHB4
FAM46C
FGF14
FGFR4
GATA4
H3F3A
IGFIR
JAK3
KLHL6
MAP2K4
MENT
MSH3
MYD88
NOTCH3
PARK2
PDGFRA
PMS2
PTCHI
RADSIC
RET
SETD2
SOCSsT
SUFU
TP53
wri

Genes con regiones intrénicas para la deteccién de reordenamientos,
un gen con una regién promotora y un gen RNA no-codificante.

ALK
ETV5
MSH2
RARA
TMPRSS2

BCL2
ETVE
MYB
RET

BCR
EWSR1
Myc
ROST

BRAF
EZR
NOTCH2
RSPO2

*TERC is non-coding RNA gene. **TERT is gene with promoter region.

BRCAT
FGFRI
NTRKI1
SDc4

BRCA2
FGFR2
NTRK2
SLC34A2

CD74
FGFR3
NUTMIT
TERC*

EGFR
KIT
PDGFRA

ETV4
KMT2A emLL)
RAFI1

TERT (oromoteroniy)™

Listado de genes que estudia F1CDx. Tomada de FoundationOne
CDx™ Technical Information™®.
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ANEXO II. Listado de otros tests CDx
aprobados por la FDA para las GAs que
detecta F1CDx

Device Company Technology Therapy Indication
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit ~ Abbott Molecular, FISH Herceptin Breast cancer
Inc. (trastuzumab)
Pathway Anti-HER-2/neu (4B3) Ventana Medical [HC Herceptin Breast cancer
Rabbit Monoclonal Primary Antibody Systems, Inc (trastuzumab)
Insite HER-2/neu Kit Biogenex HC Herceptin Breast cancer
Laboratories, Inc (trastuzumab)
Spot-Light HER? CISH Kit Life Technologies, CISH Herceptin Breast cancer
Inc. (trastuzumab)
Bond Oracle Her? THC System Leica Biosystems  [HC Herceptin Breast cancer
(trastuzumab)
HER2 CISH pharmDx Kit Dako Denmark CISH Herceptin Breast cancer
(trastuzumab)
INFORM HER2 DUAL ISH DNA Ventana Medical DualISH  Herceptin Breast cancer
Probe Cocktail Systems, Inc (trastuzumab)
HercepTest DakoDenmark  [HC Herceptin Breast cancer
A/S (trastuzumab)  Gastric or
Perjeta Gastroesophageal
(peruzumab)  junction
Kadcyla (ado-  adenocarcinoma
trastuzumab
emtansie)
HER2 FISH pharmDx Kit Dako Denmark  FISH Herceptin Breast cancer
ASS (rastuzumab) ~ Gastric or
Perjeta Gastroesophageal
(pertuzumab)  junction
Kadeyla (ado-  adenocarcinoma
trastuzumab
emtansine)
. THxID BRAF K1t broMeneux BCR Melomist Melanoma
58 (tramatenib)
& = |cobas BRAF V600 Mutation Test Roche Molecular PCR Zelboraf Melanoma
Systems, Inc (vemurafenib)
ty THxID BRAF Kit broMerieux PCR Tafinlar Melanoma
= (dabrafemib)
% |Oncomine Dx Target Test Life Technologies, NGS Tafinlar Non-small cell
H Inc. (dabrafemib)  Tung cancer
= Melmist
- Praxis Extended Ras Panel Tlumina NGS Vectibix Colorectal cancer
2 (panitumumab)
=
cobas KRAS Mutation Test Roche PCR Erbitux. Colorectal cancer
Molecular (cetuximab)
Systems, Inc. Vectibix
(panitumumab)
@ |therascreen KRAS RGQ PCR Kit QIAGEN PCR Erbitux Colorectal cancer
= (cetuximab)
- Fectibix
(panitumumab)
Praxis Extended Ras Panel Ilumina NGS Vectibix Colorectal cancer
(panitumumab)
'Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit Abbot FISH Xalkori Non-small cell
; Molecular, (crizotinib) Iung cancer
5 Inc.
&
w |ALK(DSF3) CDx Assay Ventana HC Xalkon Non-small cell
I~ Medical (crizotinib) lung cancer
e Systems, Inc
cobas EGFR Mutation Test +2 Roche PCR Tarceva Non-small cell
- Molecular (erlotinib) lung cancer
2z Systems, Inc.
E i therasereen EGFR RGQ PCR Kit QIAGEN PCR Gilotrif (afatinib) Non-small cell
e Iressa (gefitinib) lung cancer
£2
g % Oncomine Dx Target Test Life NGS Tressa (gefitmid  Non-small cell
= Technologies. lung cancer
Ine.
& = [cobas EGFR Mutation Test v2 Roche PCR Tagrisso Non-small cell
] F] Molecular (osmmertinib) lung cancer
Qf Systems, Inc
| FoundationFocus CDgec, Foundation NG5S Rubraca Advanced
3 Medicine, Inc. (rucaparib) Ovarian
1%
H

FISH: hibridacion fluorescente in situ, IHC:
inmunohistoquimica, CISH: hibridacion in situ cromogénica,
ISH: hibridacion sin situ, PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa, NGS: secuenciacion de nueva generacion.
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ANEXO III. Estrategia de busqueda en

PubMed y Cochrane Library

PUBMED

N° Pregunta Resultados

#1  Search (“FoundationOne” OR “Foundation Medicine” OR “FoundationOne CDx” OR 41008
“next-generation sequencing” OR “high-throughput sequencing” OR
“comprehensive genomic profiling” OR “hybrid-capture-based sequencing”)

#2  Search (lung[Title/Abstract] OR breast[Title/Abstract] OR colon[Title/Abstract] OR 1431294
colorectal[Title/Abstract] OR ovarian[Title/Abstract] OR ovaric[Title/Abstract] OR
melanoma(Title/Abstract])

#3  Search (cancer*[Title/Abstract] OR tumour*[Title/Abstract] OR tumor*[Title/Abstract] 3013215
OR neoplasm*[Title/Abstract] OR carcinoma*[Title/Abstract] OR “non-small cell lung
cancer”[Title/Abstract] OR “NSCLC"[Title/Abstract] OR adenocarcinomalTitle/

Abstract] OR squamous|Title/Abstract])
#4  #1 AND #2 AND #3 3542
#5  #4 Filters: Publication date from 2012/01/01 to 2019/06/05; Humans 2206
Cochrane Library

N° Pregunta Resultados

#1  (lung AND (canc* OR tumo* OR neoplasm®)):ti,ab,kw 24817

#2  (breast AND (canc* OR tumo* OR neoplasm®)):ti,ab,kw 34635

#3  (colon AND (canc* OR tumo* OR neoplasm?®)):ti,ab,kw 5963

#4  (colorectal AND (canc* OR tumo* OR neoplasm®)):ti,ab,kw 14749

#5  (melanoma AND (canc* OR tumo* OR neoplasm®)):ti,ab,kw 4158

#6 ((ovarian OR ovaric) AND (canc* OR tumo* OR neoplasm®)):ti,ab,kw 7118

#7 #1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6 81461

#8  (Foundation one):ti,ab,kw 1711

#9  (FoundationOne):ti,ab,kw 31

#10 (Next Generation sequencing):ti,ab,kw 0
#11 (Comprehensive genomic test profiling platform):ti,ab,kw 2
#12 #4 OR #5 OR #6 #7 1714
#13  (#7 AND #12) 107

with Publication Year from 2010 to 2019, with Cochrane Library publication date
from Jan 2010 to Mar 2019, in Trials
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ANEXO IV. Diagrama de flujo de seleccion de
estudios

Figura 5. Proceso de seleccién de estudios.

>
«

A

v
y
\4

132 INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION



ANEXO V. Estudios excluidos y motivo de

exclusion

Tabla 3. Articulos excluidos y motivo de exclusion.

Primer autor, aiio

Gautschiy cols'”, 2017.
Vaishnavi y cols'”8, 2013.

Sacher y cols'®, 2016.

Capelletti y cols'®, 2014.

Lindeman y cols*’, 2018.

Wheler y cols’™, 2015.

Wheler y cols®', 2014.

Hutchinson y cols',2013.

Gunderson y cols'®', 2016.

Balasubramaniam y cols®, 2017.

Lim y cols'®?, 2017.

Fernandes y cols®, Goodman y cols'*7,
Grenader y cols'®, Hirshfield y cols',
Hohnson y cols', Kuderer y cols'®, Park y
cols'®, Sohal y cols'*, Weiss y cols'®, Chae
y cols'™, Wheler y cols'®”, Zhong y cols?”

Tumor

NSCLC

NSCLC

NSCLC

NSCLC

Mama

Mama

Melanoma

Ovario

Ovario

Ovario

Varios
tumores

Motivos de exclusion

No utilizan F1 sino otra NGS.

No queda claro que se trate de F1 pero en
todo caso no mencionan ninguin resultado.

No es un estudio clinico sino de
investigacion en laboratorio.

No es un estudio clinico sino una guia clinica.

Incluyeron los mismos tres pacientes que en
estudio del 2014.

Sélo utilizaron F1 en 3 pacientes.

No es un estudio clinico sino de
investigacion en laboratorio.

Incluye diversos tumores ginecoldgicos, no
solo ovario y no da resultados por separado
de ovario.

No estudia efectividad de F1, incluye
FoundationFocus CDx BRCA test.

No es un estudio clinico sino una revision
narrativa.

Se aportan resultados para el total de
tumores, no resulta posible discriminar los
resultados por separado para cada tipo de
tumor.

NSCLC: cancer de pulmon no microcitico, NGS: secuenciacion de nueva generacion,

F1: FoundationOne.
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ANEXO VI.Tablas de extraccion de datos de los articulos

mcluidos

Tabla 4. Estudios de F1 en pacientes con tumores de pulmon.

Autor, afio,

Objetivo Tipo estudio
pais
Hellmanny  Estudiar la Ensayo open-label en
cols*, 2018, supervivencialiore de  fase 3

progresion (PFS) de
nivolumab +
iplimumab frente a QT
en pacientes con una
TMB >10 mut/Mb,
independientemente
del nivel de expresion
del PD-L1.

EEUU. (Checkmate 227). Se
aleatorizaron pacientes
conPD-L1>1%y
<1% alos tres grupos
de tratamiento.

134

Index test/
comparador

Muestra, caracteristicas

de la poblacion Tumor, estadio

Tto. previo

N=1.739

N=1.189 con 1% de
expresion del PD-L1.

N=550 con <1% de
expresion del PD-L1.

Adultos con ECOG=0-1
que no hubieran recibido
tratamiento sistémico
previo por NSCLC
avanzado o metastésico.

NSCLC escamosos ~ No
0 N0 eSCamosos, en
estadio IV o

recurrente.

F1 CDx para
determinar la TMB.

No hay comparador.

Se excluyeron pacientes
con mutaciones EGFR o
ALK translocaciones.

Se pudo estudiar la TMB en
1.044 pacientes (57,7%).
De estos, 444 (44,2%)
tenfan alta carga mutacional
(TMB >10 mut/Mb). De
ellos, 139 recibieron
nivolumab-+ipilimumab y
160 recibieron QT.

Tto. dirigido F1

Nivolumab (3 mg/Kg
cada 2 semanas) +

Ipilimumab (1mg/Kg
cada 6 semanas)

como primera linea.
Vs

QT seguin tipo
histolégico.

Vs

nivolumab cada 2
semanas (si 21% de
expresion del PD-L1) o
nivolumab cada 3
semanas + QT segln
tipo histologico (si

<1% de expresion del
PD-L1).

Resultados

- Seguimiento minimo de 11,2 meses.

- Tiempo mediano de duracion de tratamiento con
nivolumab-+ipilimumab fue de 4,2 meses (rango de
0,03-24,0)y con QT, de 2,6 meses (rango, 0,03-22,1).

- Tasa de PFS al afio en el total de pacientes,
independientemente de la TMB y del nivel de expresion
del PD-L1, fue de 30,9% en el grupo de nivolumab +
ipilimumab vs 17,0% en el grupo de QT, HR de
progresion o muerte=0,83 (IC 95%: 0,72-0,96). PFS
mediana de 4,9 meses (IC 95%: 4,1-5,6) vs 5,5 meses
(IC 95%: 4,6-5,6).

- Tasa de PFS al afio en pacientes con TMB 210
mut/Mb (alta carga tumoral mutacional) fue de
significativamente superior en el grupo de nivolumab +
ipilimumab: 42,6% vs 13,2% en el grupo de QT. PFS
mediana de 7,2 meses (IC 95%: 5,5-13,2) vs 5,5
meses (IC 95%: 4,4-5,8). HR de progresion o
muerte=0,58 (IC 97,5%: 0,41-0,81; P<0,001).

Y de este grupo, ajustando en funcion de si PD-L1 era
21% 0 <1%, el HR=0,57; IC 97,5%: 0,40-0,80;
P<0,001.

Y si ademas, PD-L1 21%, la PFS era mayor que en los
PD-L1<1%, y mayor entre los pacientes con tumor
£5CaMOSO0 U NO 8SCamoso.

- En pacientes con TMB<10 mut/Mb, la PFS mediana
de 3,2 meses (IC 95%: 2,7-4,3) vs 5,5 meses (IC 95%:

4,3-5,6), sin diferencias entre ambos grupos (HR=1,07;
1C 95%: 0,84-1,35).

- Tasa de respuesta objetiva: 45,3% en grupo
nivolumab-+ipilimumab frente a 26,9% en grupo QT.

Progresion de la enfermedad en los pacientes con
TMB 210 mut/Mb en el 37,8% y 47,2%,
respectivamente.

- Duracién de la respuesta: 43% libres de progresion
al afio en el grupo de nivolumab+ipiimumab frente al
13% del grupo de QT. El porcentaje de pacientes con
respuesta después del ario fue del 68% en grupo
nivolumab-+ipilimumab frente a 25% en grupo QT.

- No se encontraron diferencias en la PFS entre los
pacientes tratados con nivolumab (N=71) vs QT (N=79)
con TMB >13 mut/Mb y PD-L1 >1%.

- Seguridad, de acuerdo al NCI CTCAE v.4.0:
porcentaje global de EA similar en grupos
nivolumab-+ipilimumab y QT. El porcentaje de EA
grados 3 0 4 fue de 31,2% en grupo
nivolumab-+ipilimumab y 36,1% en grupo QT.

Entre los pacientes con TMB >10 mut/Mb, los del
primer grupo sufrieron un 25,9% de EAy los de QT un
8,8%.

- Entre los pacientes con TMB 210 mut/Mb, el
24,4% de los tratados con nivolumab+ipilimumab y el
3,1% de los tratados con QT seguia en tratamiento al
cierre del estudio.

- No existe relacion entre la TMB y el nivel de expresion
de PD-L1.

- De los asignados al grupo de QT, un 30% recibid
posteriormente inmunoterapia.
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Autor, afio,
pais

Limy cols'é,
2017, Corea.

Vigneswaran
y cols™,
2016, EEUU.

Aliy cols™,
2016,
California,
EEUU

Objetivo Tipo estudio
Estudiar la actividad ~ Ensayo abierto de fase
antitumoral y el perfil I, multicéntrico.
de seguridad del
ceritinib en pacientes
conNSCLCy
reordenamientos
ROST.

Revisar los resultados  Retrospectivo de una

del perfil genémico
exhaustivo realizado a
pacientes con NSCLC.

centro universitario,

Evaluar el porcentaje
de pacientes con GAs
potencialmente dianas
terapéuticas.

Evaluar el porcentaje
de pacientes con
alteraciones
concurrentes
previamente
consideradas
excluyentes.

Caracterizar el grupo
de pacientes con
mutaciones KRAS.

Estudiar el papel de F1 Serie de casos.
para realizar un CGP

que permita identificar
reordenamientos ALK

en pacientes con

NSCLC y comparar su

capacidad diagndstica

frente a FISH.

serie de casos, de un

recogidos en 5 afios
(dic-2009 a ago-2014).

Muestra, caracteristicas
de la poblacion

Mayores de 20 afios,
ECOG:0-2.

Hacen F1 en muestras de
15 pacientes. Todos eran
FISH positivos a
reordenamientos ROST.

N=160 pacientes
analizados con F1

Edad media de 62,1 anos.
Hombres: n=79 (49%)
Mujeres: n=81 (51%).

No fumadores: 22%.

N=1.070 pacientes.

Y una segunda serie de 45
pacientes de otro centro.

47 pacientes con
reordenamiento ALK.

Index test/
comparador

- FISH: los 15
positivos a
reordenamientos
ROST.

- IHC: 9 positivos y 2
negativos.

= [Fil

-F1 (en 160
pacientes).

- Caris Molecular
Intelligence.

- Response Genetics
Inc.

- No comparador.

- FISH.

- F1. Profundidad de
cobertura media
>650x para al menos
3.769 exones de 236
genes relacionados
con cancer y 47
intrones de 19 genes
(que presentan
reordenamientos en
casos de cancer.
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Tumor, estadio Tto. previo

NSCLC localmente
avanzado o
metastésico.

No se menciona.

Todos son
adenocarcinomas.

NSCLC avanzado.

De los 160
estudiados con F1:

No se menciona.

Adenocarcinomas:
n=120 (75%).

Carcinoma de
células escamosas
(SCC): n=15 (9%).
NSCLC-no
especificado de otra
manera (NOS): n=7
(4%).

Carcinoma de
células grandes: n=4
(3%).

NSCLC avanzado.  No se menciona.

Tto. dirigido F1

Ceritinib.

No se administra.

Crizotinib en 9
pacientes en los que
FISH habia sido
negativo.

En total, de los 47
pacientes, se tratan
con crizotinib 28, no
se poen tratamiento
en4dyenlos 15
restantes, se

desconoce este dato.

Resultados

- De los 15 pacientes a quienes hicieron F1, 11 dieron
un resultado positivo: los reordenamientos encontrados
fueron: CD74-ROST (n=2), SLC34A2-ROST (n=2) y
EZR-ROST (n=1).

- 4 tuvieron un resultado negativo con F1. De estos 4,
uno habia sido también negativo con IHQ y
clinicamente progreso tras tratamiento con ceritinib por
lo que se considera que fue un falso positivo de FISH.
Dos negativos con F1 presentaron respuesta parcial al
ceritinib, lo que sugiere que son falsos negativos de F1
(los autores lo relacionaron con disponer de una
cantidad limitada de tejido muestral).

- Respuesta tumoral al ceritinib valorados por RECIST
v.1.1: RC en 1 paciente, RP en 10, progresion en 1
paciente, estabilizacion tumoral en 2 y no disponible
esta informacion en 1 paciente.

- PFS en los pacientes con RP oscild entre 4,4 meses a
més de 31,8 meses.

- E199,4% de los pacientes analizados con las NGS
presentaron al menos una GA, con una media de 10,8
alteraciones/tumor.

- El estudio se centrd en los pacientes con
adenocarcinoma (n=120). La mayoria de las GAs
implicaban a los genes de receptores de quinasa/
factores de crecimiento (RTK/GFs).

- Se identificaron GAs en la via MAPK/RAS en un
56,7% (68/120) y en la via PI3K/mTOR en un 30%
(36/120), GAs en genes asociados al ciclo celular en
25% (30/120), mutaciones KRAS en 32,5% de las que
un 10% se dieron en no fumadores.

- 46% de alteraciones en EGFRy 61% de las.
alteraciones en ALK se dieron en no fumadores.

- Las GAs identificadas mediante las NGS se dieron en
los genes: EGFR (23,3%), KRAS (32,5%), ALK (7,5%),
ROS1 (0,8%), RAF1 (1,7%), RET (10,8%), ERBB2
(4,2%), PIK3CA (10,0%), MET (5,0%), BRAF (12,5%) y
en el gen potencialmente intervenible CBL (6,7%).

- En 36,25% de las muestras (58/160) se encontraron
mitiples GAs. Se trata de un porcentaje de casos
superior al esperado.

- Con F1, 47 (4,4%) pacientes presentaron
reordenamientos ALK: 41 fusiones EML4-ALK.

- Con FISH, de los 47 pacientes, se tienen datos de 31:
11 (35%) eran FISH negativos a reordenamientos ALK.

- 9 pacientes de los 11 con FISH negativo recibieron
crizotinib porque con F1 habia dado resuitado positivo
afusion ALK. 7 respondieron (RP: n=6, RC: n=1).
Duracion de la respuesta: 5-28 meses (mediana >17
meses). Dos no respondieron.

- 2 pacientes no fueron tratados con crizotinib: uno no
ha progresado, el otro se perdié su seguimiento.

- 22 casos con reordenamientos ALK detectados por
FISH también fueron detectados por F1. Todos fueron
fusiones EML4-ALK.

- De los 23 casos negativos con FISH, 22 también lo
fueron con F1 y 1 caso fue un reordenamiento
SOCS5-ALK.

- Los autores recomendaron realizar estudio de F1 en
todos los NSCLC avanzados para deteccion de
reordenamientos ALK dado que FISH no resulta
suficiente para identificar todos los casos impidiendo
que estos pacientes que no son identificados por FISH
reciban el tratamiento adecuado. A la vista de la
respuesta a la terapia dirigida con crizotinib, insistieron
en administrar este farmaco, no solo a los pacientes con
fusiones EML4-ALK sino también a aquellos con
translocaciones no-EML4-ALK, como primera linea o
tras QT.

135



Autor, afio,

Objetivo
pais
DiBardinoy  Identificar dianas
cols'™, terapéuticas en las

2016, EEUU. muestras tumorales.

Limy cols', Realizan CGP a

Tipo estudio

Restrospectivo de una
serie de casos.

Unicéntrico.

Muestras recogidas
entre 2012-2014.

Estudio unicéntrico de

2016, Corea. muestras de céncer de una serie de casos.

pulmén previamente
negativas a EGFR,
KRAS y ALK, con el
fin de identificar a los
pacientes candidatos
aterapia dirigida.

136

Entre 2013y 2015.

Muestra, caracteristicas Index test/

de la poblacion comparador
N=49 pacientes. - FISH, PCR.
Mujeres: n=30 (61%). - F1: en al menos 50
Hombres: n=19 (39%).  N9deDNAse
analizaron por captura
de hibridacion 3.320

Edad mediana: 62,9 (rango,
42-98). exones de 236 genes
relacionados con el
cancer y 47 infrones
de 19 genes que con
frecuencia presentan

Fumadores: n=35 (71,4%).

reordenamientos.
N=561 pacientes. - Todos eran triples
Mueres: n=33. negaﬂvo; con
secuenciacion
Hombres: n=18. convencional y/o FISH
Edad mediana: 58afios & (R RS
(rango, 29-77). - F1: secuenciacion a
oy cobertura mediana de
No fumadores:n=39 (76%) T e
220% nicleos
tumorales y 50 ng de
DNA. Secuenciador:
llumina HiSeq2500.

Tumor, estadio

NSCLC.

Adenocarcinoma:
n=45 (92%)

Escamosos: n=2
(4%)

Sarcomatoide: n=1
(2%)

Otros: n=1 (2%)

Metéstasis en 30
pacientes (61,2%).

NSCLC.

Adenocarcinomas:
100%.

Estadio IV: n=25
(49%).

Tto. previo

No se menciona.

No se menciona.

Tto. dirigido F1

No se menciona.

- 7 pacientes con
reordenamiento ROS 1
fueron tratados con
ceritinib.

Resultados

- El test se pudo realizar bien en 41 casos; en 5 la
muestra fue insuficiente y en 3 el test fall6.

- En total, 40 tumores pudieron ser analizados. Se
detectaron 179 GAs, con una media de 4,37 por tumor
y 63 eran CRGAS. De los 40 tumores, 30 tenian alguna
CRGA y en estos 30 casos, todos tenian al menos 1
farmaco disponible aprobado por la FDA. De los otros.
10 tumores, habia 13 farmacos en fase | o /Il de
ensayo clinico.

- Las GAs més frecuente fueron mutacion en P53,
pérdida CDKN2A, amplificacion MCL1 y amplificacion
RICTOR, en este orden.

- Las CRGAs més frecuentes fueron mutaciones en
EGFR, PIK3CA, KRAS y ERBB2.

- En 25 muestras se detectaron alteraciones en ALK
con FISH en 20 tumores y en los 25 mutaciones EGFR
en exones 18-21 con PCR, mutacién VBOOE en BRAF
con PCR en 16 tumores y mutaciones KRAS con PCR
en 22 tumores.

- Comparando estos resultados con F1 sélo hubo 1
discrepancia: se detect fusion EML4-ALK en un caso
que no se detectd por FISH.

- 7 de 49 pacientes (14,3%) los resultados de F1
contribuyeron a modificar el tratamiento: en 2 pacientes
se suspendid el tratamiento que tenian y en 5 se
instaur6 una nueva terapia.

- Total de 190 GAs conocidas y 601 desconocidas.
- Media de 3,7 GAs por paciente (rango, 0-10).

- Sustituciones de bases no-sinénimas (50%, 80 de
190), indels (15%, 29 de 190), mutaciones (3%, 5 de
190), amplificaciones (20%, 39/190), genes de fusion
(7%, 14/190)

- Entre las primeras, las GAs mas frecuentes fueron:
TP53 (30%, n=24/80), KRAS (10%, n=8/80) y EGFR
(10%, n=24/80).

- En 8 pacientes negativos segun las pruebas
convencionales, F1 permiti detectar mutaciones EGFR
y en otros 8, KRAS.

- 17 pacientes (33%) presentaron GAs en la via
PI3K-AKT-mTOR.

- En 16 pacientes (31%) se identificaron GA para los
que hay terapia dirigida aprobada. Siete pacientes con
reordenamiento ROS 1 recibieron ceritinib y 6
presentaron respuesta objetiva.

En 14 pacientes (27%) se encontraron otras GAs con
farmacos utiizados en ensayos clinicos.

- Valoracion de la respuesta tumoral al tratamiento
mediante RECIST v1.1.
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Autor a0, gyt

pais

Rozenblumy Estudiar el impacto de

cols'®, los resultados de las

2016, Israel. NGS en las decisiones
terapéuticas y
resultados clinicos de
pacientes con
adenocarcinoma de
pulmén.

Suhy
cols'™,

Estudiar la viabilidad y
utiidad de perfil

Tipo estudio

Estudio retrospectivo
de una serie de
pacientes
consecutivos incluidos
entre nov-2011y
oct-2015.

Unicéntrico.

Serie de casos
consecutivos entre:

2016, China. gendmico completo en sept-2012'y

la préctica clinica.

mayo-2015.

Muestra, caracteristicas Index test/

de la poblacién comparador
N=101 - RT-PCR para
Mujeres: n=54 (53,5%) mutaciones EGFR,
Hombres: n=47 (46,5%) ”T:g [8/5?“&

i - IHC y/o FISH para
Sg_ad meciana 63 fango, reordnamientos ALK,
No fumad 15 n=72 (71,3%).
lo fumadores: n=
(4.6%) -F1en82 (812%).
- Guardant360 (ctDNA)

si no habia suficiente
muestra de tejido
tumoral, n=19
(18,8%).

- F1: Secuenciacién a
una profundidad
media de cobertura de
576x en llumina
HiSeq2000 o
HiSeq2500.

- No otros
comparadores.

N=6.832 pacientes.

Edad mediana de 64 afos
(rango, 13-88).

Mujeres: 53%

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD

Tumor, estadio Tto. previo

NSCLC avanzado
(94%)
Adenocarcinoma:
=86 (85,1%)

No se menciona.

NSCLC avanzado.
Tipo histologico:
Adenocarcinoma:
n=5.380 (79%).
Qtros carcinomas no
microcfticos
(NSCLC-NOS:
n=1.345 (20%)
Carcinoma
adenoescamoso
(ADSQ): 72 (1%)
Carcinoma de
células grandes
(LCC): 35 (0,5%).

No se menciona.

Tto. dirigido F1

12 pacientes con
mutacion EGFR fueron
tratados con EGFR
TKis; otros 13 con
crizotinib (7 por
alteraciones ALK, 4 en
MET y dos en ROST).
5 pacientes con
reordenamientos RET
fueron tratados con
cabozantinib y 1 con
alectinib.

1 paciente con
mutacion VB0OE fue
fratado con
vemurafenib.

No se especifica ni
valora respuesta al

Resultados

- 81 de 101 pacientes (80,2%) eran negativos a
mutaciones EGFRY 71 de 101 (70,3%) negativos a
reordenamientos ALK.
- NGS antes de iniciar tratamiento en 52 pacientes
(51,5%).
- NGS después de fracaso del tratamiento en 49
pacientes (48,5%).
- Tiempo mediano hasta obtener resultados de NGS
fue de 13 dias (rango, 8-460).
- Tiempo mediano hasta empezar el tratamiento de 8
dias desde que se reciben los resultados.
- Al menos una GA intervenible con farmaco aprobado
por la FDA en 73 pacientes (89,0%) de los 82 andlisis
con F1yen 11 (67,9%) de los 19 anlisis con
Guardant360. En 23 pacientes (22,8%) se detectaron 2
GAs intervenibles y en 6 (5,9%) >3 GAs intervenibles.
- NGS identificd GAs dianas en 50% de los pacientes:
EGFR (18%), RET (9%), ALK (8%), MET (6%) y ERBB2
(6%).
- En 15 pacientes (14,9%) con tests convencionales
negativos a alteraciones EGFR/ALK, las NGS si
detectaron alteraciones. 12 fueron tratados y 8 (67%)
alcanz6 RC o RP.
- En 4 pacientes con tests positivos a EGFR/ALK; las
NGS detectaron alteraciones en otros genes diferentes.
- La estrategia terapéutica fue modificada en 43
pacientes (42,6%). F1 modificd el tratamiento en 37 de
82 pacientes (45,1%) y G360 en 6 de 19 (31,6%).
- La respuesta tumoral se mide con RECIST v.1.1. La tasa
de respuesta global en estos pacientes fue del 65%: en 5
pacientes (14,7%) se alcanzé RC, en 17 (50%) RP, en 9
(26,5%) estabilizacion y en 3 (8,8%) progresion.
- Se administrd inmunoterapia a 33 pacientes
(nivolumab a 20 y pembrolizumab a 13), la mayoria de
ellos no presentaban drivers intervenibles (13

mutacion KRAS), alcanzando una tasa de
control de la enfermedad en 32%. Se encontrd relacién
no significativa entre TMB y respuesta a la.
inmunoterapia frente a los pacientes con enfermedad
estable o progresion.

- Se observé una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,0001) entre los casos de

adenocarcinomas (75%) y ADSQ (68%) con al menos
una GA frente a los pacientes con NSCLC-NOS (57%)
yLCC (37%).

- En 5,4% de casos presentaron GAs que afectaban a
mas de un gen.

- En 4.876 muestras (71%) se identificaron GA en los
genes EGFR (1.324; 20%), ALK (280; 4,1%), BRAF
(388; 5,7%), ERBB2 (408; 6,0%), MET (383; 5,6%),
ROS1 (100; 1,5%), RET (166; 2,4%) 0 KRAS (2.178;
32%). En el 29% restante no se detectd ninguna GA.

- De acuerdo a las guias CAP/IASLC/AMP y NCCN, el
15% de los casos fueron positivos para mutaciones
puntuales e indels con conocida sensibilidad en EGFR,
3,9% para reordenamientos en ALK, 2,1% positivas
para la mutacion VBOOE en BRAF, 3,5% positivas para
mutaciones e indels en ERBB2, 3,1% positivos para
ampilificaciones en MET, 2,8% positivas para
mutaciones en MET, 1,3% para reordenamientos en
ROS1 y 1,9% para reordenamientos en RET.

- CGP identificd otras GAs potencialmente intervenibles
que inclufan 5,9% de casos con amplificaciones en
EGFR, 3% con mutaciones en BRAF no VB0OE, 0,2%
con reordenamiento en BRAF, 3% con amplificacion en
ERBB2, 3,2% con mutaciones resistentes EGFR
T790My 0,1% en mutaciones resistentes ALK.

- En 1.339 casos de adenocarcinomas no se
encontraron GAs en €sos 5 genes sino que se
detectaron otras GA que implicaban a oncogenes
conocidos: NFT (13%), PIK3CA (5,4%), NRAS (2,3%),
MAP2K1 (1,2%) y HRAS (0,7%). Un total de 273 genes
con GA (0,1% casos) muchas de las cuales se asocian
a potenciales beneficios con una terapia dirigida o que
permiten su inclusion en ensayos clinicos: STK11
(21%), MYC (9,8%), RICTOR (6,4%), CDK4 (4,3%),
CCND1 (4,0%), BRCA2 (2,5%), BRCAT (1,7%), NTRKT
(0,7%) y NTRK3 (0,2%).
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Autor, afio,

Objetivo
pais

Tipo estudio

Drilony Serie de casos.
cols™,

2015, EEUU.

Definir el potencial
beneficio incremental
de F1 al detectar GAs
no diagnosticadas
previamente en 11
genes (mutaciones
EGFR, ERBB2, KRAS,
NRAS, BRAF,
MAP2K1, PIK3CA y
AKT, fusiones en
ALK, ROST,y RET)y
susceptibles de terapia
dirigida en pacientes
no fumadores o
fumadores
ocasionales.

Pacientes estudiados
en un solo centro,
entre 2006 y 2013.

Pekar-Zlotin
y cols'",
2015, Isragl

Estudiar la capacidad ~ Retrospectivo,
diagnéstica de FISHe  transversal.

G, yNGSenlos o ooy y 913,
casos discordantes
para detectar
reordenamientos
EML4-ALK.

Consideran F1 como
€l gold standard.

Muestra, caracteristicas Index test/ .
. Tumor, estadio
de la poblacion comparador
N=31. -F
Mujeres: n=18 (58%) - Espectrometria de pumén.
Hombres: n=13 (42%) masas (Seguenom) Estadio lIB/IV o
para estudiar 91 precoz pero
Edad mediana: 60 (rango,  mutaciones puntuales. sospecha radiolégica

de recurrencia no
candidata a
tratamiento local.

A - FISH para estudiar
No fumadores: n=22 (71%). reordenamientos en

<15 paquetes de cigarrilos ALK, ROST y RET.
alafio: n=9 (29%).
ECOG: 0-1.
Otros tests moleculares
negativos.
Suficiente muestra para
realizar NGS.
57 pacientes consecutivos. - FISH. NSCLC.
2;)\0 muestra suficiente en HC. T BEED
_F{. Secuenciador  8denocarcinomas.
llumina HiSeq2000,
lecturas pareadas con
49 pb, auna
profundidad media de
cobertura de 843x.
Cortes de muestras
FFPE de 10 pm.

Adenocarcinomade  No se especifica.

Tto. previo Tto. dirigido F1

Erlotinib al paciente
con EGFR G719A.
Crizotinib a los
pacientes con las GAs
SOCS5-ALK,
HIP1-ALK y
CD74-ROS1.
Cabozantinib a los
pacientes con
KIFSB-RET (n=2) y
CCDC6-RET.

De los 6 casos
discordantes, solo 2
pacientes recibieron
crizotinib.

No se menciona.

Resultados

- En 29 (94%) pacientes se encontrd, al menos, 1 GA.
En total, 96 GAs con una mediana de 3 GAs (rango,
0-7) por muestra.

- Las GAs mas frecuentes fueron TP53 (14%, n=13 de
96), EGFR (7%, n=7), MDM2 (5%, n=5), KRAS (4%,
n=4), CDK4 (4%, n=4) y SETD2 (4%, n=4).

- En 8 pacientes (26 %) se encontré GA con
tratamiento dirigido aprobado. En estos 8 pacientes las
alteraciones detectadas fueron: EGFR G719A, BRAF
VBOOE, SOCS5-ALK, HIP1-ALK, CD74-ROS1,
KIF5B-RET (n=2) y CCDC6-RET. De ellos, 6 recibieron
tratamiento: 2 tuvieron RP; otros 2, EE (reduccion
tumoral <30%}; otros 2 pendientes de evolucion. Los
otros 2 fallecieron antes de iniciar el tratamiento.

- En 12 pacientes (39%) se encontraron GAs con
tratamiento “off-label” o en investigacion en ensayo
clinico.

- Por tanto, con F1 fue posible determinar la presencia
de GAs intervenibles no detectadas con las pruebas
convencionales en un 65% de los tumores de
pacientes no fumadores o fumadores ocasionales.

- De 51 pacientes, FISH-IHC fueron discordantes en 6,
que se estudiaron con F1:

-- 5 IHC positivo y FISH negativo: en 4 de ellos, F1
fue positivo para ALK.

--1 paciente con FISH positivo e IHC negativo, fue
negativo con F1.

- Por tanto, incidencia de reordenamiento EML4-ALK
del 13,7% y no del 7,8% como se hubiera considerado
sin utiizar F1.

- De los casos discordantes, dos pacientes tratados
con crizotinib. Uno presenté RC, con PFS de 18
meses. El otro, enfermedad estable, con PFS de 6
meses.

CGP: perfil gendmico completo, CRGA: Clinical relevant genomic alteration, ctDNA: DNA tumoral libre circulante, EA:
eventos adversos, ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group, F1: FoundationOne, FDA: Food and Drug Administration,
FISH: hibridacién in situ fluorescente, GA: alteracién genémica, IHC: inmunohistoquimica, QT: quimioterapia, NSCLC:
cancer de pulmoén no microcitico, NGS: secuenciacion de nueva generacion, RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real, PD-L1: ligando de muerte programada 1, PFS: supervivencia libre de progresién, RC: respuesta completa,
RP: respuesta parcial, TMB: carga mutacional tumoral.
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Tabla 5. Estudios de F1 en pacientes con cancer de mama.

Autor,

o e Objetivo
afio, pais

Chaey Estudiar la

cols'™, concordancia de

2017, EEUU. alteraciones genéticas
detectadas por NGS
en tejido tumoral y
CIDNA.

Nozad y Estudiar el perfil

cols', gendémico de tumor

2017, EEUU. filodes maligno para
identificar GAs que
orienten sobre
posibles terapias
dirigidas para este tipo
de tumores.

Tipo estudio

Retrospectivo.

Serie consecutiva de
asos.

Muestra,
caracteristicas
poblacién
N= 45 pacientes.
Mujeres: n=44 (97,8%)
Hombres: n=1(2,2%)
Edad mediana: 55 afios.

Céncer ductal: =34
(75,6%).

Céncer inflamatorio de
mama: n=34 (75,6%).

N=24
Mueres: 100%.

Edad mediana: 54 afios
(rango, 14-70).

Index test/

comparador Tto. dirigido F1

Tumor, estadio Tto. previo

- F1: muestra de tejido Cancer de mama.  No se menciona. No se indica.

e Estadio IV: n=31
- G360: CtDNA. (68,9%).

F1 se considera el
gold standard en este
estudio.

Intervalo mediano
entre la toma de las
muestras de biopsia y
sangre de 146 dias.

F1 0 F1 Heme. Tumor filodes No se menciona. No se menciona.

l b
Las muestras EETDEEE

procedian de mama
en 15 pacientes y de
metastasis en 9
pacientes.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD

Resultados

- Estudiaron concordancia entre 45 y 67 genes
comunes a ambas plataformas para cada paciente
individual.

- Concordancia de negativos: 91,0% incluyendo todos
los genes estudiados, aunque cuando se estudian los
genes con alteraciones en DNA detectadas con ambos
tests, la concordancia de positivos total y parcial cae a
10,8%-15,1% y 13,8%-19,3%, respectivamente.

-C excluyendo los genes no
por G360: 94,2%.

- 82,5% de alteraciones fueron sélo detectadas
mediante ctDNA y 53,3% s6lo en el estudio del tejido y
no en ctDNA.

- Nimero medio de alteraciones por paciente fue
significativamente superior en el NGS tisular vs ctDNA:
4,56 (SD= 2,98) vs 2,16 (SD=2,31), P<0,0001; IC 95%:
1,28-3,52).

- Se detectaron mas mutaciones en el tejido: 38 de 45
pacientes (84,4%).

- En concreto, para los genes TP53, PIK3CA, ERBB2,
BRCAT1 y BRCA2, excluyendo las VUS, los valores
globales de sensibilidad, especificidad valores
predictivos positivo y negativo y exactitud diagndstica
fueron 35,7%, 95,0%, 71,4%, 80,9%, 79,6%,
respectivamente, e indice J de Youden de 0,3.
Incluyendo las VUS, los valores de estos mismos
parametros fueron similares.

- En 2 pacientes se estudio la utilidad clinica del andlisis
CtDNA: en una paciente, se comprob0 el cambio
genético en respuesta al tratamiento; en la otra se
comprobd una respuesta molecular compatible con la
respuesta parcial observada mediante técnicas de
imagen.

- Se identificaron 136 GAs en 43 genes.

- El nimero medio de GAs por muestra fue de 5,7
(rango 0-9) con al menos 1 GA identificada en 95,8%
casos (23/24).

- La carga tumoral mutacional (TMB) mediana fue de
2,7 mut/Mb. (rango de 0,8-7,5). Ningtin caso presentd
una TMB >10 mut/Mb. No diferencias entre TMB del
tumor primario y metastasis.

- 20/24 pacientes fueron evaluados para estatus
microsatélites. Todos ellos mostraron patrén
microsatélite estable.

- Las alteraciones més frecuentes se encontraron en
TP53 (58,3%), TERT-promoter (57,9%), NF1 (45,8%),
MED12 (45,8%), CDKN2A/B (33,3%) y MLL2 (33,3%).

- Se detectaron CNA en 62,5% (15/24); la mas
frecuente fue una delecién homocigética en
CDKN2A/B.

- Alteraciones en las vias de sefalizacion del receptor
de tirosina quinasa y RAS/RAF en 79,1% (19/24).
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Autor,
afo, pais

Parsons y
cols™®,
2017, EEUU.

Yuany
cols'™,
2017, EEUU.

Objetivo Tipo estudio

Estudiar la viabiidad
de obtener el perfil
molecular tumoral en
menos de 28 dias con
el fin de recomendar
un tratamiento.

varias clinicas de la
misma institucion,
entre sept-2013y
abril-2015.

También se investigé el
uso de ctDNA para
estudiar el perfil
molecular tumoral bajo
la hipdtesis de que las
muestras sanguineas
son una fuente de fécil
acceso al DNA
tumoral.

Se presentan los: Serie de casos.
resultados y el impacto
clinico del uso de NGS
en pacientes con
cancer de mama
metastésico,
estudiadas entre enero
de 2014 y mayo de
2016.
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Estudio retrospectivo.

Muestra,
caracteristicas
poblacién

Estudio prospectivo en  N= 26 mujeres.

Edad mediana de 55
(rango, 25-78).

ECOG: 0-2.

N=44

Muieres: 100%.

Edad mediana en el
momento de realizar la
NGS: 54,5 (rango: 34-78
anos).

Index test/
comparador

- F1. De nueva biopsia
de las metéstasis
slidas.

- IHC para receptores
E, Py aromatasa, y
HER2.

- CtDNA de muestras
de sangre.

- F1: muestras
tumorales de biopsias
tomadas en diferentes
6rganos (14 mama, 9
nédulo linfético, 6 piel,
4 higado, 3 pumén, 2
hueso, 2 cerebro, 1
pared torécica, 1 tejido
blando, 1 gléndula
adrenal y 1 otro), con
la plataforma lllumina
HiSeq2000.

-No otro comparador.

Tumor, estadio

Cancer de mama
triple negativo
metastésico.

Cancer de mama
con metastasis.

Triple negativo
(n=24), ER+ (n=16) y
HER2+ (n=4).

Tto. previo

Todas habian
recibido, al menos, 1
linea de QT previa.

Ndmero mediano de
lineas de QT previas
fue 1 (rango, 0-4).

Nimero mediano de
lineas de
hormonoterapia
previas fue 1,5
(rango, 1-2).

Antraciclinas y
taxanos en 16
pacientes;
antraciclinas en 2;
taxanos en 2y otros
en2.

Verios tratamientos:
mediana de 3 (rango,
0-13).

Més de 3 lineas de
fratamiento en 23
pacientes.

Tto. dirigido F1

Bicalutamida (paciente
con AR¥).

Carboplatino/inhibidor
PARP (paciente con
mutacion BAP1).

Trametanib (paciente
con amplificacion
MAP2K1).

Trastuzumab (paciente
con mutacion ERBB2).

- Everolimus a 5
pacientes por
mutaciones en
PIK3CA 0 TSC1.

- Pazopanib a 2

pacientes por
amplificacion FGFR.

Resultados

- Se estudia la concordancia entre las GAs (slo las
mutaciones en los 27 genes estudiados en sangre)
detectadas mediante NGS en muestras sdlidas y de
sangre. En 18 pacientes se pudo hace andlisis de tejido
y ctDNA y 23 de 33 mutaciones (70%) fueron
concordantes. En 5 pacientes se encontr6 discordancia
de resultados. En 2 pacientes, ninguno de los tests
detectd mutaciones.

- 20 (77%) pacientes se pudo realizar correctamente el
estudio NGS en muestras tisulares. De estos 20
pacientes, todos presentaban 1 GA al menos. Y en 24
se obtuvo suficiente muestra para ctDNA.

- Tiempo desde obtencion de muestra hasta envio a
FM: 4 dias (2-7)

- Tiempo hasta tener informe de FM: 15,5 dias (12-30).

- Tiempo hasta que el comité emite su recomendacion:
5 dias (3-10).

- Recomendacion terapéutica en menos de 28 dias en
12 pacientes (60%).

- Mutaciones potencialmente intervenibles: 15.

- Las GAs més frecuentes se dieron en los siguientes
genes: TP53 (n=19; 35%), MYC (n=6; 11%), CCNET
(n=5; 9%), MCL1 (n=5; 9%), NOTCHT (n=4; 7%),
FGFRY (n=3; 6%), MYST3 (n=3; 6%), PIK3CA (n=3;
6%), PTEN (n=3; 6%) y RB1 (n=3; 6%).

- Terapia dirigida recomendada por el comité de
tumores: 13.

- 4 pacientes recibieron tratamiento.

- La paciente con AR+ tratada con bicalutamida.
experimentd progresion de la enfermedad a las 2
semanas y se retir6 el farmaco.

- La paciente tratada con carboplatino/inhibidor PARP
present¢ enfermedad estable tras dos ciclos y
progresion tras 4 ciclos.

- La paciente tratada con trametanib progres tras
varias semanas de tratamiento.

- Lia paciente tratada con trastuzumab progresd
después de 10 meses de tratamiento. Luego recibio
capecitabina y mantuvo enfermedad estable durante 9
meses.

- Mutaciones intervenibles en 42 pacientes (95%).

- Las GAs més frecuentes fueron mutaciones TP53
(68%), mutacion o amplificacion PIK3CA (41%),
amplificacion MYC (27%), pérdida PTEN (23%), otras
en <20% de pacientes.

- Recibieron tratamiento dirigido: 23 de las 42 (62%).

- Respuesta evaluable en 16 de las 23 (70%) (duracion
>6 semanas). Se valord respuesta segtin cambios en
CT, gammagrafia 6sea o valoracion clinica, pero no
segun RECIST.

- En 7 pacientes se describié beneficio clinico, de 8 a
34 semanas: 3 pacientes tratadas con everolimus
presentaron respuesta de més de 32 semanas; en 8 se
observo progresion.

- 1 paciente suspendi el tratamiento con pazopanib
por elevacion de enzimas hepticas.

- No evaluables: 7 pacientes (30%) por tiempo muy
corto de tratamiento (<2 semanas).

- No recibieron tratamiento dirigido 19 (45%): 7
recibieron tratamiento paliativo, 5 QT convencional, 4
agotaron todas las opciones y 3 declinaron la terapia
dirigida.

- En total, 14 pacientes de las 42 (33%) pasaron a
tratamiento paliativo en los 2 siguientes meses del
resultado del test.
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Autor,

~ ’ Objetivo
ano, pais

Hortobagyiy Explorar con NGS el

cols™, 2016, perfil genético de

EEUU. tumores de pacientes
incluidas en el ensayo
clinico BOLERO-2
para identifcar
correlaciones
potenciales entre
alteraciones genéticas
y la eficacia del
tratamiento con
everolimus.

Estudiar si diferentes
herramientas web
identifican opciones
terapéuticas similares
para un conjunto dado
de GAs detectadas en
biopsias tumorales y si
estas opciones
concuerdan con las
recomendadas por F1
con el que se realizo el
estudio de perfil
genémico.

Patel y
cols'®,
2016, EEUU.

Ross y Estudiar si el CGP

cols'%, realizado con una NGS

2016, EEUU. puede sugerir un
tratamiento dirigido.

Grupos everolimus +

Muestra,

Tipo estudio caracteristicas
poblacién
Ensayo clinico N=724.
controlado y . .
e Subgrupo analisis NGS:

=302 (42%). 244 con

exemestane vs (81%), 57 metéstasis y 1
placebo + muestra de origen
exemestane. desconocido.
209 pacientes en €l grupo
de everolimus y 93 en
grupo placebo.
Prospectivo, N=75 pacientes.
Unicéntrico de

pacientes incluidas en
un ensayo clinico
reclutadas entre

jun-2013 y jun-2015.

N=22.
Mujeres: 100%.

Edad mediana de 57 afios
(rango, 32-79).

Serie de casos.

muestras de tumor primario

Index test/
comparador

F

= [Fil,

- 4 herramientas web
disefiadas para ajustar
farmacos dirigidos a
las dianas terapéuticas
identificadas:

Drug-Gene Interaction
Database (DGldb), My
Cancer Genome
(MCG), Personalized
Cancer Therapy (PCT),
cBioPortal (cBio).

Muestras de
metéstasis.

- F1 sobre muestras
con 20% contenido
nuclear tumoral, 50 ng
DNA extraido de
muestras FFPE de 40
micras.

Profundidad media de
secuenciacion de
564x.

Muestras de tumor
primario (n=11) y de
tumor recurrente o
metéstasis (n=11).

- IHC y/o FISH para

estudio de ER, PRy
HER2.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD

Tumor, estadio Tto. previo

Céncerdemama  No se menciona.
avanzado, HR+y

HER2 negativo.

Cancer de mama
metastésico.

No se menciona.

Carcinoma de mama  No se mencionan.
mucinoso recurrente

metastésico, estadio

IV (100%).

ER+: n=21 (96%)
PR+: n=19 (86%)
HER2+: n=3 (14%).

Tto. dirigido F1

Everolimus.

Varios.

No se menciona si se
administr6 alguna
terapia dirigida a las
pacientes con CRGA
ni se hace mencion a
larespuesta.

Resultados

- Los genes afectados con més frecuencia fueron:
PIBKCA (47,6%), CCND1 (31,3%), TP53 (23,3%) Y
FGFR1 (18,1%).

- Se encontraron similares perfiles genémicos en las
muestras del tumor primario y metastésicas.

- Las pacientes con mutaciones mTOR parecen
presentar mejores resultados al tratamiento con
everolimus.

- La presencia de mutaciones en exon 9 de PIK3CA se
asocio a mayor beneficio clinico del everolimus que las
mutaciones en el exdn 20. Casi se produjo el doble de
efecto antiproliferativo en las pacientes con mutacion
enexén 9.

- El beneficio del everolimus fue similar entre pacientes
con y sin amplificaciones FGFR1 (mediana de PFS de 4
mMeses en ambos Casos).

- En 7 pacientes con mutacién FGFR2 se encontr6 una
mediana de PFS, tras everolimus, de 2,7 meses
significativamente menor que la mediana de 7 meses
de PFS de los que no presentaban dicha mutacion.

- La amplificacién CCNDT o GAs en los genes de
control del ciclo celular no se asociaron a ningtin
beneficio en PFS tras tratamiento con everolimus.

- Nimero mediano de genes mutados por muestra: 5
(rango, 2-18).

- Los genes més frecuentemente afectados fueron:
TP53 (49%) y PIK3CA (40%).

- 43 genes (42%) tenian al menos un farmaco
aprobado por la FDA recomendado por al menos una
herramienta.

- La herramienta web que identificé més farmacos fue
DGldb (para 36 genes) seguida de F1 (para 31 genes),
cBioPortal (para 25 genes), MCG (para 10 genes) y
PCT (para 9 genes)

- Los farmacos més recomendados fueron temsirolimus
(para GAs en 15 genes), everolimus (para GAs en 14
genes) y regorafenib (para GAs en 10 genes).

- Stlo para alteraciones en los genes Kit y FLT3 las 5
herramientas web recomendaron el mismo fArmaco.

- Parallos genes BRAF, GFFR1 y FGFR2 las 5
herramientas recomendaron farmacos pero estas
recomendaciones fueron parcialmente discordantes.

- Para 7 genes, 4 herrramientas web recomendaron el
mismo farmaco; para otros 11 genes, sélo coincidieron
3 herramientas web en al menos una recomendacion
terapéutica; y para 12 genes, sélo coincidieron 2
herramientas en recomendar el mismo férmaco.

- En el 33% de los casos existe acuerdo entre 4 0 més
de las herramientas para recomendar un farmaco para
al menos una mutacion y en 72% de los casos existio
concordancia entre 2 0 més herramientas para
recomendar entrar en un ensayo clinico.

- Por tanto, sélo existe concordancia parcial en las
opciones terapéuticas recomendados para las mismas
GAs identificadas entre las herramientas web y F1.

- 132 GAs (6 GA por tumor), de las cuales 53 eran
clinicamente relevantes (CRGA), con una media de 2,3
CRGA por tumor.

- Las GAs mas frecuentes fueron: amplificacién FGFRT
(36%), mutacion TP53 (32%), amplificacion CCND1 y
FGF3/4/19 (27%), mutacién PIK3CA (23%) y MYST3
(23%), amplificacion y/o mutacion ERBB2 (23%).

- La amplificacion ERBB2 se detectd en 5 pacientes
mediante F1 y sélo 3 mediante IHC/FISH. Esta GA se
presentd con una frecuencia significativamente superior
en los tumores recurrentes en comparacion a los
primarios (p=0,03).
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Autor,
afo, pais

Rossy
cols',
2016, EEUU.

Niuy cols,
20152,
EEUU

Parker y
cols'®,
2015, EEUU.

Objetivo Tipo estudio

Serie de casos
consecutivos.

Determinar la
prevalencia de
mutaciones ERBB2
como diana
terapéutica en cancer
de mama metastésico
e identificar GAs
asociadas al cancer de
mama metastasico
clinicamente:
avanzado.

Estudiar la incidencia y Estudio retrospectivo
laimplicacion clinica  de pacientes incluidos

de la mutacion en entre nov-2012 y
ESR1 en pacientes nov-2014 en 5 centros
con tumores de mama  hospitalarios.

fratados avanzados.

Presentar la Serie de casos
experiencia de un estudiados por un

comité para el estudio - equipo multidisciplinar.
molecular de tumores

centrado en pacientes

individuales con

céncer de mama

avanzado.
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Muestra,
caracteristicas
poblacién

N=5.606

De las 138 mujeres con
mutaciones en ERBB2, la
mediana de edad fue de
59,6 aftos (29-93).

Cohorte de 341 pacientes.

Stlo se detectd la mutacion
en ESRT en 28. De estos
28, la edad mediana fue de
55,5 afos (rango, 34-75).

N=43
Edad media de 59 afios

DE: 11 (IC 95%:
55,71-62,29).

Index test/ Tumor, estadio
comparador
=[Fil, Cancer de mama
metastasico
clinicamente
avanzado.

- F1: muestras de Céncer de mama
recurrencia (n=3) y de  avanzado.
metastiasis (n=25).

- IHC en todas las

muestras para estudiar

ER, PRy HER2.

- FISH para HER2.

-F1.Seindico para  Cancer de mama
establecer tratamiento  avanzado.
tras progresion.
Muestra de tumor

208 HR+, HER2
mamario: n=13 (30%) negativos: n=23

y de las metastasis: 30

0% (54%).
Triples negativos:
n=10 (23%).

- No comparador.
(16%).

HR negativos y
HER2+: n=3 (7%).

Triples positivos: n=7

Tto. previo Tto. dirigido F1

No se mencionan.  Varios anti-HER2

De media, habian - Fulvestrant en 5 de
recibido al menos 2 13,

lineas de QT con .

o n - Tamoxifeno a 1
citotoxicos y 3 lineas P
de tratamiento 2 :
hormonal adyuvante. - Exemestane y
Todos habfan everolimus a5
recibido al menos pacientes.

una linea con un
inhibidor de
aromatasa (Al).

Mediana de 3 (rango, A 17 pacientes se les

1-13) tratamientos ~ administr terapia

previos. dirigida de acuerdo a
las consideraciones
del Comité.

Resultados

- 697 casos (12,5%) presentaban alteraciones en
ERBB2: 596 (10,6%) amplificaciones y 138 (2,4%)
mutaciones. En 38 pacientes (0,7%) se daban las dos.

- Los genes mas frecuentemente alterados junto con
las mutaciones ERBBZ fueron: TP53 (49%), PIK3CA
(42%), CDH1 (37%), MYC (17%) y CCNDT (16%)

- Una paciente con mutacion L7555 ERBB2 respondio
aneratinib.

- Paciente con mutacion S310F respondié a
trastuzumab, pertuzumab y fulvestrant.

- Paciente con mutacion V777L y S310F respondié a
terapia anti-HER2 combinada con QT.

- F1 detectd una mutacién en ESR1 en 28 pacientes.
Se detectd en 27 pacientes de 217 ER+
(27/217=12,45%), en 24 pacientes de 177 PR+
(24/177=13,6%). En total, la mutacion en £SR1 se
daba en 12,1% de HR+. Se detectd esta mutacion en
2 de 30 pacientes ER+y HER2+ (6,7%) y sdlo en 1
paciente riple negativo (1/119=0,8%).

- Lamutacion en ESRT més frecuente fue Y537
(17/28=60,7%) seguida de la mutacion D538
(0/28=32,1%).

- 19 pacientes (67,9%) presentaban 3 0 més GAs; 7
(25%) presentaban 102 GAs, y 2 (7%) sélo la
mutacion en ESRT.

- Las GAs més frecuentes implicaban a los genes
PIK3CA (35,7%), GATA3 (21,43%), CCND1 (17,86%),
FGF (17,86%) y FGFR1 (17,86%).

- Valoracion del tratamiento: se excluyen 15 pacientes
por recibir QT,

- De los 13 restantes, 3 recibieron fulvestran
inmediatamente antes de F1 y 2 después de F1. De
ellos, 1 paciente logré EE durante 8 meses y 4 PE. Por
tanto, beneficio clinico en 25% (1/5).

- 1 paciente recibi6 tamoxifeno. No respondid al
tratamiento.

- 3/3 pacientes tratados antes de F1'y 2/4 después de
F1 tratados con exemestane y everolimus lograron EE
al menos durante 6 meses.

- 40/43 (93%) presentaban al menos 1 GA intervenible.
Media de 4,79 GA por paciente, rango de 1-14.

- Tiempo medio desde la solicutud al resultados del
test de 27 dias (mediana de 11 para la adquisicion y de
14 para el procesamiento diagndstico).

- S6lo 2 pacientes presentaron el mismo perfil
molecular.

- 73 genes presentaron alteraciones. Se detectaron
119 GAs diferentes.

- Las GAs més frecuentes fueron mutaciones TP53

(n=20; 46%), amplificaciones MYC (n=11; 25%),

mutaciones o amplificaciones ERBB2 (n=10; 23%),

mutacion GATA3 (n=10; 23%), amplificacion CCNDT

(n=8; 18%), mutaciones o amplificaciones PIK3CA

(n=8; 18%), amplificacion FGFR1 (n=6; 13%),
ion FGF4 (n=6; 13%),

(n=6; 13%), amplificacion FGF3 (n=6; 13%),

amplificacion FGF19 (n=6; 13%).

- 17 de 43 pacientes (40%) fueron tratados de acuerdo

ala opinién del comité basdndose en el resultado de
F1.

NF217

- 7 pacientes (16% de 43) alcanzaron enfermedad
estable durante al menos 6 meses (n=2) o remision
parcial (n=5) con PFS de 4, 7, 7, 8y 9 meses,
respectivamente.

- La principal causa de no recibir €l tratamiento dirigido
fue la falta de acceso al mismo.
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.A utor,' Objetivo Tipo estudio
afio, pais
Ross y Identificar potenciales ~ Estudio restrospectivo
cols'?, terapias dirigidas para  de una serie de casos,
2015, EEUU. pacientes con cancer ~ consecutivos.
inflamatorio recurrente.
Rossy Estudiar potenciales  Serie de casos.
cols™, 2015,  terapias para
EEUU. pacientes con
carcinoma metaplasico
de mama.
Meric- Comparar mediante  Estudio retrospectivo
Bernstamy  NGS el perfil genémico de una cohorte de
cols'™, en los tumores pacientes de las que
2014, EEUU. primarios y en los se disponia de
recurrentes de muestras tanto del
pacientes con cancer  tumor primario como
de mama. de la recurrencia.
Vasany Estudiar la frecuencia ~ Serie de casos.
cols™, de GAs
2014, EEUU. potenciaimente

intervenibles en céncer
de mama que puedan
ser dianas de
farmacos aprobados o
en investigacion en
ensayos clinicos.

Muestra,
caracteristicas
poblacién
N=53 pacientes.
" 100% mujeres.

Edad mediana 53,7 (rango,
33-82) afios.

N=20

Edad mediana=62 afios
(rango, 42-86)

N=43 pacientes.

74 tumores: 36 primarios y
38 recurrencias/metéstasis.

Edad mediana de 48 afios
(rango, 30-83).

N=51

Edad media de 52 afios
(rango, 28-86).

Index test/
comparador

- F1: muestras FFPE
de tejido tumoral
primario o
metastésico.

-IHC y/o FISH.

-F1

- IHC y FISH para

determinar los

receptores estrogenos

¥ progesterona, y
ER2.

=[Fil,

- IHC para determinar
los niveles de
expresion de ER, PRy
HER2.

- FISH para determinar
el nimero de copias
de HER2 sien IHC
daba un score 2+ 0 i
valores discordantes
en el mismo paciente
entre tumor primario y
recurrente/
metastésico.

- F1. Muestras de
DNA recogidas de
forma prospectiva.

- No comparador.

VALIDEZ, UTILIDAD CLINICA Y SEGURIDAD

Tumor, estadio

Céncer de mama
inflamatorio, estadio
avanzado (lll o IV).

HER2+: 18/62
(25%).

Triple negativo:
n=19/44 (39%).

Carcinoma
metaplésico de
mama, avanzado.

87% eran triple
negativos; 13% eran
ER+ 0 PR+. De 16
(80%) se disponian
de resultados sobre
el estatus HER2: el
100% era HER2
negativas.

Cancer de mama.

l: n=3

II: n=22

;17

IV: n=1

HR+: n=50

HER2+: n=16

Triple negativos: n=8.

Cancer de mama.
Estadios:

l:in=1

II:n=17

IIl: n= 15

IV:n=18

ER+: 58%

HER2+: 20%

Triple negativos: 31%

Tto. previo Tto. dirigido F1

No se menciona. No se menciona.

Posibles tratamientos
dirigidos pero no se
especifica cuéles
administran ni la
respuesta a los
mismos.

QT, pero no se
concreta nada més.

QT adyuvante: =36 No se menciona.
Tamoxifeno: n=34
Letrozole: n=2

Ninguna paciente
recibié terapia
dirigida anti-HER2.

En los metastésicos, No lo especifican.
al menos 2 lineas de

tratamiento previo.

Recibieron una

media de 7 farmacos

diferentes (rango,

5-17).

Resultados

- Un total de 266 GAs, media de 5 GAs por paciente.
En 51 tumores (36%) tenian al menos una GA
clinicamente relevante.

- Los genes con més alteraciones fueron: TP53 (62%),
MYC (32%), PIK3CA (28%), ERBBZ (26 %), FGFRI (17
%), BRCA2 (15 %) y PTEN (15 %).

- Las vias gendémicas mas afectadas por las GA fueron:
via del ciclo celular y apoptosis (87%), via PI3K (56%) y
via RTK/RAS (49%).

- En 1 paciente: concordancia 100% entre la
amplificacion de ERBB2 detectada por NGS y HER2
determinado por IHC y/o FISH.

- F1 identifico 93 GAs. Almenos 1 GA, media de 4,65
(SD=2,08) por tumor.

- Las GAs més frecuentes se encontraron en TP53
(n=15;

75%), MYC (n=6; 30%), MLL2 (n=6; 30%) y KDM6A
(n=2; 10%).

- 19 (95%) presentaban 36 GA potencialmente dianas
de terapia dirigida (media de 1,8; SD=1,08, por tumor).

- Las pacientes HER2 negativas con IHC eran
negativas a la amplificacion ERBB2.

- Mediana de tiempo libre de enfermedad fue de 39
meses desde el diagnéstico y 36,5 meses desde la
cirugia.

- Se identificaron alteraciones en 55 genes. En cada
muestra se detectd al menos una alteracion. Media de
3,95 GAs por muestra (rango, 1-12).

- Se identificaron mutaciones en numerosos genes
como PIK3CA, TP53, ARID1A, PTEN, AKT1, NF1,
FBXW7 y FGFR3, y amplificaciones (>6 copias) en
MCL1, CCND1, FGFR1, MYC, IGF1R, MDM2, MDM4,
AKT3, CDK4 y AKT2.

- Afteraciones en TP53 se detectaron en el 87,5% de
los triples negativos, en 68,8% de los HER2+ y 18,2%
de los HR+.

Esta diferencia segtin subtipo fue significativa
(p=0,0028).

- Amplificaciones en HER2 en 12 (30%) muestras.

- En 33 tumores primarios y recurrentes emparejados,
97 de 112 (86,6%) mutaciones sométicas fueron
concordantes.

- 40 pacientes (93%) presentaron alteraciones
intervenibles. Y la mayoria se conservaron entre el
tumor primario y la recurrencia/metastasis.

- Se detectaron 158 GAs en 55 genes de 48/51 (94%)
de tumores. Media de 3,1 GAs por tumor (rango, 0-9).

- En 39 (76%) tumores se identificaron numerosas GAs
mientras que s6lo 9 (18%) tumores presentaron una
sola GA y 3 (6%) no presentaron ninguna GA. No se
encontraron diferencias significativas entre la media de
GAs por tumor primario (2,9) y en los tumores
metastésicos hipertratados (3,4), p=0,31.

- Las GAs fueron 45 (15%) sustituciones de bases, 24
(28%) indels, 63 (40%) amplificaciones focales, 18
(11%) deleciones homocigéticas y 8 (5%)
reordenamientos.

- E184% de las muestras presentaba al menos 1 GA
intervenible.

- Numero medio de GAs potencialmente intervenibles
fue similar en el tumor primario (1,6; rango, 0-4) y en
los metastasicos hipertratados (2,0; rango, 0-4),
p=0,24.

- Las GAs intervenibles més frecuentes se dieron en los
genes: PIK3CA (n=9, 18%), HER2 (n=9, 18%), NF1
(n=7, 14%), MCL1 (n=6, 12%) y PTEN (n=5, 10%).
Otros 25 genes con alteraciones intervenibles se
identificaron a una frecuencia menor (<10%).

- Tiempo hasta recibir el informe de F1 fue de 7-14
das.
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.A ulor,' Objetivo Tipo estudio
afio, pais

Wheler y Estudiar el perfil Series de casos
cols'?, genémico de consecutivos.
2014, EEUU. pacientes con cancer

de mama metastasico

para buscar el

tratamiento optimo

que se ajuste al perfil

molecular de cada

paciente.
Balkoy Estudiar perfil Serie de casos.
cols'®, molecular de
2013, EEUU. pacientes con cancer

de mama residual

triple negativo tras

tratamiento con

quimioterapia

neoadyuvante.
Ross y Estudiar si F1 permite ~ Serie de casos.
cols™™, detectar dianas

2013, EEUU. terapéuticas nuevas
en pacientes con
carcinoma lobular
invasivo con mutacion
en CDH1 recidivante o
metastésico o
resistente a
tratamiento.

Muestra,
caracteristicas
poblacién
N=57
Mujeres: 100%

N=111 aunque F1 se
realiza en sélo en 74.

Edad mediana de 48 afios
(rango, 24-78).

Premenopausicas: n=55
(50%)

Ganglios positivos: n=70
(63%)

N=22

Edad media de 56 arios
(rango, 44-74).

Index test/
comparador

- F1. Secuenciador

llumina HiSeq 2000.

- No comparador.

- IHC determiné que

eran triples negativos.

- FISH para estudiar
HER2 en casos
dudosos 0
discrepantes.

=IFl,

- F1. Muestras del
tumor primario:
de metéstasis: n=13

- IHC para ER, PRy
ER2.

- FISH para HER2.

Tumor, estadio Tto. previo

Céncerdemama  No se menciona.

metastésico.

HR+y HER2-: n=26
HR+y HER2+: n=7
HR- y HER2+: n=4

Triple negativos:
n=20.

Céncer demama. QT
lla: n=3 (3%)
IIb: n=5 (6%)
Illa: n=13 (12%)
Illb: n=77 (69%)
Ilc: n=10 (9%)

Triples negativas:
100%.

Carcinoma lobular

invasivo con
mutacion en CDH1
Grado 1: n=1 (5%)
Grado 2: n=16 (73%)
Grado 3: n=5 (23%).
Estadio IIl: n=6 (27%)
Estadio IV: n=16
(73%).

ER+: 88%,

PR+: 61%

HER2: 5%

Taxanos: n=55 (50%)

No se mencionan

Tto. dirigido F1

Mencionan farmacos
dirigidos pero no que
los administren a las
pacientes i estudian
la respuesta a los
mismos.

No se menciona.

No se mencionan.

Resultados

- Ninguna paciente presentaba el mismo patrén
molecular.

- Se identificaron 131 GAs somticas.
- Nimero medio de GAs por paciente fue de 4.
- La mayoria de las GAs eran intervenibles.

- Los genes més frecuentemente alterados fueron:
TP53 (n=30, 13,9%), PIK3CA (n=25; 11,6%), CCNDA
(n=12; 5,6%), MYC (n=12; 5,6%), HER2/ERBB2 (n=11;
5,1%), MCLT (n=7; 3,2%), PTEN (n=7; 3,2%), FGFR1
(n=6; 2,8%), GATA3 (n=5;2,3%), NF1 (n=5; 2,3%),
PIK3R1 (n=5; 2,3%), BRCA2 (n=4; 1,9%), EGFR (n=4;
1,9%) y IRS2 (n=4; 1,9%).

- Las GAs mas frecuentes fueron mutaciones (46%) y
amplificaciones (45%). Entre las 80 mutaciones
diferentes identificadas, 49 no se habian descrito en
TCGA ni COSMIC en pacientes con cancer de mama.
Todas las amplificaciones habian sido encontradas
anteriormente en pacientes con este tumor.

- 81/85 muestras fueron analizadas con F1.
- 74 muestras mostraron datos evaluables.

- Se identificaron alteraciones en el gen TP53 en el
89% de las muestras. Los otros genes con alteraciones
mas frecuentes fueron MCL1 (54%) y MYC (35%).

- En esta cohorte de pacientes ya tratadas se detectd
un porcentaje mayor de alteraciones PTEN,
amplificaciones JAK2, CDK6, CCND1, CCDN2,
CCDN3'y de IGF1R del descrito en TCGA para cancer
de mama.

- CNAs en familia AKT y CCND asociadas a resistencia
a QT. También truncamientos y mutaciones TSC1.
Estas alteraciones son sensibles a everolimus.

- Ampilificaciones JAK2 y amplificaciones MYC
predecian pobre supervivencia global mientras que
alteraciones PTEN se relacionaron con prondstico
favorable.

- Los inhibidores MEK podrian tener un papel
terapéutico en pacientes con amplificaciones MYC.

- Los autores aconsejan realizar estudio molecular en
todas las pacientes resistentes a QT.

- Se detectaron 75 GAs en los 22 tumores. Media de
GAs por tumor: 3,4.

- 35 GAs intervenibles. Media de GAs intervenibles por
paciente de 1,59 (rango, 0-3).

- 19 de 22 (86%) presentaban al menos 1 GA
intervenible asociada a terapia dirigida que habia
demostrado beneficio clinico.

- Todas las pacientes presentaban alteraciones en
CDH1 y todas estas GA eran diferentes, no se repetia
€l patrén de secuencia de la GA en ninguna paciente.

- Las mutaciones més frecuentes se encontraron en
PIK3CA (n=8, 36%),TP53 (n=6, 27%), RB1 (n=2; 9%),
KRAS (n=2; 9%), AKT1 (n=2; 9%) y ERBB4 (n=1; 5%).

- Lamutacion en PIK3CA se daba con mas frecuencia
en el tumor primario que en el metastésico mientras
que la mutacion TP53 se dio mas en las metéstasis.

- Entre las CNAs se detectaron en CCND1 (n=6; 27%),
FGFR1 (n=3; 14%), MYC (n=2; 9%) y ESR1 (n=1; 5%).

- En 6 pacientes (27%) se encontraron alteraciones en
ERBB2 (en 4, mutaciones; en 1, amplificacion; en 1,
genes de fusion). Es una proporcién superior a la
habitualmente descrita en cancer de mama. Podria
ayudar a seleccionar la terapia dirigida.

Al inhibidor de aromatasas, CGP: perfil gendmico completo, CNA: alteraciones en el nimero de copias, CRGA: Clinical relevant
genomic alteration, CT: tomografia computerizada, ctDNA: DNA tumoral libre circulante, EE: enfermedad estable,

ER: receptores de estrogenos, F1: FoundationOne, FFPE: Fijado en formalina e incluido en parafina FISH: hibridacion in situ
fluorescente, G360: Guardant 360, GA: alteracién genémica, HR: receptores hormonales, IHC: inmunohistoquimica,

QT: quimioterapia, NGS: secuenciacion de nueva generacion, RP: respuesta parcial, VUS: variantes de significado desconocido.
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Tabla 6. Estudios de F1 en pacientes con melanoma.

Autor,

o e Objetivo
afio, pais
Carlsony Se utiliza F1 para
cols™, realizar CGP e
2017, EEUU. identificar las GAs que
puedan influir en el
tratamiento de
pacientes con
melanoma
metastésico.
Johnsony  Estudiar el valor
cols'®, predictivo de la TMB
2016, EEUU. detectada por F1 de
respuesta a la
inmunoterapia.
Wheler y Estudio piloto para
cols'®, investigar pacientes
2015, EEUU. con melanoma
avanzado que
responden a
inhibidores BRAF y/o

Tipo de estudio

Serie de casos.

Estudio retrospectivo
sobre muestras
almacenadas.

Entre enero-2011 y.
marzo-2015.

Andlisis retrospectivo
de una serie
consecutiva de
pacientes y que tras
inhibidores BRAF y/o
MEK alcanzan RP o
RC.

Se inicia el estudio en
julio de 2010.

Muestra,
caracteristicas
poblacién
N=30.

Edad mediana de 56 afios
(media de 60 y rango,
41-83).

Hombres: n=17 (57%)
Mujeres: n=13 (43%)

N=65.

N=10.

Edad mediana de 52 afios
(rango, 23-60).

Hombres: n=7 (70%).
Mueres: n=3 (30%).
ECOG=0: n=5
ECOG=1: n=5.

Index test/

Tumor, estadio Tto. Previo Tto. Dirigido F1
comparador
F1. llumina HiSeq Melanoma en No se menciona. No se menciona.
2000 a una estadio IV.
profundidad media de
Varios tipos
cobertura de 776x. histolégicos.

F1 sobre muestras de  Melanoma Mediana de lineas de  Anti-PD-1 (nivolumab y

biopsia 0 reseccién.  metastésico. tratamiento previas  pembrolizumab) o
det. Anti-PD-L1
(atezolizumab).
- PCR para detectar ~ Melanoma avanzado Mediana de 2 Inhibidores BRAF a 7
alteraciones BRAF. con mutacion BRAF  tratamientos previos ~ pacientes.
Cuando fue posw_ple‘ se enlos que ha (rango, 0-5). Inhibidores MEK a 1
estudiaron también fracasado el 3
KRAS, NRAS, PIK3CA  ratarmiento estandar, pacientes.
y TP53. y posterior respuesta Inhibidores BRAF y
“IHC para estudiar parci_al o completaa MEK a 2 pacientes.
deleciones PTEN. inhibidores BRAF y/o
MEK.
- F1, profundidad
media de cobertura de
734x con >99% de
bases cubiertas a
>100x.

Resultados

- Todos tenfan al menos 1 GA. Se detectaron 83 GAs,
mediana de 2,5 GAs por muestra (rango, 1-7).

- Las GAs mas frecuentes fueron sustituciones (54/83;
65%), amplificaciones (17/83; 20%), pérdidas del gen
completo o de exones (11/83; 13%).

- Nimero significativamente superior de GAs en los
melanomas pobremente diferenciados y en los
anaplasicos.

- Mutacion BRAF significativamente més frecuente en el
fenotipo nevoide (100% vs 32%, p=0,02)

- Las principales vias de sefializacion afectadas fueron
MAPK (77%), PTEN-PIBK-AKT (50%) y
p16INH4a-CCND1-CDK4-RB1 (43%).

- Todos tenfan, al menos, 1 GA clinicamente relevante
(CRGAS). Se identificaron 64 CRGAS (77%; 64/83).
Mediana de 2 CRGAs por tumor (media de 2,1; rango:
1-7).

- 29% (24/83) muestras presentaron GAs intervenibles.

- Gracias a F1 se identifican méas CRGAS lo que
supondrian una influencia en la seleccion del
tratamiento.

- La mediana de TMB fue diferente entre grupos segin
la mutacion driver: BRAF, NRAS, NFT y triple wild-type
(12,0 vs 17,6 vs 62,7 vs 2,2 mut/Mb; p<0,001).

- GAs en NF1 fueron més frecuentes entre
respondedores (50% vs 21%; p=0,015) mientras que el
triple wild-type fue més frecuente en los
no-respondedores (13% vs 35%; 0=0,045).

- Los melanomas con mutaciones BRCA2 presentaron
mayor TMB (mediana de 68,2 vs 15,9; p=0,028).

- TMB significativamente mayor en los respondedores a
anti-PD-1/PD-L1 (mediana de 45,6 vs 3,9 mut/Mb;
p=0,003).

- Se calculan los cutoffs para clasificar a los pacientes
en tres grupos seguin la probabilidad de respuesta al
tratamiento: alta TMB (>23,1 mut/Mb), intermedia
(3,3-23,1 mut/Mb) y baja (<3,3 mut/Mb).

- Tasa de respuesta objetiva mayor en los de alta TMB
en comparacion a los de intermedia y baja (85% vs
29% vs 14%; p<0,001).

- PFS y supenvivencia global superiores de forma
significativa en el grupo de alta TMB.

- Todos los pacientes tenian la mutacion BRAF VB0OE
pero también se constaté que la mayoria de pacientes
presentaba mtiples GAs. Estas GAs podian ser
responsables de la resistencia al tratamiento con
inhibidores BRAF/MEK.

- 7 (70%) tenian alteraciones sométicas de significado
conocido ademés de la mutacion BRAF.

- 7 (70%) tenfan alteraciones somaticas de significado
incierto.

- Evaluacion radiologica de la respuesta por CT y/o
PET aplicando criterios RECISTv1.00v 1.1: RCen 4
(40%), RP en 6 (60%).

- Tiempo hasta el fallo del tratamiento (TTF): de los
pacientes con RC, TTF=5,6; 23,6+; 27,4+ y 28,7+
meses.

De los pacientes con RP: TTF=3,0; 4,2;5,7; 7,0, 79y
11,2 meses.

CGP: perfil genémico completo, CRGA: Clinical relevant genomic alteration, CT: tomografia computerizada, F1:
FoundationOne, GA: alteracion gendémica, IHC: inmunohistoquimica, NGS: secuenciacion de nueva generacion, PET:
tomografia por emisién de positrones, PFS: supervivencia libre de progresion RC: respuesta completa, RECIST: Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors, RP: respuesta parcial, PD-1: proteina de muerte programada 1, PD-L1: ligando de
muerte programada 1, TTF: tiempo hasta el fallo del tratamiento.
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ANEXO VII. Otras plataformas NGS distintas
de F1

Hoy dia, se dispone de multiples plataformas NGS comercializadas. Estas
plataformas intentan identificar las GAs somadticas presentes en muestras
tumorales tisulares FFPE, en el DNA tumoral circulante y algunas platafor-
mas permiten, también, analizar tejidos sanos como saliva o sangre para dis-
poner de DNA de referencia con el que comprar los resultados procedentes
del DNA tumoral. La mayoria de las plataformas NGS requieren de una
muestra de al menos 5 mm? y un minimo de un 5% de células tumorales; son
capaces de identificar mutaciones e indels pero también fusiones/transloca-
ciones y CNAs, ademas de aportar informacién sobre la MSI y TMB, impor-
tantes predictores de respuesta a la inmunoterapia.

En la tabla 7 de este anexo se presentan las principales caracteristicas
de estas NGS.

FoundationOne® Liquid

Es un test de biopsia liquida de nueva generacién para el estudio del ctDNA
de tumores so6lidos. Analiza unos 70 genes, y se ha descrito una sensibilidad
del 99% y un valor predictivo positivo del 99%. Identifica las GAs clinica-
mente relevantes, ademds de MSI. Puede ayudar en la toma de decisiones al
profesional sanitario al identificar las potenciales terapias dirigidas y/o ensa-
yos clinicos y por aportar informacién relevante para el diagndstico, estrati-
ficacion del riesgo y prondstico. El test se considera como complemento al
estudio de las muestras tisulares o cuando estas muestras no son validas. El
resultado se obtiene en algo menos de 2 semanas.

FoundationOne® Heme

Se trata de un test de perfil genémico completo para el estudio de tumores
hematoldgicos y sarcomas. Las muestras pueden estar FFPE, ser de sangre
periférica o de aspirado de médula 6sea. Se utiliza para la secuenciacién de
DNA, de 405 genes alterados en cancer y 31 genes implicados frecuente-
mente en reordenamientos ademads de la secuenciacion de RNA de 265 ge-
nes que permite estudiar un amplio rango de fusiones, muchas en el origen
de los sarcomas y tumores hematoldgicos. Permite estudiar todo tipo de
GAs: sustituciones de bases, inserciones, deleciones, fusiones, CNAs, duplica-
ciones y reordenamientos. Las alteraciones genémicas diana pueden incluir
variaciones en el nimero de copias (amplificaciones, deleciones, duplicacio-
nes) o mutaciones (deleciones, reordenamientos, truncamientos o fusiones)
en los genes reparadores de DNA, discordancia en los genes reparadores,
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alteraciones en la via PIK3/mTOR, en los ERBB2, BRAF, etc. Aporta infor-
macion sobre las CRGAs, las potenciales terapias dirigidas, ensayos clinicos
disponibles y sobre la posibilidad de respuesta a inmunoterapia.

Guardant360® (G360, Guardant Health, Redwood
City, CA, EEUU)

Se trata de una biopsia liquida que utiliza ctDNA tomado de una muestra de
sangre con el fin de identificar mutaciones, indels y reordenamientos en mds
de 70 genes diferentes. Fue aprobado por la FDA en enero de 2018. En unos
7 dias proporciona un informe que sugiere el tratamiento mas indicado para
las GAs o, en su defecto, la existencia de algin ensayo clinico en el que pue-
da ser para ofrecer al paciente. Estd indicado en pacientes con tumor sélido
avanzado o metastasico cuando la enfermedad progresa después de recibir
el tratamiento convencional. Otras indicaciones serian no disponer de sufi-
ciente cantidad de tejido, que resulte imposible volver realizar biopsia o si
ésta se descarta por su cardcter invasivo, o que se hayan administrado varias
lineas de tratamiento después de obtener la biopsia.

Caris Molecular Intelligence® (CMI, Caris Life
Sciences, Phoenix, AZ, EEUU)

Esta plataforma se basa en una multiplataforma que trata de utilizar toda la
informacion clinica relevante para buscar opciones terapéuticas para tumo-
res sOlidos. Se trata de una herramienta para la ayuda a la toma de decisio-
nes para identificar el mejor tratamiento para cada paciente. CMI obtuvo el
marcado CE como dispositivo médico de diagndstico in vitro en 2015.

CMI estudia el perfil tumoral, analizando proteinas, RNA y DNA tumo-
rales, mediante el uso de las siguientes técnicas: 1) IHC para determinar el
nivel de expresion de ciertas proteinas; 2) hibridacién in situ para detectar
deleciones, amplificaciones, translocaciones y fusiones de determinados genes;
3) NGS para identificar mutaciones del DNA, variaciones en el ndmero de
copias, genes de fusion y reordenamientos, amplificaciones e indels. Estudia
592 genes. También con NGS es posible determinar la TMB y la MSI*; 4) Se-
cuenciacion de Sanger que examinar las cadenas de DNA para identificar mu-
taciones mediante el andlisis de secuencias largas y contiguas; 5) Pirosecuen-
ciacién para detectar y cuantificar mutaciones, metilaciones, etc. a través de la
secuenciacion por sintesis; 6) Andlisis de Fragmentos, que detecta cambios en
el DNA o RNA para indicar la presencia o ausencia de marcadores genéticos.

CMI define una TMB alta si en el tumor se presentan 17 mut/Mb. En
este sentido CMI ayudaria a la toma de decisiones sobre la idoneidad de
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establecer o no el tratamiento con inhibidores de punto de control. La con-
cordancia entre CMI y PCR para el total de tumores indica una sensibilidad
de la NGS del 95,8%, una especificidad del 99,4%, valor prodictivo positivo
del 94,5% y valor prodictivo negativo del 99,2%%*.

Utiliza una muestra de tejido FFPE. Se requiere una superficie de 25
mm?. El porcentaje minimo de nicleos tumorales debe ser >20%. El secuen-
ciador utilizado es de Illumina.

Los resultados de CMI se resumen en un informe que tarda unos 14 dias
en completarse desde que se recibe la muestra. En este informe se incluyen las
GA:s identificadas y otros biomarcadores tumorales, ademds de una relacién
de farmacos que podrian ser efectivos contra el tumor, tanto quimioterapicos,
como tratamiento hormonal, inmunoterapia y terapia dirigida. Por otro lado,
se incluye un listado de ensayos clinicos en los que se investiga la efectividad
de determinados fairmacos frente a GAs concretas. También en el informe se
presenta la evidencia que respalda el uso de cada terapia, agrupados segun si
hay un beneficio potencial, falta de beneficio o beneficio incierto.

MSK-IMPACT

MSK-IMPACT (Integrated Mutation Profiling of Actionable Cancer Targets)
es un test de diagndstico in vitro que utiliza la tecnologia NSG sobre mues-
tras tisulares FFPE de tumores malignos sélidos para detectar GAs en un
panel de 468 genes. El test identifica mutaciones somaticas, tanto mutacio-
nes puntuales, SNVs como pequeios indels, ademds de determinar la MSI.
MSK-IMPACT fue desarrollado por el Memorial Sloan Kettering (MSK)
Cancer Center'®. Fue aprobado por la FDA en noviembre de 2017".

Requiere entre 5-20 cortes de muestras de tejido sin tefiir, de 10 micras
de grosor, con mds de un 20% de células tumorales aunque para determinar
la MSI se precisa >25% de células tumorales. La cantidad de DNA necesaria
oscila entre 100-250 ng. Se utiliza el secuenciador Illumina HiSeq™ 2500.

MSK-IMPACT utiliza la herramienta OncoKB (http://oncokb.org/)'s
para facilitar la interpretacion clinica de las mutaciones detectadas. OncoKB
es una base de datos de conocimiento en oncologia de precision, con infor-
macién bioldgica, clinica y terapéutica, constituida a partir de multiples
fuentes de informacién basada en la evidencia, como guias y recomendacio-
nes de profesionales y grupos de expertos, informacion terapéutica y datos
procedentes de la literatura médica. Las mutaciones detectadas son clasifica-
das en dos grupos, uno con evidencia de significacion clinica y otro de poten-
cial significacion clinica, tanto prondstica como predictiva.

Todos los datos recogidos de los tests MSK-IMPACT estdn disponibles
para la comunidad cientifica en la basa de datos cBioPortal (http://www.
cbioportal.org/), también desarrollada por MSK.
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OncoDEEP® (OncoDNA, Gosselis, Bélgica)

Se trata de una multiplataforma que permite el andlisis de DNA y proteinas a
partir de muestras FFPE de tumores sélidos. En total secuencia 313 genes ligados
a terapias dirigidas aprobadas. Las GAs que puede identificar son mutaciones
puntuales, indels y CNAs. Las translocaciones, genes de fusion y reordenamientos
se analizan mediante secuenciacion RNA. También realiza andlisis IHC, FISH y
otras pruebas para detectar algunas proteinas relevantes implicadas en el proceso
oncoldgico, que se seleccionaran en funcion del tipo de tumor y de los tratamien-
tos previos recibidos por el paciente. Ademas permite evaluar la MSI y TMB.

Se considera que la muestra para NGS es de suficiente calidad si el te-
jido tumoral es al menos un 10% del total de la muestra, el tamafio del tejido
tumoral debe ser >5 mm? y la invasién de linfocitos debe ser <20% en la
zona donde estén localizadas las células tumorales. Se requiere un bloque
FFPE o 20 cortes de 5 um. Utiliza el secuenciador Ion Torrent™.

OncoDEEP® genera un informe en unos 10 dias hébiles que el incluye
la asociacion de la alteracion gendmica con algunos fairmacos quimioterapi-
cos (taxanos, andlogos de nucledsidos y basados en platino), con inmunote-
rapia, terapia dirigida y firmacos en investigacion en ensayos clinicos, pero
no con tratamiento hormonal, aunque no esté claro el nivel de evidencia que
sustenta estas asociaciones.

OncoSELECT™ (OncoDNA, Gosselis, Bélgica)

Permite detectar las mutaciones en ctDNA. Dispone de tras paneles especi-
ficos para pacientes con NSCLC, cancer de colon y cancer de mama HR+ o
HER?2+. Facilita la identificacion de resistencias al tratamiento, antes de que
éstas puedan ser diagnosticadas mediante las pruebas de imagen. Y también
puede servir para monitorizar la respuesta tumoral y en caso de ser necesa-
rio, modificar el tratamiento.

BioSequence-OncoDNA selecciona los estudios gendmicos mas apropia-
dos para cada indicacion. Genera un informe detallado integrado en la platafor-
ma interactiva Oncoshare, donde se expresa a la asociacion directa entre las al-
teraciones detectadas, las opciones de tratamiento y los ensayos clinicos. Segin
la propia empresa, hasta mayo de 2016, habia conseguido cambiar la estrategia
terapéutica en un 67% de los pacientes informados. En este sentido, seria una
herramienta de gran valor para la toma de decisiones clinicas para el paciente.

OncoSTRAT&GO (OncoDNA, Gosselis, Bélgica)

Combina sendos analisis, de muestras tisulares FFPE de tumores sélidos
malignos y la biopsia liquida de muestras sanguineas para analisis de ctD-
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NA. Se debe enviar un bloque tumoral y se considerara que la muestra es
vélida si incluye se dan tres condiciones: que incluya mas de un 10% de cé-
lulas tumorales, que éstas estén localizadas en un drea de mas de 5 mm?y
que el porcentaje de linfocitos en la regién donde se sittian las células tumo-
rales sea inferior al 20%.

El secuenciador utilizado para la NGS es Ion Torrent™ para analizar
DNA y RNA de un elevado nimero de genes en el tejido y en el ctDNA,
genes seleccionados por su relevancia clinica en el cdncer. Ademds de NGS,
también se realiza andlisis IHC, FISH o analisis de translocaciones, que se
realizaran dependiendo del tipo de tumor del paciente y de los tratamientos
recibidos.

Este test genera multitud de datos para cuyo analisis se desarroll6 el
software OncoKDO que integra todos esos resultados, ademas de incluir la
evidencia publicada y con todo ello genera un informe donde se incluyen
recomendaciones de tratamiento, tanto con firmacos aprobados para el tipo
de tumor como otros que han demostrado su utilidad en otros tumores o que
sOlo pueden usarse en ensayos clinicos. Este informe tarda unos 10 dias e
incluye las GAs, MSI y TMB.

Ha sido el test utilizado en el ensayo clinico NCI-MATCH (National
Cancer Institute-Molecular Analysis of Therapy Choice).

Oncomine™ Dx Target Test (Thermo Fisher
Scientific)

Se trata de una tecnologia NGS que permite estudiar hasta 46 GAs en genes
relacionados con el céncer, incluyendo mutaciones en EGFR (incluyendo
L858R, T790M y deleciones en exon 19), BRAF, KRAS, ERBB2 y MET,y
fusiones en ALK, ROSI, RETy NTRK1/2/3,y en funcidn de las alteraciones
identificadas, recomendara el tratamiento con dabrafenib, trametinib, crizo-
nitib o gefitinib. Utiliza un secuenciador Ion Torrent™. El informe de Onco-
mine se emite en unos 4 dias evitando el retraso en las decisiones terapéuti-
cas. Fue aprobado por la FDA como un dispositivo de diagndstico
complementario (companion diagnostic device) in vitro en junio de 2017
para pacientes con NSCLC.

Paradigm Cancer Diagnostic (PCDx) (Paradigm
Diagnostics, Phoenix, AZ, EEUU)

Utiliza muestras tumorales FPPE de tumores sélidos recurrentes, recidivan-
tes o metastasicos, sobre los cuales realiza NGS que permite identificar mu-
taciones y CNAs de DNA, andlisis de RNA para estudiar fusiones y andlisis
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IHC para ver la expresion de ciertas proteinas. También determina la MSI y
TMB. Utiliza Illumina NextSeq que puede ofrecer resultados en 25 horas.
Las muestras deben contener un minimo de un 15% de células tumorales y
superficie >3 mm?. Se considera uno de los tests mds sensibles del mercado,
con sensibilidad y especificidad 299%.

OncoVantage (Quest Diagnostics)

Utiliza la tecnologia NGS para identificar GAs de tumores sélidos, aunque
s6lo detecta mutaciones puntuales e indels, no reordenamientos ni CNAs. Su
estudio incluye los 34 genes intervenibles, mas frecuentemente alterados en
procesos tumorales sélidos con fines diagnésticos, prondsticos y terapéuti-
cos'™”. Utiliza un secuenciador Ion Torrent™.

Tempus xT/xE/xF (TEMPUS, Chicago, IL, EEUU)

Tempus xT incluye tecnologia NGS que utiliza un secuenciador Illumina
para secuenciar DNA y RNA. Permite identificar mutaciones, fusiones,
CNAs de 595 genes de relevancia diagndstica, prondstica y terapéutica en
cancer. También determina la TMB y MSI. Tarda entre 14 y 21 dias en emitir
un informe pero también otro en los siguientes 18 meses desde el resultado
inicial con el fin de aportar informacion sobre la evolucién del tumor en el
tiempo'®,

Tempus xE secuencia el exoma completo. Analiza muestras tisulares
tumorales FPPE y muestras normales de saliva o sangre para confirmar las
variantes sométicas. Identifica SNPs, indels y CNAs. Presenta una sensibili-
dad del 98,8% y especificidad del 99,9% para SNPs e indels a 10% VAF
(variant allele fraction) y una sensibilidad del 87% vy especificidad del 99%
para las CNAs.

Tempus xF es una forma de biopsia liquida, basada en tecnologia NGS,
que incluye un panel de 105 genes para detectar las GAs intervenibles de
tumores sélidos en sangre circulante. Permite estudiar SN'Vs, indels, CNAs y
reordenamientos cromosémicos (translocaciones). Este test tiene un limite
de deteccion de 0,5% de VAF con una sensibilidad del 99% para SNVs, in-
dels y CNAs; y un limite de deteccion del 1% VAF con una sensibilidad del
99% para las translocaciones.
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Tabla 7. Plataformas NGS: principales caracteristicas.

na Cantidad
gerobacioy Tipo de minima
. FDA, ,p. Tipo de Nimero de Mide TMB .
Nombre Fabricante acido necesaria
Marcado . muestra genes y MSI ..
nucleico de acido
CE, Fecha. "
nucleico
FoundationOne Foundation CE, 2014 DNA FFPE 287 Si 40-50 ng
Medicine, Inc.
FoundationOne Foundation  FDA, DNA FFPE 315 Si 40-50 ng
CDx Medicine, Inc. nov-2017
FoundationOne = Foundation CtDNA, FFPE, 405 Si
Heme Medicine, Inc. RNA sangre
periférica y
aspirado de
médula
6sea
FoundationOne = Foundation CtDNA sangre 70 MSI
Liquid Medicine, Inc. periférica
Guardant 360  Guardant FDA, ctDNA sangre 73 o? 5ng
Health, ene-2018 periférica
Redwood
City, CA,
EEUU.
MSK Impact Memorial FDA, DNA FFPE 468 MSI 100-250 ng
Sloan nov-2017
Kettering
(MSK) Cancer
Center.
Caris Mollecular Caris Life CE, 2015 DNAy RNA FFPE 592 Si
Intelligence Sciences.
(CMI)
Paradigm Paradigm No se han DNAy RNA FFPE 131-234 Si 1,5 ng
Cancer Diagnostics,  encontrado
Diagnostic Phoenix, AZ, datos
(PCDx) EEUU.
OncoDeep OncoDNA, DNAy RNA FFPE 313 Si
Gosselis,
Bélgica.
Oncomine™ Dx  Thermo Fisher FDA, DNAy RNA FFPE 161 Si 10ng
Scientific. jun-2017
OncoVantage  Quest/IBM  Nosehan  DNA FFPE 34 o7 Sin datos
Genomics. encontrado
datos
Tempus xT/XE/  Tempus Labs, Nosehan  DNAyRNA FFPE, 595/Exoma Si Sin datos
xF Inc. Chicago, encontrado saliva, Completo/105
IL, EEUU. datos sangre

Cantidad
de
muestra

>40 um de
tejido
tumoral

>40 pm de
tejido
tumoral

25 mm?
tejido
tumoral

>5 mm? de
tejido
tumoral

Secuenciador

lllumina

lllumina

lllumina

lllumina

lllumina

lon Torrent

lon Torrent

lon Torrent

lllumina

FFPE: muestra de tejido tumoral fijada en formalina y embebida en parafina; ctDNA: DNA tumoral circulante.
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Tiempo

hasta el

informe
14 dias

14 dias

14 dias

14 dias

7 dias

30 dias

10-14 dias

4-5 dias

10 dias

4 dias

14 dias

14-21 dias



ANEXO VIII. Ensayo clinicos con F1/F1CDx

Tabla 8. Ensayos clinicos con F1/F1CDx.

Titulo

FoundationOne™ Test Registry Study

IMAGE Study: Individualized Molecular
Analyses Guide Efforts in Breast Cancer -
Personalized Molecular Profiling in Cancer
Treatment at Johns Hopkins

Comprehensive Gene Sequencing in
Guiding Treatment Recommendations
Patients With Metastatic or Recurrent Solid
Tumors

Concordance Between ctDNA Assay and
FoundationOne

Qutcomes of FoundationOne Directed
Therapy in Cancer of Unknown Primary

Genomic Profiling in Previously Untreated
Metastatic Non-small Cell Lung Cancer

TEMPO study: A Prospective Observational
Trial Evaluating Outcomes of FoundationOne:
(Registered Trademark)-Directed Matched
Targeted Therapy in Patients with Cancer of
Unknown Primary

PROFILERO2: Evaluation of the Added Value
of a Large Molecular Profiling Panel Versus a
Limited Molecular Profiling Panel in
Advanced Solid Tumors.

BLCIO: Beating Lung Cancer in Ohio
Protocol in Improving Survival in Patients
With Stage IV Non-Small Cell Lung Cancer

Identificador/Pais/Afio de
inicio

NCT01851213/EEUU/2013

NCT01939847/EEUU/2013

NCT01987726/EEUU/2013

NCT02620527/EEUU/2014

NCT02628379/EEUU/2015

NCT02671045/EEUU/2015

ACTRN12616000331437/
Australia y EEUU/2016

NCT03163732/Francia/2017

NCT03199651/EEUU/2017

An Investigational I therapy Study of
i ), or Ni in Combinatic

With Ipilimumab, or Placebo in Patients With

Extensive-Stage Disease Small Cell Lung

Cancer (ED-SCLC) After Completion of

Platinum-based Chemotherapy

BREAKOUT - International Breast Cancer
Biomarker, Standard of Care and Real World
Qutcomes Study BREAKOUT.

Evaluation of the Safety and Tolerability of
Niraparib With Everolimus in Ovarian and
Breast

Evaluation of the Safety and Tolerability of
TAK-228 With TAK-117 and Paclitaxel in
Advanced Solid Tumors

Unraveling KAdcyla (Trastuzumab
Emtansine; T-DM1) Resistance In
HER2-positive Advanced Breast Cancer
(ABC): a Prospective GEICAM Study”
(KATIA)

NCT02538666/varios
paises/2015

NCT03078036/varios
paises/2017

NCT03154281/EEUU/2017

NCT03154294/EEUU/2017

NCT03829306/Espafia/2018

Tipo de estudio

Observacional,
prospectivo,
mutticéntrico

Ensayo clinico no
aleatorizado

Ensayo clinico piloto,
observacional
prospectivo

Observacional

Observacional
prospectivo

Estudio de cohortes

Estudio observacional

Ensayo clinico
multicéntrico
aleatorizado

Ensayo clinico
aleatorizado

Ensayo clinico
aleatorizado

Estudio de cohorte

Ensayo clinico no
aleatorizado

Ensayo clinico no
aleatorizado

Estudio de casos
prospectivo

Tipo de céncer

Céncer de mama
metastésico

Céncer de mamay CCR
recurrentes o en estadio
v

‘Tumores sélidos

Tumor primario de
origen desconocido

NSCLC

‘Tumor primario de
origen desconocido

Tumor sélido avanzado

NSCLC

Céncer de pulmén de
células pequenas

Céncer de mama
metastésico

Céncer de ovario y de
mama

Tumor sélido avanzado

Mama

Objetivo

Caracterizar los patrones de utilizacion de la prueba
F1 por parte de oncologos bajo condiciones de
préctica clinica rutinaria en EEUU.

Estudiar la viabilidad para la identificacion de
pacientes que podrian beneficiarse del andlisis del
perfil molecular del tumor asf como analizar los
resultados de los pacientes que siguieron el
tratamiento dirigido sugerido en comparacion con
los que no lo hicieron.

Estudiar la secuenciacion genémica completa para
guiar las recomendaciones de tratamiento en
pacientes con tumores solidos metastésicos o
recurrentes.

Evaluar la capacidad de un nuevo test de
Foundation Medicine Inc. para la deteccion de
alteraciones gendmicas en la sangre periférica
concordantes con las iones genomica
detectadas porla prueba F1.

Determinar si F1 proporciona informacion que
permita a los médicos tomar decisiones terapéutica
para utilizar terapias dirigidas.

Comparar los datos sobre supervivencia y costes
baséandose en el uso de diferentes perfiles
genémicos.

Evaluar la utiiidad del F1 en pacientes
diagnosticados de tumor de origen desconocido.

Comparar la relevancia clinica de F1 frente al panel
CONTROL.

Evaluar las inmunoterapias y terapias diigidas para
NSCLC frente a los tratamientos convencionales en
téminos de supervivencia, toxicidad y calidad de vida.

Evaluar si el tratamiento con nivolumab o con
nivolumab+ipiimumab seguido de nivolumab
prolonga la supervivencia global de los pacientes
con cancer de pulmén de células pequenias.

Estudiar la prevalencia del gen BRCA en una
poblacion no seleccionada, describir los
tratamientos administrados y estimar los resultados
clinicos asociados de la supervivencia global y la
supervivencia libre de progresion entre las
portadoras de mutaciones en el contexto de un
entorno de tratamiento con un inhibidor de la PARP.

Determinar la dosis méxima tolerada de la
combinacion de niraparib y everolimus para el
tratamiento de cancer de ovario y cancer de mama.

Determinar la tolerabilidad de la administracion
combinada de los medicamentos combinacion de
TAK-228 y TAK-117 junto con paclitaxel en
pacientes con tumor sélido avanzado.

Evaluar los mecanismos de resistencia primaria y
adquirida al Kadcyla en una cohorte de 50 pacientes
de HER2+ progresivos/recurrentes que se prevé
tratar con Kadcyla dentro de la indicacion aprobada
en Espania.

Participantes

510

150

1400

649

500

300°

2994

1327

1864

30

50

*estimado. F1: FoundationOne®, NSCLC: cancer de pulmdn no microcitico, CCR: céncer colorrectal.
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Tiempo de
seguimiento

12 meses

12 meses

18 meses

20 meses

20 meses

28 meses

36 meses

37 meses?

30 meses

24 meses

24 meses

12 meses

153

Estado

Completado

Completado

Activo

Completado

Completado

Finalizado,
reclutamiento
no completado

Finalizado,
reclutamiento
no completado

Reclutando

Reclutando

Activo

Activo, no
reclutando

Reclutando

Reclutando

Reclutando
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