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TITULO:
COMPARACION DE TECNICAS PARA EL ESTUDIO DEL PERFIL GENOMICO COMPLETO
DE PACIENTES CON MIELOMA MULTIPLE

INVESTIGADOR PRINCIPAL:
CRISTINA DE RAMON SANCHEZ

RESUMEN (Objetivos y metodologia del proyecto): (ajustarse al espacio disponible)

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia hematoldgica caracterizada por una alta
heterogeneidad clinica y genética. Las principales alteraciones gendmicas incluyen
traslocaciones cromosomicas, anomalias en el numero de copias (CNAs) y mutaciones
puntuales, como las del gen TP53, asociadas a mal prondstico. Tradicionalmente, las
alteraciones estructurales se identifican mediante FISH, considerada la técnica gold standard,
y las mutaciones de TP53 por secuenciacioén dirigida, con la limitacion de que solo se analiza
un numero reducido de regiones dentro del genoma. Si bien hay alteraciones cromosoémicas
que se podrian analizar mediante el cariotipo convencional, su rendimiento en el MM es
bastante escaso debido a la dificultad para obtener metafases. En este contexto, las
tecnologias de alto rendimiento que abarcan la practica totalidad del genoma- secuenciacién
de nueva generaciéon (NGS), y mapeo optico del genoma (OGM)-, permiten detectar, en un
unico experimento, las traslocaciones de /IGH y las CNAs incluidas en los indices prondsticos
actuales, junto a todas las demas alteraciones de la célula plasmatica tumoral no detectadas
por las técnicas convencionales. Sin embargo, no hay estudios comparativos directos entre
ambas técnicas en el contexto del MM.

La finalidad de este proyecto es comparar dos tecnologias emergentes y complementarias:
un panel amplio de NGS y el OGM, con el objetivo de determinar cual ofrece una
caracterizacion mas completa del genoma tumoral, y permite una mejor estratificacion
prondstica de los pacientes con MM. Ademas, se evaluara su capacidad para detectar las
alteraciones tradicionalmente analizadas por FISH, considerada el estandar de referencia.
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ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA (Citar las referencias incluidas en el
apartado siguiente) (Maximo 3 paginas)

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la proliferacion y
acumulacion de células plasmaticas clonales en la médula 6sea que producen una
inmunoglobulina monoclonal. Es la segunda hemopatia mas frecuente en nuestro medio
después del linfoma. Se caracteriza por una gran complejidad genémica y molecular, lo que
explica en buena medida la variabilidad observada en la evolucién clinica y la respuesta al
tratamiento. Las diversas alteraciones gendmicas se pueden categorizar en traslocaciones;
alteraciones en el numero de copias (CNA), es decir, ganancias y pérdidas de material
cromosomico; y mutaciones puntuales (1).

Las translocaciones del gen IGH mas recurrentes son la t(11;14), detectada en el 15-20% de
los casos, que da lugar al aumento de la expresion del gen CCND1 (2); la t(4;14), que aparece
en aproximadamente el 15% de los pacientes con MM y da lugar a la desregulacion simultanea
de dos genes, FGFR3y MMSET/NSD2 (3); y la t(14;16), observada como maximo en el 5% de
los MM y que conlleva un aumento de la expresion del oncogén MAF (3). Tanto la t(4;14) como
la t(14;16) se incluyen en la mayoria de las estratificaciones prondsticas como marcadores
genéticos de mal prondstico (4, 5). El cromosoma mas afectado por ganancias y pérdidas es el
cromosoma 1, en el que se gana el brazo q en el 60% de los casos y se pierden regiones de
1p en aproximadamente el 30% de los pacientes. Ambas anomalias se han asociado a una
corta supervivencia, y especialmente la amplificacion de 1q, definida como la presencia de mas
de tres copias de 1q, que conlleva aun peor prondstico (6). Otras pérdidas de material
cromosomico frecuentes son la monosomia/delecion del cromosoma 13 y la delecion de 17p
(del(17p)). La del(17p), que contiene el locus de TP53, esta presente en el 8-10% de los
pacientes con MM de nuevo diagndstico y se considera una de las alteraciones asociada a peor
pronéstico (4), incluso de forma aislada en ausencia de mutacién del gen TP53 (7). Por otra
parte, a diferencia de lo que ocurre en otros canceres, el gen TP53 esta mutado en un pequefio
porcentaje de pacientes con MM de nuevo diagndstico que no supera el 10%, incluso utilizando
las técnicas de secuenciacion masiva. La identificacion de estas alteraciones se lleva a cabo
en todos los pacientes en el momento del diagnéstico con el fin de predecir la supervivencia y
calcular algunos de los indices prondsticos (8). Esto supone realizar un experimento de
hibridacion in situ fluorescente (FISH) con sondas especificas para cada una de las anomalias
cromosomicas, excepto para las mutaciones de TP53 que se estudian mediante secuenciacion
de nueva generacion (NGS). Ademas, en el contexto de nuevas terapias dirigidas contra el
antigeno de maduracion de células B (BCMA), es fundamental realizar un analisis detallado del
gen TNFRSF17, que codifica para BCMA, con el fin de identificar posibles mecanismos de
resistencia al tratamiento provocados por mutaciones inactivantes o deleciones. En este
contexto, las tecnologias de alto rendimiento permiten en un solo experimento el estudio
completo de las alteraciones cromosémicas relacionadas con el pronéstico mencionadas, asi
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como aquellas que podrian estar implicadas en la respuesta a nuevos farmacos.

La tecnologia del mapeo 6ptico del genoma (OGM), es un cariotipo digital de alta resolucion
que se basa en el estudio de secuencias largas de nucleétidos. Permite la deteccion de
alteraciones estructurales, incluyendo traslocaciones, ganancias y pérdidas cromosémicas, con
una resolucion de hasta 500 pares de bases (pb) y un limite de sensibilidad que puede llegar al
5% (9). Se basa en la captura de imagenes de moléculas de DNA de alto peso molecular
marcadas mediante fluorescencia en secuencias especificas. De esta forma se obtiene un
patrébn de marcaje unico que, a través de su comparacién con el patrén de marcaje de un
genoma de referencia, permite la deteccidn simultdnea de alteraciones numéricas vy
estructurales con una sensibilidad y precisién mayores que el cariotipo. Esta técnica ha sido
validada en numerosos estudios que han demostrado que es capaz de alcanzar una
sensibilidad de hasta 5%, una especificidad de hasta el 100%, y un valor predictivo positivo
superior al 80%, siempre y cuando se consiga una cobertura minima de 400X (10).

Por otro lado, las técnicas de NGS permiten identificar todas las alteraciones previamente
mencionadas, ademas de mutaciones puntuales no identificadas por OGM. No obstante,
presentan limitaciones en la detecciéon de CNAs de tamafio superior a 5 kilobases. Para la
identificacion de este tipo de variantes estructurales, se requiere el uso de técnicas de NGS
mas potentes, como la secuenciacion del genoma completo (WGS) o del exoma completo
(WES), o bien el empleo de paneles de secuenciacion dirigidos que cubran regiones extensas
del genoma, con el objetivo de optimizar costes sin comprometer la sensibilidad. Cabe sefialar
que esta tecnologia conlleva la necesidad de analisis bioinformaticos complejos, cuya
interpretacion resulta especialmente desafiante. A pesar de ello, se han desarrollado diversos
paneles especificos orientados a la deteccion de las principales alteraciones gendmicas
asociadas al mieloma (11).

La tecnologia OGM permite la deteccién de variantes estructurales en un amplio rango de
tamafos, desde reordenamientos a nivel cromosomico completo hasta eventos de
aproximadamente 500 pb. Por su parte, las técnicas basadas en NGS abarcan un rango que
va desde 1 pb hasta aproximadamente 5 kilobases (kpb), si bien es necesaria la aplicacién de
analisis bioinformaticos avanzados para identificar correctamente las alteraciones estructurales
de mayor tamafio. Actualmente, no se dispone de estudios comparativos directos entre ambas
tecnologias en el contexto del MM.
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Por todo ello consideramos que un analisis genémico integrador mediante NGS
proporcionara informacion relevante sobre el panorama genémico del MM, y su comparacion
con los datos obtenidos mediante OGM del anterior proyecto nos permitira elegir la tecnologia
que mejor se adapte a las necesidades actuales. Nuestro grupo se encuentra entre los primeros
del pais en implementar la tecnologia OGM para el estudio del MM, ademas de tener una amplia
experiencia en el desarrollo de técnicas de secuenciacion.

En este proyecto, se propone realizar una comparacién entre NGS vy otras tecnologias de alta
resolucion, como el OGM. También se dispondran de los datos de la técnica FISH, considerada
el gold estandar para el estudio de alteraciones genéticas estructurales en estos pacientes. El
objetivo es determinar qué plataforma ofrece una caracterizacion genémica mas completa, y
permite una mejor estratificacién prondstica de los pacientes. Toda la informacién genética
obtenida podria posibilitar en un futuro la adaptacién terapéutica mas precisa en funcién del
perfil genémico individual.
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HIPOTESIS (Ajustarse al espacio disponible)

La finalidad de este proyecto es comparar las 2 técnicas de alto rendimiento que
permiten evaluar el perfil genédmico completo de pacientes con MM, que son la tecnologia
del mapeo 6ptico del genoma (OGM) y la NGS. Para ello, como continuacién del proyecto
concedido el pasado ano en el que se esta realizando el estudio de OGM en 15 muestras
de pacientes diagnosticados de MM, se realizara en esas mismas muestras un estudio de
secuenciacion dirigida a las principales regiones que pueden verse alteradas en el MM, y se
compararan los resultados entre ambas tecnologias.

Este analisis permitird valorar la posible incorporacion en la practica clinica habitual de

la tecnologia que mejor sea capaz de identificar las alteraciones genéticas incluidas en los
indices prondsticos actuales, asi como las alteraciones con impacto prondstico.

DBJETIVOS (ajustarse al espacio disponible)

1. Analizar alteraciones estructurales (variacion en el numero de copias y translocaciones)
en 14 muestras de pacientes con diagnostico de MM mediante un panel de NGS dirigido
de captura.

o Identificar las alteraciones citogendmicas que se analizan en la practica clinica
habitual del MM: (t4;14), t(14;16), del(17p), del(1p) y del(17p).

o Describir las alteraciones adicionales encontradas y registrarlas para su analisis
estadistico posterior.

o Establecer criterios de filtrado, analisis e interpretacion de variantes mediante
analisis bioinformatico de los resultados.

2. Comparar las alteraciones detectadas mediante NGS respecto a las identificadas por
OGM en el proyecto anterior.

3. Determinar la capacidad de la NGS para detectar las alteraciones cromosdmicas incluidas
en la practica clinica habitual, respecto a la FISH, considerada la metodologia de
referencia.
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METODOLOGIA (Diseiio, sujetos de estudio, variables, recogida y analisis de datos y
limitaciones del estudio) (Maximo 4 paginas)

METODOLOGIA NGS.

El analisis de secuenciacion se realiza mediante un panel dirigido de captura de Twist
Bioscience (San Francsico, CA, USA) basado en el disefio inicial del grupo de Brian Walker (9)
que incluye > 5000 sondas para identificar SNV e indels de aproximadamente 250 genes, asi
como sondas distribuidas a lo largo de todo el genoma para CNVs. Ademas, incluye > 8000
sondas que permitira poder identificar traslocaciones y reordenamientos que involucran /GH,
IGL, IGK y MYC. Se empleara un panel de normales como control, procedentes de la
secuenciacion de sangre periférica de donantes sanos. El ADN de partido necesario sera 100
ng. La secuenciacion se realizara en un NextSeq 2000 (lllumina, San Diego, CA, USA).

DISENO.

El primer objetivo estd enfocado al estudio de NGS, incluye los siguientes puntos:

- Se partira del DNA de cadena larga extraido del objetivo anterior.

- Cuantificacién del DNA para asegurar conseguir el material de partida requerido de 100 ng.

- Preparacion de librerias segun protocolo estandarizado que incluye, ademas de la
fragmentacion, ligacién, unién de adaptadores e index, asi como amplificacion.

- Control de calidad para confirmar calidad y tamafo de las librerias mediante el aparato
TapeStation (Agilent) y Qubit 4.0 (ThermoFisher).

- Secuenciacion de las librerias en la plataforma de lllumina NextSeq 2000.

- Analisis de resultados mediante una pipeline propia que incluye demultiplexado con
bcl2fastq, alineamiento al genoma de referencia GRCh38/hg38 con BWA, llamado de
variantes con Strelka, filtrado con fpfilter, normalizacién y comparaciéon con el panel de
normales.

El segundo objetivo contempla un analisis comparativo entre las alteraciones genéticas

identificadas mediante las dos técnicas de analisis gendmico mencionadas, NGS y OGM:

- Las alteraciones identificadas por cada una de las técnicas seran recogidas en plantillas de
Excel disehadas para tal efecto.

- En primer lugar, se hara un analisis descriptivo con el numero total de alteraciones
identificadas por cada técnica, tipos de alteraciones que incluiran CNAs, variantes
estructurales, y en el caso de la NGS también mutaciones puntuales.

- Para evaluar la concordancia se aplicara el indice de concordancia (Cohen’s Kappa) o el
coeficiente de correlacion de Pearson o Sepearman, segun se trate de variables discretas
o continuas.

- Las diferencias entre las técnicas en términos de nimero, tipo o distribucién de alteraciones
se evaluaran mediante las pruebas T de student, Mann-Whitney, Chi cuadrado, Test de
Fisher y anova.

- Lavalidacion de las alteraciones citogenémicas analizadas en la practica clinica habitual se
llevara a cabo mediante FISH.
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El tercer objetivo pretende evaluar la capacidad de la NGS de detectar las alteraciones

genéticas incluidas en la practica clinica habitual, para lo cual se calculara para cada alteracién:

- El valor predictivo positivo (VPP): proporcion de resultados positivos por NGS que fueron
confirmados como positivos por FISH.

- El valor predictivo negativo (VPN): proporcién de resultados negativos por NGS que fueron
confirmados como negativos por FISH.

- Caélculo de la sensibilidad y especificidad.

SUJETOS DEL ESTUDIO.

El estudio se llevara a cabo en células plasmaticas de médula 6sea extraida de los pacientes
con diagndstico de MM procedentes de dos hospitales de la Comunidad, Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca y Complejo Asistencial de Avila en los que se realizé el estudio de
OGM con la financiacion del proyecto concedido en la anterior convocatoria. E| DNA de cadena
larga sobrante, extraido para el OGM y guardado posteriormente a -20°C, se podra fragmentar
y ser utilizado para la preparacion de librerias y posterior secuenciacion. Esta previsto incluir
los mismos 15 pacientes en los que se realiz6 OGM para poder comparar resultados.

VARIABLES.

Alteraciones genéticas de los pacientes diagndsticos de MM identificadas mediante NGS, OGM
y FISH: inserciones, deleciones, translocaciones balanceadas y no balanceadas, alteraciones
en el nimero de copias y mutaciones puntuales.

Como caracteristicas clinicas se dispondra de datos demograficos (sexo, edad) y momento
evolutivo de la muestra (diagndstico o recaida).

ANALISIS DE DATOS.

El analisis de los archivos de secuenciacion obtenidos mediante el panel de NGS se
realizara empleando la pipeline mencionada previamente. La visualizacion de todas las
variantes identificadas se llevara a cabo empleando el software Tarpan, desarrollado por el
grupo de Brian Walker (11).

Respecto a los informes emitidos con las alteraciones citogenéticas encontradas, todavia no
hay guias consenso dado que su implementacion en los laboratorios esta en proceso. Sin
embargo, dichos informes deberan incluir las variantes ya validadas como clinicamente
relevantes, asi como otras nuevas que puedan tener impacto en el prondstico o ser dianas
terapéuticas tomando como referencias los trabajos publicados. A partir de los resultados que
se generen con este proyecto, se trabajara de forma conjunta con otros centros para recopilar
nuevos datos que puedan anadir un valor adicional a los actuales indices prondsticos en el MM.

Por otra parte, el analisis estadistico de los datos clinicos se realizara con el programa SPSS
(SPSS Inc., IL, USA) y mediante RStudio utilizando un entorno de R (versién 4.3.0).

La visualizacion de los resultados se llevara a cabo mediante graficos tipo “circos plot” para las
translocaciones, asi como graficos para las alteraciones en el niumero de copias.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

La principal limitacién del estudio es el numero de pacientes que sera limitado debido al coste
elevado de las técnicas empleadas. Aunque el panel de NGS que se va a emplear supone un
coste superior al panel de FISH empleado como metodologia de referencia en la practica
clinica asistencial, el precio seria comparable al generado por la combinacién de estudios de
FISH y el panel de NGS dirigido al analisis de TP53. A pesar de lo cual, se considera que este
estudio puede aportar informacién relevante para valorar la utilidad especifica de cada
metodologia, disponibles ambas en nuestro centro, y aspirar a utilizar la estrategia mas
informativa con el menor coste posible.

La NGS tiene una alta sensibilidad para detectar mutaciones, sin embargo presenta
limitaciones en la identificacién de alteraciones estructurales complejas cuando se utilizan
paneles dirigidos debido por un lado a que la cobertura esta limitada a las regiones incluidas
en el panel; y por otro lado, a que empleamos la metodologia de secuenciacion de cadena
corta lo que dificulta la identificacion de grandes reordenamientos.

Estas limitaciones podrian resolverse mediante el cambio a una secuenciacion de genoma
completo, aunque encareceria todo el proceso y seria inviable su incorporacion en la practica
clinica; y mediante el uso de plataformas de secuenciacion de cadena larga que todavia estan
en proceso de mejora de la tasa de errores y estandarizacién para su inclusién en la rutina
asistencial. No obstante, como se menciona en la introduccién, el panel que se ha
seleccionado para este trabajo es amplio y ya ha sido validado y publicado (11).
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PLAN DE TRABAJO (Etapas de desarrollo y distribucion de tareas de todo el equipo
investigador, incluyendo los proyectos en los que participe cada uno de sus integrantes Indicar
también el lugar de realizacion del proyecto) (Maximo 2 pagina)

Actividad 1. Fragmentacion de DNA del alto peso molecular para NGS.
- Distribucion de tareas: IRI, EARR, SCV
- Lugar de realizacion: Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Actividad 2: Preparacion de librerias para el panel de NGS.
- Distribucion de tareas: AMH, SCV, IRI
- Lugar de realizaciéon: Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Actividad 3. Control de calidad y secuenciacién de las librerias mediante el instrumento
NextSeq.
- Distribucion de tareas: AMH, SCV, EARR

- Lugar de realizaciéon: Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Actividad 4. Visualizacién de resultados, filtrado y comprobacion de variantes y emisién de
informes.

- Distribucion de tareas: CRS, NCGG, AMH, DBR, JDV

- Lugar de realizacion: Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Actividad 5. Preparaciéon de bases de datos comun con los resultados obtenidos con las
distintas metodologias.
- Distribucion de tareas: FLP, BRB, EARR

- Lugar de realizaciéon: Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Actividad 6. Comparacion de ambas técnicas mediante analisis estadisticos.

- Distribucion de tareas: JDV, DBC, CRS, NCGG

- Lugar de realizacién: Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, y Complejo
Asistencial de Avila.

Actividad 7. Escritura de resultados y divulgacion.

- Distribucién de tareas: Todos los investigadores.

- Lugar de realizacién: Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, Centro de
Investigacién del Cancer, y Complejo Asistencial Universitario de Avila.
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EXPERIENCIA DEL EQUIPO INVESTIGADOR (Maximo 1 pagina)

La investigadora principal del proyecto, Cristina de Ramén Sanchez (CRS), es facultativo especialista
de area de Hematologia en el Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA), forma parte
del grupo de investigacion " Biologia molecular y celular de hemopatias" (Grupo CANC-05) integrado en
el Area de Cancer del IBSAL. Su actividad clinica asistencial la desarrolla en los Laboratorios de
Citogenética y Biologia Molecular del Servicio de Hematologia del CAUSA. Como parte de su labor
investigadora, ha colaborado en diferentes proyectos de investigacion; y ha participado en 13
publicaciones en revistas internacionales. Ademas, forma parte activa del grupo de OGM del Grupo
Espafiol de Citogenética de la Sociedad Espafiola de Hematologia. El resto del equipo investigador esta
compuesto por:

Beatriz Rey Bua (BRB): médico adjunto del departamento de Hematologia en el CAUSA. Su labor clinica
esta centrada en el diagnoéstico y tratamiento de pacientes con MM, participando en numerosos ensayos
clinicos. Ademas, forma parte de la unidad de citomorfologia diagndstica, donde realiza los estudios de
médula 6sea para el diagndstico del MM.

Alejandro Medina Herrera (AMH): graduado en Biologia por la Universidad de Salamanca, con Master
en Biologia y Clinica del Cancer, y tesis doctoral centrada en el estudio molecular de pacientes con MM,
en concreto enfermedad minima residual. Actualmente trabaja en numerosos proyectos enfocados en el
estudio genémico del MM. Ademas, forma parte del Grupo Espafiol de Mieloma y de Biologia Molecular.
Julio Davila Valls (JDV): médico adjunto del departamento de Hematologia en el Complejo Asistencial
de Avila, donde realiza su actividad asistencial en el diagnéstico y tratamiento de pacientes con MM. Su
actividad investigadora, se centra en el estudio del MM. Participa activamente en las propuestas que
surgen en el seno de la Sociedad Castellano-Leonesa de Hematologia y Hemoterapia.

Norma C Gutiérrez Gutiérrez (NCGG): médico adjunto del departamento de Hematologia. Su labor
clinica esta centrada en el diagnéstico y tratamiento de pacientes con neoplasias linfoides. Es la
responsable de los estudios citogenéticos del MM y otras gammapatias monoclonales en el Grupo
Espafiol de MM (GEM). Ademas, su investigacion se centra en la genética del MM.
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genéticas en la patogenia del MM. Domina numerosas técnicas de analisis molecular y celular.

Irene Rodriguez Iglesias (IRI): es Técnico Especialista de Laboratorio (2005). Trabaja en el grupo de
citogenética molecular en oncohematologia en el Centro de Investigacion del Cancer de Salamanca. Su
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extraccion y cuantificacion de DNA y RNA, asi como técnicas de FISH, PCR, y secuenciacion.
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Master en Biologia y Clinica del Cancer por la Universidad de Salamanca. Su principal linea de
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MM, asi como en la busqueda de genes sintético-letales en células de MM.
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UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN RELACION CON LA SALUD
(ajustarse al espacio disponible)

El mieloma multiple es la segunda neoplasia hematolégica mas frecuente. Se caracteriza por
una gran inestabilidad genémica que se traduce en la presencia de alteraciones citogenémicas
en hasta el 90% de los pacientes, la mayoria de ellas con valor prondstico. Buena parte de
estas alteraciones no son detectadas con las técnicas utilizadas en la asistencia clinica. Las
tecnologias que se emplearan en el presente proyecto (OGM y NGA) tienen la capacidad de
detectar un numero de alteraciones significativamente mayor que los estudios tradicionales de
FISH, pudiendo llegar a sustituir a los multiples analisis de FISH realizados en la actualidad,
con lo que se ampliara el conocimiento del perfil cromosdmico/genético de los pacientes con
MM. A nivel asistencial la implantacion de esta metodologia supondra no solo disponer de una
informacidn citogenética mas amplia, sino también un ahorro econdmico. Ademas, estos datos
podran ser analizados con el fin de buscar nuevos factores prondsticos para avanzar hacia una
medicina mas personalizada, lo que constituye una clara via de transferencia clinica de los
resultados.

El Complejo Asistencial Universitario de Salamanca seria pionero en la implementacién de esta
tecnologia para el analisis de muestras de MM en la Comunidad de Castilla y Ledn, lo que no
solo posiciona al centro como referente regional, sino que abre la puerta a colaboraciones
estratégicas con centros nacionales e internacionales especializados en citogenética y
secuenciacion genémica.

El caracter innovador del estudio y la ausencia de datos publicados que comparen ambas
técnicas en el contexto del MM suponen una oportunidad relevante para generar resultados
originales.

MEDIOS DISPONIBLES PARA LA REALIZACION DEL PROYECTO (ajustarse al
espacio disponible
Los estudios se realizaran en los laboratorios del departamento de Hematologia (Complejo Asistencial

Universitario de Salamanca) y en el Centro de Investigacion del Cancer (CIC) de la Universidad de
Salamanca.

Laboratorio de Hematologia del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca: dispone de dos
separadores celulares AutoMACS y equipos necesarios para la hibridacion in situ fluorescente. Ademas,
equipo de secuenciacion directa y GeneScanning (ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer y ABI PRISM 7900
Sequence Detection System); un pirosecuenciador PyroMark Q24 MD (Qiagen) y cuatro equipos de
secuenciacion, MiniSeq (1), MiSeq (1) y NextSeq (2) (lllumina), asi como 2 robots para la automatizacion
de librerias (Magnis y Avenio). Cuenta con dos equipos de PCR cuantitativa (Step One Plus Real Time
PCR System) y varios termocicladores. Se dispone del equipo de nanoinmunoensayo capilar (sistema de
“Western” automatizado) para la cuantificacion de proteinas. Ademas, posee una coleccion de muestras
de MM (pertenecientes a la coleccion C.0003878) procedentes de los pacientes registrados en los
ensayos clinicos del "Grupo espafiol de mieloma (GEM)" desde el 2005.

Laboratorios del Centro de Investigacion del Cancer: Instrumento Saphyr junto con servidor informatico
con acceso a plataforma Bionano Access (este equipo es el fundamental para el desarrollo del proyecto).
Ademas, proporcionan los siguientes servicios: Agilent 2100 Analyzer (Agilent Palo Alto, CA) para medir
la calidad y la concentracion del ARN, y tecnologia de microarrays (Affymetrix).




&
7

by "o}
Y310owan AN

JUSTIFICACION DETALLADA DE LA AYUDA SOLICITADA (Miximo 2 paginas)

- Reactivos para la preparacion de librerias, asi como el cartucho de secuenciacion. Se
ajustara el numero de muestras por cartucho con el fin de optimizar costes, de tal manera
que el coste por muestra asciende a un coste de 425 euros. Como vamos a analizar 14
muestras, supondria un total de 6000 euros.

- Los estudios de OGM se realizaran con la financiaciéon concedida en la convocatoria del
pasado afo.

- Los estudios de FISH se realizaran por parte de los laboratorios de Citogenética del
CAUSA, ya que forman parte del estudio de rutina para el diagndstico de MM en la practica
clinica habitual.

El coste actual de los estudios genéticos que exigen las guias clinicas ante el diagnéstico
del MM, incluye el panel amplio de FISH (5 sondas) junto con el estudio de mutaciones de
TP53 por secuenciacion; y seria equivalente al precio del panel de NGS dirigido que se
propone en el presente trabajo, con la ventaja que se obtendria mas informacién. Sin
embargo, es necesario realizar este tipo de estudios comparativos para evaluar la técnica
que ofrece mas informacioén de forma coste-efectiva.




