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PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (en inglés: Polymerase Chain
Reaction)

PR:receptor de progesterona

QT: quimioterapia
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inglés: Reverse transcriptase-PCR)

TH 6 HT: terapia hormonal u Hormonoterapia
TR: tasa de recurrencia
Tto: tratamiento
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Glosario

ADN. Abreviatura del &4cido desoxirribonucleico (en inglés, DNA.
Deoxyribonucleic Acid). Molécula en doble hélice formada por unidades
denominadas nucledtidos que constan de un azicar (dexosirribosa) fosfata-
do y una base nitrogenada que puede ser guanina, adenina, timina y citosina.
La secuencia de bases nitrogenadas es la que codifica la informacion gené-
tica.

ADNc. ADN complementario formado mediante la transcripcion reversa
de un ARNm purificado. Este ADN sdlo contiene la secuencia codificante
del gen del que procede.

Amplificacion. Aumento en el nimero de copias de un fragmento de mate-
rial genético particular.

ARN. Abreviatura del 4cido ribonucleico (en inglés, RNA. Ribonucleic
Acid).Molécula en doble hélice formada por unidades denominadas nucleé-
tidos que constan de un azucar (ribosa) fosfatado y una base nitrogenada
que puede ser guanina, adenina, uracilo y citosina.

ARNm. Abreviatura del 4cido ribonucleico mensajero (en inglés, mRNA.
Messenger Ribonucleic Acid). Es la molécula de ARN sintetizada a partir de
una secuencia de ADN.

Expresion génica. Formacion de un ARNm a partir de un gen.

Factor predictivo. Parametro que se evalia para predecir la respuesta pro-
bable a un tratamiento especifico, por ejemplo, receptor de estrogeno para
predecir la respuesta probable a la terapia endocrina.

Factor pronéstico. Caracteristicas de la enfermedad que se correlacionan
con el curso de la enfermedad y que se utilizan para predecir los resultados
probables.

Gen. Unidad basica de herencia de los seres vivos.

Hormonoterapia. Tratamiento del cancer mediante la eliminacién y/o el
bloqueo de los efectos de las hormonas que estimulan el crecimiento de las
células cancerosas. El tratamiento hormonal actia alterando la produccién o
impidiendo la accién de los estrégenos o de la testosterona sobre los drganos
diana.

Ki67. Marcador de proliferacion celular. La proteina Ki67 estd presente en
todas las fases del ciclo celular excepto en la fase de reposo (GO).
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Nédulos o ganglios linfaticos. Glandulas de pequefio tamafio que forman
parte del sistema linfatico.

Prognosis. Conocimiento anticipado de un suceso. Es la prediccién sobre
el resultado probable de la evolucion de una enfermedad, la posibilidad de
recuperacion, la recurrencia o la muerte.

Quimioterapia. Tratamiento con farmacos que son toxicos para las células
cancerosas, y que se administra con el objetivo de destruir las células o de
prevenir o retrasar su crecimiento.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Técnica de biologia molecular,
cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de
ADN particular.

Receptor de estrogeno (ER). Molécula (receptor) que se une de forma
especifica al estrogeno desencadenando cambios dependientes de dicha
hormona en el comportamiento de la célula.

Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). Molécula
situada en la superficie celular y que interactiia con el factor de crecimiento
especifico ayudando a controlar la velocidad a la que crecen las células.

Receptor de progesterona (PgR). Molécula (receptor) que se une de forma
especifica a la hormona progesterona. El PgR es activado por la hormona
progesterona e interviene en la regulacion de varias funciones celulares nor-
males, incluyendo la proliferacion celular.

RT-PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa de los productos obtenidos
mediante reaccion con la transcriptasa inversa. Es una variante de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR es una técnica de biologia
molecular que permite sintetizar copias de una secuencia de ADN, utili-
zando un proceso denominado “amplificacion” En la RT-PCR se parte de
una molécula de ARN que mediante una transcripcion inversa sintetiza su
ADNCc usando la enzima transcriptasa inversa, el ADNc resultante se ampli-
fica usando PCR tradicional o en tiempo real.

Transcripcion. Proceso por el cual la informacién genética contenida en
una secuencia de ADN se utiliza para sintetizar una molécula de ARNm
complementario.

Transcripcion inversa. Proceso por el que a partir de una molécula de ARNm
se sintetiza la molécula de ADN complementario.

Tratamiento adyuvante. Es el tratamiento que se da ademas del tratamiento
primario (inicial). Esta disefiado para ayudar a alcanzar el objetivo principal
del tratamiento (la erradicacion de la enfermedad). La terapia adyuvante
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para el cancer, por lo general, se refiere a la quimioterapia, la terapia hormo-
nal o radioterapia, cuando se administra después de la cirugia primaria para
ayudar a disminuir el riesgo de recurrencia de la enfermedad.

Utilidad clinica. Muestra el balance entre los beneficios y riesgos asociados
a la prueba. Indica si la prueba dard lugar a una mejora en los resultados
en salud del paciente.

Validez analitica. Es la capacidad de una prueba para medir de manera
exacta o precisa el parametro de interés asi como su fiabilidad. En este caso,
la medida de interés es la expresion de los ARNm de las células tumorales.

Validez clinica. Es la capacidad de una prueba para identificar de forma pre-
cisa y fiable a los pacientes o para predecir los resultados clinicos de interés.
Normalmente, se presenta en términos de sensibilidad y especificidad clinica.
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Resumen ejecutivo

Titulo: Plataformas gendmicas de segunda generacion para el prondstico del
cancer de mama: EndoPredict® y Prosigna™

Autores: [sabel M. Martinez-Férez, Rebeca Isabel-Gémez, Carmen Beltran-
Calvo.

ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El cancer de mama es el cdncer de mayor prevalencia en la poblacién
femenina. Con el fin de proporcionar a las pacientes de cdncer de mama
una atencién mas personalizada y adaptada a cada situacion, se han desa-
rrollado indices prondsticos que permitan establecer las expectativas sobre
la evolucién de la enfermedad, y que ayuden a decidir la mejor terapia y
atencion sanitaria disponible. Las primeras pruebas gendémicas prondstico
desarrolladas, Oncotype DX® y MammaPrint®, se basaron en la expresién
diferencial, en células sanas y tumorales, de un determinado nimero de
genes. Actualmente, ya estan disponibles una segunda generacion de prue-
bas gendmicas, entre las que se encuentran EndoPredict® y Prosigna™.
Estas pruebas combinan los resultados de expresion génica con pardmetros
clinico-patoldgicos, con el objetivo de mejorar la estimacién del riesgo de
recaida de los pacientes.

OBJETIVO

Valorar la eficacia (en términos de validez analitica y clinica) y la utilidad
clinica de las pruebas genémicas EndoPredict® y Prosigna™ como pruebas
pronéstico del cdncer de mama en estadios tempranos, frente a los indices
prondsticos convencionales de caracter clinico-patoldgico.

METODOLOGIA

Se ha llevado a cabo una revision sistematica de la literatura, para la que se
ha realizado una busqueda bibliogréfica en las principales bases de datos
biomédicas referenciales de dmbito internacional hasta octubre de 2014.
Asimismo, se han consultado las principales Agencias y Unidades de Eva-
luacién de Tecnologias Sanitarias tanto a nivel nacional como internacional.
Se ha realizado una lectura critica de los articulos seleccionados, con el fin de
identificar los problemas metodolégicos que pudieran influir en su validez,
asi como una sintesis cualitativa de los resultados.
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RESULTADOS

La busqueda bibliografica ha permitido identificar 10 referencias de Endo-
Predict® y 6 referencias de Prosigna™, con informacién relevante sobre
su validez analitica y clinica. Todos los estudios incluidos eran de cardcter
retrospectivo.

EndoPredict®

Los cuatro estudios localizados sobre validez analitica analizaron la repro-
ducibilidad de la misma. El estudio principal de validaciéon analitica, ha
establecido las condiciones de experimentacion de la RT-PCR y su repro-
ducibilidad. Se observé una buena correlacion entre los valores locales de
cada uno de los 7 laboratorios con el de referencia, en un rango coeficiente
de correlaciéon de Pearson entre 0,987 y 0,999. Todas las muestras fueron
clasificadas correctamente en su grupo de riesgo con una concordancia del
100% y un indice de Kappa de 1.

Los estudios que han valorado la validez clinica de EndoPredict® han
mostrado que:

¢ Los indices EP y EPclin clasificaban los pacientes en grupos de alto
y bajo riesgo de recurrencia a distancia, y que existian diferencias
significativas entre ellos a 5 y 10 afios tanto en mujeres pre y post
menopausicas con o sin afectacion ganglionar.

e EndoPredict® parecia clasificar mejor el riesgo de recurrencia que
los indices Guia alemana S3 del 2008, NCCN del 2007 y St Gallen
del 2011.

Solo un estudio ha valorado el impacto de la prueba en la decisién
terapéutica, mostrando que la prueba modificaba la decision terapéutica en
el 377 % de los pacientes y reducia el nimero de pacientes tratados con
quimioterapia. No se ha localizado evidencia sobre la utilidad clinica de la
prueba.

Prosigna™

La informacién disponible sobre validez analitica de la prueba procede de
un Unico estudio, Nielsen et al.,2014. En cuanto a la precision de la prueba,
se comprobd que tenia una desviacién tipica inferior a 1 unidad de ROR
(escala de 0—100) y que mas del 60 % de la variabilidad observada era
intrinseca al ensayo. El andlisis de fiabilidad de la prueba mostroé que el factor
de mayor impacto en la varianza de los resultados fue la “seccién de tejido”
(> 90 % de la varianza). La concordancia, en cuanto al subtipo molecular y
al grupo de riesgo, entre los tres laboratorios fue = 90 %. La comparacion de
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la expresion génica de las réplicas de tejido en cada laboratorio, mostré una
alta correlacion con un coeficiente de Pearson de 0,98 (IC95 % 0,98 —0,98).

La informacion sobre la validez clinica de la prueba mostré una
relacién directamente proporcional entre el valor del ROR vy el riesgo de
recurrencia a distancia, encontrandose una interpretacion distinta del indice
para pacientes con y sin afectaciéon ganglionar. En los casos con ganglios
negativos un riesgo de recurrencia del 10% era pronosticado por un ROR
de 42 mientras que este mismo riesgo en pacientes con ganglios positivos es
pronosticado por un ROR de 25. El indice ROR ha mostrado que incremen-
ta la informacion pronostica aportada por los indices clinico-patoldgicos a
5y > 10 afios. La clasificacion de subtipos establecida por el indice ROR
mostré que a 10 y 15 afios la supervivencia libre de recurrencia a distancia
del subtipo luminal A era mayor que la del subtipo luminal B.

No se ha localizado evidencia sobre el impacto de la prueba en la deci-
sién terapéutica ni sobre su utilidad clinica.

CONCLUSIONES

e Las pruebas genémicas EndoPredict® y Prosigna™ han presentado validez
analitica en cuanto a precision y reproducibilidad entre laboratorios.

e Los indices EP y EPclin de EndoPredict® son factores pronéstico indepen-
dientes que afiaden informacién prondstico a los indices clinico-patoldgicos,
en mujeres pre y postmenopdusicas ER-positivo, HER2-negativo con y
sin afectacion ganglionar, a 10 afios de seguimiento. La prueba presenta
una buena capacidad discriminatoria entre los dos grupos de riesgo que
establece: alto y bajo.

e El indice ROR de Prosigna™ es un factor prondstico independiente que
afade informacion prondstico a los indices clinico-patolégicos, en mujeres
postmenopdausicas HR-positivo con y sin afectacién ganglionar a 10 afios
de seguimiento. Muestra una buena capacidad discriminatoria entre los
tres grupos de riesgo que establece: bajo, intermedio y alto.

e La realizacién de la prueba EndoPredict® parece tener impacto en la
decision terapéutica, reduciendo el nimero de pacientes tratados con
quimioterapia adyuvante.

® No se dispone de evidencia sobre la utilidad clinica de ninguna de las dos
pruebas
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Executive summary

Title: Second generation prognostic genomic tests in early breast cancer:
EndoPredict® y Prosigna™

Authors: Isabel M. Martinez-Férez, Rebeca Isabel-Gémez, Carmen Beltran-
Calvo.

BACKGROUND AND JUSTIFICATION

Breast cancer is the most prevalent cancer in the female population. In order
to provide a more personalized care to breast cancer patients, prognostic
indices have been developed to establish expectations about the evolution
of the disease and to decide the best therapy and care healthcare availa-
ble. First prognostic genomic tests, MammaPrint® and Oncotype DX®,
were based on the differential gene expression in normal and tumor cells.
Currently, a second generation of genomic tests is available, EndoPredict®
and Prosigna™, which combine gene expression with clinicopathological
parameters in order to improve the estimation of relapse risk of the patients.

OBJECTIVE
To assess the efficacy (analytical and clinical validation) and clinical utility
of Prosigna ™ and EndoPredict® as prognostic tests in early breast cancer.

METHODOLOGY

A systematic review of the literature was carried out. A literature search was
run in the main biomedical data bases until October 2014. In addition, the
main national and international agencies and units of Health Technology
Assessment were consulted. A critical reading of selected studies was carried
out to estimate the quality of their evidence and a qualitative synthesis of
the data was performed.

RESULT

Literature search has identified 10 references of EndoPredict® and 6 of Pro-
signa ™ with relevant information about analytical and clinical validity. All
studies were retrospective.

EndoPredict®

Four studies on analytical validation have analyzed the test reproducibil-
ity and reliability. The main study has provided the RT-PCR performance
conditions and its reproducibility in molecular laboratories. Correlation
between the reference EP score and the EP scores of seven participating
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laboratories was very high, with Pearson coefficients from 0.987 to 0.999. All
samples were classified in the right group of risk, showed a concordance of
100% and a Kappa index of 1.0.

Studies about EndoPredict® clinical validation have showed:

¢ EP and EPclin scores stratified the patients into high-risk and low-risk
group of distant recurrence and these risk groups showed statistically
significant differences at 5 and 10 year in pre and postmenopausal
node-positive or node-negative ER+, HER2-breast cancer patients.

e EndoPredict® scores seemed to improve the patient risk stratification
from German S3-2008, NCCN 2007 and St Gallen 2011 guidelines.

Information about impact on clinical decision making is provided for
one study. EndoPredict® assay changed the therapy decisions in 37.7% of
patients and showed a reduction in the chemotherapy recommendation.

No evidence about clinical utility has been found.

Prosigna™

Analytical validation is provided by Nielsen et al.,2014 study. Precision anal-
ysis showed total standard deviation of assay was inferior at 1 ROR unit on
a 0-100 scale and more than 60 % of assay variability was due to within-run
variance. About reproducibility, the tissue section was the most important
source of variation (> 90 % of total variance). For comparison, molecular
subtype and risk group, concordance between testing sites was = 90 % and
the comparison of gene expression of issue replicates between all sites had a
Pearson coefficient of 0.98 (CI95% 0.98-0.98).

Information on clinical validation showed a relationship between the
ROR score and the distant recurrence risk in postmenopausal women with
HR-positive, node-negative, node-positive early breast cancer at 10 years.
Patients in the ROR high-risk group had higher risk of distant recurrence
than patients in the ROR intermediate-risk group and similarly, patients in
the ROR intermediate-risk group had higher risk of distant recurrence than
patients in the ROR low-risk group.

The ROR score showed a different interpretation for node-negative
patients and node-positive patients; for negative lymph a recurrence risk of
10% was predicted for a ROR value of 42 while this same risk in patients
with positive nodes is predicted for a ROR value of 25.

ROR score added significant prognostic information to clinicopatho-
logical factors on distant recurrence at 5 and 10 years. In addition, Luminal
A (ROR molecular subtypes) showed a distant recurrence-free survival
significant higher than Luminal B, at 10 and 15 years.
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No evidence, about impact on therapeutic decision making and clinical
utility of assay, has been found.

CONCLUSIONS

¢ EndoPredict® and Prosigna ™ have showed analytical validity, measured
as precision and reproducibility of assay.

e EndoPredict® EP and EPclin scores are independent prognosis factors.
These scores provided additional prognostic information on distant
recurrence to the clinicopathological factors in pre and postmenopausal
women with ER-positive, HER2-negative, node-negative early breast can-
cer at 10 years. The assay showed a good discrimination capacity between
the low and high distant recurrence groups.

e Prosigna ™ ROR score is an independent prognosis factor and adds prog-
nostic information on distant recurrence to the clinicopathological factors
in postmenopausal women with HR-positive, node-negative, node-positive
early breast cancer at 10 years. The assay showed a good discrimination
capacity between the three distant recurrence groups: low, intermediate
and high.

e EndoPredict® seemed to have an impact on therapeutic decision making,
reducing chemotherapy.

¢ The clinical utility of both assays, and so their potential benefits in breast
cancer remain unclear.
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Introduccion

El cédncer de mama es el cincer de mayor prevalencia en la poblacién
femenina. En Estados Unidos, segtin datos publicados en 2014, el cancer
de mama representaria el 29 % de total de nuevos casos de céncer diag-
nosticados en mujeres (Siegel, Ma, Zou & Jemal, 2014). En Espaiia, en los
ultimos datos publicados correspondientes al afio 2012 se ha registrado que
el cancer de mama ha sido el cdncer de mayor incidencia, mortalidad y pre-
valencia a 5 afios (29 %, 15,5 % y 40,8 %, respectivamente) en la poblacién
femenina (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2014). La complejidad
de la enfermedad y su heterogeneidad dificultan la valoracién tanto de su
progresion como de la respuesta a los distintos tratamientos disponibles.

La evolucién hacia una medicina personalizada supone un reto para
la practica clinica habitual al implicar una vision diferente de la asistencia
sanitaria, centrandose en el paciente. Dentro de esta tendencia, las técnicas
que faciliten la clasificacion o identificaciéon mads precisa de cada paciente, y
por consiguiente, permitan establecer la terapia mas adecuada a sus caracte-
risticas concretas, estan en pleno desarrollo.

Con el fin de proporcionar a las pacientes de cidncer de mama una
atencion mads personalizada y adaptada a cada situacion, se han desarrollado
indices prondsticos que permitan establecer las expectativas sobre la evolu-
cioén de la enfermedad en cada caso, y que por lo tanto, ayuden a decidir la
mejor terapia y la atencion sanitaria disponible. Los indices prondsticos mas
utilizados en el cancer de mama son: NCCN guidelines, St. Gallen Expert
Criteria, Adjuvant! Online, Nottingham Pronostic Index. Todos ellos estan
basados en factores de riesgo de cardcter clinico-patoldgicos como: tamafio y
grado del tumor, afectacién de los nédulos linféticos, receptores hormonales
(ER/PG) y receptores HER2,1a edad de la paciente, menopausia, comorbili-
dades... El valor prondstico de estos indices es muy limitado, asi, tumores con
similares caracteristicas clinico-patoldgicas pueden evolucionar de manera
muy diferente.

El desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha permitido estu-
diar las caracteristicas moleculares de la enfermedad mediante la expresion
diferencial de determinados genes, en tejidos sanos y tejidos tumorales. Los
andlisis moleculares de la expresion genética han abierto una nueva via de
conocimiento en el complicado comportamiento de las células cancerosas y
han permitido identificar posibles genes asociados al comportamiento de las
células tumorales.

La incorporacién de las técnicas moleculares a la practica clinica ha
facilitado el diagnéstico de un amplio nimero de enfermedades originadas
por alteraciones genéticas, y estdn siendo utilizadas en otros campos ademas
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del diagnéstico, incorpordndose como herramientas importantes dentro
del campo pronéstico y predictivo. El conocimiento de las caracteristicas
genéticas de cada enfermedad puede ayudar en la identificacién de aquellos
pacientes susceptibles de responder adecuadamente a determinados trata-
mientos y de esta manera, poder decidir la terapia mas adecuada en cada
caso. Por consiguiente, los avances en la genética humana estan produciendo
un impacto en la atencion sanitaria, que tiende a ofrecer una atencién mas
personalizada con actuaciones preventivas y terapéuticas adaptadas al perfil
genético de cada individuo.

Para el cdncer de mama en concreto, la incorporaciéon de las técnicas
genéticas a la practica clinica ha puesto de manifiesto la existencia de dife-
rentes subtipos moleculares de cdncer de mama. Asi, se han identificado 3
subtipos moleculares de cancer: luminal, HER2 y basal (Schnitt, 2010).

Tabla 1. Clasificacion molecular del cancer invasivo de mama (Schnitt, 2010)

Subtipos moleculares

Luminal HER2 Basal

ER (+)y/o PR (+)y
otros genes asociados HER2 (+)

Tipo A: HER2 (-) ER (-) / PR(-)
Tipo B: HER2 (+)

HER2 (-) / ER (-) / PR(-)
CK (+)
EGFR (+)

Perfil de expresion
génica

Caracteristicas Clinicas

Respuesta a
tratamiento

Prondstico

70 % de los canceres
invasivos

Luminal B tiende a ser
de grado histolégico
mayor que el tipo A

Responden a terapia
hormonal

Respuesta variable a
quimioterapia (mayor
respuesta en el tipo B)
El tipo A tiene mejor
prondstico que el B

Bueno

15 % de los canceres
invasivos

En muchos casos
tumores de grado
histolégico alto y
nédulos afectados

Responden a
trastuzumab y a
quimioterapia basada
en antraciclina

Generalmente malo

15 % de los canceres
invasivos

Se denomina triple
negativo

Mas frecuente en
mujeres afroamericanas

No responde a
terapia hormonal ni a
trastuzumab

Generalmente malo

El subtipo luminal caracterizado por la expresion de genes receptores de
hormonas (ER+ y/o PR+) se clasifica a su vez en dos, luminal A y luminal B
segtin sean HER2- o HER2+, respectivamente. Esta identificacién molecu-
lar parece ayudar a la hora de conocer el prondstico de la enfermedad y la
respuesta a tratamiento (Zhang, Man, Zhao, Dong & Ma, 2014).
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La clasificaciéon molecular establecida por el consenso internacional de
expertos de St. Gallen en 2013, diferencia el subtipo luminal A y B en funcién
del valor de Ki67 considerando que en el subtipo Luminal A los valores de
Ki67 son bajos. Aunque la mayoria de los expertos consideraron un que un
valor de Ki67 de = 20 % indicaba valores altos de Ki67, existe controversia
entre los expertos en cual debe de ser el punto de corte que diferencie entre
valor bajo y alto de Ki67Ademds, se disferenciaron dos tipos de Luminal B,
un tipo HER?2 positivo y otro tipo HER2 negativo (Goldhirsch et al.,2013).

Las pruebas gendmicas de cardcter prondstico y/o predictivo en cancer
disefladas para estimar el riesgo de recurrencia a distancia de la enfermedad,
y/o predecir con la mayor precisién posible la respuesta a la terapia adyu-
vante, tienen como finalidad, la estratificacién o clasificacion de los pacientes
en diferentes subtipos genéticos que recibirian un tratamiento de manera
individualizada y més adecuada a cada uno de ellos.

Varias de estas pruebas prondstico estdn siendo comercializadas e
introducidas en la préctica clinica. Las primeras pruebas desarrolladas,
Oncotype DX® y MammaPrint®, se basaron en la expresion diferencial, en
células sanas y tumorales, de un determinado nimero de genes (21 y 70 res-
pectivamente). Actualmente, ya estan disponibles y en fase de introducciéon
una segunda generacion de pruebas gendmicas, entre las que se encuentran
EndoPredict® y Prosigna™. Estas pruebas se denominan de segunda gene-
racion ya que combinan los resultados de expresion génica con parametros
clinico-patoldgicos, en un intento de afinar y mejorar la estimacion del riesgo
de recaida de los pacientes. Una caracteristica adicional de estas pruebas de
segunda generacion es la descentralizacion de su realizacion. En el caso de las
pruebas genémicas Oncotype DX® y MammaPrint® las muestras tumorales
son analizadas en los laboratorios de referencia propiedad de las compa-
fifas que las han desarrollado localizados en Estados Unidos y Holanda,
respectivamente. Por el contrario, EndoPredict® y Prosigna™ son pruebas
disefiadas para poder ser realizadas en laboratorios locales disminuyendo de
esta manera el tiempo de espera del resultado y la posibilidad de realizar la
repeticion de la prueba en caso de duda. Sin embargo, dada la naturaleza de
las pruebas, esta descentralizacion llevaria implicita la formacion especifica
del personal en los laboratorios, asi como el mantenimiento de los equipos.

1.1 EndoPredict®

Es una prueba gendmica basada en la expresion de 8 genes, 3 del ciclo de
proliferacion celular y 5 de sefializacion hormonal, 1 de estos dltimos esta
relacionado con el sindrome metabdlico. Ademads, la prueba incluye 4 genes
control. Se ha disefiado para establecer el riesgo de recurrencia a distancia
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de la enfermedad en mujeres, pre y postmenopdausicas, con cancer de mama
ER+, HER2- en estadios tempranos con y sin afectacion ganglionar. Esta
prueba gendmica establece, segtin los niveles de expresion de los genes antes
mencionados, un indice denominado EP que presenta un rango de valores
entre 0y 15. La clasificacion del riesgo, en bajo y alto, se realiza considerando
el valor 5 como punto de corte entre los dos niveles de riesgo. Este indice se
combina con dos variables clinicas, tamafio del tumor y estado de afectacion
ganglionar, obteniéndose un nuevo indice denominado EPclin. ElI EPclin
aporta una clasificacion del riesgo més precisa, incrementando la capacidad
pronostica del EP (Figura 1).

Figura 1. Diagrama de la estimacién de los indices EP y EPclin
(http://www.endopredict.com).
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Los andlisis de expresién génica se realizan en laboratorios locales de
patologia molecular; posteriormente, los valores obtenidos en el andlisis de
expresion son introducidos en la pagina web generadora de los informes, en
la que se incorporan los archivos de texto con los valores de Ct del software
VERSANT® y se cumplimentan una serie de campos obligatorios tras lo
cual, se genera el informe de la paciente (http://www2.endopredict.com/
EPReportGenerator/).

La tecnologia utilizada en la prueba para determinar la expresion
génica es una RT-PCR cuantitativa con sondas tagman a partir de material
procedente de la pieza postquirtrgica en parafina.
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1.2 Prosigna™

El ensayo Prosigna™ se ha disefiado como un ensayo diagndstico in vitro
que analiza el perfil de expresion génica en células cancerosas de tejido de
mama, con la finalidad de valorar el riesgo de recurrencia a distancia de los
pacientes. Al igual que la prueba EndoPredict®, este ensayo incorpora tanto
informacién de la expresion génica como variables clinicas, y mediante un
algoritmo establece el riesgo de recaida o recurrencia de la enfermedad.

El andlisis de expresion génica utilizado en la prueba es el PAMS0 y
comprende la expresién génica de 50 genes, este andlisis permite clasificar
el tumor de mama en uno de los cuatro subtipos moleculares: luminal A,
luminal B, HER-2 y basal.

El algoritmo propuesto por Prosigna™ combina datos gendmicos
basados en el subtipo molecular del tumor (PAMS50) y la informacioén clinica
correspondiente a tamafo del tumor, estado de proliferacién del tumor y
el estado de afectacién ganglionar. Este algoritmo proporciona un indice
denominado ROR, cuyo valor estd comprendido entre 0—100, y clasifican-
do a los pacientes en tres categorias de riesgo: alto, bajo e intermedio. Los
puntos de corte que marcan los tres grupos de riesgo difieren en funcién de
la existencia de afectacion ganglionar. Por consiguiente, un mismo valor de
ROR representa distinto riesgo de recurrencia a distancia a 10 afios si el
paciente tiene o no afectacién ganglionar.

Sin afectacion ganglionar:

¢ Riesgo bajo: ROR de 0-40

e Riesgo intermedio: ROR de 40-60
e Riesgo alto: ROR de 60-100

Con afectacién ganglionar:

¢ Riesgo bajo: ROR de 0-15

¢ Riesgo intermedio: ROR de 15-40
¢ Riesgo alto: ROR > 40

Este ensayo estd indicado para mujeres postmenopausicas con cancer

de mama y receptores hormonales positivos (HR+) en estadios tempranos
con y sin afectacion ganglionar.
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Figura 2. Diagrama de la tecnologia utilizada en la prueba Prosigna™
(http://www.nanostring.com/media/pdf/Brochure_nCounter_Analysis_System.pdf).
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La tecnologia en la que se basa el ensayo Prosigna™ es el nCounter Analysis
System, que consiste en la hibridacién directa en soluciéon de los ARNm de
la muestra, con sondas especificas de los genes de interés marcadas fluo-
rescentemente con cuatro colores distintos (rojo, amarillo, verde o azul), y
analizados en el nCounter Digital Analyzer.Los pasos utilizados en esta tec-
nologia se describen en la figura 2. El nCounter Analysis System dispone de
los perfiles de expresion caracteristicos de los cuatro subtipos moleculares
(luminal A, luminal B, HER?2 enriquecido y basal), de manera que al intro-
ducir los resultados de la expresion de la muestra de un paciente, y mediante
un andlisis de correlacion de Pearson, el sistema asigna el subtipo molecular
del paciente de estudio.

Esta tecnologia permite su realizacion en laboratorios locales mediante
la adquisicion de la instrumentacion y los paquetes de reactivos disefiados
especialmente para el ensayo. Las caracteristicas de las dos pruebas genémi-
cas incluidas en este informe se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas de las pruebas genémicas EndoPredict® y Prosigna™

Genes analizados

Técnica analitica

Tejido utilizado

Indicacion

Medida de resultado

Resultado prueba

Clasificacion
pacientes segun los
indices

Aplicacion clinica

FDA/CE

EndoPredict®
(Sividon/Myriad)

12 genes: 3 genes de ciclo

de proliferacion celular y 5 de
sefializacion hormonal; 4 genes
control

RT-PCR sondas tagman

Pieza postquirurgica en parafina

Muijeres pre y postmenopausicas
con cancer de mama ER+, HER2-
en estadios tempranos con y sin
afectacion ganglionar

Metastasis a 10 afios con
tratamiento hormonal adyuvante

indice EP: basado en los niveles de
expresion génica

indice EPclin: algoritmo que
combina datos genémicos con los
clinicos (tamafio del tumor y estado
de afectacion ganglionar)

EP: valor de 0—15. Clasifica en bajo
y alto riesgo de recaida con un valor
de corte igual a 5

EPclin: valor de 1—6,5. Clasifica en
bajo y alto riesgo de recaida con
hormonoterapia considerando un
valor de corte igual a 3,3

Pronéstica

-/con CE

Prosigna™
(NanoString Technologies, Inc.)

50 genes para la identificacion del
subtipo molecular y 8 genes control

Sondas que hibridan directamente
con el ARNm en solucién (nCounter
Analysis System)

Pieza postquirirgica en parafina

Mujeres postmenopdausicas con cancer
de mama y receptores hormonales
positivos, en estadios tempranos con y
sin afectacion ganglionar

Metastasis a 10 afios con tratamiento
hormonal adyuvante

Subtipos moleculares

indice ROR: algoritmo que combina
datos genémicos con clinicos y

esta basado en el subtipo molecular
(PAM50), tamaro del tumor, estado de
proliferacion del tumor y el estado de
afectacion ganglionar

Valor de 0—100 clasificado en tres
categorias de riesgo: alto, bajo e
intermedio

Los puntos de corte entre los tres
grupos de riesgo son diferentes en
funcién de si hay o no afectacion
ganglionar

Pronéstica

Aprobado/con CE

Para valorar la eficacia en este tipo de pruebas prondstico es importante
establecer y definir la validez analitica y la validez clinica de la prueba asi
como su utilidad clinica. Segtin Sanderson et al., 2005:

La validez analitica: indica la exactitud o precision de la medida de
interés, asi como de su fiabilidad. En este caso, la medida de interés es
la expresion de los ARNm de las células tumorales.

La validez clinica: es la capacidad de la prueba para identificar de
forma precisa y fiable a los pacientes o para predecir los resultados cli-
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nicos de interés. Normalmente, se presenta en términos de sensibilidad
y especificidad clinica.

La utilidad clinica: muestra el balance entre los beneficios y riesgos
asociados a la prueba. Indica si la prueba dard lugar a unaa mejora en
los resultados en salud del paciente. Es decir, la prueba no solo debe
modificar el manejo clinico, sino que debe traducirse en mejora de la
salud del paciente.

Este informe de evaluacién ha sido realizado a peticion de la Comisiéon
de Prestaciones, Aseguramiento y Financiacién, dependiente del Consejo
Interterritorial del Sistema Nacional de Salud, a propuesta de la Consejeria
de Igualdad, Salud y Politica Social de la Junta de Andalucia.

Objetivo

El objetivo principal de este trabajo es valorar la eficacia (en términos de
validez analitica y clinica) y la utilidad clinica de las pruebas gendmicas
EndoPredict® y Prosigna™ como pruebas prondéstico del cancer de mama
en estadios tempranos, frente a los indices prondsticos convencionales de
caracter clinico-patoldgico.
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2. Material y Métodos

2.1 Tipo de estudio

Se ha realizado una revision sistemética de la literatura, sobre la eficacia y
utilidad clinica de las pruebas genémicas EndoPredict® y Prosigna™ para
el prondstico de pacientes con cdncer de mama ER+/HER2- en estadios
tempranos.

2.2 Busqueda bibliografica: bases de datos y es-
trategia

Se ha llevado a cabo una busqueda bibliogréifica en las bases de datos
Cochrane Library, CRD (Centre for Reviews and Dissemination) e INHA-
TA con el fin de identificar estudios de sintesis como revisiones sistemdticas
o informes de evaluacién de tecnologias (HTA). Ademads, se realizaron bus-
quedas tanto de revisiones sistemdticas como de estudios primarios en las
bases de referencias MEDLINE (mediante OVID), preMedLine (mediante
PubMed), EMBASE y Web of Science hasta octubre de 2014. Estas bisque-
das se complementaron con la consulta en el National Institute for Health
and Care Excellence (NICE), en la Canadian Agency for Drugs and Tech-
nologies in Health (CADTH) y en péginas web de Agencias y Unidades de
Evaluacién de Tecnologias Sanitarias espafiolas. Las principales estrategias
disefladas para estas busquedas se muestran en el Anexo 1. Las bisquedas se
han realizado de forma independiente para cada prueba genémica.

Ademais, la busqueda bibliografica se complet6 con una revision secun-
daria de la bibliografia de los articulos obtenidos en las estrategias antes
descritas, y busqueda manual en sitios web de congresos relacionados con
la materia.

2.3 Seleccion de articulos relevantes

Los articulos relevantes que podian dar respuesta a los objetivos de este
informe fueron seleccionados siguiendo los siguientes criterios de inclusién
y exclusion.

Los criterios de inclusion:

¢ Poblacién: pacientes con cdncer de mama en estadios tempranos con
receptores hormonales positivos.
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e Intervencion: las pruebas genémicas EndoPredict® o Prosigna™.

e Comparacion: con cualquier indice prondstico clinico-patoldgico uti-
lizado en la préactica clinica (ej. Indice prondstico de Nottingham, Sz.
Gallen Expert Criteria, Adjuvant! OnLine...).

¢ Resultados:
- Validez analitica: reproducibilidad, precision,

- Validez clinica: recurrencia de la enfermedad, mortalidad, calidad
de vida relacionada con la salud: SF-36, EORTC .

- Impacto: cambios en la terapia asignada.

¢ Disefio: Estudios de sintesis basados en la evidencia como revisiones
sistemadticas, informes de evaluacion de tecnologias sanitarias (HTA)
y guias de recomendaciones. En los casos de la existencia de varias
RS, informes de evaluaciéon o guias de recomendaciones sobre el
tema con las mismas indicaciones e intervenciones, se incluiria la mas
reciente de mayor calidad (segun los criterios establecidos por la guia
AMSTAR), evitando de esta manera la redundancia de informacion.
Estudios clinicos con cualquier tipo de disefio que aporte informa-
cion relevante de la capacidad prondstico/predictiva de las pruebas.

Los criterios de exclusion:

e Estudios que comparasen las pruebas gendmicas (EndoPredict® o
Prosigna™) con otros indices gendmicos o indices no habituales en
la practica clinica.

e Estudios que no presentasen datos desagregados.
¢ Estudios a propésito de un caso.
e Comunicaciones a congresos.

e Publicaciones como cartas, editoriales, revisiones no sistemadticas y
todas aquellas que no incluyeran datos originales sobre el tema.

¢ Estudios en idiomas distintos al castellano, inglés, francés e italiano.

2.4 Evaluacion de la calidad de los estudios

Se ha realizado una lectura critica de los articulos seleccionados, con el fin
de identificar los problemas metodoldgicos que pudieran influir en la validez
interna y externa de los estudios. En los estudios de validez clinica, la evalua-
cion de la calidad de los estudios de prondstico se tuvieron en consideracion,
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a la hora de detectar los posibles sesgos, los criterios establecidos para este
tipo de estudios por Hayden, Cote & Bombardier, 2006 y adaptados por el
NICE. Los puntos establecidos en estos criterios se centran en la poblacién,
el seguimiento, la medida o determinacién del factor pronostico, la medida
de los resultados clinicos y los andlisis estadisticos realizados (Anexo 2).

2.5 Nivel de evidencia

Los niveles de evidencia se establecieron siguiendo los criterios definidos
por la SIGN, (Scottish Intercollegiate Guidelines Network) estan basados
en el tipo de disefio y en el riesgo de sesgos de los estudios. La escala esta
disponible en: http://www.sign.ac.uk/pdf/sign50.pdf.

2.6 Extraccion y sintesis de los resultados

Se ha realizado la extraccidn de los principales resultados descritos en cada
estudio y se han resumido en tablas de evidencia siguiendo un modelo desa-
rrollado a priori. Se ha realizado una sintesis cualitativa de los datos de los
estudios incluidos.
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3. Resultados

3.1 Resultados EndoPredict®

3.1.1 Resultados de la busqueda

Las estrategias de buisqueda en las bases de datos referenciales identificaron
un total de 44 articulos, de los cuales, 23 fueron descartados por tratarse de
duplicados encontrados en las diferentes bases de datos.

Tras la lectura del titulo y el resumen de las referencias, se excluyeron
aquellas que no cumplian los criterios de inclusion establecidos. Se selec-
cionaron para su lectura a texto completo un total de 12 estudios de los que
finalmente, solo 10 han sido incluidos en este informe. El esquema con el
flujo de seleccidn de referencias se describe en la Figura 3.

Figura 3. Diagrama de flujo de seleccion de referencias
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Articulos incluidos n=10

Los dos estudios excluidos tras su lectura completa fueron: Varga et al.,2013
y Zhao et al.,2014. El primer estudio se excluy¢ al tratarse de una compara-
cion entre EndoPredict® y Oncotype DX®, donde estimaron la concordancia
y correlacion entre ambas pruebas, por lo que no cumplia los criterios de
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inclusion al tratarse de un indice gendmico no habitual en la practica clinica.
El segundo estudio, Zhao et al., 2014, se excluyé por presentar el andlisis
estadistico de datos procedentes de un registro donde existian poblaciones
tanto ER+ como ER- , con y sin tratamiento, por lo que no cumplia los
criterios de inclusion ni por poblacién ni por agregacién de datos.

3.1.2 Descripcion de los estudios y evaluacion de la
calidad metodoldgica

Las 10 referencias identificadas en la bisqueda bibliografica recogian estu-
dios que aportaban evidencia sobre diferentes aspectos de la prueba: validez

analitica, validez clinica e impacto en las decisiones terapéuticas. Los estu-
dios localizados y su finalidad se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3. Estudios primarios publicados sobre EndoPredict®

Referencia Tipo de estudio n Finalidad

Denkert et al., 2012 Preclinico 10  Validacién analitica

Ki ttet al., . o "

ronenwett et a Preclinico 10  Validacién analitica

2012

Muller et al., 2012 Preclinico 80  Validacion analitica

Poremba et al., 2014 Preclinico - Validacion analitica
Cohortes retrospectivo Validacion clinica (caracter prondstico) en

Filipits et al., 2011 procedentes de un ensayo  1.702 pacientes postmenopadsicas ER+, HER2-
clinico aleatorizado tratadas con terapia hormonal adyuvante

Validacion clinica (caracter pronéstico) en
pacientes postmenopausicas ER+, HER2-
(6 anos) tratadas con terapia hormonal

Cohortes retrospectivo
Dubsky et al., 2013a  procedentes de un ensayo  1.702
clinico aleatorizado

adyuvante
Validacion clinica (caracter pronéstico) en
Cohortes retrospectivo pacientes postmenopausicas ER+, HER2-
Dubsky et al., 2013b  procedentes de un ensayo  1.702 (10 afios) tratadas con terapia hormonal
clinico aleatorizado adyuvante. Comparacién con otros indices

clinico-patolégicos
Muiller et al., 2013 Retrospectivo 167  Impacto en la decision terapéutica

Validacion clinica (caracter predictivo)
Retrospectivo 553 en pacientes ER+, HER2- tratadas con
quimioterapia neoadyuvante

Bertucci, Finetti, Viens
& Birnbaum, 2014

Validacion clinica (caracter prondstico)
en pacientes ER+, HER2- con afectacion
ganglionar y tratadas con quimioterapia
adyuvante

Cohortes retrospectivo
Martin et al., 2014 procedentes de un ensayo  1.246
clinico aleatorizado

n: nUmero de pacientes o muestras estudiadas
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Todos los estudios localizados sobre EndoPredict® han sido estudios
preclinicos o retrospectivos, no identificindose en la biisqueda ningtin
estudio de caracter prospectivo. Los articulos de Filipits et al., 2011;
Dubsky et al.,2013a y Dubsky et al., 2013b corresponden al mismo estu-
dio pero presentaban andlisis complementarios de los resultados, por lo
que los tres han sido incluidos en el informe.

Estudios de validez analitica de EndoPredict®

Kronenwett et al., 2012: ha analizado la validez analitica realizando prue-
bas para determinar la precision y reproducibilidad de los ensayos dentro
de un mismo laboratorio. El estudio valor6 en primer lugar, los materiales
utilizados y los controles necesarios para lo cual, determinaron los limites
de deteccidn analitica, el rango lineal (rango dentro del intervalo de trabajo
donde los resultados son proporcionales a la concentracion de la sustancia
que se estd midiendo presente en la muestra), el rango de ARNm necesario
en el andlisis para evitar cambios en el indice EP y la eficiencia de la PCR,
en 12 ensayos de PCR usando diluciones seriadas de las muestras. También
valor6 la precision de los resultados utilizando 3 muestras procedentes de
tumores diferentes, clasificados segtin el indice EP como de “bajo riesgo’; de
“alto riesgo” o préximos a “alto riesgo” En el andlisis de precision se com-
probaron un amplio nimero de variables: dias (n=11), hora del dia (n =2),
instrumento de PCR (n=4), posicién de la muestra en la placa de 94 celdillas
de EndoPredict® (n = 2), lote de la placa de EndoPredict® (n = 4), lote de
la enzima/mezcla de reaccion (n = 2), y operador (n = 3). Ademas, hicieron
un estudio de correlacién entre los andlisis realizados en dos laboratorios
diferentes, el laboratorio donde se ha realizado la validacién y un laboratorio
independiente de patologia molecular. En esta comparacion entre laboratorios
utilizaron muestras de 10 tumores. El andlisis estadistico del estudio consistid
en la determinacién de los indices EP con sus correspondientes intervalos de
confianza (95 %) y la estimacion del coeficiente de correlacién de Pearson
(R?) para comparar los resultados de las pruebas en dos laboratorios.

Valoracién de la calidad metodolégica: aunque el estudio ha seguido una
adaptacion de los criterios estandarizados de verificacion y validacion de
ensayos cualitativos y semicuantitativos multiplex de acidos nucleicos (Wil-
son et al., 2008), es importante tener en consideracién que estos criterios
no incluyen la validacién de ensayos de expresion génica ni ensayos cuan-
titativos como el que se estd evaluando en el estudio y en este informe. La
preparacion de las muestras de ARN se realizé mediante el método auto-
matizado basado en la utilizacién de perlas magnéticas recubiertas de silice
(VERSANT Tissue Preparation System), lo que es importante a la hora de
la validacién analitica ya que la extraccion de ARN es un paso fundamental
y necesario, por lo que, en caso de utilizar otro sistema debe de evaluarse de
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nuevo la validez. El estudio estd bien disefiado en cuanto al nimero minimo
de muestras utilizadas, en el caso de la puesta a punto de los materiales
se realizaron 12 reacciones de PCR y en el estudio de la precisién de la
prueba se usaron al menos 3 tumores diferentes; los andlisis se realizaron
por triplicado para las determinaciones cuantitativas de los mismos (célculo
de los indices EP). El analisis ha sido riguroso con el fin de evitar datos
“outlier” que pudieran dificultar la interpretacion de resultados. Los autores
presentan los datos desglosados por cada uno de los genes analizados mos-
trando los resultados adecuadamente y con sus correspondientes intervalos
de confianza al 95% lo que permite valorar la precisién de los mismos.

Denkert et al., 2012: ha valorado la validez analitica determinando la
reproducibilidad y fiabilidad de la prueba en siete laboratorios diferen-
tes. Para ello, secciones de 10 um de 10 tumores de mama parafinados se
enviaron a 7 laboratorios de patologia molecular: 5 laboratorios alemanes,
1 laboratorio austriaco y 1 laboratorio suizo (Institute of Pathology, Charité
Hospital, Berlin; Institute of Pathology, Gelsenkirchen, Germany; Institute
of Pathology, Medizinische Hochschule Hannover, Germany, Institute of
Pathology, University of Heidelberg, Germany; Institute of Pathology and
Pathological Anatomy, Technical University of Munich, Germany; Institute
of Pathology, Medizinische Universitit Wien, Vienna, Austria; y el Institute of
Surgical Pathology, University Hospital Zurich, Switzerland). Los 10 tumores
analizados presentaban un rango en el contenido de células tumorales entre
30-80%, siendo el contenido medio de células tumorales del 63 % y pre-
sentaban valores del indice EP entre 2,7 y 12,1. Los tumores eran de grado
1-3, pT1- 3 y pNO-pN3a. Para cada tumor se establecieron unos valores de
referencia de EP en los laboratorios de Sividon con los que se compararon
los valores obtenidos por cada laboratorio. Todos los laboratorios utilizaron
para la extracciéon de ARN y RT-PCR los mismos instrumentos y reactivos,
y siguiendo el mismo protocolo. Se extrajo ARN de una seccién de cada uno
de los 10 tumores en cada laboratorio y realizaron las PCR por triplicado
para poder estimar la media y la imprecision de la PCR. El estudio tuvo
como objetivo primario determinar el nimero de laboratorios capaces de
implementar la prueba de manera satisfactoria. Para ello, se considerd una
implementacion satisfactoria cuando la diferencia entre los valores locales
del EPy el valor de referencia fuera inferior a 1,0 unidad del EP en al menos
9 de las 10 muestras. El andlisis estadistico incluia la estimacién del coe-
ficiente de correlaciéon de Pearson entre los EP de cada centro con el EP
de referencia, la desviacion estandar entre el total de las 80 medidas de los
10 tumores realizadas (70 en los centros y 10 de referencia) y el grado de
acuerdo en la clasificacion del grupo de riesgo segin el indice EP mediante
un indice de Kappa.
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Valoracion de la calidad metodologica: el estudio han sido llevado a cabo
de manera rigurosa con un buen disefio para validar la reproducibilidad de
la prueba en laboratorios diferentes. Se han comparado las pruebas en 7
laboratorios diferentes, siendo laboratorios de 3 paises distintos (la mayoria
de los laboratorios eran alemanes) y de ambitos diferentes (hospitalario,
universitario...) con el propésito de dar mayor validez externa a la prueba.
El analisis estadistico de los datos ha sido adecuado, aunque no esta descrito
en los materiales y métodos del estudio sino en resultados donde especifican
los estadisticos utilizados.

Miiller et al., 2012: ha realizado la prueba en dos tipos de muestras dife-
rentes, biopsias y secciones de piezas quirtrgicas. El estudio ha valorado si
la forma de obtencién del tejido alteraba los resultados y de esta manera,
validar la prueba en ambos tipos de muestra. En el proceso de obtencién
del material biopsiado pueden producirse dafios en el tejido, lo que en
principio podria afectar al resultado, y de ahi el interés de los autores en
esta comparacion. Los autores utilizaron parejas de muestras, biopsia-pieza
quirtrgica, procedentes de 40 pacientes con tumores de mama ER+, HER2-
y determinaron la extraccion de ARN y el indice de riesgo EP. Las muestras
fueron seleccionadas por presentar cambios inflamatorios inducidos por el
proceso de biopsia en secciones de las piezas quirurgicas tefiidas con hema-
toxilina-eosina (H-E). La mayoria de las biopsias se realizaron bajo control
por ultrasonidos y agujas 14G, el tiempo medio entre biopsia y extraccion
quirtrgica fue de 14 dias. Se analizaron 2 secciones consecutivas de 5 um de
cada biopsia y de su correspondiente pieza quirtdrgica, una seccién fue tefii-
da con H-E y la otra analizada a nivel molecular. Los anélisis moleculares se
realizaron por triplicado y se calculé el indice EP de cada seccion. Se estimé
el coeficiente de correlacion de Pearson entre biopsia y pieza quirdrgica.
Valoracién de la calidad metodoldgica: el estudio ha valorado un nimero
considerable de pacientes/tumores (40) y se realizé la cuantificacién median-
te RT-PCR de los 8 genes del EndoPredict® por triplicado en cada una de
las muestras. Los resultados presentan un tratamiento estadistico adecuado;
los autores no especifican las cantidades de ARN obtenidas de las muestras,
aunque comentan que la cantidad de ARN aislada de biopsia es inferior a
la obtenida de secciones de la pieza quirdrgica. Este dato es importante ya
que segtn los resultados del estudio de validez analitica de Kronenwett et
al., 2012 existe un rango de ARN necesario en el andlisis para evitar cambios
en el indice EP. Los autores comentan que la cantidad fue suficiente pero
deberian de mostrarse en el estudio; asi como los valores de cada una de las
parejas de muestras, con su intervalo de confianza para poder comprobar la
precision de las medidas. S6lo presentan el andlisis final de correlacion.
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Poremba et al., 2014: han estudiado si las condiciones de anadlisis afectaban
el resultado de la prueba EndoPredict®, es decir, a su reproducibilidad y su
fiabilidad. En concreto analizaron variaciones en 4 pardmetros preanaliticos
relevantes ya que dichos pardmetros pueden afectar a la calidad del ARN y
por lo tanto afectar a los resultados de la prueba, al tratarse de una prueba
basada en ARN. Los parametros o variables analizadas han sido: tiempo y
temperatura de almacenamiento de la muestra hasta su fijacion, tiempo del
proceso de fijacion, contenido de células tumorales en la muestra y tiempo
de almacenamiento de la muestra hasta su utilizacion. Se utilizé una sola
pieza quirtrgica que se dividié en 9 muestras de igual tamafio y fueron las
utilizadas en el estudio. En total realizaron 138 ensayos de EndoPredict®
entre los realizados para cada una de las variables. Los autores han estimado
las variaciones medias de las medidas y los coeficientes de correlacién de
Pearson para comparar parejas de muestras con distintos contenidos de
células tumorales.

Valoracion de la calidad metodoldgica: aunque realiza en total 138 ensayos,
eso no significa que se haya realizado un nimero tan elevado de ensayos
en el andlisis de cada variable. En el andlisis del impacto del tiempo hasta
la fijacién de la muestra en realidad estudian dos variables: el tiempo hasta
la fijacion y la temperatura a la que se encuentra la muestra durante ese
tiempo. El tiempo medido fue 10 min, 1 h, 12 h y 24 h y la temperatura fue
4°C,20°Cy 37°C, no teniendo muestras de todas las situaciones posibles. De
cada una de las muestras, se realizaron extracciones de ARN de 2 secciones
de 10 um, lo minimo serian 3 secciones. Por lo tanto, realizan los célculos
estadisticos basados en 2 extracciones de ARN de cada muestra y las PCR
de cada muestra se hicieron por triplicado. De hecho, la muestra que estuvo
24h a 20°C hasta su fijacion no presenta cambios en cuanto al proceso de
expresion del gen utilizado como marcador subrrogado (gen RPL37A) de la
cantidad de ARNm, pero si presenta cambios relevantes en el indice EP, que
es el que clasifica el riesgo de los pacientes. Al haber s6lo una muestra en el
estudio, no se puede saber si es un valor fiable o no. Esta misma situacién de
falta de repetitividad en diferentes muestras ocurre en la variable del tiempo
de fijacién, con una tnica muestra dividida en 6 secciones y cada seccion
analizada a un tiempo. En general, los resultados no tienen la robustez esta-
distica necesaria para que sean generalizables y por lo tanto, concluyentes.

Los cuatro estudios, por consiguiente, analizaron la reproducibilidad
de la prueba y los posibles factores que pueden influir en dicha reproducibi-
lidad. Estos estudios de reproducibilidad son muy importantes al tratarse de
una prueba gendmica disefiada para realizarse de forma descentralizada en
aquellos laboratorios donde interese incorporarla.
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Estudios de validez clinica de EndoPredict®

Los estudios de validez clinica centrados en demostrar la capacidad de la
prueba para identificar de forma precisa y fiable el riesgo de recurrencia a
distancia de la enfermedad o para predecir los resultados clinicos de interés,
se han llevado a cabo en estudios retrospectivos de cohortes que habian sido
evaluadas de forma prospectiva al estar incluidas en ensayos clinicos alea-
torizados. Los estudios han analizado la prueba EndoPredict® en muestras
tumorales disponibles procedentes de pacientes incluidas en ensayos clinicos
aleatorizados realizados previamente y disefiados para comparar diferentes
tratamientos de terapia hormonal. Los ensayos clinicos que han aportado
los pacientes han sido basicamente tres y tenian los siguientes objetivos:

e Ensayo ABCSG-6: estudio realizado en mujeres postmenopausicas
con cancer de mama ER+ en estadios tempranos con el fin de valo-
rar si el tratamiento combinado durante 2 afios de tamoxifeo con
aminoglutetimida 500 mg, seguido de tres afios con solo tamoxifeno
presentaba mejores resultados que un tratamiento de 5 afios con solo
tamoxifeno.

Ensayo ABCSG-8: realizado en mujeres postmenopdausicas con can-
cer de mama ER+ en estadios tempranos con el objetivo de comparar
si dos afios de tratamiento con tamoxifeno seguidos de 3 afios con
anastrozol mejoraba los resultados de supervivencia frente a conti-
nuar esos 3 afios con tamoxifeno.

Ensayo GEICAM/9906: este estudio comparaba dos tratamientos de
quimioterapia adyuvante en mujeres (pre y postmenopdusicas) con
cancer de mama ER+/HER2- y con al menos 1 ganglio afectado.

La descripcion de los estudios de validez clinica y la valoracion del
riesgo de sesgo de los mismos se ha recogido en la Tabla 4.

Basicamente, los estudios de validacion clinica han analizado la recu-
rrencia a distancia de la enfermedad. Para ello, han clasificado a las pacientes
de estudio en dos grupos segtn el riesgo de recaida, grupo de bajo riesgo
y de alto riesgo, y han estimado mediante andlisis estadisticos de Kaplan-
Meier la supervivencia o recurrencia de la enfermedad a 5 y 10 afios.

En cuanto a la calidad de la evidencia aportada por el estudio principal
sobre la validez clinica de la prueba (Filipits et al.,2011; Dubsky et al.,2013a
y Dubsky et al., 2013b), hay que sefalar que aunque el disefio de estudio
utilizado para la validacion clinica de la prueba es de carécter retrospectivo,
se puede considerar un disefio adecuado y pertinente al objetivo que se pre-
tende. El cdncer de mama presenta un alto porcentaje de supervivencia a 5
y 10 afios. La realizacién de ensayos prospectivos requeriria un tiempo de
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seguimiento demasiado largo para la obtencién de resultados concluyentes.
En este caso, el hecho de disponer de dos cohortes de pacientes proceden-
tes de ensayos clinicos aleatorizados y seguidas prospectivamente durante
més de 5 afios, permite valorar con cierto grado de seguridad la validez de
la prueba. Aunque en los estudios la prueba EndoPredict® se ha realizado
retrospectivamente, existen una serie de aspectos desde el punto de vista
metodolégico que dan calidad a los estudios. Estos aspectos son importantes
de remarcar ya que implican un esfuerzo en controlar los posibles sesgos
existentes.

e La poblacion de estudio procede de ensayos clinicos aleatorizados, lo
que implica una seleccion previa de la poblacidon con unos criterios
de inclusion definidos y estrictos, que reduciria el posible sesgo de
seleccion. Ademads, aunque los ensayos aleatorizados no estaban dise-
fiados para este estudio en concreto, las variables resultado coinciden
con las de interés, lo que garantiza en cierto grado que la recogida de
datos de las variables sea correcta y no implique un sesgo importante
de realizacion.

e Las muestras a las que se les ha realizado el EndoPredict® fueron
tomadas en el momento de la cirugia antes de la terapia adyuvante y
se almacenaron a temperatura ambiente. Todos los anélisis molecula-
res fueron realizados de forma centralizada en un unico laboratorio
de patologia molecular reduciendo los sesgos de realizacion.

e Los objetivos, la metodologia de los ensayos, el procedimiento de
calculo de los indices y los valores de corte fueron preestablecidos.

¢ | os andlisis moleculares se realizaron de forma cegada, no conocien-
do los analistas ni los datos ni los resultados clinicos.

e E] estudio ha realizado un anélisis estadistico correcto y exhaustivo
con el fin de detectar variables confusoras y controlar los sesgos.

En resumen, la evidencia del principal estudio de valoracién clinica del
EndoPredict® como factor pronéstico, siguiendo los criterios propuestos por
SIGN, mostraba un nivel de evidencia 2+ (estudio de cohortes bien realiza-
do con bajo riesgo de sesgos).

El otro estudio de validacion clinica de la prueba realizado por Martin
et al.,2014,ha seguido el mismo disefio metodolégico que los anteriores pero
centrado en una poblacién de mujeres, pre y postmenopadusicas, con afecta-
cioén ganglionar. La poblacién procede de un ensayo clinico aleatorizado con
finalidad terapéutica y como los propios autores describen, el estudio sigue
los criterios de calidad propuestos por Simon et al., 2009 para la valoracién
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de biomarcadores prondstico en muestras almacenadas. Presenta las mismas
fortalezas y debilidades metodoldgicas descritas para el estudio anterior,
por lo que la evidencia que aporta se considera de un nivel de evidencia 2+
(estudio de cohortes bien realizado con bajo riesgo de sesgos).

Los estudios de Miiller et al., 2013 y Bertucci et al., 2014 se correspon-
den a estudios retrospectivos pre-clinicos o de series de casos, por lo que el
disefio de los mismos llevan implicitos un alto riesgo de sesgo, aportando un
nivel 3 de evidencia (series de casos).

Por dltimo, en cuanto a los posibles conflictos de interés, sefialar que
en la mayoria de los articulos incluidos algunos de los autores pertenecian
a Sividon Diagnostic o habian recibido algin tipo de financiacién de dicha
compaiiia, quedando explicitos los conflictos de interés en todas las publi-
caciones.

PLATAFORMAS GENOMICAS DE SEGUNDA GENERACION 53



seolsnedousw-}sod saselnuw us eueledse es
anb 0] B UQIOB[a) US ¢ OpEIB 8P Seiowin} op 0JaWNU OSBISS [0 BJS 0IpN}Se NS ap UQIOBHWI|
BUN 8Nb UBlUSWOD S8I0INEe SO "OjusWoW NS Us sepibooas uolen) ou A [enjoe oipnise
[ Ue Jejosje uessipnd enb sesosnjuod sejgeleA sajqisod Se| B euejosje enb eLowsw
op obses |op auainoid obsall JoAew [0 ‘0A0adSO0IR) SOHOLOD 9P OIPNISe :SaUOIoBHWIT

SOSBW £'2/ :8-HSDgY 0ABsUT 'sesaWl /6 :9-HSDgY 0Aesus :ojusiwiNbag

JsloN-Ue|dey] SISIeue 81UBIpaW BIOUSLINDSI | OZI[eU. oS
A oBsali ofeq 0 O}je Uoo sejusiord Us S8olpu) SOp SO| Unbes sopeoyisejo uoien; sejusioed
SO 'sejusioed g0/ | Op 8UOY0O BUN US UOJEPIBA 8S S8OIpU) SO| SOPEB||OLBSSP ZoA BUN

(sonmisod sojbueb | < :f7 A soanisod solbueb Q|- g ‘soansod
so||Bueb g-| :g “euoiBued ugloelose UIs : | ) Sopejosle sojibuel ep oewnu @ U -

(Wo g <y ‘WoGSAg<:g ‘wWogsA |<:g‘wd |S:T)Jown}ep OUewe} o s i} -
d382'0+ U #9'0 + 1 GE°0 =ulod3

‘BlNWIO} 81UBINBIS B 81UBIPaW SOOIUJI0 Sosleweled
SOp A 43 [P JOJEA [9 OPUBUIQUIOD Q04SP 8S UlodT |3 'SoAieBau selofeA Jeyne eled
G| e 0 8p obuel un us opjuyep A seielul 8p Seusb So| op OuNn BPED 8P BAljB[e) UOISeIdXe
B ©p Jeaul| UOIoBUIGUIOD BUN US OPESEQ 43 921pUl [9p 0dljewayewl owlobe [ 0|joLessp
s A salown) $96 Op Blisenuw eun us eojuSB uoiseidXe e Ozjleue S :ugloezieay

JeuolBuel ugioelosle uls souelduus) SOIpeISs Us - g43H ‘+43
BWeW ap J9oued Uoo seoisnedousw}sod sassn Us SOWS|W So| 8p 00lsouold Jejoeseo
[op UQIOBPIEA 8P 0IpNIS8 A UIodg A 43 Seolpu) SO 8p OdlEewWsew ofjoLesep :0AelqO

ulp43 A 43 obssu ep seolpul

SO| ©p UQIoEPI[eA €| Bied OpeZLOIEs[e 00lUj|0 OABSUS UN 8p s8juspeo0id oAoedsollel
S9U0Y0D 8p olpnise A eojusb uogiseidxe e| ap sisieue ap 0olul0-aid olpnise :oussiq

olpnise [ep oussig

soue | A G SO| B pepauLajus Bl ap
BIOUBISID B BOUSLINOSI :0pB}NS8I 9P SEPIPS|A

Iod3/d3 A €S uewsen ‘NOON ‘UgjeD
1S 8ujuQO jaueAnipYy :00nsouosd SadIpUl SOP
ajuelpew  sejusioed SO| 8P UQIOBOWISEID
Jeuol|bued

uoloeloafe UIS sajusioed ep 9% 89 A 9% G9
un eioey (2oL A ¥96) selisenw sop se| uj
Ycel =U18-950av

‘ousjixowel 8p Ozeuq [pp 8¢ =U :9-9S0dV
S8jUBIBYIP SONUSD g Ud

Ssepejnoas A sopezliolese SooJUji0 SoAesua
SOp 8p Selspsocold souesdwsl SOIPEISS
us — gydH ‘443 Bwew op JaduEd Uod
seoisnedouswisod saselnw gO/JL :S891pul
SO| @p BoIUj|0 UoIoEpIjeA €| Bled uQloe|god

ouBjIXoWe) Uoo
sjUsWEdIUN SIUBANADE [BUOWIOY OlusILEIe.}
u0o souelduie} SOIPBISe Us BB 8p JeouRDd
uoo seusioed ep sejuspsoold - gyIH
‘“+43 ewew op Selown) $9F S8IpuUl SO|
ap OoljeWSlEW OfjoLesap [ eied eisen|y

olpn}se [op SeolsieloeIe)

+g 'elouspine ap [AIN
oBses

op obsau ofeg/opelapoul
‘eolbojopojew peplieD

se|e us sefeuos.iad

Sesalelul Uejus) O ‘SosoubEld]
UOPINIS BPIN[OUI ‘SBOINgOBULIE)
Seluedwoo SeleA 8p SoLeiouoy
UE|gI08] SeI0INE § SousW

[e :S9J81UI OP SO}OI|}U0D

Auewon)

‘yoseasey pue uoeINPy JO
Aisiu [esepe- A uonepuno
(osog Leqoy :uoloeloueUl4

qe Loz ‘e je Asang
egLOg /e 18 Asang

olpnis3

SWJOJUI [@ US SOPIN|oU| 101PaldOpUT 9p BOIUJ|D ZapI[eA S SOIPN)Sa SO| 9P SEdNISUd}oRIE) i B|gBL

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

54



80Ipul [9p uoloeiaidisiul e) eLeywl| anb of ulo43 eo1pul

081d | JeJOoeA 8)uied Ou Sope)nsal So| ep Uoloejussald B}ST 'SODIISIpeISe So|
9P BZUBUOD 9P SO[eAISIU| SO| U HH B OPURJISOW OU 4y [0 BUode 8S 0|0S U043 921Ul
[0 UOO Opez|eas Sisiieue @ us olad ‘ofsal ap sodnib sop SOl 8p (YyY) 0mINjosae obsau
[ep uolooNpal Bl A (% G6 DI) YH Bl Uegejussaid ©s SOpe)nsal so| Us 43 8olpul [ uoD
BLowsw

op obses |ep ausinoid obsal Jokew @ anb O] Jod OAOads0JI8) OIPNISS :SBUOIoBYWIT

Soue /'g :ojusiwinbeg

X0O
P SlUBLIBAINW SISIfeUe UN 8juelpall 8|qeleA eped eled 9% G [e BZUBJUOD 8p SO[eAS)Ul
sns A (ones piezey) 4H ‘sodnib anus ss|qelen se| Jesedwod esed yuey-607 eqenid e| A
oBsal ap odnib epeo ap elpusAnedns Bl JoA eled Jsie|\-Ue|dey ap 0oisIpeIse sisifeuy

(e'e T UIPd3) G = 3 :0bsal oy -

('e > uod3) G > 43 :obssu ofeg -
:uoJeny obsal ep odnub [pp ugloBolISe|d | Bled 8100 ap sojund soT
(6002 ‘seheH 3 Mled ‘UOWIS) SepeusoeWe Sellsanl U0 SOARDIPaId Seiopedsewolq
P SoIpNise eJed sepep SeuUOoBPUBWIODa) Se| opusinbis ‘oipnise [e einald eisuew ep
uoJeolioadse 8s 02liSIPeISe Sisifeue @ A 8100 Op SIO[EA SO| ‘SOAIRSIQO SO| :UQloEZI[ESY

JeuolBueb ugioejose uod soueldws) SOIPeISS U - gHIH ‘+43 BWEeW ap JedUBd Uod
saJslnw us ulod3 A 43 S821pul SO| 8p 0211SOUO.d I8joBIED [P BOIUIO UQIOBPIEA :0ARIqO

ulod3 A 43 obsel ep saolpul SO| 8p ugloeplen e| esed
opezLoes[e 0oIUl0 0ABSUS UN 8P S8USPa20id 0ADSdS0II8) SOHOYOD 8p OIPN}se :oussiq

olpn}se |ap oussiq

[eqolB elousAinadng -

(eIOURISID € BIOUSLINDBI O
1eNW g| BISBY UQIORZIIOIes . 8| 211us
odwap) pepswlslus B| ap eloueisip
B BlOUBLINDBS 8P iq)| elousAnedng -

:0pE}NSal op SepIPs|A

ullod3/d3 :oonsouoid seolpul
SOp 9IUEIPAW SeIUSIOBd SO| 8P UQIOBDHISE|D

9066/NVOIFO
opezojesie 0oUI0 OAesus |op ueIpaoosd
sajusioed se ‘jeuowloy eidessy ap epinbes
ajueAnfpe eidessiolinb  uod  sepejesy A
opejosje olbueb un sousw [e uod souesdws}
SOIPE]SS U - ZgydH ‘+43 Buew op Jedued
uod (soue G/-g1) seselnw QO8 =U :uoIde|qod

olpn}se |ap seolsieloeIe)

+Z ‘BIOUSPIAS 8P [SAIN

obses

ap oBsau ofeq /opeiepou
‘eol6ojopolew pepled
ejuedwod

©e| Ue sejeuosiad sesaleiul
UBJus} O ‘sosoubelq UopING op
SOLIBJOUOY UB|gI08) SeI0ine 9
SouBW [e :$9J8jul 8p SOJOIU0D

- :uoloeloUBUI

7102 “[e Je UeN

olpnis3

(Uo19BNUIIUOYD) BLUIOJUI [© US SOPIN|OUI £101P8IdOPUS 8P BIIUIO ZAPI[BA 8P SOIPN}SS SO| op SeolsualoeIe) *f B|qel

55

PLATAFORMAS GENOMICAS DE SEGUNDA GENERACION



***sayueloed

se| Jod sopIqioes SejueANAPEOSU SOJUSILE}RI} SOJUIISID SO "SBJISeanUU Sajusialp Se|
op OljuslWeusdewW e ‘opeuleled [eusiew [op uoloesedald e us seuooedlpow sa|gisod
SB| {UBLIBJJUOOUS 8S SO|CBLIBA SBISS 8Jjug 'SOPE}NSal SO| ap uoloejaidislul el e Jejoaje
uesaipnd enb sesosNjuod sejgeleA $8|gISod U0D OAOBdSOUI8) OIPNISS :SaUoIoBYWIT

S9s8W (f :0usiwinbag

sodnub anus se|qelen se| sesedwod eled yuey-607 egenid g

A obsal ap odnub epeo ap elousAiAedns €| JoA esed Jsie|N-Ue|dey] 8p ODISIPE)Se Sisiieuy
alueAnApeosu eidessjolwinb

B Bijsendses B uopolpeid B eied elUBLBARNW A SJUBLBAIUN SISIBUE UOIOBZ|[ESY

ajueAnApeosu ejdelsiolwinb uood ojusiwelel}
[e eysendsel el Ua Uullod3 A 43 S80Ipul SO| 8P OABdIpaid JBJoBIED [© JeiofeA :0ARIqO

SOSED 9p SLSSs BUN 8p OAI0SdS0I18) BP 0IPN1Se :oussiq

olpnise [ep oussig

(elouessip e
BlOUSLINO8) O SleNW €| E}sey UOIOBZLIOJesE
Bl aiue odwal) pepawiejue e 8p BlOUE]SIP
B EBOUSLNOBI 8P  aiq)  EerousAinedng

eolBunuinb ezeid us t—g opeld :4Hd-ou =
eolbunuinb ezaid us g—| opeb :4Od =

:0pUBJIapISUOD ‘(4Od) eyueanApeocsu
oodessioiinb ojusiweles e eisendsey -
:opeynsal ap sepIpa

alueAnApeosu eidelaioiwinb uoo ojus|weel]
e ejsendsal ns A ulod3/43 :001nsouoid seoipul
SOp 8jueIpaW sejusloed SO 8p UQIOBDHISEID

SBU|DIOBUE UOD 8}UBANAPEOSU EldeIloIWIND
uod sepejel} soueldwsa} SolpeIse us - gyaH
‘+43 ewew ap Jeoued UoD (SOUE G Peps
op euelpaw) saseNW €GG =U :uQlde|god

olpN}se [op SEolISIIeI0BIED

© BIOUBPING 8P [BAIN
obses ap obsau
O}[e ‘eolb6ojopolewW pepled

0U:S9J81Ul 8P SO}OIJUOD

8€09

Wiesul-SOHA-BONI OIHIS A
(9a eqe)) 4e0UB) 8| 2.13U0D
ejeuoneN enbry (SFHION
010Z71dOVY) 480uBD Np [euoeN
NIsu ‘wiesu| ‘sepeweD
-/JoBd INY3SUJ UOIOBIOUBUI

10g "2 18 100nueg

olpnis3

(uoroBNURUOD) SWIOUI [8 U SOPIN|OUI £}0IPIJOPUS 3P BOIUJ|O ZapI[eA P SOIPN]Sa SO| 8P SBONSUdoBIR) “f BlqeL

INFORMES, ESTUDIOS E INVESTIGACION

56



(ewsiw €| 8p PepIeD €| A eplBoos) UgioeuLIoU|
op pepnued) soasifel SO pepled k| op epuadsp aidwals SOep SO| 8p UOIOEN[eAd B
‘Sewiepe ‘,0AA U, Uoloenys el ap peple|dwiod e A solisiBal So| Us [ensiA UQIOBWIO| O
SO[eUas SE| 8P Elfe} B SO OWO0D S8UOIoB)IWI| Uejuasaid Sejsenous se| ‘eolnadess) ugisiosp
B| Us 010edWl [8p UQIOBIO[EA Bl US ‘SBWBPY 'SOPE}NSSI SO| 8p Ugloelaldioiul el B Jejosje
uesaipnd enb SeJosNUOD sejgereA SojgISod UOD OAj0SdsOJ1e) OIPNISe :SBUOIOBHWIT

Jen@d uoioesaljoid e| A jeJowuny

opelb o UOD SBJIPUl SO| 8P UQIOB[SLI0D Bl SODIIS|PBISe SOPOISW SlUBIpaW UOJEZIeuY
‘eidesaloiwinb + reuowloy eidelssy o [euowloy eidess) ieun eped eisandsal ap seuoiodo
SOpP U0D A U043 J000u0d ap sendsap A sejue ‘sejunfaid sop Jod epeulo) Blsenous eun
dueIpaW OzI[eaJ 8s eolngde.s) UQISIOap ] ap BAIRoads0u1a) UQIOBIOA BT "Ullod &o1pul
|ep opeynsal [op sendsap A sejue eonnadels) UQISIOBP | ap uolioesedwod eun oziea) oS
"OLIOJBJOQE] [0 U BLBUIINI BOONId OWOD UQIOBIOEA

ns eJed ss[ejown} sesjsenw g9 | Ue egenid e oUe un ajueinp Ozi[eal 8s :Uoloez|[eay

Bolinadess) UQISIoep 8Iqos ojoedull
[e JeJofen A eolujo eonoesd el ep oausp egenid B 8p uoioezieal el Jeqoidwod :0Aslqo

saleuoIssyold so| e ‘egenid el op sendssp-selue ‘Sejsendus ap OIpNIse A 0LoeIoge|
un Ue seAnoadsosal Sessenw 8p lolPaidopus egenid Bl ep uoloez|eas :oussiq

olpniss [ap oussia

Je|njeo uoioessyjoid el A 43 eaus A {ejowny
opelb [0 A 43 o0lpul [o enue UQIOB|eLI0D

BOlINodRIS) UOISIOBP B Ud OIque)) -
Bgenid B| op Uoioez|eal ep ojpaw odwal] -

:0pE}NSa) 8P SEPIPS|A

gloz olnl

A |10z 01s06E a1us - gy3H ‘+43 ewew
ap Jeoued uoo saseinw ep seyuspeooid
selejowin} Ses}senwl g9 =U :uoloe|qod

olpN}se [op SedlsialoeRIe)

€ BIOUSPIAS 9P [9AIN
obses ap obseu
O}[e :eol6ojopolew pepled

'sojsoubeIqg UOPINS

8P SBISIUOIOOE J8S [e salelul
8p 0J0IU0D UeJejosp saiojne
2 :S9Je1ul 8p SO||ju0)

JuslieouBApE Yoleeseal
Ausieniun, :ugioeoURUl4

€10z ‘& 18 43NN

olpnis3

(uoroENURUOD) BWIOUI @ UD SOPIN|OUI £}01PaIJOPUS Sp BOIUJID ZapI[eA 9P SOIPN]ISd SO| 9P SEoNISUSOBIR) “f B|qeL

57

PLATAFORMAS GENOMICAS DE SEGUNDA GENERACION



3.1.3. Resultados clinicos de EndoPredict®

Validez analitica

Es dificil de evaluar la validez analitica del EndoPredict® al no existir actual-
mente una prueba patrén de referencia para estimar la expresion génica.
Los estudios disponibles se han centrado en analizar la reproducibilidad de
la prueba, tal como se ha realizado con las plataformas gendémicas de prime-
ra generacion Oncotype DX® y MammaPrint®.

El estudio principal de validacion analitica, Kronenwett et al., 2012, ha
establecido las condiciones de experimentacion de la RT-PCR y su reprodu-
cibilidad. Los resultados del estudio se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados del estudio de validacion analitica de EndoPredict® de
Kronenwett et al., 2012

Variable Resultado
Limite de blanco 40 Cq
Limite de deteccion 35,1-37,2 Cq
Rango lineal 35,1-37,2 Cq
Eficiencia de PCR 76 —101%, media 88 %

Rango de concentracion

ARN 0,16 -18,5 ng/ul

SD = 0,15 (1% del rango total del EP) la mayor parte del SD; SD = 0,14
Precision fue debida a la ruido en el proceso de replicacion en la PCR y no a
condiciones de operador

Reproducibilidad entre 2

laboratorios Pearson (R2) = 0,995

Ca: unidades de cuantificacion, correspondientes a ciclos de PCR
SD: desviacion tipica

El estudio de Denkert et al., 2012 mostré que la desviacion tipica media de
las 80 medidas realizadas era de 0,25 unidades de EP y que en el 86 % de
las muestras la diferencia entre el valor local y el de referencia era de 0,5
unidades de EP. Se observé una buena correlacion entre los valores locales
de cada uno de los 7 laboratorios con el de referencia, en un rango coeficien-
te de correlacion de Pearson entre 0,987 y 0,999. El coeficiente de Pearson
global para todos los valores comparados con los de referencia fue de 0,994.
Todas las muestras fueron clasificadas correctamente en su grupo de riesgo
con una concordancia del 100% y un indice de Kappa de 1.
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La variables preclinicas valoradas en el estudio de Poremba et al.,2014
no parecian afectar de manera general a los resultados del indice EP de
EndoPredict®, al igual que tampoco parece afectar la estimacion del indice
EP si la muestra procede de biopsia o de pieza quirtirgica (Miiller et al.,
2012). Si bien, se observé que el indice EP de clasificacién disminuia cuando
la muestra se mantenia a 20°C durante 24h antes de su fijacién y cuando en
el proceso de fijacion se incubaba en formalin 10 dias, observandose ademas,
que la cantidad de ARN que se aislaba de biopsia era mucho menor que la
obtenida de secciones de 5 um de espesor de la pieza quirudrgica. Estos resul-
tados han mostrado por lo tanto, que es importante establecer un protocolo
de experimentacion que evite posibles variaciones en la valoraciéon del EP.

Es importante sefialar, que en los estudios de validez analitica los
laboratorios implicados son laboratorios de patologia molecular, es decir
laboratorios que cuentan con un cierto grado de especializaciéon y experien-
cia en este tipo de técnicas de biologia molecular. La representatividad de
la muestra de laboratorios para asumir la validez externa del procedimiento
podria no ser la més adecuada, por lo que seria conveniente valorar si estos
laboratorios son iguales a los disponibles en nuestro sistema sanitario.

El estudio de Miiller et al, (2013) realizé de forma rutinaria durante
un afio la prueba EndoPredict® en el laboratorio de patologia molecular del
Hospital Universitario Charité de Berlin, y mostraron que la mediana del
tiempo medio de realizacién de la prueba fue de 3 dias (rango: 0 a 11 dias).
E159,3 % de las muestras se realizaron en un tiempo igual o inferior a 3 dias.
Las razones para el retraso en la realizacion de las pruebas fueron: la pérdida
de datos clinicos y la repeticion en la extraccion de ARN (8 de los 168 casos);
en un caso fue necesario un bloque de tejido parafinado nuevo. En otro caso
no fue posible realizar la prueba al no conseguir extraer ARN de la muestra.

Validez clinica

Los estudios de validacion clinica han analizado la recurrencia a distancia
de la enfermedad a 5 y 10 afios. Para ello, han clasificado a las pacientes de
estudio en dos grupos segutn el riesgo de recaida, grupo de bajo riesgo y de
alto riesgo, y han estimado mediante andlisis estadisticos de Kaplan-Meier
la supervivencia o recurrencia a 5 y 10 afios de cada grupo. En la poblaciéon
de estudio se registraron 160 eventos de recurrencia a distancia en los 10
afios de seguimiento.

Filipits ez al., (2011) en el desarrollo del indice EPclin encontraron que
en los andlisis multivariantes, el EP, junto con la afectacién glandular y el
tamafio de tumor eran los factores que contribuian de manera significativa
en la prediccidn de la recurrencia a distancia en las dos cohortes estudiadas.
De ahi, que la férmula para la estimacion del EPclin fuera la siguiente:
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EPclin= 0,35 t + 0,64 n +0,28 EP

- t:es el tamafio de tumor (I: <1cm,2:>1y<2cm,3:>2y<5cm,4:
> 5 cm).

- n: el nimero de ganglios afectados (1:sin afectaciéon ganglionar, 2: 1-3
ganglios positivos, 3: 4 — 10 ganglios positivos y 4: > 10 ganglios).

Los resultados sobre validez clinica se resumen en las Tablas 6 y 7
Se muestran las diferencias en cuanto a la recurrencia de la enfermedad a
distancia (Hazard Ratio) entre los dos grupos de riesgo establecidos por el
indice EP (s6lo informacién gendémica) y por el indice EPclin (informacion
genémica+clinica) a 5y = 10 afios.

Tabla 6. Resultados de validez clinica de los indices EP y EPclin en mujeres post-
menopausicas ER+, HER-2-

EP EPclin
Estudio s et () 5 anos > 10 anos 5 anos > 10 anos

HR (IC95 %) HR (IC95 %) HR (IC95 %) HR (IC95 %)

3,64 7,97
Filipits, ABCSG-6 (378) - (1,85-7,16)* - (3,56-17,8)

2011 ABCSG-8 (1324) - 2,66 = 4,27
(1,67-4,23)* (2,74-6,67)"

Dubsky, ABCSG-6/8 2,80 3,28 4,82 6,25
2013a (1702) (1,81-4,34)* (1,48-7,24)* (3,12-7,44)* (2,72-14,36)*

* P (LogRank) <0,001

La valoracién de la contribucion de las distintas variables clinico-pato-
légicas y moleculares a la prediccion de la recurrencia a distancia de la
enfermedad, se realizé mediante el analisis de combinacion de variables
“c-index”,y se observo que la incorporacién del indice EP en el andlisis
incrementaba de manera significativa el poder prondstico y ademas, el
indice EPclin era la variable de mayor indice c, siendo ¢ = 0,788 en la
cohorte ABCSG-6yc=0,732 en ABCSG-8 (Filipits et al,2011). Estos ana-
lisis mostraban a EndoPredict® como un factor pronéstico independiente
que afiadia informacién prondstica a los indices clinico-patolégicos utili-
zados en la practica clinica (Adjuvant! Online en combinacién con Ki67
y ER). Este valor prondstico para la recurrencia a distancia se observaba
tanto a 5 como a 10 afios (Dubsky et al., 2013a).

Por su parte el estudio de Martin et al.,2014, realizado en una poblacién
de mujeres pre y postmenopausicas, tratadas con quimioterapia adyuvante,
mostrd que la estratificacion de las pacientes en dos grupos de riesgo, alto y
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bajo, segiin los indices EP y EPclin, presentaba a los 5 afios de seguimiento
diferencias significativas en la recurrencia de la enfermedad a distancia entre
ambos grupos. El indice EP clasific6 al 20 % de las pacientes (n = 141) como
de bajo riesgo de recurrencia y el EPclin clasificé de bajo riesgo al 13 % (n =
74). Los resultados se resumen en la Tabla 7

Tabla 7. Resultados de validez clinica de los indices EP y EPclin en mujeres con cancer
de mama ER+, HER-2- tratadas con quimioterapia adyuvante a 10 afios (Martin et al.,
2014)

Variable resultado EP EPclin

SLRD Grupo bajo riesgo: 93 % Grupo bajo riesgo: 100 %
Grupo alto riesgo: 70 % Grupo alto riesgo: 72 %

HR (95 % IC) de SLRD 4,8 % (2,5-9,6%) -

RAR (95 % IC) de SLRD 23 %, p < 0,0001 28 %, p < 0,0001

0s Grupo bajo riesgo: 92 % Grupo bajo riesgo: 99 %
Grupo alto riesgo: 67 % Grupo alto riesgo: 69 %

HR (95 % IC) de OR 3,9 % (2,0-7,5 %) -

SLRD: supervivencia libre de recurrencia a distancia: OS: supervivencia global; RAR: reduccién absoluta
de riesgo; HR: hazard ratio;

Los pacientes clasificados en el grupo de bajo riesgo segin los indices EP
y EPclin, mostraron una supervivencia libre de recurrencia y una supervi-
vencia global mayor que los de alto riesgo, con una reduccion del riesgo
absoluto del 23 y 28 %, respectivamente. Como en el estudio de Filipits et al.,
2011, el analisis de diferentes combinaciones de factores de riesgo clinico-
patolégicos y los indices EP y EPclin mostraron que el EPclin presentaba
el indice ¢ mas alto, ¢ = 0,7 y que la incorporacién del EP a los pardmetros
clinicos aumentaba de manera significativa el indice ¢, aunque los valores en
esta poblacidén eran inferiores a los encontrados en mujeres postmenopausi-
cas sin quimioterapia de los ensayos clinicos ABCSG-6 y ABCSG-8.

El estudio ademds, analizaba la clasificacion segin los indices EP
y EPclin en dos subgrupos, por una parte en mujeres pre y postmeno-
péusicas y por otra parte en los dos brazos de tratamiento del ensayo
clinico aleatorizado GEICAM/9906. Tanto en mujeres premenopausicas
como postmenopdusicas, los indices EP y EPclin mostraban diferencias
significativas entre los grupos de alto y bajo riesgo en supervivencia libre
de recurrencia a distancia; aunque en mujeres premenopausicas los indices
EP y EPclin mostraron mejores resultados (Tabla 8). El estudio no observo
diferencias significativas entre los dos grupos de tratamiento.
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Tabla 8. Andlisis de subgrupos del estudio de Martin et al., 2014 en mujeres con cancer
de mama ER+, HER2- tratadas con quimioterapia adyuvante a 10 afios

EP EPclin
Variable Premenopausicas  Postmenopdusicas  Premenopdusicas  Postmenopdausicas
HR (IC95 %) 6,68 (2,44-18,30) 3,34 (1,32-8,45) .
de SLRD p < 0,0001 p < 0,0069
RAR 26 % 18 % 30 % 24 %

HR: hazard ratio; SLRD: supervivencia libre de recurrencia a distancia; RAR: reduccién absoluta de
riesgo.

Segtin el indice EP el riesgo de recurrencia del grupo de alto riesgo era el
doble en mujeres premenopdusicas (6,68) que en mujeres postmenopausicas
(3,34).

Bertucci et al., 2014, al valorar el valor predictivo de EndoPredict® en la
respuesta a la quimioterapia neoadyuvante con antraciclinas (pCR), encon-
traron que el 81% (IC 95 % 75-87 %) de las 553 pacientes respondieron al
tratamiento. Al valorar la pCR en los dos grupos de riesgo establecidos por
el indice EP se observé una correlacion entre el indice EP y la respuesta al
tratamiento, asi pCR era inferior en el grupo de bajo riesgo (7 %, 19/283)
que en el grupo de alto riesgo (17 %, 45/270). Esta diferencia entre los dos
grupos era estadisticamente significativa (p < 0,001).

Los estudios de Dubsky et al., (2013b) y Varga et al., (2013) compara-
ban la estratificacion del riesgo de recurrencia a distancia de los indices de
EndoPredict® con la estratificacion establecida por otros indices prondstico,
clinico-patoldgicos y gendmicos, respectivamente.

Dubsky et al., (2013b) al comparar EndoPredict® con los indices clinico-
patoldgicos establecidos en: Guia S3 alemana del 2008, American National
Comprehensive Cancer Center Network (NCCN) del 2007 y St Gallen del
2011, en una muestra de 1702 mujeres postmenopdausicas con cancer de
mama ER+, HER2- sin afectacion ganglionar; el indice EPclin estratificaba
el riesgo de recurrencia a distancia a 10 afios, en alto y bajo riesgo, mejor
que los otros indices. Los indices clinico-patoldgicos, la guia Guia S3, la guia
NCCN vy la guia St Gallen, clasificaron de bajo riesgo al 15 %, 6 % y 19 %
de las de las 1.702 pacientes, respectivamente; mientras que el indice EPclin
clasificé de bajo riesgo al 63 % de las pacientes estudiados. Todos los indices
parecen identificar claramente un grupo de pacientes con un riesgo muy
bajo de recurrencia de la enfermedad, ya que todos los grupos presentan una
supervivencia de las pacientes con bajo riesgo, muy alta a los 10 afios (Tabla
9). Para realizar las comparaciones con los indices St Gallen y Guia S3 donde
la estratificacion es en riesgo bajo, intermedio y alto, el riesgo intermedio
se une al alto quedando por consiguiente dos grupos: riesgo bajo y riesgo
intermedio/alto.
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Tabla 9. Comparacién de EPclin con los indices clinico-patolégicos (Dubsky et al.,
2013b)

prj)?\cg:teico SRt (Loggank)* Arlies reoc/:ouE'Zﬁiceiths1 I(in;:?)s
Guia S3 2,20 (1,16-4,19) 0,014 7,9 % (3,0 % —12,9 %) 94,7 % (90,5 % —-98,9 %)
NCCN 2,16 (0,80-5,85) 0,12 6,9 % (0,9 %-13 %) 94,5 % (88,9 %—-100 %)
St Gallen 2,78 (1,50-5,14) < 0,001 11,2 % (7,7 %—14,7 %) 96,9 % (94,9 %—-98,9 %)
EPclin 5,11 (3,48-7,51) < 0,001 18,7 % (13,5 %-23,9 %) 95,3 % (93,4 %—-97,3 %)

* se considera estadisticamente significativa p< 0,05; RRA: reduccion del riesgo absoluto a 10 afos

En resumen, los estudios que han valorado la validez clinica de EndoPre-
dict® han mostrado que:

¢ Los indices EP y EPclin clasificaban los pacientes en grupos de alto
y bajo riesgo de recurrencia a distancia, y que existian diferencias
significativas entre ellos a 5 y 10 afios tanto en mujeres pre y post
menopausicas con o sin afectaciéon ganglionar.

e EndoPredict® parecia clasificar mejor el riesgo de recurrencia que
los indices Guia alemana S3 del 2008, NCCN del 2007 y St Gallen
del 2011.

Utilidad clinica

No se ha identificado ningin estudio con el disefio adecuado para poder
valorar la utilidad de la prueba EndoPredict®, ya que para validar o esta-
blecer la utilidad clinica se necesitarian estudios que valoraran de manera
prospectiva la recurrencia de la enfermedad teniendo en consideracion los
indices EP y EPclin en la decision terapéutica.

Impacto en la decision clinica

Solamente se ha localizado un estudio que valorara el impacto de la
prueba en la decision terapéutica, Miiller et al., 2013. El estudio incluia
167 muestras con resultados de pruebas de EndoPredict® aunque sélo se
dispuso de informacion terapéutica en 130 de los casos (77,8 %).

Antes de la prueba, 47 pacientes (36,2 %) se consideraron para terapia
hormonal y 83 pacientes (63,8 %) se consideraron para terapia combinada
(terapia hormonal més quimioterapia); tras conocer los resultados de Endo-
Predict® el nimero de pacientes considerados para terapia hormonal paso
a 67 (51,5 %) y solamente 62 (477 %) fueron considerados para terapia
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combinada. La prueba modificaba la decisién terapéutica en el 377 % de
los pacientes y reducia el niimero de pacientes tratados con quimioterapia.

3.2 Resultados Prosigna™

3.2.1 Resultados de la busqueda

Las estrategias de buisqueda en las bases de datos referenciales identificaron
un total de 53 articulos. Del total de referencias encontradas, 25 se descar-
taron por tratarse de duplicados encontrados en varias bases de datos. La
lectura del titulo y el resumen de las referencias, permiti6 la seleccién de
12 estudios que podrian aportar informacion relevante sobre el tema. Tras
la lectura a texto completo de las referencias seleccionadas 6 se excluyeron
del informe. Cuatro de las seis referencias (Kelly et al., 2012; Caan et al.,
2014; Prat et al., 2012 y Esserman et al., 2012), se excluyeron al no realizar
el andlisis de la prueba del PAMS0 con la tecnologia Nanostring Prosigna™
que es la evaluada en este informe. Las otras dos referencias excluidas, Zhao
et al.,2014 y Chia et al., 2012, 1o fueron por presentar el anélisis estadistico
de datos procedentes de poblaciones tanto ER+ como ER- con y sin trata-
miento, con lo que no cumplia los criterios de inclusion, tanto por poblacién
como por agregacion de datos.

Finalmente, el total de referencias incluidas en este apartado han sido
6. El esquema que muestra el flujo de seleccion de referencias se describe
en la Figura 4.

Figura 4: Diagrama de flujo de la seleccion de estudios de Prosigna™

Articulos obtenidos

Ovid-Medline n=19

Embase n=8

PreMedline n=26
n=53

Duplicados n=25

n—>

Revisiones no sistematicas n=5
No tema n=11

Articulos identificados
potencialmente relevantes
n=12

: Estudios de PAM50 pero no Prosignan =4
Poblacién no adecuada n=2

Articulos incluidos n=6
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3.2.2 Descripcion de los estudios y evaluacion de la
calidad metodologica

Las 6 referencias identificadas en la bisqueda bibliografica recogian estu-
dios que aportaban evidencia sobre la validez analitica y la validez clinica de
la prueba. Los estudios localizados y su finalidad se recogen en la Tabla 10.

Tabla 10: Estudios primarios publicados sobre Prosigna™

Referencia Tipo de estudio n Finalidad

Nielsen et al., 2014 Preclinico 43 Validacién analitica de Prosigna™

Validacion clinica (caracter prondstico)
en pacientes postmenopausicas

ER+ (10 afios) tratadas con terapia
hormonal adyuvante

Cohortes Retrospectivo
procedentes de un ensayo 1007
clinico aleatorizado (TransATAC)

Dowsett et al., 2013
Sestak et al., 2013

Validacion clinica (caracter prondstico)
en pacientes postmenopausicas

ER+ (10 afios) tratadas con terapia
hormonal adyuvante

Cohortes Retrospectivo
procedentes de un ensayo 1478
clinico aleatorizado (ABCSG-8)

Gnant et al., 2014
Filipits et al., 2014

Cohortes Retrospectivo Validacion clinica (caracter prondstico)

Sestak et al., 2014 pr/o'cedentes dg dos ensayos 2137 en p~a0|entes postmenopaugcas ER+
clinicos aleatorizados (5 anos) tratadas con terapia hormonal
(TransATAC + ABCSG-8) adyuvante

Todos los estudios localizados sobre de Prosigna™ han sido estudios pre-
clinicos o retrospectivos, no identificindose en la bisqueda ningin estudio
de cardcter prospectivo. Los articulos de Dowsett et al., 2013 y Sestak et al.,
2013, por una parte y los de Gnant et al., 2014 y Filipits et al.,2014, por otra,
corresponden a los mismos estudios pero presentaban andlisis de resultados
complementarios por lo que no se han considerado duplicacién de informa-
cién y se han incluido en el informe.

Estudios de validez analitica de Prosigna™

Solamente se ha identificado un estudio sobre la validez analitica de la prue-
ba (Nielsen ef al., 2014). Este estudio se ha centrado en la validacién de la
prueba gendmica PAMS0 usando el nCounter Analysis System, con la finali-
dad de poder realizar la prueba de manera descentralizada, en laboratorios
locales de patologia molecular, de manera simple y rutinaria. La validacién
se ha realizado valorando la reproducibilidad del ensayo en diferentes labo-
ratorios y la precisiéon del mismo.

El disefio del estudio para la determinacién de la precision, consistid
en la realizacién de la prueba a cinco muestras, cada una de ellas forma-
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da por una mezcla de ARN procedentes de tumores de un mismo subtipo
molecular. En concreto, en las cinco muestras, 3 eran del subtipo luminal (1
luminal A y 2 luminal B) y las dos restantes de los otros subtipos, HER2 y
basal. Estas 5 muestras fueron divididas y analizadas en tres laboratorios
diferentes: British Columbia Cancer Agency (Vancouver), Washington Uni-
versity (St. Louis) y el laboratorio de NanoString Technologies (Seattle). Para
la estimacidon del indice ROR, al ser las muestras una mezcla de ARN de
distintos tumores, se consideré como tamafio del tumor < 2cm y el estado
ganglionar de no afectacion. Las muestras se analizaron en diferentes situa-
ciones para medir la variabilidad debida a factores que pudieran afectar a su
realizacion y precision (repetibilidad), en concreto valoraron: el laboratorio,
el operador, el lote de reactivo y cada uno de los ensayos individuales reali-
zados. Cada una de las 5 muestras se analizé por duplicado en cada ensayo.
En resumen, cada laboratorio complet6 18 ensayos (9 por cada operador).
Los resultados se incorporaron de forma cegada a una base de datos, que fue
la utilizada en el andlisis estadistico.

El disefio del estudio de reproducibilidad, también considero las varia-
bles laboratorio, operador, el lote de reactivo y cada uno de los ensayos
individuales realizados, aunque esta vez se utilizaron muestras procedentes
de 43 tumores parafinados procedentes de pacientes ER+ diagnosticadas con
carcinomas invasivos. De cada tumor se prepararon 3 grupos de secciones
seriadas que fueron enviadas a cada laboratorio, cada grupo contenia una
seccion tefiida con H-E de 4 um y tres secciones de 10 um. Cada laboratorio
uso un lote diferente de reactivos para la extraccion de ARN y todos usaron
el mismo lote del kit de Prosigna™. Los resultados se incorporaron de forma
cegada a una base de datos, que fue la utilizada en el andlisis estadistico. Se
considerd que la prueba era “altamente reproducible” si la desviacién tipica
era < 4,3 unidades de ROR.

El estudio también, valoré la cantidad de ARNm en la muestra y las
posibles interferencias producidas por la presencia de tejido no tumoral en
la muestra, como pardmetros a tener en cuenta a la hora de establecer la
validez analitica de la prueba.

Valoracion de la calidad metodolégica: el estudio ha sido llevado a cabo
de manera rigurosa con un buen disefio tanto en la validacién de la repro-
ducibilidad como en la validacion de la precision de la prueba, siguiendo los
criterios estandarizados de verificacion y validacién de ensayos del Clinical
Laboratory and Standards Institute (CLSI) para la evaluacién de la precisién
de dispositivos de diagnéstico in vitro. Se ha realizado en, al menos, 3 labo-
ratorios diferentes, dos de ellos con certificacion CLIA (Clinical Laboratory
Improvement Amendments) que es la certificacion necesaria para realizar
pruebas diagndsticas con muestras humanas. El andlisis estadistico de los
datos ha sido exhaustivo y adecuado a los objetivos. El cegamiento a los
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resultados de los otros centros y operarios, contribuiria al control del sesgo
de realizacion.

Estudios de validez clinica de Prosigna™

La validez clinica de la prueba Prosigna™ se ha basado en estudios de
cohortes de cardcter retrospectivo que procedian de estudios clinicos alea-
torizados. Estos estudios han analizado la prueba en las muestras tumorales
disponibles, procedentes de pacientes incluidas en ensayos clinicos alea-
torizados, realizados previamente y diseflados para comparar diferentes
tratamientos de terapia hormonal. Las pacientes procedian basicamente de
dos ensayos clinicos con los siguientes objetivos

Ensayo TransATAC: realizado en mujeres postmenopdusicas con
cancer de mama ER+ en estadios tempranos (procedente del ensayo cli-
nico ATAC) de las cuales se disponia de muestras de tumores en parafina
y estaban incluidas en uno de los brazos del ensayo con monoterapia. El
ensayo ATAC tenia como objetivo comparar la eficacia y seguridad a 5 afios
del tratamiento con anastrozol, con tamoxifeno o con una combinacién de
ambos tratamientos.

Ensayo ABCSG-8: realizado en mujeres postmenopdausicas con can-
cer de mama ER+ en estadios tempranos, con el objetivo de comparar si
dos afios de tratamiento con tamoxifeno seguidos de 3 afios con anastrozol
mejoraba los resultados de supervivencia frente a continuar esos 3 afios con
tamoxifeno.

De las 5 referencias identificadas, 2 han utilizado para la validaciéon
de la prueba la poblacién procedente del estudio TransATAC (Dowsett et
al.,2013 y Sestak et al.,2013), otras 2 han utilizado la poblacién procedente
del ABCSG-8 (Filipits et al.,2014 y Gnant et al., 2014), por dltimo, la quinta
referencia ha realizado un andlisis estadistico uniendo las dos poblaciones,
TransATAC y ABCSG-8 (Sestak et al.,2014).

Basicamente, los estudios de validacion clinica han analizado la recu-
rrencia a distancia de la enfermedad a 5 y 10 afios. Para ello, han clasificado
a las pacientes de estudio en dos grupos segtin el riesgo de recaida, grupo de
bajo riesgo, de riesgo intermedio y de alto riesgo, y han estimado mediante
andlisis estadisticos de Kaplan-Meier la supervivencia o recurrencia a 5y 10
afios de cada grupo. Los estudios han comparado la capacidad prondstica
del indice ROR de Prosigna™ con otros indices prondstico genémicos como
Oncotype DX® o con indices prondsticos estimados a partir de factores de
riesgo clinico-inmunohistopatolégicos como los indices CTS (afectacion
ganglionar, tamafio de tumor, grado histopatoldgico, edad y tratamiento
administrado), CLP (el tamano y grado del tumor y la afectacion ganglionar)
e IHC4 (niveles de los marcadores ER, PgR, Ki67 y HER2). Esta compara-
cién la han realizado mediante andlisis estadisticos de indice de correlacion
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de Cox, “c index’]y mediante cambios en el “Likelihood ratio’, estos analisis
han sido adecuados a la finalidad pretendida. Como en el caso anterior de la
prueba EndoPredict®, se puede considerar que el disefio de los estudios de
validez clinica era adecuado y pertinente al objetivo que se pretendia, con
los puntos fuertes y debilidades ya descritos en el apartado correspondiente
de la prueba EndoPredict®.

Una descripcién detallada de cada uno de los estudios de validez clini-
ca, asi como, la valoracion del riesgo de sesgo de los mismos se ha recogido
en la Tabla 11.

En resumen, la evidencia de los principales estudios de valoracion clini-
ca de la prueba genémica Prosigna™ como factor prondstico, siguiendo los
criterios propuestos por SIGN, mostraba un nivel de evidencia 2+ (estudio
de cohortes bien realizado con bajo riesgo de sesgos).

En cuanto a los posibles conflictos de interés, sefialar que algunos de
los autores de los articulos estaban vinculados a la empresa NanoString
Technologies, Inc., propietaria de la tecnologia de estudio, o habian recibido
alguin tipo de financiacién de dicha compaifia. Los conflictos de interés han
sido mencionados y descritos en todas las publicaciones
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3.2.3. Resultados clinicos de Prosigna™

Validez analitica

La informacién disponible sobre validez analitica procede de un unico estu-
dio, Nielsen et al.,2014, los datos aportados en el estudio son los siguientes:

Precision de la prueba
En general, todos los ensayos realizados con las 5 muestras de ARN de una
mezcla de distintos tumores de un mismo subtipo molecular, mostraron que
la prueba tenia una desviacion tipica inferior a 1 unidad de ROR (escala de
0-100) y que més del 60 % de la variabilidad observada era intrinseca al
ensayo, contribuyendo tanto el laboratorio como el operador a menos del 2
% de la variabilidad de la medida. En concreto, la variabilidad aportada por
el laboratorio era inferior a 0,5 unidades de ROR, lo que se considera précti-
camente despreciable. La distribucion de los indices ROR determinados en
los 108 ensayos independientes mostré que los valores se encontraban en un
rango < 4 unidades para cada una de las cinco muestras.

Se observo igualmente, una concordancia del 100 % entre los resulta-
dos esperados y los observados en cuanto al subtipo molecular de la muestra,
asi como en la clasificacion al grupo de riesgo correspondiente.

Reproducibilidad de la prueba

En los tres laboratorios del estudio, se logré aislar ARNm en el 95 % (41/43),
93 % (40/43) y 100 % (43/43) de las 43 muestras de tejido tumoral analiza-
das. En los tres se logré obtener ARN de 40 de las muestras.

El factor de mayor aportacion a la varianza de los resultados de las 41
muestras finalmente incluidas en el estudio por obtener ARN en mas de un
laboratorio, fue la “seccion de tejido” que implicaba > 90 % de la varianza.

La concordancia, en cuanto al subtipo molecular y al grupo de riesgo,
entre los tres laboratorios fue = 90 %;no encontrandose ningin caso clasifi-
cado de bajo riesgo en un laboratorio y alto riesgo en otro, o viceversa, en los
casos sin afectacion ganglionar. Encontraron diferencias en la identificacion
de los subtipos moleculares en 2 muestras de riesgo intermedio/alto.

La comparacion de la expresion génica de las réplicas de tejido en cada
laboratorio, mostré una alta correlaciéon con un coeficiente de Pearson de
0,98 (IC95 % 0,98-0,98). El estudio mostré asimismo, que las muestras de
ARN que estaban dentro de las especificaciones de concentracion de ARN
necesaria, 62,5 ng-625 ng, pasaban la prueba.

Por dltimo, ha mostrado que es importante la macrodiseccion para
reducir las interferencias introducidas por el tejido no tumoral de las mues-
tras. Esta interferencia podia dar lugar a una infraestimacion del indice ROR
o incluso un cambio en la determinacién del subtipo molecular.
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Validez analitica

Validacion con la cohorte del ensayo Trans ATAC

Los estudios de Dowsett et al., 2013 y Sestak et al., 2013, realizados con la
cohorte de pacientes procedentes del ensayo clinico TransATAC en la que
se observaron 160 eventos de recurrencia a distancia.

Los analisis estadisticos de los datos mostraron que el indice ROR afa-
dia informacidén prondstica a los indices clinico-patolégicos. El indice ROR
aportd, de manera significativa, un aumento en la informacién prondstica
sobre la recurrencia a distancia en la poblacién de estudio frente al indice
clinico-patoldgico, e incluso esa aportacién prondstica se observé en todos
los subgrupos de pacientes considerados:

e pacientes sin afectacion ganglionar

e pacientes con afectacion ganglionar

¢ pacientes HER2-negativo

e pacientes HER2-negativo sin afectacion ganglionar

Las comparaciones mediante el andlisis de Likelihood ratio para
comprobar la informacién prondstica que el indice ROR aportaba al indice
clinico-patolégico CTS, se observé en la poblacion global un LR - Ay?>=33,9,
p < 0,00, que indicaba que el indice ROR aportaba un incremento de infor-
macion pronodstica a la del indice CTS. El valor prondstico encontrado en los
pacientes HER2-negativos sin afectacion ganglionar fue similar al encontra-
do en el conjunto de pacientes sin afectacion ganglionar (un cambio en el
LR - Ay*=23,4 v 24,6; p < 0,001, respectivamente).

Se observé una relacion entre el valor del ROR y el riesgo de recu-
rrencia a distancia, a mayor valor de ROR mayor riesgo. El indice ROR
mostrd una interpretacion distinta para pacientes sin afectacion ganglionar
y pacientes con ganglios afectados; asi, para ganglios negativos un riesgo de
recurrencia del 10 % era pronosticado por un ROR de 42 mientras que este
mismo riesgo en pacientes con ganglios positivos es pronosticado por un
ROR de 25.

El anadlisis genético del PAMS0 de la prueba Prosigna™ mostré que
la distribucién de subtipos moleculares en la poblacién de estudio fue la
siguiente:

e Pacientes sin afectacion ganglionar: 529 luminal A (71,6 %) y 176
luminal B (23,8 %).

e Pacientes con 1-3 ganglios afectados: 132 luminal A (61,7 %) y 69
luminal B (32,2 %).

e Pacientes con = 4 ganglios afectados: 31 luminal A (574 %) y 20 lumi-
nal B (370 %).
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Se observé una tendencia de disminucién del subtipo luminal A con-
forme aumentaba el nimero de ganglios afectados. La tasa de recurrencia
a distancia fue mayor en pacientes luminal B que en luminal A (Tabla 12).
En pacientes sin ganglios afectados, el subtipo luminal B mostré 4,78 veces
mads riesgo de recurrencia que el luminal A (HR 4,78; 1C95 % 2,97-770, p <
0,001).

Tabla 12. Riesgo de recurrencia a distancia a 10 anos en
pacientes luminal A y B, con y sin afectacién ganglionar

Subtipo / afectacién ganglionar HR (IC95 %)
Luminal A/ NO -
Luminal B / NO 4,78 (2,97 - 7,70)
Luminal A/ N 1-3 referencia
Luminal B/ N 1-3 1,98 (1,10 - 3,59)
Luminal A/ N > 4 2,90 (1,47 - 5,73)
Luminal B/ N > 4 10,37 (5,42 - 19,84)

El analisis estadistico realizado por Sestak et al., (2013) de la asociacion
entre los marcadores clinico-patolégicos, el indice ROR y la recurrencia a
distancia en funcién del tiempo, mostré que tanto entre los 0 -5 afios y
los 5 -10 afios, el tamafio de tumor y la afectacion ganglionar fueron las
variables con mayor valor predictivo de la recurrencia a distancia, al menos
hasta los 8 afios de seguimiento. En cuanto a los indices de riesgo analizados,
el ROR y los marcadores inmunohistoquimicos analizados en el estudio
(ER, PgR, HER? y Ki67) aportaban informacion prondstica; sin embargo,
el indice ROR era el indice con mayor valor prondstico a largo plazo (entre
los 5 y los 10 afios de seguimiento) tanto en la poblacion de estudio como en
los distintos subgrupos, al discriminar mejor los pacientes de bajo riesgo y de
alto riesgo de recurrencia a distancia.

Validacion con la cohorte del ensayo ABCSG-8
Los estudios de Gnant et al., 2014 y Filipits et al., 2014, recogieron en los
11 afios de seguimiento medio de la poblaciéon un total de 155 eventos de
recurrencia a distancia, 87 de los cuales ocurrieron entre los afios 0-5 y los
restantes 69 aparecieron a partir del quinto afio de seguimiento.

Los modelos de regresion de Cox mostraron que los factores de riesgo
con mayor poder predictivo fueron, el tamafio de tumor, el grado de tumor y
la situacion ganglionar; por lo que fueron los elegidos en el clculo del indice
CLP, utilizado como comparador clinico-patolégico.
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El c-index, calculado para valorar la correlacion entre la supervivencia
libre de recurrencia a distancia a 10 afios pronosticada por el indice ROR
(0,72; IC 95 % 0,68 -0,76) y la observada, fue superior al del indice CLP
(0,691; IC 95 % 0,646 -0,737) lo que indicaba que aportaba mayor infor-
macién que el indice basado solo en factores de riesgo clinico-patoldgicos.
Resultados similares obtuvieron en el andlisis de Likelihood ratio que mos-
tré un cambio en el LR - Ay?= 53,49, p < 0,0001 a 10 afios y un cambio en
el LR - Ay?= 15,23, p < 0,0001 a los 15 anos. Por subgrupos, se observo que
el indice ROR aportaba mayor informaciéon prondstica en pacientes con
afectacion ganglionar.

Las curvas de supervivencia mostraron una buena capacidad discrimi-
natoria del indice ROR en los 3 grupos de riesgo establecidos a 10 y 15 afios
en la poblacion global (Tabla 13). Resultados similares se observaron en la
supervivencia de los tres grupos de riesgo por subgrupos de pacientes, con 'y
sin afectacion ganglionar (Tabla 14).

Tabla 13. Supervivencia libre de recurrencia a distancia en los tres grupos de riesgo
en la cohorte de ABCSG-8 segun el indice ROR

Grupo de riesgo Supervivencia % (IC95 %) 10 afios Supervivencia % (IC95 %) 15 afios
Riesgo bajo 96,7 % (94,6 -98,0) 97,6 % (94,7 -98,9)
Riesgo intermedio 91,3 % (88, 1-93,8) 90,9 % (85,9 — 94,3)
Riesgo alto 79,9 % (75,7 -83,4) 82,5 % (74,8 — 88,1)

Tabla 14. Supervivencia libre de recurrencia a distancia en los tres grupos de riesgo en
pacientes sin afectacion y con afectacion ganglionar de la cohorte de ABCSG-8 segun
el indice ROR a 10 afios de seguimiento

Grupo de riesgo Sin afectacién ganglionar Con afectacion ganglionar
Riesgo bajo 96,6 % (94,4 -97,9) 100 % (=)

Riesgo intermedio 90,4 % (86,3 -98,3) 93,6 % (86,9 — 97,0)
Riesgo alto 84,3 % (78,4 - 88,6) 76,1 % (69,9 - 81,2)

* no hubo ninguin evento en este grupo (n=15)

El indice ROR clasific6 a los pacientes sin afectacion ganglionar en los
siguientes grupos: a un 47 % de ellos en riesgo bajo, a un 32 % en riesgo
intermedio y a un 21 % en el grupo de alto riesgo. Por el contrario, clasificd
al 67 % de los pacientes con afectacidon ganglionar en el grupo de alto riesgo
y solamente a un 3 % en el grupo de bajo riesgo.

Los andlisis de Kaplan-Meier a 15 afios mostraron una diferencia sig-
nificativa en la supervivencia libre de recurrencia entre los grupos de riesgo
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establecidos por el indice ROR, entre los grupos de alto y bajo riesgo se
encontré una HR = 6,90 (p < 0,001) y entre los grupos de intermedio y bajo
riesgo la HR fue de 3,74 (p = 0,002).

La clasificacién de subtipos establecida por el indice ROR mostré que
a 10 y 15 afios la supervivencia libre de recurrencia a distancia del subtipo
luminal A era mayor que la del subtipo luminal B (Tabla 15), siendo esta dife-
rencia estadisticamente significativa (HR = 2,85, IC 95 % 2,04-4,00 y HR =
2,14,1C 95 % 1,30 3,50 a 10 afios y 15 afios respectivamente, p < 0,001). Los
pacientes luminal A presentaron menores indices ROR que los luminal B.

Tabla 15. Supervivencia libre de recurrencia a distancia por subtipos
moleculares en la cohorte de ABCSG-8 segun el indice ROR

Subtipo molecular Supervivenciat% (IC95 %) Supervivenciaﬁ% (IC95 %)
10 afios 15 afios

Luminal A 93,9 % (IC 95 % 92,0-95,3) 92,8 % (89,6 - 95,1)

Luminal B 82,2 % (IC 95 % 77,8-85,8) 86,2 % (78,2 - 91,3)

Validacion con la cohorte conjunta de los ensayos TransATAC y ABCSG-8
En el estudio se excluyeron aquellas pacientes que habian presentado recu-
rrencia a distancia en los primeros 5 afos de seguimiento, el ROR medio de
las pacientes excluidas del estudio (con recurrencia en los 5 primeros afios)
fue significativamente superior al de las pacientes que no habian sufrido
recurrencia y que estaban incluidas en este estudio (53,57 SD 20,4 vs 41,89
SD 19,5; p< 0,001, respectivamente). El indice ROR clasificé un 55,4 % de
los pacientes en el grupo de bajo riesgo de recurrencia, un 25,2 % en el
grupo de riesgo intermedio y un 19,5 % en el grupo de alto riesgo.

La tasa de recurrencia a distancia entre los afios 5 y 10 de seguimien-
to, fue significativamente superior en la cohorte TransATAC que en la
ABCGS-8, recogiéndose un total de 148 recurrencias a distancia a partir del
quinto afio de seguimiento.

En la poblacién global, el indice CTS aportaba mayor cantidad de
informacién prondstica de recurrencia a partir del quinto afio de seguimiento
con una LR - Ay?=94,12, el ROR también aportaba informacion prondstica
en este periodo de tiempo, aunque esa informaciéon era menor LR - Ay’ =
67,94. Por el contrario, en pacientes sin afectacion ganglionar el indice ROR
aportaba mas informacién prondstica que el indice CTS, tanto en los andlisis
univariantes (LR - Ay?>= 30,95 v 21,48) como bivariantes (LR - Ay?>= 1725 v
779). En las pacientes con afectacion ganglionar el indice ROR aportaba
menos informacion prondstica, aunque esta aportacion era significativa.

Las curvas de Kaplan-Meier mostraron que entre los afios 5y 10 de
seguimiento, las pacientes del grupo de alto riesgo y de riesgo intermedio
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presentaban, respectivamente,un riesgo de recurrencia 6,9 y 3,3 veces mayor
que las pacientes clasificadas en el grupo de bajo riesgo. Un riesgo similar
se observo en el subgrupo de pacientes sin afectacion ganglionar y HER2-
negativo (Tabla 16).

Tabla 16. Riesgo de recurrencia a distancia por grupos de riesgo en la cohorte mixta
TransATAC/ABCSG-8 segun el indice ROR a 5 y 10 ainos de seguimiento

Grupo de riesgo Probabil(i%zjlclﬁcdgesrf/gurrencia Pc()ﬁllgcligg gl&t))al Subg(;lg%p?cly([/\é% ;I)ERZ
Riesgo bajo 2,0% (1,3-3,2) referencia referencia
Riesgo intermedio 9,0 % (6,3 - 13,0 3,26 (2,07 - 5,13) 3,75 (2,19 -6,41)
Riesgo alto 11,5 % (6,8 - 19,0) 6,9 (4,54 - 10,47) 5,49 (2,92 - 10,35)

NO: sin afectacién ganglionar

Utilidad clinica

No se ha identificado ningin estudio con el disefio adecuado para poder
valorar la utilidad de la prueba Prosigna™, ya que para validar o establecer
la utilidad clinica se necesitarian estudios que valoraran de manera pros-
pectiva la recurrencia de la enfermedad teniendo en consideracion el indice
ROR en la decision terapéutica.

Impacto en la decision clinica

No se han identificado estudios que valoraran el impacto de la realizacion de
la prueba Prosigna™ en la decision terapéutica.
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4. Discusion

Validez analitica

Actualmente no existe una prueba referente (“gold estdndar”) para estimar
la expresion génica. Esta ausencia hace que no haya disponibles estimaciones
de ratios de falsos positivos o falsos negativos. Las pruebas que actualmente
se usan para esta estimacion son la hibridacion (microarrays) y la amplifica-
cion del ARN mediante PCR utilizando una transcriptasa reversa (RT-PCR).
Existen factores que afectan a la reproducibilidad y precision de las medidas
de expresion génica. Entre ellas se encuentra la toma de muestras, ya que al
extraer tejido tumoral puede arrastrar consigo tejido sano con lo que diluye
los ARNm que se expresen de forma especifica o mayoritaria en las células
tumorales, y la necesidad de un nimero minimo de células tumorales para
obtener cantidad suficiente ARNm para la realizacion de las pruebas.

Otra fuente de variabilidad es la preparaciéon y almacenaje de las mues-
tras. E1l ARN se degrada facilmente por lo que la calidad y los lotes de los
productos utilizados durante su manipulacion pueden afectar al proceso de
extraccion. EI ARN se degrada por cambios en el pH y por la presencia
de ribonucleasas, enzimas presentes en las células y que a veces también se
encuentran en los reactivos quimicos utilizados en la extracciéon del ARN.
Puesto que la validez analitica es dificil de evaluar, los estudios se centran
en demostrar:

e la reproducibilidad de la prueba (mismo test en un laboratorio varias
veces con la misma muestra de tejido o con diferentes muestras y el
mismo test en diferentes laboratorios).

e la reproducibilidad a lo largo del tiempo.
e los factores que afectan a la hora de realizar el test.

En el caso de EndoPredict®, los estudios realizados para demostrar la
reproducibilidad de la muestra han ido encaminados a mostrar que siguien-
do un protocolo estandarizado, la prueba puede realizarse en diferentes
laboratorios manteniendo unos resultados similares que no afectan a la
clasificacion correcta de los pacientes (en cuanto al riesgo de recurrencia a
distancia de la enfermedad), aunque dicha reproducibilidad, esta basada en
un Unico estudio realizado en 7 laboratorios y tal y como los propios autores
mencionan, estos resultados deben de ampliarse. Los autores encontraron
que la diferencia en los valores del EP entre los andlisis locales y el de refe-
rencia eran < (0,5 unidades, por lo que en aquellas muestras donde los indices
EP estimados estén dentro de 0,5 unidades cerca del punto de corte (valor
5), es decir, entre 4,5 y 5,5 podrian no clasificar correctamente el riesgo de
los pacientes.
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EndoPredict® ha sido analizado tanto en biopsias como en piezas qui-
rurgicas, mostrando que el método de obtencién no afectaba al resultado.
Este hecho favoreceria la realizacion de la prueba antes de la cirugia sabien-
do con antelacidn, el riesgo de la paciente y por consiguiente, la terapia
adyuvante més adecuada.

Prosigna™, al igual que EndoPredict®, ha sido validada analiticamente,
determinando su reproducibilidad y precision. La prueba ha mostrado una
buena concordancia, tanto entre los valores de la prueba obtenidos en cada
uno de los laboratorios implicados en dicha validacion y los valores de refe-
rencia, asi como en la clasificacién de los tumores estudiados en todos ellos.

Es importante sefialar que, en los estudios de validez analitica los
laboratorios implicados, son laboratorios de patologia molecular, es decir,
laboratorios con un cierto grado de especializaciéon y experiencia en este
tipo de técnicas de biologia molecular. La representatividad de la muestra
de laboratorios para asumir la validez externa del procedimiento podria no
ser la mds adecuada, es decir, habria que analizar si estos laboratorios son
iguales a los disponibles en nuestro sistema sanitario.

La valoracién cuantitativa de ARN no es un proceso fécil ni sencillo por
lo que para una buena realizacion descentralizada de la prueba EndoPre-
dict® es necesario disponer de un sistema de PCR cuantitativa estandarizada
ademds de un protocolo reproducible de aislamiento de ARN a partir de
muestras parafinadas. En el caso de Prosigna™ es necesaria la adquisicion
del sistema nCounter Analysis System con sus reactivos 'y seguir el protocolo
establecido.

Hay que reseflar, que un paso importante en la estimacién de estos
indices parece ser la cantidad de tejido no tumoral presente en la seccién
analizada, ya que implican una contaminacién en la muestra de ARN que
podria suponer una fuente de sesgo en este tipo de factores prondstico.
Parece ser, que el impacto de esta contaminacion con tejido sano varia o
depende de los genes incluidos en la prueba gendmica, lo que requeriria la
implantacion de estrategias de control de calidad que garanticen un conteni-
do minimo de ARN procedente de células cancerosas (Elloumi ez al,, 2011).

Las dos pruebas utilizan tecnologia diferente para la medida de la
expresion génica; la prueba Prosigna™ presenta una medida desde el punto
de vista técnico, con menos manipulacion, ya que la se cuantifica la expre-
sion en solucidn una vez purificado el ARNm, sin necesidad de sintetizar
ADNCc ni amplificar por PCR. Esta reduccién de pasos a la hora de medir la
expresion reduce por consiguiente la probabilidad de degradacion del ARN
aunque requiere mayor inversion en instrumentacién analitica.

Uno de los atractivos de esta segunda generacion de pruebas gendmi-
cas es que estdn disefladas para que sean realizadas de forma local en los
laboratorios interesados, lo que en principio supondria un abaratamiento de
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los costes de la prueba, al evitar el envio a laboratorios de referencia. Si bien,
la validacion de su descentralizacién supone la adquisicion de los instrumen-
tos y reactivos determinados por el comerciante, implicando una inversién
inicial considerable, y la adquisicion de reactivos y el mantenimiento de los
instrumentos.

Validez clinica

A diferencia de las plataformas gendmicas de primera generacion, las inclui-
das en este informe han sido validadas en estudios que muestran un mayor
control de sesgos, lo que genera una evidencia cientifica con mayor calidad
metodoldgica.

Las dos pruebas gendmicas han sido validadas clinicamente en estu-
dios retrospectivos utilizando la poblacién procedente de ensayos clinicos
aleatorizados previos que se realizaron con objetivos terapéuticos. Este tipo
de disefio ha sido propuesto como estudio “prospectivo-retrospectivo” por
Simon et al., 2009, y a pesar de ser de cardcter retrospectivo, garantiza que
el seguimiento de los pacientes se llev a cabo de forma prospectiva favore-
ciendo la recogida de informacién y por lo tanto, disponiendo de registros
adecuados.

Lanecesidad de establecer este nuevo disefio se justificaria por el hecho
de que la validacién mediante ensayos clinicos aleatorizados o cohortes
prospectivas de marcadores moleculares para enfermedades como el cancer,
implicaria un largo tiempo de seguimiento (5-10 anos), lo que supondria un
alto coste econdémico y el riesgo de que la tecnologia en ese tiempo se con-
vierta en obsoleta. Estos aspectos son importantes y deben ser considerados
con el fin de llevar a cabo los estudios més adecuados y realizables, sin obviar
los riesgos de sesgos implicitos al disefio, y planteando desde el principio, el
analisis de las posibles variables confusoras para su control.

Las pruebas gendmicas de cardcter prondstico o predictivo en el
cancer de mama sobretodo en el cancer ER+ han mostrado que este valor
prondstico/predictivo estd limitado a los primeros 5 afios de seguimiento,
disminuyendo o perdiendo dicha capacidad con el tiempo. Esta dependen-
cia del tiempo hace que sea necesario disponer de pruebas y herramientas
con caracter prondstico a mas largo plazo, ya que el riesgo de recurrencia a
distancia se extiende mas alld de los 20 afios (Esserman et al., 2011). Esta
necesidad podria justificar la aparicion de pruebas gendmicas de segunda
generacion que han incorporando las variables clinicas con el fin de incre-
mentar el valor prondstico de las pruebas y que éste sea a mds largo plazo
(Zhao et al.,2014). Las pruebas genémicas, Oncotype DX® y MammaPrint®,
han mostrado buena capacidad prondéstica/predictiva a 5 afios de seguimien-
to dismimuyendo esta capacidad a mayor seguimiento. Por el contrario, la
incorporacion de parametros clinico-patoldgicos parece mejorar la capaci-

PLATAFORMAS GENOMICAS DE SEGUNDA GENERACION 81



dad pronéstica de las plataformas genémicas (Zhao et al.,2014; Sestak et al.,
2013). Por lo tanto, la estimacion a largo plazo del riesgo de recurrencia a
distancia es importante al encontrarse actualmente, en discusion y estudio,
tanto la identificacion de la poblacion femenina que se veria beneficiada de
una extension del tratamiento de terapia hormonal, como la cantidad de
tiempo a extender mds alld de los 5 afios establecidos (Knauer, Filipits &
Dubsky, 2014).

Actualmente, se estan llevando a cabo estudios de concordancia entre
las pruebas gendémicas disponibles, con la finalidad de comparar entre ellas
su capacidad prondstica/predictiva, pese a ser evidente el poco solapamiento
entre los genes incluidos en las mismas (Huang et al., 2014). La compara-
cién de EndoPredict® con el Indice de Recurrencia (IR) de Oncotype DX®
(Varga et al.,2013) mostr6 que existian una moderada/baja correlacion entre
ambas pruebas, aunque es estadisticamente significativa (p < 0,01), con un
coeficiente de Pearson entre IR y EP de 0,65, y entre IR y EPclin de 0,45.
Esta baja correlacion se estimé en una poblacién de 34 mujeres con diferen-
te afectacion ganglionar, grado y tamafio de tumor. Ademds, encontraron
una concordancia en la clasificacién de las dos pruebas del 76% (26 de los 34
casos) cuando se agrupaban en el mismo grupo (alto-intermedio) los casos
clasificados de riesgo intermedio por el IR. La comparacién entre PAMS0,
Oncotype DX®, MammaPrint® y EndoPredict® realizada en una poblaciéon
general (n = 912) obtenida de seis bases de datos de microarrays, mostré que
todas las pruebas discriminaban de manera significativa entre los grupos de
riesgo que establecian en relacidn a la supervivencia libre de recurrencia, y
que el PAMS50 mostré el indice ¢ mds alto. Considerando, tanto para PAMS0
como Endopredict®, solo la parte correspondiente a la expresion génica
(Tabla 17).

Tabla 17. Comparacion de la capacidad prondstica de varias pruebas genémicas
(c-index).

Prueba indice ¢ IC 95%
PAM50 (RORs) 0,658 0,64 - 0,68
EndoPredict® (EP) 0,648 0,63 -0,67
Oncotype DX® 0,648 0,63-0,67
MammaPrint® 0,612 0,60-0,63

La prueba EndoPredict® validada en tres cohortes diferentes, y la prueba
Prosigna™, validada en dos cohortes,han mostrado que en todas ellas era una
factor prondstico independiente. En la poblacién del ensayo GEICAM/9906,
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tratada con quimioterapia adyuvante, la prueba EndoPredict® ha presentado
mayor rendimiento en el grupo de mujeres premenopausicas con afecta-
cién ganglionar. La pregunta que surge en este caso, es si la prueba en esta
poblacién aportaria o implicaria una modificacién en el seguimiento de las
pacientes, ya que se trata de mujeres que ya estdn tratadas con quimioterapia
y consideradas de alto riesgo. La prueba en principio iria destinada princi-
palmente a la identificacién de aquellas pacientes que tuvieran un riesgo
bajo de recurrencia a distancia y por consiguiente, evitaran la quimioterapia
y sus efectos adversos, presentando asi, mayor utilidad la prueba.

La prueba Prosigna™, parte de la evidencia del valor prondstico de la
expresion de los 50 genes incluidos en PAMS0 (Ward et al., 2013), y supone
una adaptacioén de una prueba previa a una nueva tecnologia el nCounter
Analysis System, que no requiere ni la utilizacién de retrotranscriptasa, ni de
PCR, utilizando los indices ROR propuestos para la estimacién del riesgo
segin el PAMS50 determinado previamente mediante RT-PCR (Parker et al.,
2009). En los estudios de valoracion clinica del indice ROR ha mostrado
que aumenta la cantidad de informacién prondstico al combinarlo con la
informacién procedente de los indices clinico-patoldgicos CTS y CLP. Se
observa una diferencia en la capacidad de prediccion entre los dos estudios,
asi el incremento a 10 afios en el estudio realizado en la cohorte de TransA-
TAC es de LR - Ay>=33,9 frente al LR - Ay*= 53,49 encontrado en la cohorte
de ABCSG-8. Esta diferencia en la capacidad prondstica podria deberse al
hecho de que los indices clinico-patoldgicos utilizados en ambos estudios no
son iguales; asi, en el primer caso el indice utilizado es el CTS que incluye
los mismos factores de riesgo que el CLP, utilizado en el segundo estudio,
pero ademas incluye factores de riesgo como la edad y el tratamiento admi-
nistrado. En consecuencia, podria pensarse que el indice clinico-patolégico
CTS presentaria mayor capacidad prondstica que el CLP y por consiguiente,
el indice ROR aportaria menor informacién prondstico al CTS que al CLP.

En resumen, las dos pruebas gendmicas valoradas en este informe,
que combinan niveles de expresion génica con factores de riesgo clinico-
patoloégicos, parecen aportar informacién prondstica adicional, a la aportada
por los factores clinico-patoldgicos convencionales, y a mds largo plazo.

PLATAFORMAS GENOMICAS DE SEGUNDA GENERACION 83






5. Conclusiones

Validez analitica

e Las pruebas genémicas EndoPredict® y Prosigna™ han presentado vali-
dez analitica en cuanto a precision y reproducibilidad entre laboratorios.

Validez clinica

e Los indices EP y EPclin de EndoPredict® son factores prondstico indepen-
dientes que afladen informacién prondstico alos indices clinico-patolégicos,
en mujeres pre y postmenopausicas ER-positivo, HER2-negativo con y
sin afectacion ganglionar, a 10 afios de seguimiento. La prueba presenta
una buena capacidad discriminatoria entre los dos grupos de riesgo que
establece: alto y bajo.

e El indice ROR de Prosigna™ es un factor pronéstico independiente que
afiade informacidn pronéstico a los indices clinico-patolégicos, en mujeres
postmenopdausicas HR-positivo con y sin afectacion ganglionar a 10 afios
de seguimiento. Y muestra una buena capacidad discriminatoria entre los
tres grupos de riesgo que establece: bajo, intermedio y alto.

e La realizacién de la prueba EndoPredict® parece tener impacto en la
decision terapéutica, reduciendo el nimero de pacientes tratados con qui-
mioterapia adyuvante.

Utilidad clinica
e No se dispone de evidencia sobre la utilidad clinica de ninguna de las dos
pruebas
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7. Anexos

Anexo 1. Estrategias de busquedas

EndoPredict®

Ovid MEDLINE(R) without Revisions <1996 to October Week 2
2014>, Ovid MEDLINE(R) In-Process & Other Non-Indexed Cita-
tions <October 17, 2014>, Ovid MEDLINE(R) Daily Update <Octo-
ber 17, 2014>

1. exp *Breast Neoplasms/

2. ((breast* or mamma*) and (cancer* or tumo?r? or neoplas* or malign*
or carcinoma?)).ti,ab.

3. Endopredict*.af.
4. (1or2)and3

Embase hasta octubre 2014
1. exp *Breast Neoplasms/

2. breast*:ab,ti OR mamma®*:ab,ti AND (cancer*:ab,ti OR tumor$:ab,ti
OR tumour$:ab,ti OR neoplas*:ab,ti OR malign*:ab,ti OR carci-
noma$:ab,ti)

10R2

endopredict:ab,ti

3AND 4

3 AND 4 NOT [medline]/lim

6 NOT (‘conference abstract’/it OR ‘editorial’/it)

S

Pubmed hasta Octubre 2014

(((“prosigna”[Title/Abstract]))) OR (((“endopredict”|[Title/Abstract] OR
“endopredict assay”[Title/Abstract] OR “endopredict assays”|[Title/Abs-

tract])))
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Prosigna™

Ovid MEDLINE(R) without Revisions <1996 to October Week 4
2014>, Ovid MEDLINE(R) In-Process & Other Non-Indexed Cita-
tions <October 30, 2014>, Ovid MEDLINE(R) Daily Update <Octo-
ber 30, 2014>

1. exp *Breast Neoplasms/

2. ((breast* ormamma®*) adj3 (cancer* or tumo?r? or neoplas* or malign*
or carcinoma?)).ti,ab.

lor2

(“ROR?” or (risk adj2 recurrence)).ti,ab.
(prosigna* or PAM?50).af.

4and>5

3and 6

N o LR W

Embase hasta octubre 2014
1. ‘breast tumor’/exp/mj

2. ((breast* OR mamma*) NEAR/3 (cancer* OR tumor$ OR tumour$
OR neoplas* OR malign* OR carcinoma$)):ab,ti

3. 10R2
4. ‘ror’:ab,ti OR (risk NEAR/2 recurrence):ab,ti

5. prosigna*:df,ab,dn,ti OR pam50:df,ab,dn,ti OR ‘pam-50:df,ab,dn,ti
OR (pam NEAR/2 50):df,ab,dn,ti

4 AND5

3AND 6

7 NOT [medline]/lim

8 AND ‘conference abstract’/it
10.8 NOT ‘conference abstract’/it

© o N o

Pubmed hasta Octubre 2014

Search (((“Breast Neoplasms”[Majr]) OR ((((((((((“carcinoma”[Title/
Abstract]) OR “carcinomas”[Title/Abstract])) OR malign*[Title/Abs-
tract]) OR neoplasm*[Title/Abstract]) OR “tumor”[Title/Abstract]) OR
“tumour”[Title/Abstract]) OR “cancer”[Title/Abstract]) OR cancer*[Title/
Abstract])) AND ((breast*[Title/Abstract]) OR mamma*[Title/Abs-
tract])))) AND ((((((“risk”[Title/Abstract]) AND “recurrence”[Title/
Abstract])) OR “ror”)) AND (((“prosigna”) OR “pam 50”) OR “pam50”))
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Anexo 2. Listado de comprobacion de sesgos
de estudios prondsticos

Checklist: NICE

Study identification
Include author, title, reference, year of publication

Guideline topic:

Review question no:

Checklist completed by:

Circle or highlight one option

for each question

1.1

The study sample represents the population of
interest with regard to key characteristics, sufficient
to limit potential bias to the results

Yes No

Unclear

1.2

Loss to follow-up is unrelated to key characteristics
(that is, the study data adequately represent the
sample), sufficient to limit potential bias

Yes No

Unclear

1.3

The prognostic factor of interest is adequately
measured in study participants, sufficient to limit
potential bias

Yes No

Unclear

1.4

The outcome of interest is adequately measured in
study participants, sufficient to limit potential bias

Yes No

Unclear

1.5

Important potential confounders are appropriately
accounted for, limiting potential bias with respect to
the prognostic factor of interest

Yes No

Unclear

1.6

The statistical analysis is appropriate for the design
of the study, limiting potential for the presentation of
invalid results

Yes No

Unclear
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