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PLIEGO DE PRESCRIPCIONES TECNICAS PARA LA CONTRATACION
DEL SERVICIO DE REALIZACION DE ANALITICAS DE SECUENCIACION
MASIVA PARA EL PROYECTO DE INVESTIGACION MIRROR
(EXPEDIENTE FIBHGM PA 02/2016)

1. OBJETO DE LA CONTRATACION

El objeto del presente procedimiento es la contratacién, por parte de la Fundacién para la
Investigacion Biomédica del Hospital Gregorio Marafion (FIBHGM), del servicio de realizacion de
analiticas de secuenciacion masiva para el proyecto de investigacion "Characterization and
comparison of drugable mutations in primary tumors, metastatic tissue, circulating tumor
cells and cell-free circulating DNA in metastatic breast cancer patients (proyecto
MIRROR)", cuyo Investigador Principal es el Dr. Miguel Martin Jiménez, del Servicio de Oncologia
Médica del Hospital Gregorio Marafién (EXPTE. FIBHGM PA 02/2016).

Se contratara la realizacién de analiticas de secuenciacion masiva para las siguientes muestras:

80 muestras de biopsia sélida

40 muestras de biopsia liquida (ADN tumoral circulante, ADNtc)

40 muestras de biopsia liquida (ADN gendmico procedente de célula tumoral circulante, CTC)
160 confirmaciones de secuenciacion

La finalidad de esta adquisicién en el marco del proyecto de investigacién de referencia es la
siguiente: estudiar la discordancia entre alteraciones gendmicas tumorales primarias de pacientes
con cancer de mama y las alteraciones gendmicas tumorales metastasicas que aparecieron en el
curso clinico de la enfermedad en muestras de biopsia sélida y biopsia liquida (ADN tumoral
circulante y ADN gendmico procedente de célula tumoral circulante). Las muestras a analizar
corresponderan a pacientes participantes en el mencionado proyecto de investigacion.

2. DESCRIPCION DEL SERVICIO A CONTRATAR

Se contratara la realizacion de analisis inicial de genes empleando plataforma de
ultrasecuenciacion next generation sequencing por tecnologia de semiconductores, desde ahora
NGS. Para ello:

e Se realizara un estudio de secuenciaciéon de los genes especificados mas adelante
empleando una plataforma de NGS para 80 muestras de biopsia sélida y 80 muestras de
biopsia liquida (40 muestras de ADN tumoral circulante y 40 muestras de ADN gendmico
procedente de célula tumoral circulante). Para poder llevar a cabo la secuenciacion de los
genes en las muestras de ADN gendmico procedente de célula tumoral circulante, serd
necesario poner a punto la metodologia de extracciéon y su validacion estableciendo unos
estandares de calidad y cantidad adecuada de ADN tumoral, que aseguren los parametros
de sensibilidad y especificidad de la técnica de deteccién de mutaciones utilizada.

e Se realizara un analisis bioinformatico de las variables encontradas con una herramienta
informatica validada que emita un informe de mutaciones obtenidas con un valor que

permita ordenarlas de mayor a menor impacto basado en el efecto de la mutacion,
localizaeion, funcion, y frecuencia ﬂ a._
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e Se incluira la secuenciacion directa para comprobacion de las variables encontradas con
relevancia significativa que por andlisis estadistico revele una firma mutacional.

ESPECIFICACIONES TECNICAS DEL SERVICIO
Las actividades requeridas para la realizacion del servicio a contratar seran las siguientes:

1.-Se realizara la secuenciacion masiva mediante una plataforma de NGS basada en tecnologia
de semiconduccién de 49 genes:

Panel de genes

MIRROR - Panel de Genes seleccionados v150605

AFF2 CDH1 FOXA1 NCOR1 RB1

AKT1 CDH5 GATA3 NF1 RUNX1

AKT2 CDKN2A GINS2 PEMT SF3B1
ARAF CDKN1B HERC1 PGCP TBX3

BRAF CDKN2B HRAS PIK3CA TBX4
BRCA1 CTCF KRAS PIK3R1 TBX5
BRCAZ2 CTNNA1 LRP1B PTEN TP53

CBFB EGFR MAP2K4 PTPN14 wT1
CCND1 ERBB2 MAP3K1 PTPN22 ESR1
CCND3 FBXW7 MLL3 PTPRD

Nota: Se permitira incluir hasta 4 genes mas, o sustituir algin gen de los propuestos por
otro que sea de més interés para el proyecto, sin costes afiadidos y siempre y cuando sea
antes del disefio del panel.

2.-El servicio incluira la extraccion de ADN gendmico a partir de muestras parafinadas y a
partir de célula tumoral circulante previa optimizacion. Se incluira también la extraccién de
ADN libre circulante a partir de 2 ml de plasma.

3.-Debera partirse de ADN gendémico o ADN libre circulante como producto inicial y utilizar
el sistema que contempla la construccion de la libreria de genes especificos o regiones de
interes basado en PCR multiplex que permita mas de 6.000 parejas de primers en un solo tubo y
que requiera un maximo de 10 ng de ADN de muestra de partida. Permitira trabajar con muestras
de FFPE y biopsia liquida utilizando la NGS por semiconductores, con capacidad de leer
fragmentos entre 140-400 pb pares de bases en un solo fragmento.
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La longitud de los fragmentos generados debe ser de 140 pares de bases.

En las muestras procedentes de parafina se debe realizar el ensayo con una profundidad media
superior a 5000x para garantizar que mas del 95% de los amplicones generados tengan una
profundidad minima observada de 500x.

En las muestras de ADN libre circulante procedente de las muestras de sangre se debe realizar el
ensayo con una profundidad media de 15000x, de tal forma que mas del 95% de los amplicones
generados tengan una profundidad minima observada de 500x.

En las muestras de ADN genomico procedente de célula tumoral circulante se debe realizar el
ensayo con una profundidad media de 15000x, de tal forma que mas del 95% de los amplicones
generados tengan una profundidad minima observada de 500x. Este ensayo necesitara de un
proceso de optimizacion de la extraccion y verificacion del buen funcionamiento de dicho proceso.
Las variantes gendomicas encontradas, que por su analisis estadistico de forma significativa
configuren una nueva firma genética, seran confirmadas mediante secuenciacion dirigida al exén
de interés por tecnologia de secuenciacion.

ENTREGABLES

Cada muestra debe ir acomparfada de un informe que recoja:

e Detalles del ensayo en relacién a controles de calidad, que muestren el correcto
funcionamiento de cada paso del mismo.

e Variantes gendmicas encontradas ordenadas de mayor a menor impacto clinico.
Una vez todas las muestras analizadas hayan sido valoradas, si surge una firma genética con
variantes genomicas, se emitira un informe que recoja estos analisis y su confirmacién por

secuenciacion dirigida a cada exén de interés.

Se proporcionara también la base de datos crudos.

3. CALIDAD DE LA ENTIDAD ADJUDICATARIA

La empresa adjudicataria debera contar con técnicas y procedimientos relacionados con el
andlisis con técnicas NGS de semiconduccion y establecimiento de controles de calidad de las
mismas, que debera acreditarse documentalmente.

4, COMPROMISOS DEL CONTRATISTA

El contratista se compromete a la correcta y adecuada realizacion del servicio con la calidad
necesaria y con la incorporacién de todas aquellas medidas técnicas que puedan ser precisas para
un servicio de esta naturaleza. El contratista asumira los costes de la recogida de las muestras
para la realizacion de las determinaciones asi como de su devolucién una vez hayan concluido los
analisis.
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5. PLAZO DE EJECUCION

El plazo maximo para la realizacion del servicio sera de 6 meses, con el siguiente calendario de
plazos temporales:

e Resultados de secuenciacion de las muestras de biopsia sélida y ADN tumoral circulante
y correlacion entre ambos: 3 meses de ejecucion maxima desde la firma del contrato.

e Puesta a punto de la metodologia de extraccion, validaciéon correspondiente y resultados de
secuenciacion de los genes en las muestras de ADN gendmico procedente de célula
tumoral circulante: 6 meses de ejecuciéon maxima desde la firma del contrato.

Se contempla la posibilidad de prérroga del contrato, en casos debidamente justificados, y segun lo
recogido en el PCAP.

6. NORMATIVA DE APLICACION

Para la realizacion del servicio objeto de esta licitacion se aplicara la normativa de referencia de
indole comunitaria, estatal, autonémica y local.

Madrid, a 12 de julio de 2016

LA VICE J A DE RONATO
e sl enta 1tmnato e!aFu acién

para Jaffve gacmr. B:ome\j:m del Hospital Gregorio Maraf
/ Art. 19 Estatutos) @

Vicepresidenta del Patronato
Fundacioén para la Investigacion Biomédica
Hospital Gregorio Marafién




