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1. Objeto

Constituye el objeto del presente pliego establecer las caracteristicas técnicas y condiciones
del contrato de suministro de reactivos de preparacion de las librerias targeted RNA-SEQ.

2. Necesidad de la contratacion

El contrato se necesita para llevar a cabo parte del proyecto “ESTUDIO DEL PAPEL DE LA
CENTRALIZACION DEL DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO Y LA APLICACION DE
ESTRATEGIAS DE MEDICINA DE PRECISION EN SARCOMAS”.

En este proyecto estd previsto realizar determinaciones de marcadores diagndsticos
mediante secuenciacion masiva (NGS) dirigida de ARN (targeted RNA-seq) en muestras de
sarcomas con genes de fusidn recurrentes, para minimizar asi los errores diagnosticos de
dichos tumores. En el presupuesto inicial se incluye un objetivo que supone la secuenciacién
de 276 casos con el fin de valorar su posible impacto diagndstico.

Esta tecnologia es necesaria porque existe una gran variedad de tipos de sarcoma con
diferentes genes de fusidn y variantes de los mismos. La tecnologia targeted RNA-seq permite
interrogar todos los genes de fusion y sus variantes conocidas en un Unico ensayo, asi como
identificar fusiones no descritas previamente. Esto Gltimo es importante porque permitira
afinar mas aun en la correcta clasificacion molecular de los distintos tipos de sarcoma. La
secuenciacion debe realizarse con RNA para reducir las lecturas necesarias para la deteccion
de los genes de fusion (serian muchas mas en DNA que tiene secuencias intronicas muy
extensas.

3. Descripcion.

Se precisan reactivos necesarios para 300 reacciones.

Reactivos para preparar librerias targeted RNA-seq de 300 muestras de tumores de pacientes
en bloques de parafina. Deben incluirse los adaptadores para la secuenciacion en equipos de
Illumina, que es la plataforma disponible en nuestro centro. El sistema de la libreria debe estar
basado en la quimica Anchored Multiplex PCR, para producir librerias enriquecidas en los
genes de interés, e incorporar indices de molécula tnica que permitan el analisis cuantitativo
de los datos y deduplicacion de las lecturas Unicas. La amplificacion se realizara con primers
especificos de los genes diana en un extremo del amplicon, y con primers universales en el
otro extremo, de manera que sea posible identificar genes partner desconocidos.

La configuracion de la libreria debe cubrir el madximo posible de los genes de fusion descritos
en sarcomas de hueso y de partes blandas, y permitir la deteccion de partners de fusiéon no

conocidos. Como minimo la libreria debe cubrir los genes y exones que se especifican en la
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siguiente tabla, manteniendo ademas la orientacion que se indica para los primers
especificos:

Numero de . i
Gen Exones Ensayo Orientacion
accesso

2,4,6,8,10,12, 14, 16,

Fusion, ALK ATly,
ALK NM_004304 18, 19, intronl9, 20, . Y
mid Internal deletion

(ALKA2-17,

exon20, 21, 22, 23, 26
ALKA2-3)

ALK NM_004304 1,2 Internal deletion 3
(ALKA2-17, ALKA2-3)

p.P1153-
ALK NM_004304 22,23,25 Mutation p.C1156,p.F1174,p.L119 6-
p.51206,p.G1269
BCOR NM_017745 8 Fusion 5'
mid-exon2, 3, 4, mid- i
BCOR  NM_001123385 Fusion, - Internal ,
5,6,7,8,9,11,15 Tandem Duplication
2, 4, mid-exon4, 6, 7, i
BCOR  NM_001123385 Fusion, - Internal
exon7, 10, 12, 14, 15 Tandem Duplication
BRAF  NM_004333 2,3,4,5,7,8,9,10,11, Fuysjon, Kinase 5'
15,16 Domain
Duplication,
BRAFA2-10,
BRAFA4-10,
BRAFA2-8, BRAFA3-
8, BRAFA4-8
BRAF NM_004333 1,2,3,7, 8,10, 13, 14, Fusion, Kinase 3
1R DAmain
BRAFA2-10,
BRAFA4-10,
BRAFA2-8, BRAFA3-
8, BRAFA4-8
BRAF NM_004333 15 Mutation p.vV600
CAMTA1 NM_015215 8,9, mid-exon9, Fusion 5'
CAMTA1 NM_015215 3 Fusion 3
CCNB3  NM_033031 2%, 3, 4,5, 6, mid-exon Fusion 5'
CIC NM_015125 12 Fusion 5'
14,15, 16, 17, 18, mid-
Cic NM_015125 exonl9, 19, mid- Fusion 3
exon20, 20*
CSF1 NM_000757 2,3,4,5,6 Fusion 5'
CSF1 NM_000757 5,6,7,8%, mid-exon9* Fusion 3'
CSF1 NM_172212 9* Fusion 3
CTNNB1 NM_001904 3 Mutation p.D32-p.S37
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EGFR

EGFR

EGFR

EPC1
ERG

ESR1
ESR1
ETV1

ETV4
ETV5
ETV6
ETV6
ETV6
EWSR1
EWSR1

FGFR1

FGFR1

FGFR1
FGFR2
FGFR2

FGFR2

FGFR3
FGFR3
FGFR3

FOS
FOSB
FOXO1

NM_005228

NM_005228

NM_005228

NM_025209
NM_004449
NM_000125
NM_000125
NM_004956

NM_001986
NM_004454
NM_001987
NM_001987
NM_001987
NM_005243
NM_005243

NM_015850

NM_015850

NM_023110
NM_000141
NM_000141

NM_000141

NM_000142
NM_000142
NM_000142

NM_005252
NM_006732
NM_002015

7,8,9,14,15,16,17,18,
20

1, 24, 25, mid-exon25,

18,19, 20, 21

9,10, 11
2*,3%,4,5,6,7,8,9, 10,
5,6,7,8
1,2,3,4,5,6,7
3,4,5,6,7,8,9,10, 11,
13

2,3,4,5,6,7,8,9, 10
2*,3,7,8,9
2,3,4,5,6,7
1,2,3,4,5,6

3

8

4,5,6,7,8,9,10,11, 12,
14

2*,3,4,5,6,7,8,9, 10,
17

12,17

4,13,14
2*,3,5,6,7,8,9, 10
16,17, 18

7,9,12,13,14

3,5,8,9,10,11, 12, 13,
16, 17, intronl7, mid-
7,9,13,14,16

mid-exon4
1*, mid-exonl*, 1,2
1*,2,3*

Fusion, Exon 2-7
Skipping (EGFRuvIII),
Kinase Domain

Fusidn, ' Exon 2-7

(EGFRvIII),  Kinase
Domain Duplication

Mutation

Fusion
Fusion
Fusion
Fusion
Fusion

Fusion
Fusion
Fusion
Fusion
Mutation
Fusion
Fusion

Fusion, Kinase
Domain Duplication

Fusion, Kinase
Domain Duplication

Mutation
Fusion
Fusion

Mutation

Fusion
Fusion

Mutation

Fusion
Fusion

Fusion

p.E709-p.G719,p.E746-
p.L760,p.V774-
p.G796,p.L858-p.L861

-
-
-
3
p.Y104-p.R105
-
3

p.T141,p.V561,p.K656
5'

3'

p.S5252-
p.P253,p.G305,p.Y375-
V395,p.1547-
p.N549,p.V564,p.A648-
p.K659

5'

3'
p.R248-p.5249,p.G370-
p.R399,p.V555,p.D641-
p.K650,

3'

5'

5'
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FOXO01
FUS

GLI1
GLI1
HMGA2
JAZF1
MBTD1
MBTD1
MDM2
MDM2
MEAF6

MET

MET

MGEAS
MKL2

MYOD1

NCOA1
NCOA2

NCOA2
NCOA3
NCOA3
NR4A3
NR4A3
NTRK1
NTRK1

NTRK1

NTRK2

NTRK2

NTRK2

NTRK3

NM_002015
NM_004960

NM_005269
NM_005269
NM_003483
NM_175061
NM_017643
NM_017643
NM_002392
NM_002392
NM_001270875

NM_000245

NM_000245

NM_012215
NM_014048

NM_002478

NM_147223
NM_006540

NM_006540
NM_006534
NM_006534
NM_173200
NM_173200
NM_001007792
NM_002529

NM_002529

NM_006180

NM_006180

NM_006180

NM_001007156

1%, 2%, 3*

3,4, 5, mid-exoné, 6, 7,
10,11,13,14

4,5,6,7

4,5, mid-exon5, 6, 7

1, 2, 3, 4, mid-exon5%,
2,3,4

3*

15,16, 17

59

2,4,6,8,10

4,5
2,4,5,6,13, 14, 15, 16,
17,

21

2,13

4,5,6,7,8,9,12,13, 14,
11,12, 13

1

11,12, 13,14, 15
11,12,13,14,intron14,
16,22

14

2%,13,14,15,16

20

2%,3%,4,5,7,9

8

1,2
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,
12,13, 14

13,14, 15, 16, 17

4,5,6,7,8,9,10,11, 12,
14,15, 16,17, 18
11,14

16,17, 18, 19, 20, 21

15

Fusion
Fusion

Fusion
Fusion
Fusion
Fusion
Fusion
Fusion
Fusion, Expression
Fusion, Expression

Fusion
Fusion, Exon 14
Skipping
Fusion,

Skipping
Fusion, Expression

Exon 14

Fusion

Mutation

Fusion
Fusion

Fusion
Fusion
Fusion
Fusion, Expression
Fusion, Expression
Fusion
Fusion

Mutation

Fusion
Fusion
Mutation

Fusion

3!
3!

p.L122, full CDS coverage
for

5|
5|

Full Kinase Domain
coverage for resistance

mutations
p.G595

5!

including

3'
Full Kinase

coverage for
mutations

5!

Domain
resistance
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NTRK3

NTRK3

NTRK3

NUTM1

PAX3
PAX3
PDGFB
PDGFRA

PDGFRA

PDGFRA
PHF1
PHF1
PLAG1
PRKCA
PRKCB
PRKCD
PRKCD
RAF1
RAF1

RET

RET
ROS1

ROS1
SS18
SS18

STAT6

TAF15
TAF15
TCF12
TFE3
TFE3

NM_002530

NM_002530

NM_002530

NM_175741

NM_181459
NM_181459
NM_002608
NM_006206

NM_006206

NM_006206
NM_024165
NM_024165
NM_002655
NM_002737
NM_002738
NM_006254
NM_006254
NM_002880
NM_002880

NM_020630

NM_020630
NM_002944

NM_002944
NM_001007559
NM_001007559

NM_001178078

NM_139215
NM_139215
NM_207036
NM_006521
NM_006521

3,4,5,6,7,8,9,10, 11, Fusion

13,14, 15,16
13,14, 15,17

15,16,17,18,19

2*, 3, mid-exon3, 4, 5,

exono, 6
2,4,8
3,5,6,7,8
2,3

10, 11, 12, mid-exon12,

14,15
7

15,18

1*,2

10,11, 12
1,2,3,4
4,5,6,9,15
1,3,7,8,9
9,10,11, 12,15
18

2*,4,5,6,7,8,9, 10, 11,

4,5,6,7,8,9

2,4,6,8,9,10, 11, mid-

exonll, 12,13, 14
15,16

2,4,7,31,32,33, 34,35,

37

38
2,3,4,5,6,10,11
4,5,6,8,9,10

1*,2%, 3,4,5,6,7, 15,

16,17,
18,19, 20

6,7

5,6,7,9

4,5,6
2,3,4,5,6,7,8
2,3,4,5,6

Fusion

Mutation

Fusion

Fusion, Expression
Fusion, Expression
Fusion
Fusion,PDGFRAA
8,9
Fusion,PDGFRAA
8,9

Mutation

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Mutation
Fusion

Mutation
Fusion

Fusion

Fusion

Fusion
Fusion
Fusion
Fusion
Fusion

5!

3!

Full  Kinase
coverage for
mutation
including

Domain
resistance
detection

p.F617,p.G623,p.G696

5|

3!

3!

p.T674,p.D842
-
3
5
-
5
-

p.A883,p.M918
5'

p.G2032
5'
3'

5!

5
3
3
5
3
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TFG NM_006070 6

TFG NM_006070 3,4,5,6,7, mid-exon8
USP6 NM_004505 1*, mid-exonl*, 2*, 3
VGLL2 NM_182645 1,2,3,intron3, 4

YAP1 NM_001130145 1, mid-exonl, 2,3,4,8,
YAP1 NM_001130145 1,2,3,4,5,6,7
YWHAE NM_006761 5

Fusion
Fusion
Fusion
Fusion
Fusion
Fusion

Fusion

Debera incluir un servicio de consultas y resolucién de dudas
bioinformatico. Teléfono disponible en horario de lunes a viernes de 9:00 a 19:00 y correo
electrénico. Maximo tiempo de resolucion 72 horas.

respecto al analisis

NO existe pedido minimo, sino que se realizara de conformidad con la necesidad del Proyecto.

Caducidad minima a la fecha de la entrega de 6 meses.
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