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Sekwencyjnosé wystepowania zaburzen molekularnych
w niedrobnokomérkowym raku pluca
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Nadekspresja MYC, Zaburzenia w regulacji aktywnosci telomerazy
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Neoangiogeneza (VEGF, VEGFR), Inaktywacja FHIT, Nadekspresja EGFR,
LOH genu TP53, Aneuploidia, Metylacja genow (CDKN2, DAPK, MGMT i in.)
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Chorostowska-Wynimko, Skronski & Szpechcinski, Onkologia Info, 2011.



Markery predykcyjne w NDRP
o potwierdzonej wartosci klinicznej

* mutacje somatyczne genu EGFR
* rearanzacje genu ALK (gen fuzyjny EML4-ALK)
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American Society of Clinical Oncology Provisional Clinical

Opinion: Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
Mutation Testing for Patients With Advanced Non—Small-
Ce idering First-Line EGFR Tyrosine

,On the basis of available evidence thus far,
mutation analysis has proven to be the most reliable
methodology to evaluate for EGFR alterations that

correlate with response to TKI inhibitor sensitivity or
PFS.”

JCO 2011, 59, 2121
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Rola systemowych metod leczenia u chorych na
niedrohnokomorkowego raka ptuca i1 ztosliwego miedzyhtoniaka
optucnej: uaktualnione zalecenia ekspertow

The role of systemic therapies of non-small cell lung cancer and malignant pleural
mesothelioma: updated expert recommendations

.Nowotwory Journal of Oncology™ 2014; 64, 1: 61-75




Mutacje Mutacje
opornosci | aktywujace
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Mutacje aktywujace EGFR

= mutacje ,,missense” w eksonie 18 and 21
- Ekson 18 - G719A (4%)
- Ekson 21 - L858R (40-45%)

= delecje w eksonie 19
- E746—-A750 (45%)

L861Q
(875)| Ls61R

Skronski M i wsp. Pneumonologia i Alergologia Polska 2014 ( w druku)




Mutacje opornosci

Mutacje Mutacje
opornosci | aktywujace

:| 5%

Delecje
w eksonie 19

D761Y

D770_N771insNPG
D770_N771insSVQ
D770_N771insG

5768 .
V76E5A ] 1%

T790M [*~50%)
-

V769L
N771T

LE858R

:l 3%

Skronski M i wsp. Pneumonologia i Alergologia Polska 2014 ( w druku)




Materiat diagnostyczny

* Materiat * Materiat
resekcyjny parafinowany
* Materiat * Materiat swiezo

biopsyjny mrozony



Metody diagnostyczne

Analiza sekwencji DNA Real-time PCR + specyficzne sondy

Cycle 1

yields

adds nucleotides to
the 3" end of each

Cycled
yiolds 8
molecules;

2 molecules
(in white boxes)
match target
sequence

Logarytmiczny przyrost iloSci produktu
tancuchowej reakcji polimerazy
podczas kolejnych cykli

bezposredni odczyt sekwencji DNA,
czyli kolejnoscizasad G, T,Ci A



Sekwencjonowanie

 Wykrywa wszystkie
warianty mutacji
(rzadkie, nieznane)

{! Czasochtonna
{} Nizsza czutos¢

{ Komoérkowos¢
preparatu 2 50%

Specyficzne sondy molekularne
(real-time PCR)

+ Wysoka czutos¢

T Komorkowosc¢ preparatu
2 5-20%
+ Szybka

I wykrywa okreslone mutacje
{ cena?



Czutos
(% zmutow

Identyfikowane
mutacje

Technika

Sekwencjonowanie metodg Sangera max ok. 20% Znane i nowe
Sondy hydrolizujace (real-time PCR) 5-10% Tylko znane
pirosekwencjonowanie 5% Znane i nowe
PCR-SSCP 5% Znane i nowe

dHPLC 5% Znane i nowe

PCR-RFLP 5%, Tylko znane

Scorpion ARMS 1% Tylko znane

PNA-LNA PCR clamp Tylko znane *

PNA-LNA PCR clamp
Unikalna mozliwos¢ bezposredniego sekwencjonowania produktu reakcji
detekcja znanych i nowych, badz rzadkich mutacji



Dobor metody diagnostycznej kluczowy dla
wiarygodnosci wyniku

I .- NA PCR clamp
T Direct sequencing
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Skronski i wsp 2014 unpublished



Wynik diagnostyczny BADANIA MOLEKULARNEGO

1. Rozpoznanie patomorfologiczne
2. Metoda diagnostyczna

3. Wynik badania molekularnego
4. Komentarz

5. Informacja o certyfikacji laboratorium (EMQN)



Results of the First Italian External Quality Assurance
Scheme for Somatic EGFR Mutation Testing in
Non-Small-Cell Lung Cancer

Nicola Normanno, MD,*7 Carmine Pinto, MD, } GianLuigi Taddei, MD,y
Marcello Gambacorta, MD,ll Francesca Castiglione, MD, 5 Massimo Barberis, MD,¥
Claudio Clemente, MD,# and Antonio Marchetti, MD**

B Passed 1st Round

B Failed Both Rounds

® Failed 1st Round but
passed 2nd Round

(J Thorac Oncol. 2013:8: 773-778)
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Walidacja wybranych osrodkow
zaangazowanych w diagnostyke
molekularng chorob nowotworowych

w zakresie oznaczania mutacji
w genie EGFR1
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Krawczyk P. i wsp 2014 submitted



4 laboratoria diagnostyczne:

Lublin
Warszawa
Gdansk
Bydgoszcz

Wykonano 2450 oznaczen

Obecnos¢ mutacji genu EGFR — 9% materiatow
W tym czesciej:
 kobiety (13,9%)
* rak gruczotowy ptuca (10%)

Krawczyk P. i wsp 2014 submitted



REARANZACIJE GENU ALK

Rak gruczotowy ptuca (1,6-13% ),
zwykle 3-7% !
Osoby bez wywiadu palenia E‘v’nL:‘H\L-Z :L-‘,_;;U” qeré

Czesciej rak gruczotowy ptuca o typie ‘
zrazikowym lub z komdrek sygnetowatych Cell proliferation

rearanzacja wykluczajaca z mutacjami
aktywujacymi genu EGFR

Metoda diagnostyczna:
FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ




Lung Cancer Mutation Consortium

NO MUTATION
DETECTED

AKT1

NRAS\
MEK1

MET AMP

HER2 /
PIK3CA
BRAF 2%

DOUBLE

MUTANTS 3%  Obecno$¢ mutacji stwierdzono w 54% (280/516)
badanych materiatéw (Cl 50-59%) Kris M. ASCO 2011




Multi-platform mutation testing Genomic analysis:
e Targeted sequencing of
cancer-causing genes

ICAACTCATCACGCAGCTCATG Genotyping e e
e Whole genome sequencing

Direct sequencing of
cancer-causing gene
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Fragment length analysis

CAACTCATCACGCAGCTCATG Wild-type
, Insertion

Wild-type
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Increasing ratio of mutational information obtained/amount of DNA and effort required
© 2012 American Association for Cancer Research
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»Ptynna Biopsja” (liquid biopsy)

Genetyczne i epigenetyczne markery raka ptuca sg obecne we krwi obwodowej

1. Wczesne diagnozowanie ) © O Apoptosis
* MetylacjaDNA o
= Niestabilnos¢ mikrosatelitarna
* Integralnosc
= MikroRNA

2. Markery predykcyjne

= Mutacje EGFR

= Metylacja DNA

3. Prognozowanie ) Healthy cell

= Mutacje KRAS Phagocyte
Blood plasma or [~
: serum sample (7)1~ (@ Tumour cell
" m]krORNA containing ctDNA o FLY Mutation

4. Monitorowanie sktuczenosci leczenia Red blood cell
L ©J Endothelial cell

* Mutacje opornosci na TKI (T790M) £E3 Chromosome
= Metylacja DNA Nature Reviews Clinical Oncology 2013







