Diagnostyka molekularna jako podstawa
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medycyna personalizowana

Definicja wg Polskiej Koalicji Medycyny Personalizowanej:
medycyna ,,szyta na miare”
Kluczowe s3:

- zastosowanie kryteriow molekularnych do doboru
wtasciwej strategii terapeutycznej dla wtasciwego
pacjenta we wfasciwym czasie

- okreslenie molekularnych predyspozycji do konkretnej
choroby u konkretnej osoby, w celu podjecia wtasciwych
dziatan prewencyjnych we wtasciwym czasie
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Cele diagnostyki molekularnej

a:
o
9
=
=
=

* odczytanie unikalnej informacji zapisanej
w komorce nowotworowej

* znalezienie cech réznigcych komorke
nowotworowg od prawidtowej
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komorka nowotworowa a prawidtowa
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zaburzenia w zakresie
réznicowania, dojrzewania '\‘ o

komorki
» 4
9 Ve < Immunoevasion and resistance to
anti-tumour immunity
« Evasion from Growth Suppressors

.za b u rzo n a O.d p OWI e d z Instability of Genome and Increase in ‘[‘\'EIJ ‘ ’ Eii:;:ﬂ:‘:’;‘:;;:g‘;::m Onmlo;;j:
immunologiczna 5088

Sustained Proliferative Signaling

Cell Death Resistance [/

Za bu rzenia apoptozy Potentli;tggni:c:i;::cauve
patologiczne tworzenie naczyn

zmieniony metabolizm ‘ 9%

Molecular =
Cell

Mutations

niestabilnos¢ genomowa —
powstawanie nowyCh mutaCji Targeting the hallmarks of cancer with therapy-

induced endoplasmic reticulum (ER) stress

Abhishek D Garg, Hannelore Maes, Alexander R van Viiet, and Patrizia Agostinis®
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Surowiczy rak jajnika high grade i rak piersi jako
choroba deficytu homologicznej rekombinacji

(HRD=homologous recombination deficiency)

BRCAnNess revisited

DSB forms @

Detection of the
DSB via MRE11A—
NBS1-RADSO
{MRN) complex and
recruitment of ATM

@

DMA resection —

Loading of RADS1
onto DNA. A process
controlled by the
RADS51-binding
protein BRCAZ.
PALB2 localizes
BRCAZ2 to the DSB

RADS1 activity
allows DINA

to invade &
homologous
double hel

DMA synthesis

kluczowe biatka kodowane przez geny:
BRCAL,2, RAD51, PALB2, ATM, MRE11,
NBN

using homolagous

®

PARP Use of

DMA as a template imhibitor and alternative
platinum salt DA repair
Sensitivity processes

Capture of second
end of DNA and

ligation of DMA

Christopher J. Lord and Alan Ashworth
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Targeting the hallmarks of ovarian cancer: The
big picture Petrillo M, Nero C
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Cele diagnostyki molekularnej

* Precyzyjne postawienie rozpoznania

- identyfikacja specyficznych dla danego podtypu zmian
genetycznych.

dokfadna diagnoza molekularna -precyzyjne rozpoznanie ‘optymalne
leczenie

* Przewidywanie (predykcja) przebiegu choroby
- ocena ryzyka progresji choroby, ocena wrazliwosci na leki

* Potwierdzenie/wykluczenie obecnosci celu dla terapii
ukierunkowanej molekularnie

* Monitorowanie skutecznosci leczenia

- potwierdzenie/wykluczenie obecnosci klonu komérek nowotworowych o
specyficznych cechach

* Wykrywanie dziedzicznych predyspozycji do zachorowania
na nowotwory

cel=ustalenie mutacji markerowej dla rodziny ‘ umozliwia doktadng ocene ryzyka
zachorowania i prewencje /wczesne wykrywanie zachorowania




ele diagnostyki molekularnej

* Precyzyjne postawienie rozpoznania
- identyfikacja specyficznych dla danego podtypu zmian
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Cele diagnostyki molekularne;

* Przewidywanie (predykcja) przebiegu choroby

- ocena ryzyka progresji choroby, ocena wrazliwosci na leki

Przyktad — surowiczy rak jajnika

Low Grade - 5%,

5-letnie przezycie -85%, 10-letnie =50%
High Grade - 95%,

5-letnie przezycie 20%
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Cele diagnostyki molekularnej

* Potwierdzenie/wykluczenie obecnosci celu dla terapii
ukierunkowanej molekularnie

Przyktady:

m Zmiana molekularna Terapia celowana

Rak ptuca mutacja EGRF erlotynib, getitynib, kryzotynib

Rak ptuca rearanzacja ALK  kryzotynib

Rak piersi nadekspresja trastuzumab, pertuzumab
Her2

Rak mutacje BRCA1,2 olaparyb

jajnika

Czerniak  mutacja BRAF wemurafenib

GIST ekspresja c-KIT imatynib




ele diagnostyki molekularnej

 Wykrywanie dziedzicznych predyspozycji do zachorowania

na nowotwory

KURLAN, ANTONIOU, AND DOMCHEK

TABLE 1. Cancer Risks and Guidelines for Breast Cancer—Associated Genes Often Included on Multiplex Panels

Established Breast Cancer Susceptibility Genes

Breast Cancer

Gene Relative Risk Other Cancer Risks and Syndromes Clinical Practice Guidelines Reference
ATnT Two- to threefold Ataxia telangiectasia syndrome in MNational Comprehensive Cancer Network (MCCN): Screening 12,13
homozygotes; possibly with breast MRI
colon, pancreas
BRCAI1 10-fold Owarian American Cancer Society (ACS) and NCCN: Screening 8,12,14-16
breast MRI, recommend risk-reducing bilateral
salpingo-cophorectomy (RRBSO),
discuss risk-reducing mastectomy (RRM)
BRCAZ 10-fold Owarian, pancreatic, prostate; ACS and NCCN: Screening breast MRI, recommend RRBSO, 8,12,14-16
possibly melanoma discuss RRM
CDHI Fivefold Gastric MNCCMN: Screening breast MRI, discuss RRM, discuss 12,17-19
risk-reducing gastrectomy
CHEKZ2 Two- to threefold Possibly colon, thyroid, lung NCCHN: Screening breast MRI 12.20,21
~nNBN Two- to threefold Mijmegen breakage syndrome in None 22-24
homozygotes; possibly ovarian
NFL Two- to threefold Central nervous system, MNo breast cancer—related guidelines 25
peripheral nerve sheath
PALBZ2 Three- to fivefold Pancreas; possibly ovarian MNCCMN: Screening breast MRI, discuss RRM 12,26
PTEN At least fivefold Thyroid, endometrial MNCCHMN: Screening breast MRI, discuss RRM 12,2728
STK1Z At least fivefold Pancreas, colon, ovarian sex MNCCN: Screening breast MRI, discuss RRM 12,29
cord-stromal
TP53 At least 10-fold Multiple: sarcoma, leukemia, MNCCN: Screening breast MRI, discuss RRM; 12,30

adrenocortical, brain, others

whole-body MRI, colonoscopy, complete
blood count, and other tests

TABLE 2.

HR-Path-
way Gene

Known Deleterious Homologous Recombinant Deficiency Gene Freguencies in Ovarian Cancer

Observed Frequency All Epithelial
Ovarian Cancer (26)

Observed Frequency High-Grade

Owvarian Cancer (26)

References

rADS IC 0.a1—2.9 1.9 WwWalsh et al®™, Pennington et al®®, Minion et al™®, Cunningham et al™?,
Song et al®®

RADS 10 O.35—1.1 0.9s Pennington et al~®, Cancer Genome Atlas Research Network ", Song
et al®=

RADS 16 0.06 0.9S Cancer Genome Atlas Resecarch Network ™, Song et al™™

rADSO o.2—1.0 — Walsh et al”, Minion et al™

RADS L — o.s Kristeleit et al®

AT 0.8-0.86 0.22—-1.0 Pennington et al™, Cancer Genome Atlas Research Network ™,
Minion et al™*

BrIFZ o.9—a.o o.32—1.0 Walsh et al®, Pennington et al >, Cancer Genome Atlas Research
Network™®, Ramus et al®”

CTrHEKZ o.a—-s.0 o.32—-1.0 Walsh et al”, Pennington et al”®, Cancer Genome Atlas Research
Network™ ™, mMminion et al™®

FanvcAa — o.s Kristeleit et al™

FAancr — o.s Kristeleit et al™

~neNn 0.2—1.0 0.63—-1.0 Walsh et al”, Pennington et al™, Cancer Genome Atlas Rescarch
Network ™", Candido-dos-Reis’ ', Minion et al®~

rAarLsz> 0.2—2.0 0.63

asco.org/edbook |

2016 ASCO EDUCATIONAL BOOK

WwWalsh et al®, Pennington et al®®, Cancer Genome Atlas Resecarch
Network™, Ramus et al1™”



Najczestsze mutacje patogenne BRCA1

rekomendowany
tradycyjny HGVS Inne
c.68 69delAG 185 186delAG,
185delAG 187delAG
T300G c.181T7>G C61G; Cys61Gly

3819del5 c.3756_3759delGTCT 3819delGTAAA

c.4035_4035delA
4153delA c.4035delA

c.5263 5264insC
5382insC  ¢.5266dupC

HGVS Human Genome Variation Society

hitpz/fwww. hevs orgd

Wwn

HGV

s

80357713

28897672

80357609

80357711

80357906




czestos¢ mutacji BRCA1/2 u chorych

na raka piersi w Polsce
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17.220 nowych zachorowan na raka piersi w 2012 roku w
Polsce (2rédto: Krajowy Rejestr Nowotworéw )

okoto 5-8 % to nosicielki mutacji BRCA1/2

a zatem kazdego roku w Polsce w grupie chorych ze swiezo
wykrytym rakiem piersi jest leczonych okoto 1000 nosicielek
mutacji BRCA1/2

aktualnie ogromna wiekszosc¢ tych pacjentek i ich lekarzy
prowadzgcych nie wie o tym obcigzeniu w chwili
podejmowania decyzji diaghostycznych i terapeutycznych

A BRCAT mutation was found in 26 and
| 2.5 % of women with familial breast cancer and in 13 and

High f f BRCAT fa d tati in Polish e - Vg i ' .
with nonfamilial breast cancer o DORS WORERE R 3 % nonfamilial (sporadic) breast cancer, diagnosed before
e ket vt et or after S0 years of age. respectively.
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Kod genetyczny= przepis na biatko

WWW.COI.PL

GEN = jednostka DNA zawierajaca sekwencje kodujacq biatko

* Kod genEtyczny jESt kombin acj 9 G'EﬂftifOIIIEREEEETE;IJ;I-[%tgi:'-"ghr.u]m_nih_goﬁ'
utozenia zasad azotowych w nici
DNA

* Informacja genetyczna zalezy od
sekwencji (kolejnosci) par zasad

* Kod jest trojkowy — 3 kolejne pary

. UUUT_Phenyl- UcyT UAU T UGy olne
zasad (nukleotydy ) wyznaczaja , e Il o
;e , UUA]_WM 322 UAA Stopcodon UGA  Stop codon
1 i G g UAG codon UGG  Tryptophan
scisle okreslony aminokwas w | R
CUUT ccuT CAU]_“, ) cGu
cuc . ccc ¥ CAC CGC 41
o cua [Fleveine | Sl -Proline W]—c;u ‘ cm]'mm
CUG | CCG CAG amine | GG
AUUT ACUT AAU : AGU
AUC I-iscloucine | ACC | - AAG JAsparagine | 32 |-serine
LY AUA | Uiationine ACA Rnwe MA]—LW AGA]_
ACG ne Arginine
AUG start AAG AGG
Q) CENTRUM ONKOLOG I cuu: gov) QAU saparc | G0y
IM. MARII SKEODOV U . acid ;
Sl Gua [Voine e [FABnine | D Gatamic | GGA [ OYOne
GUG GCG. mq]'m GGG

O>»0C O>»0C O>»0C O>»0C



Czy mowigc o mutacji mamy na mysli to samo?
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MUTACIJA — fac. mutatio =zmiana

MUTACIJA - nagta i trwata zmiana w liczbie i strukturze elementow
dziedzicznych (gdef. wg Stownika Jezyka Polskiego PWN)

%%;?CJA - kazda zmiana w sekwencji genomowego DNA (Lewin,

MUTACJA SOMATYCZNA — poza komorkami
rozrodczymi, nie jest przekazywana potomstwu

MUTACJA GERMINALNA — dziedziczna, obecna w
gametach
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Przyktady mutacji:
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substytycja - zamiana puryny na puryne (A .?.mmmm
tranzycja

/ ) owmAa—~C AGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
G bases

4 Gin H Gin H Gin H Gin H Gian H Gim M Gin -

Aminc acid Replacement of a

zamiana pirymidyny na S

Sin Gin Gin

pirymidyne (T/C) e . T

nnnnnnnnnnnnnnnn

substytucja - zamiana puryny na

transwersja pirymidyne (np. A /T)
zamiana pirymidyny na
puryne (T/G)

Onomal DIA code 1or an amno ackd sequence.

delecja Utrata zasady (pz) lub o AT ER VAT e AT E AT e AT EAT

- His M His H wHis M wis M wis M wiw M wis -

fragmentu sekwencji n R

CATCATCATETCATEATECATE

insercja Wstawienie dodatkowej B -
— Zasady lub kilku par zasad ——— ”';;:n:: e —

CATCATCATIEECATCATCATCA

== Genetics
a~rPE Home
- Reference

Help Me Understand Genetics

Reprinted from hrtpa:/ghe ala nil gov,

Publizhed June 6. 2017



Rodzaje mutacji:

substytycja -tranzycja zamiana puryny na puryne (A /G)

substytu

delecja

insercja

7zamiana nirvmidvnv na
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Najwazniejsze pytania klinicysty do diagnosty -
specjalisty laboratoryjnej genetycznej
medycznej:

Czy ta mutacja skraca biatko?
Czy ta mutacja powoduje zmiany funkcji biatka?
Czy biatko jest produkowane?

Czy to mutacja patogenna?

Wbmtruumt



Panele diagnostyczne

NGS — sekwencjonowanie nowej generacji

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

* w jednym badaniu analiza sekwencji kilku - kilkudziesigciu
~ genow predyspozycji do zachorowania,
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* wystarcza niewielka ilos¢ DNA

* unikalna mozliwos¢ diagnostyki przy nietypowych lub niepetnych danych ,
' rodowodowych i klinicznych (zmiana rozpoznania oraz korekta planu nadzoru
onkologicznego) i

. » problem mutacji o niepewnym znaczeniu klinicznym (rozwiqzanie: dedykowane bazy danych]
. * wskazane potwierdzenie wykrytych mutacji tradycyjnym sekwencjonowaniem
E ® trUan.§Ci w Wykrywaniu duzyCh dEIECjI/dup/Ikale [Rozwiqzanie: uzupetnienie o MLPA]

* wysoki koszt
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NGS porownanie z tradycyjnym
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European Joumal of Human Genetics (2016) 24, S10-S18 EIHGQD 3
L hﬁwﬁn;uremﬁm n
Chemistry
-quﬁ]lenqm-w- . .
1esis »
ol New challenges for BRCA testing: a view from the
diagnostic laboratory
' Andrew T Wallace*
NGS platform
i '_'SL Table 1 Advantages and disadvantages of next-generation
"W Tanooge sequencing?1-33
Advanizges Disadvantages
High thmughput Higher start-up cost
Able to multiplex Mutation-positive test may require Sanger
Lower cost sequencing for confirmation
Automated analysis Comp lex workfiow
zg;; e?mponents/complexitiesto consider in the NGS workflow, including the NGS platform, enrichment methods, sequencing chemistries and analytical Uses less DMNA Dedicated data Stﬂ-ng and EI‘IEI]I'S.'E. require d
Can run in parallel with other Reduced sensitivity for large insertions/dele-
genetic tests tions =20 base pairs
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Standardy i zalecenia interpretacji zmian w sekwencji

—wg American College of Medical Genetics and Genomics

klasa

patogennosci

www.zbadajbrca.pl/jak-badac/jak-interpr:

wvniki

C:
& American ot ot Muatcsl Gentics s cononcs. AMCIVIG STANDARDS AND GUIDELINES ‘ lnMe lc?ne

znaczenie kliniczne

Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology
Sue Richards, PhD'. Nazneen Azlz PhD* Sherri Bale, PhD”, Davld Bick, MD* Soma Das, PhD*,

Julie Gastier-Foster, PhD%7%, Wayr\a W. Grody, MD, PRD*'®", Madhuri Hegde, PhD',
Elaine Lyon, PRD'S, Elaine Spector, BhDY, Karl Voelkerding, MD' and Heldi L. Rehm, PRD!

m uta cj a patoge n n a on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee

Table 5 Rules for combining criteria to classify segquence
wvariants

mutacja prawdopodobnie S —— (D 1 Very strong (PVS 1) AND

{a) =1 Strong (PS1—PS4) OR

patogen na (b} =2 Moderate (Ph1—PME) OR

{<) 1 Moderate (PM1—PRME)} and 1 supporting
(PP1—PP5) OR

(d) =2 Supporting (PP1PP5)
(i) =2 Strong (PS1—P54) OR
(iii) 1 Strong (PS5 1-P54) AND

wariant o niejasnym (923 Moderate (PM1—PME) OR

{b)2 Moderate (PM1-—PME) AND =2
. . . Supporting {PP1—-PP5) OR
znaczeniu klinicznym (VUS) e ey AN 4
supporting (PP1-PP5)
Likehy pathogenic (i} 1 Wery strong {(PWS1}.AND 1 moderate (PhA41—

mutacja prawdopodobnie | Py O
(i} (‘pﬂ?_‘-‘pﬁgys 1(_’;;’54} AMND 1—-2 moderate

n IepatOgen Nna (iii} 1 Strong (PS1—PS4) AND =2 supporting

(PP1—PP5) OR
{iw) =32 Moderate {(PRM1-PMNMG&)} OR

mutacja niepatogenna o) 2 Moderate (P 1—PMMG) . AND =2 supporting

{PP1—PP5) OR
wi) 1 Moderate (PM1—-PME) AND =4 supporting

(PP1—PP5)
Benign (i) 1 Stand-alone (BA1) OF
(ii}) =2 Strong (BS1—BS4)
Likehy benigmn (i} 1 Strong (BST1—BS4) and 1 supporting (BEP1—
BPTY OR
(i) =2 Supporting (BP1-BP7)
Uncertain (i}y Other criteria showwn abowve are not met OR

significance (ii} the criteria for benign and pathogenic are

o CENTRUM n __________ S contradictory
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' Submitted 28 ]anu.ary 2015; accepted 28 January 2015; advance online publication 5 March 2015. doi:10. 1038/gim.2015.30




Jakosc¢ diagnostyki genetycznej
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~a maREs R Rekomendacje - Recommendations

Wy twvecrne dia laboratorigwvw genetyki novwotwvwordsww litvwah

W e o Kormiisji ds. Standaryvezacii Badarn Molelkualarmy ok

Prezy Konsultancie Krajowwrm ds. Genetyiki Klinic=zme J

Barbara Piemnkowveska-Grela'l, Joamnma Chorostowvwska - Wy nimko?, Cezarys Cwlbhulski
Artuar Kowvwalik?®, [orota MNovwakowvwska®, hvwomna K. Rzeppaecka®, tukas= M. S=zafrom®,
Pl rcrstav Srmietura?, Bartosz Wasao®, Magadalemna Zaveacda®, Mavia b Sasiacelk 'S

Wymagania szczegoétowe

1. Warunkiemkoniecznymwykonywania diagnostyznych 5 gpainja¢ wymagania dotyczace zawodowych kwalifi-
badan genetycznych jest wpis laboratorium na liste Kacji personelu

medycznych laboratoriow diagnostycznych Krajowej . ) S )

Rady Diagnostow Laboratoryjnych (KIDL). 6. Spetnia¢ wymagania dotyczace jakosci udzielanych
Swia

Poddawac sie regularnie kontroli jakosci prowadzonych

n diagnostycznych.

8. Zapewnic wiasciwe warunki | bezpieczenstwo pracy.

9. Stosowac sie do procedur ochrony danych osobowych.

Laboratorium musi rownoczesnie:

2. Posiadac odpowiednie pomieszczenia laboratoryjne.
3. Dysponowac odpowiednim sprzetem laboratoryj-
nym do wykonania oferowanych badari diagnostycz-

nych.

4. Stosowaé wyroby (odczynniki, testy itp.) i metody dia-  10- Stosowac sig do obowiazujacych w Polsce aktow praw- —————
gnostyczne zgodne z aktualng wiedza w zakresie bio- nych dotyczacych dziatalnosci leczniczej i diagnostyki
logii molekularnej i cytogenetyki molekularnej (FISH) laboratoryjnej.

guzow litych.
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Wymagania szczegélowe
1. Warunkiem koniecznym wykonywania diagnostycznych

5. Spefniac wymagania dotyczace zawodowych kwalifi-
badan genatycznych jest wpis laboratorium na liste P . wymag ez wy UK
kacji personelu.

medycznych laboratoriow diagnostycznych Krajowej
Rady Diagnostow Laboratoryjnych (KIDLL 6. Spetnia¢ wymagania dotyczace jakosci udzielanych

Swiad

Laberatorum musi roWmOCEdni oddawac sie reqularnie kontroli jako$ci prowadzonyc
2. Posiadac odpowiednie pomieszczenia laboratoryjne. - L
, o , badan diagnostycznych.

3. Dysponowac odpowiednim sprzetem laboratoryj- g 7 o
nym do wykonania oferowanych badan diagnostycz- apewn O pracy.
nych. 9. Stosowac sie do procedur ochrony danych osobowych.

o - S10SOWAC WyTODY (0dczynniki testy itp) i metody dia-  10. Stosowac sie do obowiazujacych w Polsce aktow praw- e ——

qnostyczne zgodne 2 aktuaing wiedza w zakesie bio- nych dotyczacych dziatalnoci leczniczej i diagnostyki

logii molekularngj i cytogenetyki molekularnej (FISH) laboratoryjnej.

quzow litych.
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Douslas F. Easton. Ph.D

Paul D.P. Phare

h. Ph.D. Antoni A s Ph.D

komercyjne panele diagnostyczne - przyktady
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Table 1. Examples of Multigene Testing Panels for Breast Cancer.*

Company

Ambry Genetics

BreastHealth UK

Centogene

Emory Genetics
Laboratory

Fulgent Diagnostics

GenelDx

Humina

Invitae

Myriad GeneticsT

CD Genomics

University of
Washington

Test

BreastMext

BreastGene

Breast Owarian
Cancer Panel

High Risk Breast
Cancer Panel

Breast Owarian
Cancer NGS
Panel

OncoGeneDx

TruSight Cancer

Hereditary Breast
Cancer, High-
Risk Panel

my Risk

Genetic Testing for
the Cancer Suscep-
tibility

BROCA — Cancer
Risk Panel

website

www_ambrygen.com/ftests/breastnext

www.breasthealthuk.com fscreening-
services/ genetic-testing/breastgene

www.centogene.com fcentogene/centogene-test-
catalogue.php

http://geneticslab.emory.edu ftests/MM201

http: / ffulgentdiagnostics.com/test/
breast-ovarian-cancer-ngs-panel/

www. genedx.com/test-catalog/available-tests/
breastovarian-cancer-panel

www.illumina.com/clinical ftranslational_
genomics/ panels/kits.html

www. invitae.com/en/physician/ panel-detail/
PN LOOOS /S

www.myriad.com/products-services/
hereditary-cancersfmyrisk-hereditary-cancer/

www.cd-genomics.comfGenetic-Testing-for-the-
Cancer-Susceptibility.html

http:/fweb.labmed.washington.edu/tests/
genetics/BROCA

Genes Included

ATM, BARD1, BRCA1, BRCAZ BRIP1, CDH1,
CHEKZ MREI11A MUTYH, NBN, NF1,
PAI BZ2, PTEN, RADS0 RADS1C, RADS10,
TP53

ATM, BRCA1, BRCAZ BRIP1, CDHI1, CHEKZ,
PAl B2, PTEMN, 5TK11, TP53

ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEKZ, MENI,
MILHI, MRE11A, MSHZ MSHG MUTYH,
NEBN, PALBZ, PMX51, PM52 RADSO0,
RADS1C, RADS1D, XRCC2

PTEM, 5TK11, TP53

APC, ATM, ATR, AXINZ2, BAP1, BARD1, BLM,
BEMPR1A, BRCAL1, BRCAZ, BRIP1, CDH1,
CDK4, CDKN2A, CHEKZ2, CTINNB1,
EPCAM, FANCC, HOXEB13, MLH1,
MREII1IA, MSH2Z2 MSHG MUTYH, NBN,
PAL B2, PALI D, PMS2, PTEN, RADSO0,
RADS51, RADS51C, RADS51D, SMADA4,
5TK11, TP53, VHL, XRCC2Z, XRCC3

ATM, BARD1, BRCAI1, BRCAZ BRIP1, CDHI,
CHEKZ EPCAM, FANCC, MILHI, M5HZ,
MSHG, NBN, PALBZ2, PM 52, PTEN,
RADSIC, RADS1ID, STK11, TP53, XRCCZ2

94 Genes plus 287 SMPs reported to be asso-
ciated with risk of breast cancer

BRCAI, BRCAZ CDHI, PALBZ2 PTEN, 5TK11,
TP53

ATM, BARD1, BRCAZ, BRIP1, CDH1, CHEK?Z,
NBN, PALBZ2, PTEN, RADS51C, STK11,
TP53

Mot specified

AKT1, ATM, BARD1, BRCA1, BRCAZ BRIP1,
CDH1, CHEKZ, EPCAM, FAMI175A,
GENI, MRE11A, MUTYH, NBN, PALBZ,
PIK3CA, PTEN, RADS0, RADS1C,
RADS1ID, STK11, TP53, XRCC2
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Table 1
BRCAT variants identified in the analyzed population by dHPLC/Sanger and NGS.

Exonfintron  HGVS' cONA HGVS' protein Mutation type  Clinical relevance (BIC)®  Reference ID according  Number of imes a variant was
to NCEI observed [dHPLC + Sanger/NGS)

VS7 c442-3 4472 — 3delT - Deletion Unknown nr. in
9 c591C =T pCys197Cys Synonymous Polymorphism 151799965 11
IVS10 ch71-12.671 + 12delc - Deletion Unknown nr? i
11 clD67A =G p.GIn356Arg Missense Unknown 151799950 15/20
11 c1911T=C p.Thre37Thr Synonymous Unknown nr. 11
11 c2077G =A pAspBI3Asn Missense Polymorphism 54986850 14/17
11 c2082C =T pSerbO4Ser Synonymous Unknown 151709949 31/39
11 c2311T=C pLeu771Leu Synonymous Unknown 516940 30/38
11 c2612C=A p.Pro871GIn Missense Polymorphism 15799917 23/42
11 cI13A=G pGlul038GCly Missense Polymorphism 516041 36/36
11 c38G =A pSer1040Asn Missense Unknown 54086852 3/3
11 c341BA=G pSer1140Gly Missense Unknown 152227945 0/
11 c349G =T pSer1164lle Missense Deleterious nr? i1
11 c3MBA=G pLys1183Arg Missense Polymorphism 516042 33/37
11 c3TMA=G plle1237 Met Missense Unknown 1580357388 0/1
13 c4308T=>C pSer14365er Synonymous Polymorphism 151060915 11/37
14 CA484G =T pArgl 495Met Missense Deleterious 1580357380 01
16 c4BITA=T pSer1613Cys Missense Unknown 151799966 i1
16 cAB3TA=>C pSer1613Cly Missense Polymorphism 151799966 32/38
16 cAB43G = A pAla1615Thr Missense Unknown 1580356987 i1
16 cA056G = A pMet1652lle Missense Unknown 151799967 01
16 c 4964 4982del pSer1655_Glu1661fs  Frameshift Deleterious 580359876 11
IVS18 €5153-1G=C - Substitution Deleterious 580358137 11

! Allidentified variants are indicated both by cDNA base sequence (second column) and by protein sequence (third column) according to the HGVS {Human Genome Variation Society)
nomenclature guidelines.

? Breast Cancer Information Core (hitp://research.nhgri.nihgov/bic)).
3

nr., not reported in NCEBI (Mational Center for Biotechnology Information) database.

Clinica Chimica Acta

journal homepage: www . elsevier.com/locate/clinchim

The molecular analysis of BRCA1 and BRCA2: Next-generation @c““”"k
sequencing supersedes conventional approaches

Valeria D'Argenio *P, Maria Valeria Esposito ©, Antonella Telese “, Vincenza Precone *P, Flavio Starnone “,
Marcella Nunziato **, Piergiuseppe Cantiello ®, Mariangela lorio @, Eloisa Evangelista *, Massimiliano D Aiuto ©,
Alessandra Calabrese <, Giulia Frisso *-P, Giuseppe D'Aiuto ©, Francesco Salvatore -«



— Modut 1 NPZCHN — pierwsze doswiadczenia

Wykrywanie mutacji germinalnych przy pomocy NGS

CO-1 WARSZAWA

GUMED

— dane dzieki uprzejmosci Prof. B. Wasqgga

8 mutacji /31 chorych na raka jajnika
(25,8%)

7 mutacji/24 chore (29%)

BRCA2 c.8595_8598delTTC(FS)

Lp.

BRCA2 c.6825 6825delG(ClinVar)

=

BRCA2 ¢.6402_6406delTAACT (ClinVar)
BRCA1 ¢.1696insG (BIC) 2
BRCA1 c.4516_4516delG (BIC)
BRCA1 p..Arg1443Ter (BIC)
= BRCA2 c.7216_7217delTT(FS)

et B = I e

BRCA2 c.657_658delTG(FS) ClinVar

Probka

502
507
516

S06
509
519
523

Mutacja
BRCA1
5177 5180delGAAA(p.Arg1726LysfsTer3)

.4689C>G (p.Tyr1563Ter)
.4689C>G (p.Tyr1563Ter)

BRCA2

¢.4638delT (p.Phe1546LeufsTer22)
€.9976A>T (p.Lys3326Ter)
£.6267_6269delGCAINsC (p.Glu2089AspfsTer2)

€.7558C>T (p.Arg2520Ter)




Wvykrywanie mutacji germinalnych przy pomocy NGS

— Modut 1 NPZCHN — pierwsze doswiadczenia

CO-1 WARSZAWA GUMED - dane uzyskano dzieki uprzejmosci
Prof. B. Wasaga

8 mutacji /31 chorych na raka jajnika

(25,8%) 7 mutacji/24 chore (29%)

UWAGI:

« skutecznosc¢ wykrywania mutacji powyzej 25% osiggnieto
dla bardzo wyselekcjonowanej grupy chorych

(w modelu MYRIADPRO prawdopodobienstwo mutacii

BRCAL,?2 wyliczono powyzej 20% nitp://www.myriadpro.com/brca-risk-
calculator/calc.html

* przy wycenie 790 zt — ptatne tylko za wykrytg nosicielke
jest to zupetnie nieoptacalne
(koszty za 31 badan, przychdd za 8 badan ®)
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Kontrola jakosci testow genetycznych w Polsce
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* Krajowa lzba Diagnostow Laboratoryjnych — rejestr
laboratoriow

* SieC referencyjnych laboratoriow Polskiego
Towarzystwa Genetyki Cztowieka

* Miedzynarodowe programach akredytacyjne np.
EMQN (European Molecular Quality Network)

e Ustawy i rozporzgdzenia dotyczgce laboratoryjnej
diagnostyki genetycznej

@ CENTRUM ONKOLOGII - INSTYTUT
IM. MARII SKLODOWSKIEJ-CURIE



Przysztosc

Nie lokalizacja
narzgdowa a cechy guza
jako wyznacznik terapii
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d0i:10.1038/nature15819

Patient-centric trials for therapeutic
development in precision oncology

Andrew V. Biankin'***, Steven Piantadosi® & Simon J. Hollingsworth®

a Tumour type A
(lung cancer)

Tumour molecular analysis
1

Drug 2 Drug 3 Drug 4

Drug 1

e Tumour organ of origin

Luminal A

ER positive

m
=
L~
E
5
3

c-kit mutated

ER negative
BRAF mutated

Figure 2 | Design principles that generate efficiencies in clinical

trials of targeted therapies. a, In umbrella studies, patients with the
same type of cancer are screened for a series of hypothesized predictive
biomarkers. They are then allocated to appropriate therapies within the
trial architecture. (The biomarker status for each tumour in the study

is determined by tumour molecular analysis.) b, Basket studies recruit
patients on the basis of their molecular characteristics irrespective of

the organ in which their tumour originated. ¢, The relative incidence of
molecular subtypes can help to guide decisions as to whether an umbrella
or basket clinical-trial strategy is most appropriate. Molecular subtypes
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b Tumour type A
(lung cancer)
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Tumour type D
(breast cancer)

Turmour type B
(gastric cancer)

Tumour type C

(colon cancer)

Tumour malecular analysis

Qestrogen
dependent
Abl-like kinase
dependant
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HERZ amplified
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can be classified by their organ of origin (left) or on the basis of their
molecular characteristics or “biotype’ (right). Stratification is helpful when
the incidence of a specific molecular class is low across different organs

of origin and tends to be tested with a basket approach. Adapted with
permission from ref. 75. CML, chronic myeloid leukaemia; DDR, DNA
damage response; ER, oestrogen receptor; GIST, gastrointestinal stromal
tumour; NB, neuroblastoma; NHL, non-Hodgkin lymphoma; NSCLC,
non-small-cell lung cancer; Pa, pancreatic cancer; PDAC, pancreatic ductal
adenocarcinoma ( pancreatic cancer); RCC, renal cell carcinoma; SCCHN,
squamous cell carcinoma of the head and neck; WT, wild type.
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