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Predgovor
Znanstveni svetnik dr. Srdjan Novakovic¢

Leta 2005 je bil na Onkoloskem institutu Ljubljana ustanovljen Oddelek za molekularno
diagnostiko na pobudo znan. svet. dr. Srdjana Novakovica, univ. dipl. biol,, spec. lab. med.
gen., ki ga od ustanovitve tudi vodi. Oddelek za molekularno diagnostiko je v 20-letnem
obdobju postal osrednji laboratorij v Sloveniji za testiranje posameznikov z vecjo
ogrozenostjo za dedne oblike raka ter vodilni laboratorij za molekularno genetsko
testiranje Stevilnih vrst tumorjev pri bolnikih z rakom. Med testiranimi vrstami raka so
rak debelega ¢revesa in danke, dojk, jaj¢énikov, melanom, limfomi, rak prostate, trebusne
slinavke, ledvic, S¢itnice in drugi raki. Pomemben del rutinskega dela oddelka je tudi
opredeljevanje farmakogenomskih sprememb, ki napovedujejo dinamiko presnavljanja
dolocenih zdravil, ki se uporabljajo pri zdravljenju raka in imajo lahko pri posameznikih
z doloCenimi genskimi spremembami hude neZelene ucinke. Na testiranje na Oddelek za
molekularno diagnostiko lahko svoje bolnike napotujejo zdravniki iz celotne Slovenije.

Zaradi novih dognanj na podrocju raka potrebe po molekularni diagnostiki v onkologiji
skokovito narascajo, kar se odraza v povecanju Stevila prejetih vzorcev in v Sirjenju
spektra ter kompleksnosti analiz in oznacevalcev (Slika 1). Z metodami molekularne
diagnostike dolo¢amo spremembe v posameznih genih ali v Stevilnih genih hkrati, z
uporabo vecgenskih panelov, ki lahko vkljucujejo analizo tudi vec kot 500 genov.

Slika 1. Stevilo vzorcev prejetih na Oddelku za molekularno diagnostiko v letih 2014 do 2024.

1 2022 2023 2024

Spremembe dolo¢amo v DNK in/ali RNK, izoliranih iz razli¢nih vrst vzorcev, odvisno od
namena testiranja. Te spremembe sluZijo kot bioloski oznacevalci za napovedovanje
ogroZenosti za razvoj raka, kot prognosti¢ni oznacevalci za predvidevanje poteka/izhoda
bolezni, kot napovedni/prediktivni oznacevalci za nacrtovanje bolniku prilagojenega
zdravljenja ali kot klasi¢ni diagnosti¢ni oznacevalci za natan¢nejSo opredelitev tumorja.
Poleg klasi¢nih mutacij, lahko kot prognosti¢ne in napovedne oznacevalce za naCrtovanje
zdravljenja opredeljujemo tudi druge spremembe, kot je npr. metilacijski status
promotorskih regij izbranih genov, mikrosatelitska nestabilnost (MSI), breme mutacij v
tumorju (TMB) ali okvare delovanja homologne rekombinacije (HRD).



Poleg rutinske diagnostike oddelek izvaja raziskovalno delo v okviru raziskovalnih
programov na Onkoloskem institutu Ljubljana (predvsem raziskovalnega programa P3-
0352). Raziskovalno delo oddelka je pomemben del Stevilnih doktorskih raziskav in
zakljuc¢nih nalog razli¢nih raziskovalcev, zaposlenih na OnkoloSkem institutu Ljubljana ali
v drugih zdravstvenih zavodih. Prioriteta raziskovalnega dela so aplikativne Studije, ki
omogocajo prenos znanja v rutinsko prakso. Na Sliki 2 so povzetki bibliografskih
podatkov zaposlenih na Oddelku za molekularno diagnostiko v obdobju od 2005 do 2024.
Med temi bibliografskimi podatki niso zajete doktorske naloge doktorandov iz drugih
enot, pri katerih so sodelovali zaposleni oddelka za molekularno diagnostiko.

Slika 2. Stevilo reprezentativnih bibliografskih enot zaposlenih na Oddelku za molekularno
diagnostiko za obdobje 2005-2025. Skupaj je bilo 490 objav: 148 znanstvenih in strokovnih
Clankov, 225 prispevkov na konferencah, 22 monografij in poglavij v monografijah, 15 doktorskih
disertacij, magistrskih del in diplomskih del, 60 del sekundarnega avtorstva ter 20 drugih del
(vKlju¢no z intervjuji, kritikami in komentariji).
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Znanstveni in Prispevki na Monografije in Doktorske Sekundarno  Drugo (intervjuiji,
strokovni ¢lanki konferencah poglavja v disertacije, avtorstvo kritike,
monografijah  magistrska dela, komentarji)

diplomska dela

Zaposleni na oddelku so aktivni tudi pri pedagoskem delu, ki vkljucuje sodelovanje na
razlicnih Solah s podrocja onkologije in v dodiplomskem programu Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani pri predavanjih in vajah za studente medicine s podrocja onkologije.

Oddelek za molekularno diagnostiko na Onkoloskem institutu Ljubljana se po zahtevnosti
in kakovosti preiskav uvr§¢a med vodilne centre na svetu, na kar smo v Sloveniji lahko
izjemno ponosni. Slovenskim bolnikom z rakom je tako omogoceno opravljanje
molekularno genetskih preiskav visti drzavi in pogosto v isti ustanovi, kjer poteka njihovo
zdravljenje. Pomemben korak naprej predstavlja tudi dogovor z Zavodom za zdravstveno
zavarovanje Slovenije o financiranju teh storitev, kar bolnikom zagotavlja dostopno in
visokokakovostno diagnostiko ter bolniku prilagojeno zdravljenje s tarénimi zdravili v
skladu z najsodobnejSimi mednarodnimi smernicami in brez dodatnih stroSkov za
bolnike.
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[Razdelitev kadrov, prostorev in spreme med Eksperimentalns onkologijo in

Enoto za molekularno biologijo

Sklepi sestanka z dne 1.12.2004.
Prisotui.
Prof dr. Zvonimir Rudolf
Doc.dr. Hotimir Lesnicar
Prof dr. Gregor Sersa
Vi§ znan sod dr. Srdjan Novakovié
Dr. Sneana Frkovic

‘Oddelek za tumorsko biologijo se razdeli na Oddelek za eksperimentalno onkologijo in Enoto za
molekularno biologijo
*  Razielitev zafne veljati 2 preseliftio v novo adaptiane prostore ¥ stavhi A 1, predvidorns 1. januaria

. Odde_l]m si razdelitz kadre, prostore in o dogovoru Zaradi zakljufeme lokscije so kijub
razdelin v prostori in oprem2 na voljo za  Gela vesm delseemn Oddelka za ekeperimentaing onkelogiio
in Enoti za mols biol

. Dddelek za patologijo pridruzi kme 0 melelulame patologije Enoti za molekulamo biologijo.
O tem se dogovarita dr. Novakovic in dr. Friovic.

+  Oddelek za eksperimentalno onkelogijo in Ensta za molekulamo diagnostiko imata lofeni stroskovai
mesti

Oba, Oddelek za eksperimentalno enkologijo in Encta za molekulamo biclogijo pripravita daljnorotne

programske usmeritve in program dela za 1 2005

W spremembah statuta Ol se wmesti Enota za molekulamo biclogijo v Diaguostitni sektor in se

preoblikuje v Oddelek za molekulamo biclogijo.

Prof.dr. Zvonimir Rudolf, generalni dix. OT
Doc.dr. Hotimir Lednidar, strokowvni dir. O
prof dr. Gregor Seria

vis nan sod dr. Srdjan Novakovié

dr. Snje2ana Friovié Grazio Ljubliana, 20.12.2004.
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Programska usmeritev Oddelka za
molekularno diagnostiko

diagnosticno-raziskovalni oddelek:

* uvajanje in izvajanje diagnosticnih metod s
podrocja molekularne diagnostike

- raziskovalno delo v molekularni in tumorski
biologiji

70 obletnica SLO Mol Diag-predstavitev2.ppt Date maodified: 11/28/2008 %:01 AM
Authors: Srdjan Novakovic Size: 252 KB

Diagnostika

- Dolocanje znanih mutacij
* Pri dednih oblikah raka
* Pri sporadicnih oblikah raka
* Presejanje razlicnih genov za odkrivanje neznanih
mutacij

70 abletnica SLO Mol Diag-predstavitev2.ppt Date modified: 11/28/2008 %:01 AM
Authors: Srdjan Novakovic Size: 252 KB
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Uvedba dolo&anja mutacij pri bolnikih z dedno obliko raka dojke/jajénikov:
Zacetek dolocanja mutacije IVS-2A>G v BRCA2 genu.

Zacetek dolocanja mutacije 1806C>T v BRCAL genu. Podarjen nam je bil LightCycler 2.1.

Zacetek dolocanja mutacij 5382insC, 300T>G in 310G>A v BRCA1 genu.

Uvedba HRM! metode in zacetek dologanja 300T>A v BRCA1 genu s HRM

Zacetek izvajanja limfomske diagnostike na Oddelku za molekularno
diagnostiko. MOLEKULARNO DIAGNOSTIKO

Zacetek izvajanja sekven¢nih analiz.

Uvedba spremljanja mutacij pri bolnikih z dedno obliko melanoma:

Dolo¢anje mutacij v genih CDKN2A (p16, p14), CDK4 in MC1R.

Zacetek presejanja genov soudeleZenih pri HNPCC s HRM metodo: Vloga na Zdravstveni svet:
Presejanje genov MLH1 in MSH2. Medicinska genetika v onkologiji

Zacetek presejanja znadilnih delov genov BRCA1 in BRCA2: uvedba metode  Nakup sekvenatorja in zmogljivega
DGGE? in MLPA3, analizatorja za polimerazno verizno
reakcijo v realnem ¢asu —
LightCycler 480
Zacetek presejanja gena Tp53. Vloga na zdravstveni svet:
MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA
RAKA DOJKE IN/ALI RAKA
JAJENIKOV, limfomov in RAKA
Erevesja - HNPCC (dedni
nepolipozni ¢revesni rak)

lanaliza na osnovi talitvene krivulje; 2denaturacijska gradientna gelska
elekroforeza; *metoda hkratnega pomnoZevanja od ligacije odvisnih sond.

Leto 2011: Selitev Oddelka za molekularno diagnostiko v B stavbo

i 42972011 1246 PN
DA Dolenc Alojzi
Komurikacijska oprema
To StegelVida

Ce Novakovid Srdam; Vredar Franc; Zitar ina: Not Gorazd: Petre Rek
ﬂTms message was sant with Hign importance,

Pozdravjeni,

Tako ket ste zeleli itam, dav stavhi B e niso dobav] in aprema za radunélniske korrunikacje i telefenijo. lzvajeleev pajetja ELMO, ki bodo instaliral to opremo, te dni ni na objektu, Verjetno bodo opremo dobavil nstalirati po praznikih.
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Po nadioceni selitevna £2, vtednuod 3, 5do6.5, 2011, $ene bo modna.

Lep pozdrav

Alojzi Dolenc, univ dipling .
Tefniéro vzdréevana sluzba
Tel: 5879 651

Bsm 031 658 610
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Selitev Oddelka za molekularno diagnostiko v B stavbo

ET Mol.Diag. Potrebe po opremi in investicijsko - vzdrZevalnih delih za leto 20.. Date modified: 11/28/2012 2:54 PM

Authors: Ol

Zap.st. Oprema

1Sekvenator druge generacije (paralelno
sekveniranje) + potrebna dodatna oprema za
pripravo DNA vzorcev

2racunalnik

3 stojalo za projektor

4 kad za agarozno gelsko elektroforezo

Size: 34.0 KB

Obrazlozitev oz. utemeljitev potrebe po novi opremi Ocenjena vrednost z Vir sredstev
vklju¢enim DDV
Povecane potrebe zaradi povecanega obsega dela. Sekvenator smo 160000 EUR

predvideli tudi v planu za leto 2011, ki je bil potrjen. Nabavo nismo
relizirali zaradi kréenja stro$kov v tem letu.

Zamenjava dveh starejsih ra¢unalnikov ki jih uporabljamo za rutisko delo. 800 EUR
Na racunalnikih je veliko pomembnih podatkov o bolnikih in vzorcih ter
analizah, zato smatramo nakup za nujen.

Nabava in postavitev stojala je potrebna zaradi nemotenega izvajanja 100 EUR
prezentacij v seminarski sobi. Trenutno je mogoce projektor postavljati

samo na delovni mizi, kjer njegovo pravilno pozicijo uravnavamo s

knjigami, kar onemogoca uporabo delovne mize in slabsa preglednost

projekcije.

zamenjava dotrajane stare kadicke (pusca)

OIL - sredstva iz
raziskovalnih
programov (Zgajnar,
Jezersek) in redna
sredstva OIL
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Uradna uvedba NGS MiSeqDx - februar 2015

Oddelek za molekularno diagnostiko: kadrovska zasedba
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Vloga Molekularne diagnostike v onkologiji in pregled
dela na Oddelku za molekularno diagnostiko

Srdjan Novakovi¢

Genetske spremembe/razli¢ice: zarodne ali somatske

Zarodne genetske Somatske genetske
spremembe spremembe

Bolnik /
Bolnica

l l

/ @ Spolne celice / @
bolnika / bolnice

[ ] [ ]
' Potomci '
Genetske spremembe Genetske spremembe
se lahko dedujejo se ne dedujejo
na potomce. na potomce.

1. Ocena
tveganja, da
oseba zboli za

2. Diferencialna
diagnoza

7. Zgodnje

odkrivanje

ponovitve
bolezni

3. Prognoza
bolezni

MOLEKULARNE

DIAGNOSTIKE
V ONKOLOGUI 4. Napoved
6. Spremljanje odgovora na
odgovora na zdravljenje

zdravljenje

5. Napoved
presnavljanja

zdravil
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Organizacijska shema dela v Oddelku za molekularno diagnostiko

Metode
+  PCR, RT-PCR, digitalni

PCR —_—

¢ Metoda hkratnega

pomnozevanja od ligacije B - I
odvisnih sond — MLPA

¢ Neposredno E
sekvenciranje - Sanger
* Sekvenciranje naslednje — H:
generacije - NGS -
1

Stevilo vzorcev prejetih na
Oddelku za molekularno
diagnostiko v letih 2007 do 2024 Stevilo vzorcev prejetih na Oddelku za molekularno diagnostiko v letih 2014 do 2024

st. Odstotek

vzorcev glede na
prejSnje leto

2007 259
200 313 120

(2009 [ 192

812 134

896 110

976 109

1070 110

1362 127

1467 108

2064 141

2036 99

2227 109

2978 134

(2020 [EEEEN 117

5084 145

(2022 [EPER 103

m 5872 112 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024
(2024 [EET) 113

ZUNANJA KONTROLA KAKOVOSTI

le za germinalne spr
1 EMQN Hereditary Breast / Ovarian cancer (HBOC) - germline
2 EMQN Lynch syndrome - germline
3 EMQN Polyposis syndromes (FAP, MAP) - germline
o EMQN BRCA testing in Ovarian, Breast, Prostate and Pancreatic Cancers - germline
s GenQA Variant Classification (BRCA and HRR genes) - germline
e EMQN DNA sequencing - NGS (technical scheeme) - germline
Kontrole za genotipizacijo tumorjev
7 EMQN Melanoma - somatic
8 EQA Colorectal cancer (RAS and BRAF testing)
o EMQN Colorectal cancer - somatic
0 QuIP PIK3CA Breast Cancer Tissue (MolPath) - somatic
& EMQN Breast Cancer (PIK3CA) - somatic
12 EMQN Breast Cancer (AKT Pathway) - somatic
B EMQN Ovarian cancer - somatic
1 EMQN Ovarian and Prostate cancer (PARPi) - somatic
D EMQN HRD (Tissue)
® EMQN Prostate cancer - somatic
& EMQN DNA sequencing - NGS (technical scheeme) - somatic
18 GenQA Microsatellite Insatbility testing (MSI) - somatic
© EMQN Microsatellite Insatbility testing (MSI) - somatic
20 EMQN Lung Cancer (NSCLC) Tissue - somatic
& GenQA Lung Cancer (NSCLC) Fusions molecular - somatic
2 EMQN Lung Cancer (NSCLC) Plasma - somatic
2 EMQN Fusions - somatic
" GenQA NTRK Fusions - somatic
B GenQA Sarcoma - somatic
2 GenQA Endometrial tumors - somatic
& RCPA QAP Hematology - Immunogenotyping (IgH, TCR)
le za far ik
2 GenQA Prediction of 5-Fluorouracil Toxicity (DPYD)
2 EMQN DPYD/UGT1A1 (Pharmacogenetics)
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Zavarovalnica taréna diagnostika 28 maj 2014.docx 224251 PM Microsoft Word D.. 17KB

SamoEakin, drmed.
Generalni direltor ZZZS Na koga nasloviti? Na niega ali Hafnerievo?

T 1Mwalm|:5dl=ﬂ
Formatted: Hghight

Zadeva: Platevanje diaguosticuih storite s podroja molekularne diagnostike, ki so
nujne za

Spoitovani

Taréna zdravila v enkologiji so oblikovana z namenom, da neposredno ufinkujejo na
molelule, ki so v tumerakif celicah drugatne kot v normalnih celicah ali je njihova kolitina
spremeniena. Skladno s priporofili za zdravlienie posameznih skupin bolnikov je pred
zafetiom zdravljenja z veRino teh zdravil potrebno dolofiti prisotnost tarte, na katero
omeniena zdravila deluieio.

Na Onkoloskem initimm Liubljana dolofame prisotost itevilnih molelularno-bicloskih
taré/oznatevalcer, za katere pa ni urejeno pladevanje strofkov doloZanja. V tabelzh od 1.7
podaizmo nartovano Htevilo posameznih diasnostitnsh storitev za leto 2014

Tubela 1: Doloéanje mutacij v KRAS - predsideno Stevilo preiskay za doloZanje somatskth
mutaciy v tumorjih bolnikoy  rakom debelega Erevesa in danke.

lﬂ:nm— [ Sifra storitve (OT) [ Stevilo |
KRAS [ 20080 [320 |

Tabels, 2: Doloanie mutaci v BRAF - predvidene Sevile preiskar o delodare sematshih
austacti v tunouiih belnikey. = rakom debeleza drevesa. in danke I wise uirani v KRAS
aliviorcey bolnikov =

Storiter | Sifra storitve (O) [Stevilo ]
BRAF [20080 [300 ]
Tubela 3: Dolofanje mutacij v NRAS - predvideno Stevilo preiskav za dolodanje somatskih

mutacij v tumorjih bolnikov 7 rakom debelega érevesa in danle, ki niso mutirani v KRAS
ali BRAF.

Storitev [ Sifra storitve (OT) [ Stevilo |
NRAS [20170 [180 |

‘prsiskay za dolofanja mutacij v genih C-kit in PDGFRA pri

Predyideno &
bolnikih £ GIST— om.
Storit [ Sifra storitve (OT) [ Stevilo |
PDGFRA in ¢ KIT [ 20120 [10 | Nowaleowic Srdjan

Formattec: Hor o1t
Nowalkowié Swdjan
Formatteds Hor o1t

Dodafi tabele e za patologijoll .

Ket je dolotanje navedetih tart/omnaGevalcex predpogoj za pravilno odlotanje o primemost

zdravljenta za bolnika in ker plagevanje teh
doloditev ni urejeno, predlagamo platevanie teh storitev po principy lofeno zaratunliivesa
‘materiala.

Splosni dogovor 2020
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Stevilo reprezentativnih bibliografskih enot zaposlenih v Oddelku za molekularno diagnostiko za obdobje 2005-2025

250
225
200
s N=490
150
100
60
50
22 15 20
. [ [ | [ |
Znanstveni in Prispevki na Monografije in Doktorske Sekundarno Drugo (intervjuji,
strokovni ¢lanki konferencah poglavja v disertacije, avtorstvo kritike, komentarji)
afijah ka dela,

diplomska dela
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Na OnkoloSkem institutu Ljubljana smo predvsem ponosni na dejstvo, da smo omogodili razvoj
molekularne diagnostike na Oddelku za molekularno diagnostiko, ki je po zahtevnosti in kakovosti
preiskav primerljiv z najveéjimi centri po svetu. S tem smo nasim bolnikom omogocili izvajanje
molekularno genetskih preiskav »doma«, v ustanovi, kjer poteka tudi njihovo zdravljenje. Kot velik
dosezek Stejemo tudi dogovor o placevanju storitev molekularne diagnostike s strani ZZZS. To pomeni,
da smo nasim bolnikom omogocili dostopno in kakovostno molekularno diagnostiko in s tem zagotovili
moznost »bolniku prilagojenega zdravljenja« s tarcnimi zdravili po najsodobnejsih mednarodnih
smernicah ter brez stroskov za bolnike.




Uvajanje genetskega svetovanja
in testiranja na OIL — zgodba
sramezljive princeske

Marko Hocevar
Onkoloski institut

Predavanje vsebuje Se neobjavljene rezultate,
zato predstavitev ni na voljo.
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Druzine s povisano ali visoko ogrozenostjo za raka:
svetovanje, odkrivanje mutacij in preprecevanje
raka

P3-0352

Janez Zgajnar

Cilji programa

» Raziskovalne in organizacijske aktivnosti usmerjene v
oblikovanje, posodabljanje in uvajanje onkolosko genetske
dejavnosti na nacionalni ravni

« Hiter prenos novosti v rutino

e Znanstveno — raziskovalno, pedagosko in klinicno delo

KLJUCNI mejniki (1)
» Program od leta 2009

* Povsem samostojna klini€na in laboratorijska
dejavnost od leta 2008

pred tem v sodelovanju z Vrije Universiteit Brussel

* NGS za dedne in sporadicne rake od 2014

» Nacionalni register dednih rakov v okviru RR od
leta 2018




KLJUCNI mejniki (2)
2019

» Pomembno povecanje Stevila vzorcev predvsem zaradi testiranj na
nove tarCe za novo registrirana zdravila

* NGS konzilij pricne z delom
namen konzilija je odloCitev o indikacijah za multigensko testiranje in
interpretacija rezultatov testiranja za klini€no prakso

KLJUCNI mejniki (3)

2022

» Vzpostavitev novih timov
« MDT za redke dedne sindrome
« MDT za redke rake

» Vpeljava novega profila - Genomske svetovalke
— diplomirane medicinske sestre s specialnimi znanji in kompetencami

Rast Stevila svetovanj

Stevilo svetovanj

3000 2835

2556 2648
2500
20622048 2054
2000 1922
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946 1040
100 739 780
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5 341
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Molekularna diagnostika: rast
testiranih vzorcev

MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA
STEVILO VZORCEV OD 2014 DO
2023

7000
6000
5000
4000

3000 T
2064 2036

2000 435y 1467
1000

0 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

Register testiranih oseb iz druzin, obremenjenih z
dednim rakom

e namenjen obdelovanju podatkov o:
— incidenci dednega raka,
— prevalenci in prezivetju teh bolnikov

— spremljanju, naértovanju in vrednotenju
onkoloskega varstva, na podlagi katerih se bodo
lahko izvajale epidemioloske in klini¢ne raziskave

— nabor podatkov, ki jih bomo belezili v registru je
usklajen s stroko v sklopu multidisciplinarne
obravnave

2000 —2023: 13,380 testiranih posameznikov

PV/LPV pri 3,368 iz 1,858 druzin

\

Predstavlja 25% vseh testiranih posameznikov

Skupaj odkritih 3438 PV v razli¢nih genih povezanih z rakom, kar pomeni,
da so posamezniki lahko nosilci ve¢ PV variant




Odkriti sindromi dednih rakov 2000 - 2022

205
43 7%

m Sindrom dednega raka dojk in/ali jajénikov = Sindom Lynch in polipoze

Nevrofibromatoze in Svanomatoze Drugi redki sindromi

Glede na oceno frekvenc PV v Slovenski populaciji smo
odkrili priblizno:

16.8% vseh BRCA1/2 PV

2.7% bolnikov z Lynch sindromom

Mednarodno sodelovanje

« GenoMEL

* IMPACT study

mednarodna raziskava presejanja za raka prostate pri nosilcih PV vgenih
BRCA1/2

« ERN GENTURIS network

European Reference Network on Genetic tumour risk syndromes

* MERGE:

A consortium for male breast cancer genetics

 Mednarodne kontrole kakovosti dela za dedne

in sporadi¢ne rake
(EMQN, EQA, RCPA QAP schemes)
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Stegel ef al. BMC Mediarl Genetic 011,129
it wrwe biomedee ral<om1 471-2350/12/9

BMC
Medical Genetics

RESEARCH ARTICLE Open Access

The occurrence of germline BRCAT and BRCA2
sequence alterations in Slovenian population

= delex 58

BRCA1 = delex 5-10
2 11 24
TD ?
10GsA 5296del 5496A>T
235G>A [ 300T>A
5382insC
300T>G  ggpas| 5370C>T
BRCA2 963-969%dup 1806CsT
L
3 10 " 27
: T mm T ? [}
| |
1756G2;L_ I searTesae
in f >
B ovariancarcer families 51&35[«?"3A
[ breastcancer families 349‘& >' 54
[ breast& ovariancancer families IVS16-2A>G

Figure |

Identified BRCA /2 mutations in Slovenian breast and/or ovarian cancer families,




o 87/346(25.1%) RRM Jiiterature 5-50%)

RRM only 67/87 (T7%) 37
RRM + RRSO 20/87 (23%) 42,5
« [196,6% reconstructive procedure ]
— 81% implant based, 19% autologous
— 2013: 70% SSM, 30% NSM

22.6
8.7

» 5/87 (5.7%) okultnih rakov

— 3BRCA 1,2 BRCA 2
» 0/87 novih rakov pri operiranih
* Samo nadzor: 259 Zensk

— 24/259 (9,3 %) z BRCA 1/2 povezanimi raki
* 12 invazivnih rakov dojk
* 1DCIS
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Vec operacij
po 1. juliju
2013
(p=0,009)

Center za bolezni dojk za nosilce mutacij
,CBD gen®

e Leta 2022,
822 oseb vsaj enkrat na kontroli
(nekateri tudi 2x)

. 128 (16%) moskih, 694 (84%) Zensk

» Povprecna starost 48 let (22-89)

Analysis done by Simona Hotujec and assist. prof. Mateja
Krajc




Delezi potrjenih mutacij, negativnih
testiranj in netestiranih

Analysis done by Simona Hotujec and assist. prof. Mateja
Krajc

Nosilci patogenih razlicic po genih

8t. nosilcev* patogenih razlicic po genih (CBD GEN, 2022)
450
393
400
350
300
250
200

150

50 33 30 16 - - 1s
0 - - - — f— -

BRCA1 BRCA2 CHEK2 ATM PALB2 NF1 CDH1  Drugo**

Analysis done by Simona Hotujec and assist. prof. Mateja
Krajc

Clani skupine z OI leta 2025

302 - ONKOLOSKI INSTITUT LUUBLJIANA

| & | EVIDENENA 3T IME IN PRIIMEK VLOGA | VSTOP 1ZsTOP
1 [12023 Marko HoZevar Raziskovalec [112012 31.12.2027
2. |aeam2 Vijoleta Kaluza Tehniéni sodelave |112018 31122027
s |osoo7 srdjan Novakovic Raziskovalec |112018 31.12.2027
la.  |26530 Andra? Perhavec Raziskovalec |11.2018 31.12.2027
5. |24209 Barbara Peri¢ Raziskovalec |11.2018 31.12.2027
5. |oazes Maja Primic-Zakel| Upokojeni raziskovalec |112018 21.12.2027
7. |233a3 Vida Stegel Raziskovalec |1.1.2018 31.12.2027
8. |sise9 Ksenija Strojnik Raziskovalec |1.1.2022 31.12.2027
5. |osssz petra Skerl Raziskovalec |r12012 31.12.2027
10. |12767 Janez Zgajnar Vodja |L12018 31.12.2027
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Znanstveno raziskovalna in pedagoska dejavnost

Prihodnost (1)

1. Nadaljevati z analizo genetskega svetovanja in testiranja za dedni rak dojk, jajénikov,
Sirokega Crevesa, malignega melanoma in Zelodca z namenom ugotoviti vzorec patoloskih
razliCic (mutacij) in razliCic neznanega kliniénega pomena preiskovanih genov v Sloveniji

2. Z uporabo nove tehnologije (next generation sequencing) testirati vzorce druzin, pri katerih
kljub visoki verjetnosti za dedne oblike raka v preteklem obdobju s sekvenciranjem po
Sangerju nismo dokazali patoloskih razli€ic v preiskovanih genih

3. Sirjenje testiranja z vklju¢evanjem vegjega deleza bolnikov tudi izven dejavnosti Onkoloske
genetike (t.i. »mainstream genetics«)

Prihodnost (2)

4. Razvoj algoritmov za spoznavo zmerno ogrozZenih oseb za raka dojk in druge rake ter
priprava prilagojenih smernic ukrepov in uvedbo v vsakodnevno delo v Sloveniji

5. Sprotno popolnjevanije in Sirjenje registra dednih rakov na nivoju drzave; vzpostavitev baze
podatkov s patoloSkimi razliCicami (mutacijami) in razli¢icami neznanega klini€nega pomena v
Sloveniji.

6. Uvajanje novih metodologij za prepoznavo tar¢ pomembnih za izbor zdravljenja




Pot vzorca v Oddelku za

molekularno diagnostiko

Simona Traven

\

.
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& po MKB-10): —
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VPIS PODATKOV V BIRPIS

IZOLACIJA DNA IN/ALI RNA — PRIPRAVA DELOVNE LISTE V LABISu




IZOLACIJA DNA IN/ALI RNA I1Z KRVI IN TKIVNIH VZORCEV (FFPE)

e izolacija na koloni
¢ izolacija na magnetne kroglice

IZOLACIJA CELOKUPNIH NUKLEINSKIH KISLIN —
tNA 1Z TEKOCINSKIH BIOPSIJ (KRI)

Trenutno za 3tudijske namene: genotipizacija, odkrivanje zgodnjega progresa
raka, spremljanje uc¢inka zdravljenja

kri odvzeta v epruvete z dodatkom stabilizacijske tekocine,

ki ohranijo krozeco tumorsko DNA (cfDNA) in kroZece tumorske
celice (CTC)

odvzeto kri lahko hranimo na sobni temperaturi do 7 dni
izolacija plazme na magnetne kroglice

MERJENJE KONCENTRACIJE DNA / RNA

e Koncentracijo DNA in RNA merimo fluorimetri¢no, kar pomeni da izmerimo DNA,
ki se je specificno vezala s fluorescenc¢nim barvilom

e Aparat Qubit
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|ZVEDBA PREISKAVE GLEDE NA NAPOTITEV

e RTPCR-DPYD, UGT1A1, POLE

e Sekvenciranje po Sangerju

* NGS — genotipizacija dednih ali tumorskih sprememb

e MLPA ali MS MLPA

¢ MSI—dolocanje stabilnosti tumorja v primerjavi z netumorskim vzorcem
e KLONALNOST pri limfomih

e TRANSLOKACIA pri limfomih

PRIPRAVA DELOVNE LISTE ZA POSAMEZEN POSTOPEK V LABISu

Spremljanje:
e porabe reagentov
e faze obdelave vzorca

e obracun vzorca

PRIPRAVA DELOVNE LISTE ZA POSAMEZEN POSTOPEK V LABISu




PRIPRAVA DELOVNE LISTE ZA POSAMEZEN POSTOPEK V LABISu
NGS dedne knjiznice

e NGS — priprava knjiznic za dedne rake 24 vzorcev na zagon
e Potrebujemo natan¢no umerjeno DNA

e Postopek izdelave knjiZnice traja 3 dni — natancno in

zahtevno delo

e Zarazlikovanje vzorcev uporabljamo razlicne indekse -

indeksiranje vzorcev za identifikacijo

e Natancna kvantifikacija knjiznic na koncu postopka
» Sekvenciranje traja 26 ur ter analiza na aparatu 6 ur

* Analiza posameznega vzorca

PRIPRAVA DELOVNE LISTE ZA POSAMEZEN POSTOPEK V LABISu
NGS za tumorske vzorce

NGS — priprava knjiznic za tumorske vzorce ali cfTNA

Potrebujemo natan¢no umerjeno DNA/RNA v zadostni
koli¢ini in kvaliteti

Postopek izdelave knjiznice traja do 3 dni—natanc¢no in
zahtevno delo

Za razlikovanje vzorcev uporabljamo razli¢ne indekse -
indeksiranje vzorcev za identifikacijo

Natanéna kvantifikacija knjiznic na koncu postopka
Sekvenciranje na aparatu 28 ur ter analiza na aparatu 12 ur

Analiza posameznega vzorca

VSAKEMU VZORCU SLEDI IZDELAVA IZVIDA
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HRAMBA VZORCEV — TRAINA ALI DOLOCEN CAS

4-8° C - vzorci za izolacijo, izolirana DNA
-20° C - izolirana DNA
-80° C - izolirana RNA in kri za namene testiranja
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Genetski sindromi, ki vkljucujejo
dedne rake

Mateja Krajc

ODDELEK ZA ONKOLOSKO KLINICNO GENETIKO

11.4.2025

20 let Oddelka za molekularno diagnostiko, Onkoloski institut Ljubljana

Primer obremenitve z raki v druzini

)

I 25 let, zdrava, v druZini vec sorodnikov zbolelo za rakom I

Rak — bolezen genoma

e Mehanizem nastanka raka - posledica sprememb v DNA zapisu

o Rakave celice lahko nosijo stotine ali tisoCe genetskih sprememb, ki nam veliko
povedo o vzrokih za nastanek in nadaljnji razvoj bolezni

e Aktivacija onkogenov, inaktivacija tumor supresorskih genov ter genov, ki
kodirajo za proteine, ki sodelujejo pri popravljanju DNA

o Vecinarakavih bolezni je posledica pridobljenih, somatskih okvar - gre za t.i.
nededne, populacijske rake

e Nekateri bolniki zbolevajo za rakom zaradi kombinacije zarodnih in pridobljenih
okvar - gre za t.i. dedne rake




Zarodne in somatske okvare DNA

https://gorlingroup.org/autosomal-dominant-inheritance/

BAP1 germline mutations A new Cutaneous
Nevus Melanoma Syndrome. Thomas Wiesner

KDAJ POMISLIMO NA PRISOTNOST DEDNEGA
SINDROMA

¢ Vel posameznikov po isti krvni veji je zbolelo za istim rakom in/ali raki, ki se pojavljajo v sklopu dolo¢enega dednega
sindroma (npr: rak dojk/jajt":nikov{

¢ Diagnoza postavljena 10 — 20 let prej, kot velja za splosno populacijo
e Vel primarnih tumorjev

e Redkiraki (npr. rak dojk pri moskem)

¢ Nemaligne manifestacije (npr. koZzne spremembe)

e Histoloske karakteristike (npr. moduarni rak dojk)

*  Molekularne spremembe (npr. MSI, IHK na MMR beljakovine)

* KDAJ PA POZABIMO?

www.onko-i.si/fileadmin/onko/datoteke/Strokovna_knjiznica/publikacije_za_bolnike/Dedni_rak_dojk_jajcnikov_2017.pdf

www.onko-i.si/za-bolnike/podporno-zdravljenje/genetsko-svetovanje
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OIL — proces dela

NAPOTITVE

A

ONKOLOGI
GINEKOLOGI
DRUZINSKI ZDRAVNIKI
DRUGI SPECIALISTI
CBDji

GENETSKO SVETOVANJE

MULTIDISCIPLINARNA OBRAVNAVA

TESTIRANJE

FOLLOW - UP/PRESEJANIJE

PSIHOLOSKA OBRAVNAVA

PGD

PROFILAKTICNE OPERACIJE/TARCNO ZDRAVLIENJE

KLINICNA POT Kko-i.si/fileadmin/_ . _in_testiranje_za_dedni_rak_dojk_in_ali_jajcnikov.pdf

NAMEN GENETSKEGA SVETOVANJA IN TESTIRANJA

NACRTOVANJE PERSONALIZIRANIH NACRTOVANJE PERSONALIZIRANEGA
PREVENTIVNIH UKREPOV TARCNEGA ZDRAVLJENJA

KLASICNA KLINICNA POT

HITRA KLINICNA POT

3 KLINICNE POTI

www.onko-i.-si

KLINICNA POT - VECSTOPENJSKI
P RO C E S Moznostiv SLO:

1. Klasi¢na KP preko klini¢nega genetika
. . .. . v. v . 2. Hitra klini¢na pot/mainstreaming

1. identifikacija posameznika z vecjo ogrozenostjo 3. Genomski svetovalec

4. Tumorsko testiranje — napotitev glede
na izvid in anamnezo

A 4
2. genetsko svetovanje pred testiranjem
3. Podpis soglasja

4. testiranje

A 4

5. svetovanje ob posredovanju rezultata

6. sledenje, presejanje, preventivne operacije, klini¢ni psiholog

KLINICNA POT http://wwiw.onko-i.iffileadmin/._ X :_in_testiranje_za_dedni_rak_dojk_in_ali_jajcnikov.pdf
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RAZDELITEV - ERN GENTURIS

Sindromi z dedno predispozicijo za razvoj tumorjev in geni, povezani z njimi

Tematski sklop sindromov _ Izbran panel genov

1. Nevrofibromatoza Nevrofibromatoza tipa 1
_ Z NF2 povezana Svanomatoza

Z NF2 nepovezana Svanomatoza
2. Sindrom Lynch & Polipoze Sindrom Lynch

Druzinska adenomatozna polipoza
Hamartomska polipoza

3. Sindrom dednega raka dojk in/ali JGEISC[J]S
jajénikov
Rak jajénikov (epitelijski rak jajénikov)

4. Drugi redki dedni sindromi PTEN hemartomski tumor sindrom
(PHTS) — sindrom Cowden

Li-Fraumeni sindrom

Birt-Hogg-Dube sindrom

Dedna oblika malignega melanoma

CMMRD

Rabdoidni tumorski predi

sindrom

Dedni difuzni rak Zelodca

Deni papilarni rak ledvic

AT Ataxia-Telangiectasia

Bloom sindrom

Dedna leiomiomatoza in svetloceli¢ni rak
ledvic

Von-Hippel-Lindau sindrom

NF1

NF2

SMARCBI, LTZR1

MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM

APC, MUTYH, POLE, POLD1, NTHL1, MSH3
SMAD4, BMPRIA (juvenilna polipoza), STK11

BRCA1, BRCA2, PTEN, STK11, TP53, ATM,
PALB2, CHEK2, CDH1

BRCA1, BRCA2, RAD51C, RAD51D, BRIP1,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, PALB2, EPCAM

PTEN

CDKN2A, CDK4, BAP1, POT1, TERT, TERF2IP,
ACD, MITF

Bialelna razlicica v enem izmed MMR genov:
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM

SMARCB1, SMARCA4

CDH1, CTNNA1
MET

ATM

BLM

FH

VHL

GENETSKA HETEROGENOST — PR/VPR RAZLICNIH GENOV OGROZAJO ZA ISTO BOLEZEN

https://myriad.com/genetic-tests/myrisk-hereditary-cancer-risk-test/

Register testiranih oseb iz druzin, obremenjeni z dednim rakom

Podlaga za zbirko podatkov

e Zakon o spremembah in dopolnitvah Zakona o zbirkah
podatkov s podrocja zdravstvenega varstva (Uradni list RS
$t. 31/2018), uporabljati se je zacel 1. januarja 2019.

* Drzavni register testiranih oseb iz druzin, obremenjenih z

dednim rakom, upravljavec je OIL.




Porocilo Registra testiranih oseb iz druzin, obremenjenih z dednim rakom 2000 - 2023

Stevilo testiranih

posameznikov pozitiven izvid negativen izvid
3357
posameznikov/1858
2000 - 2023 13380 druZin 10023

Delez posameznikov glede na rezultat genetskega testiranja
2000 - 2023

= 3tevilo posameznikov - pozitiven izvid = Stevilo posameznikov - negativen izvid

Delez odkritih zarodnih patogenih/verjetno
patogenih razli¢ic glede na sindrom z dedno

predispozicijo za razvoj tumorjev (2001 - 2023) Sindrom dednega raka dojk in/al jajénikov

56;2%

223; 94; 3%

G 162; 6%

= Sindrom dednega raka dojk in/ali jaj¢nikov u BRCA1 ®BRCA2 = CHEK2 =ATM = PALB2 = Drugo*
= Sinrdom Lynch in polipoze
= Nevrofibromatoze in Svanomatoze

Drugi redki sindromi

Stevilo testiranih posameznikov glede na rezultat genetskega testiranja (2000 — 2023)

2000 1465 1417
1355
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2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
pozitiven izvid M negativen izvid

Kumulativno 3tevilo posameznikov z vsaj eno odkrito zarodno patogeno/verjetno patogeno razli¢ico v genu, povezanem z
dedno predispozicijo za razvoj tumorjev (2001 — 2023)
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St. odkritih zarodnih patogenih/verjetno patogenih razli¢ic v genih,
povezanih s HBOC po letih
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WBRCA1 ' BRCA2 = CHEK2 ~ ATM ' PALB2 ' Drugo*

*Drugo: MLH1, MSH6, RAD51C, BRIP1, PMS2, CDH1, TP53, STK11, PTEN, EPCAM, RAD51D

Kumulativno st. odkritih zarodnih p ih/verjetno patogenih razli¢ic v genih, 293
povezanih s HBOC, po letih z
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WBRCA1 '« BRCA2 = CHEK2 ~ ATM ™ PALB2 ' Drugo*

*Drugo: MLH1, MSH6, RAD51C, BRIP1, PMS2, CDH1, TP53, STK11, PTEN, EPCAM, RAD51D
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TESTIRANJE ZARODNIH RAZLITIC | s ot
IN NJIHOVA KLASIFIKACIIA | g

DEDNE OBLIKE RAKA

Primer raka dojk.

Dedni raki 2 5-10% vseh malignih oboleni.

) O O - oe
o \ KO\ 2 Q rO /C /Q’\ /‘4\ ~ Splo3na populacija.
W/ \\// § E\V/R\V/R\V/E\V/R\V/AN
WY VWY VY NY Y WY BY VY

Ll wown 2%
@ @ © O O O
tee

—

2 Nosilke dedne okvare v genu BRCAT.

1]

(@) O
YRR
www 7%

GENETSKO TESTIRANJE ZA DEDNE OBLIKE RAKA

O

. . . ve o 2B\
*Visoka obremenjenost z raki v druZini. m
V) U

*Za rakom zboli mlada oseba.

*Oseba zboli za veé primarnimi raki. Q- Q POy Q
@3 @ m ay 4N 4y
*Specifiéni histolozki fipi wow w

tumorja/molekularni oznaéevalci.

Zgodnije odkrivanje raka oziroma prepreditev njegovega nastanka.




\ STEVILO TESTIRANIH — PRVI V DRUZINI

‘ KASKADNO TESTIRANJE SORODNIKOV

Na vsakega prvega testiranega, testiramo Se dva
sorodnika

Polovica sorodnikov
okvare
44%

I )
estirani, ki imajo genetsko testirani sorodniki poz ®neg
okvaro

je nosilcev genetske

prvi te

Sekvenciranije po » SEKVENCIRANJE NASLEDNJE

Sangerju GENERACIJE(NGS)

700-1000 bp 3.000.000.000 bp
BRCA1
e,

Human Genome project — 3 milijade $
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28 |BABAML GG/A 19 17389704 snv het  yes  PASS 10000 100 ) 100 4 sar NM_001033548 1 837654 NM_001033549.1:c B37G>A(p.)
29|BARD1  A*G/G 2 2,16E+08 snv hom yes PASS. 10000 100 100 235 235 0235 synonymous_variant NM_000465.2:c 1518T>C NM_000465.2:¢ 1518T>C(p.<) NM_
30 |BARD1 /e 2 2,16E+08 snv het yes PASS 10000 100 48,18 714 344 368,344 tolerated benign (0 missense_variant NP_000456.2:p Arg378Ser NM_
31 [BARDL /G 2 2,16E+08 snw het synonymous _variant NM_000465.2:c. 1053G>Cip.=) NM_
32|BARD1  TAA>TAA/ 2 2,16+08 deletion het - -
33|BARD1  TASTA/T 2 2,16E+08 deletion het
34BARDI  T>T/TA 2 2,16E+08 insertion het
35 |BIVM-ERC G>C/C 13 1,04E+08 snv hom . NP_001191354.1:p.GIy1507Arg
36 |BIVM-ERC G>C/C 13 1,04E+08 snv hom G NETSKO TESTIRANJE V|Soku kompleksnost pod(ﬂkov NP_001191354.1:p.GIy1534Arg
37 | BIVM-ERC G>G/C 13 1,04F<08 snv het NP_001191354.1:p.Asp1558His.
38 |BLM A=AJAT 15 91312650 insertion het
39 |BLM TT/C 15 91312823 snv het NM_
40 |BLM G>G/A 15 91337479 snv het NM_000057.2:€ 3102G>A(p =) NM_
BLM  OC/A 15 91346923 snv het 0 k I k i in=i H d k NIM_D00057.2:c. 3531C>Ap.=) NM_
o 15 otasemslonsTnes ZKO grio geneis ega |ES“I'(]|'I|G |nIerpreiucl|u po atkov. M 000057 39450t TNk
ICTTTT>CT1 17 41196821 deletion het . .
CTIT>CIT] 17 41196821 deletion het DVOIn' pregled podu'kov.
CTT>CTT/C 17 41196821 deletion het
cT>CT/e 17 41196821 deletion het
ocfer 17 41196821 insertion het
GCA>GCA 17 41242938 deletion het intron_variant 4185+
TT/C 17 41246481 snv het yes PASS. 10000 100 4485 502 270 332,27 deleterio probably missense_variant NP_009225.1:p.GIn356Arg €.1067A
AT>AT/A 13 32893197 deletion het yes R8 5000 50 537 205 11 194,11 intron_variant NM_
AT 13 32906729 snv het  yes  PASS 10000 100 4817 438 a1 2 tolerated benign (0 missense_variant NP_000050.2:p.Asn372His. NM
CT>CTjC 13 32007535 deletion het yes. RS 10000 100 12,94 340 a4 29684 intron_variant NM_
ccfer 13 32907535 insertion het yes. R8 10000 100 6,73 312 21 291,21 intron_variant NM_
54| TT/C 13 32912299 snv het yes PASS. 10000 100 498 253 126 127,126 Synonymous_variant NM_000059.3:c.3807T>C NM_000059.3:¢. 3807T>C(p=) NM_
55 |BRCAZ A>G[G 13 32913055 snv hom yes PASS 10000 100 99.53 422 420 042 SYNONYMOoUs_V: NM_000059 3:C 4563A>G NM_000059.3:C 4563A>G(p. NM_
56 [BRCA2Z  GC/C 13 32915005 snv hom  yes  pAsS 10000 100 100 323 32 053 synonymous._v NM_000052. NM_000059.3:c 6513G>Cip.~) NM_
57 |BRCA2  ToC/C 1332970387 sn hom. s PASS 10000 100 100 212 412 a1z tolerated benign (0 missense_variant NM_000058 3:c 7397T>C NP_000050.2p NM_
58 [BRCAZ  T>T/C 13 32936646 snv het yes PASS 10000 100 49,79 476 237 239,237 intron_variant NM_000059.3:.7806-14T>C NM_00(
59 [BRCA2  A»A/C 13 32973012 snv het yes PASS. 10000 100 51 249 127 122127 3_prime_UTR_variant  NM_000059.3:c.* 105A>C NM_
60 |BRCA2 ARG 13 32973276 snv het yes PASS 10000 100 5157 254 131 123,131 3_prime_UTR_variant NM_000059 3:C.* 369A>G NM_
61 [BRCAZ  GAGA/G 13 32973279 deletion het  yes B8 4300 @ 47 257 12 012 3 prime_UTR variant  NM_000058.3:c.*382delA
62 |BRCA2  G>G/GA 13 32973279 insertion het yes. RS 4300 a3 2,47 245 11 235,11 3_prime_UTR_variant 382dupA
63 |BRCAZ  AT-AT/A 13 32973736 deletion het yes LowGQRE 2500 25 3,35 239 8 1318 3_prime_UTR_variant *838delT
64 |BRCAZ  A»A/AT 13 32973736 insertion het yes LOWGQ.RE 2600 26 3,46 231 8 2238 3_prime_UTR_variant *839dupT
65 |BRIP1 A>G[G 17 59760996 snv hom yes PASS 10000 100 99,14 348 345 3,345 Ssynonymous_variant NM_032043.2:¢ 3411T>C(p =) NM_03:
66|BRIPL  A>G/G 17 58763347 snv hom  yes  PASS 10000 100 9878 453 452 1452 tolerated benign (0 missense_variant NP_114432.2p Serd19Pro NM_03:
67 [BRIPL  T>C/C 17 59763465 snv hom yes PASS 10000 100 100 453 453 053 synonymous_vai NM_032043 2:c 2637A>G(p =) NM_03:
68 |BRIP1 CAXCA/C 17 59857599 deletion het no R8 6000 60 5,68, 29 13 216,13 intron_variant 1935+22delT NM_03:
69 |BRIP1 oCfca 17 59857599 insertion het no R8 10000 100 10,27 224 23 201,23 intron_variant 1935+22dupT NM_03:
70 |CASR G>A/A 3 1,22E+08 snv hom yes PASS 10000 100 100 196 196 0,196 intron_variant NM_000388 3:C492+19G>A NM_00:
T |CASR  GaC/C 3 1,226+08 snv hom  yes  PASS 10000 100 100 409 409 0409 synonymous _variant 2284G>C NM_000388.3:c. 2244G>Cip.=) NM_00:
72 | cASR G>C/C 3 1,22E+08 snv hom yes. PASS 10000 100 99,79 281 280 1,48 tolerated benign (0 missense_variant 3031G5C NP_000379.2:p.GIu1011GIn NM_00:
73| ooe 1 1,93E+08 snv het yes PASS. 10000 100 495 200 9 101,99 intron_variant NM_02:
74|CDHL  ©T/T 16 68771372 snv hom yes PASS. 10000 100 9981 531 530 153 splice_region_variant,intt NM_004
75 |CDH1 G>G/A 16 68820946 snv het no PASS 10000 100 46,12 516 238 278,238 intren_variant NM_00<
76|OH1  TT/C 16 68857289 snv het  yes  PASS 10000 100 4289 387 166 221,166 intron_variant NM_004
77|cDH1  T>C/C 16 68857441 snv hom yes. PASS 10000 100 99,42 342 34p. 234 synonymous_variant NM_004360.3:c 2076T>C(p.<) NM_00¢
8 lerinia Teeie 15 198708aK <nu hamuee oace waon aen oam < cw 1ca S nrima 1B variane MM anRa T 7T

VPLIV RAZLICIC NA PROTEIN

Za vse razlicice, ki jih odkrijemo
na nivoju DNK nas zanima njihov
vpliv na protein:

* Okvarijen protein

* Protein se ne sintetizira

*Ni vpliva na protein

KLASIFIKACIJA RAZLICIC

Segregacija

Znanstvena
literatura/
funkcijski testi

Segregacija

Tip razli¢ice
(stop kodon,
zZmenjava

)

razlicice z
boleznijo

Pogostost

In silico

b predikcijska
razliCice z orodia
boleznijo 19

patogenosti

razli¢ice v

Benigno

Patogeno

Patogeno

PCIngeno




KLASIFIKACIJA RAZLICIC TEMELJI NA SMERNICAH:

DEDNE OBLIKE RAKA — KLASIFIKACIJA RAZLICIC

Otezena klasifikacija razlic¢ic po
smernicah ACMG /AMP:

*Znizana penetrance

*Fenokopije L0 L joy
7/ \\ /) A\ /
gy 4N YN

*Rak je lahko specifi¢en za doloéen spol W W

*Pozen nastop bolezni — patogene razlicice so o e

e

prisotne v GnomAD U|_HJ\U @

SPECIFICNE SMERNICE ZA VSAK GEN POSEBAJ

ClinGen CanVig

/ General hereditary cancer classification
guidelines

APC APC

ATM ATM

BRCAT/2 BRCA1/2

CDH1 CDH1

/ CHEK2

DICER1 DICERT

MMR genes (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) MMR genes (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)

PALB2 PALB2

PTEN PTEN

RAD51C RAD51C

/ RAD51D

/ SDHB/SDHD

P53 P53

VHL /
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RAZLICICE PO KLASIFIKACIJI ACMG/AMP

5 razredov patogenosti

Zbiranje dokazov v prid
patogenosti ali benignosti

Genetski izvid

)
4 53
3 of

QLIS

KLASIFIKACIJSKI RAZREDI PO ACMG/AMP

2
verjetno
benigne
razlié¢ice

Kliniéno nepomembne razlicice:
Benigne in verjetno benigne razli¢ice — ne
poviSajo ogrozenosti za nastanek raka

3
Razligice
nejasnega
klinicnega
pomena

Razli¢ice nejasnega
klinicnega pomena:

Ni dovolj podatkov, da bi jih
uvrstili med kliniéno
pomembne ali nepomembne
razlidice.

4
verjetno
patogene
razli¢ice

Kliniéno pomembne razli¢ice:
Patogene in verjetno patogene razli¢ice

povzroéijo okvaro proteina. Ce je
ugotovliena kliniéno pomembna razli¢ica se
pacientu ponudijo:

preventivni ukrepi in nadaljnje
spremljanje

taréno zdravljenje (ée je okvarjen gen
predpogoj za zdravljenje npr. BRCAT &
PARPi)

REKLASIFIKACIJA VUS-OV

Ce VUS (razlig¢ico razreda 3) reklasificiramo

o tem obvestimo.

Sprozi se kaskadno testiranje sorodnikov.

visje (v razred 4 ali 5) — pacienta

Zelo je pomembno zbiranje podatkov o pacientih in vseh razli¢icah, ki smo jih

pri pacientih odkrili.




TESTIRANI GENI GLEDE NA DIAGNOZ0

Pri vsakem pacientu testiramo 125 genov za
prisotnost genetske okvare.

Virtulani paneli genov se lahko s ¢asom
spremenijo!

Pomembno je spremljanje najnovejsih smernic!

Reanaliza podatkov!!

POVZETEK

Spremljanje nosilcev zarodnih razli¢ic je indicirano le na podlagi klini¢no
pomembnih razlic¢ic (razred 4 ali 5).

Na podlagi VUS-q, se ne izvaja preventivnih ukrepov (uposteva se
druzinska anamneza).

Ne vemo ali je protein okvarjen — taréno zdravljenje na osnovi VUS-a ni
indicirano (npr. v BRCA genih).

Med genetskih testom lahko najdemo patogene razli€ice, ki niso povezane s
pacientovo klini¢no sliko = nakljuéne najdbe.
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Priprava in interpretacija
izvidov za dedne rake

dr. Nika Rihar, dr.vet.med.

Postopek testiranja na dedne oblike raka

Genetsko Odvzem
svetovanje vzorca

Interpretacija
rezultatov in
priprava izvida

Laboratorijska
analiza DNK

Struktura izvida

* Podatki o preiskovancu, ( )
napotitvi in preiskovanem
materialu, > <
e rezultati preiskav in
obrazlozitey,
* uporabljene metode pri L )

analizi vzorca.




Razlike v genetskem testiranju glede na druzinsko
anamnezo

Genetsko testiranje

Znana
patogena/verjetno
patogena razli¢ica v

druzini

Patogena/verjetno
patogena razlicica v
druZini ni znana

Primer pozitivnega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene razlicice v druzini

* Uporabljene metode - NGS sekvenciranje

AP

Primer pozitivhega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene razlicice v druzini

Druzina s patogeno razli¢ico v genu CDH1

O
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Primer pozitivhega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene razlicice v druzini

Primer pozitivhega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene razlicice v druzini

NGS sekvenciranje® s kompletom TruSight Hereditary, TSO500-DNA® (MiSeqDx, lllumina, NextSeq 550, llumina): vseh eksonov in ob-eksonskih regi
(+/- 25 nt stran od eksona); uporabljen referenéni genom hg19. Pri 2 95% analiziranih regij genov je zagotovljena = 40-kratna pokritost posameznih baz.
Laboratorijska ob&utljivost in specififnost metode glede na sekuencira_nje po Sangerju za pamgene_razliéice v genih BRCA1in BRCAZ2|e 100%. Prisotnost

vedjih delecij'duplikaci] smo analizirali ¢ programskim orodjem Seq
Usmerjeno smo analizirali in interpretirali razli¢ice v slededih genih]COHT (LRG_301t1), CTNNA1({NM_001803_2) ]

Primer negativnega izvida pri preiskovancu brez znane
patogene/verjetno patogene razlicice v druzini

Rezultati:

Klinicno pomembna razli¢ica ni dokazana.
whliniéno lifica« je kot genetska sp , ki je = g

P 2 2a raka

Obrazlozitev:

preiskovanin genin so lahko prisotne genske spremembe, ki jih zaradi omejitev uporabljenin metod ni moZno zaznati. Kliniéno pomembne
razlifice so lahko prisotne tudi v drugih genih, ki niso bili preiskovani.

Opombe:

Svetujemo vam, da se o rezultatu molekularno genetske preiskave in nadaljnjin priporoéilih posvetujete s specialistom kliniéne genetike, ki bo podal dokonéne oceno
ogroZenosti Za nastansk raka. Rezultat testa je lahko pomemben tudi 23 vaZe sorodnike.
ObrazloZitev raziific po razredih j& podana na hrbtni strani izvida.




Primer izvida za naklju¢no najdbo pri preiskovancu brez
znane patogene/verjetno patogene razlicice v druzini

Razliice z nejasnim klinicnim pomenom - VUS

Primer izvida pri preiskovancih z znano patogeno/verjetno
patogeno razlicico v druzini

* Uporabljene metode — sekvenciranje po Sangerju, MLPA
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Primer izvida pri preiskovancih z znano patogeno/verjetno
patogeno razlicico v druzini

Druzina s patogeno razli¢ico v genu CDH1

Primer pozitivnega izvida pri preiskovancih z znano
patogeno/verjetno patogeno razlic¢ico v druzini

Primer negativnega izvida pri preiskovancih z znano
patogeno/verjetno patogeno razlicico v druzini




Primer izvida pri preiskovancih z znano patogeno/verjetno
patogeno razlicico v druzini

( )
Sekvenciranje po Sangerju®¢ (ABI3500; (Sanger et al., 1977)): ekson 10 (c.1321-(1565+1)) v genu.CDHf (CDH1-e10 SG VTM)

Predaja izvida v okviru genetskega svetovanja

* Oddelek za onkolosko klini¢no
genetiko

* Predaja in interpretacija izvidov
bolniku
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Opredeljevanje redkih dednih
sindromov, ki vkljuéujejo nagnjenost
za razvoj raka

Ana Blatnik, Oddelek za onkoloSko klini¢no genetiko

» Molekularna diagnostika v onkologiji: 20. letnica ustanovitve
Oddelka za molekularno diagnostiko«, 11.04. 2025

Redke bolezni

« zelo raznolika skupina bolezni, kjer se simptomi in
znaki lahko tudi pri bolnikih z isto diagnozo moc¢no
razlikujejo

e podatkov in strokovnjakov zelo malo, omejene tudi
moznosti zdravstvene oskrbe — bolezni sirote

« tezave kronicne, progresivne, degenerativne, Zivljenje
ogrozajoce

* za te bolezni pogosto ni zdravil in zaradi pomanjkanja
raziskav je manjSa moznost, da jih v prihodnosti razvijejo

* prizadenejo tako posameznika kot druZzino in SirSo druzbo

PRIZADENEJO 4 % POPULACIJE (OCENE 3,5 — 5,9 %) -

VEC KOT 7000 RAZLICNIH
REDKIH BOLEZNI

75 % TEH BOLEZNI
SE IZRAZI V OTROSKI
DOBI




Evropske referenéne mreze

» European Reference Networks (ERNSs) — virtualne mreze, ki zdruZujejo
zdravstvene ustanove po vsej Evropi

« Cilj je olajati oskrbo pacientov z redkimi ali kompleksnimi boleznimi,
ki potrebujejo visoko specializirano obravnavo

« Cezmejno zdravstveno varstvo, a tako, da praviloma potujeta ¢ez meje
medicinsko in strokovno znanje, ne pacienti

ERN GENTURIS - cilj

* boljSa prepoznava pacientov z
dednimi sindromi raka

e zmanjSanje neenakosti  pri
kliniéni  obravnavi in izhodu

zdravljenja

e razvoj z dokazi podprtih smernic
obravnave

* razvoj kliniénih registrov,
biobank in raziskovalnih
projekov

e kliniéne poti za enakovredno,
dostopno in  visoko kakovostno
obravnavo pacientov in njihovih
svojcev povsod po Evropi

ERN GENTURIS — tematske skupine

redke dedne predispozicije za razvoj raka

« malo izkuSenj, sploh v manjsih
populacijah

« slabSe opredeljen spekter rakov, za
katere ogrozajo

« kompleksni programi spremljanja

¢ praviloma ni z dokazi podprtih smernic
— konsenz strokovnjakov
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nevrofibromatoza tipa 1

pojavnost 1/3500-1/2000

multisistemsko obolenje s polno penetranco, a variabilno ekspresijo
posledica zarodnih patogenih razlicic v genu NF1

znacilni Stevilni nevrofibromi, café-au-lait madezi, aksilarna in
ingvinalna pegavost, hamartomi Saranice (Lischevi noduli), kostne
nepravilnosti, kognitivne motnje, pogostejSe pojavljanje raka dojk in Se
nekaterih drugih tumorjev (glioma, GIST, feokromocitomi, NET...)

pricakovana Zivljenjska doba 8-15 let krajSa kot v splosni populaciji,
predvsem na racun malignomov in vaskulopatij

v tujini spremljanje praviloma v okviru t.i. “NF1 oddelkov/ambulant”




Priporocila za spremljanje

+80

0 O =

(NF12)  CAOVARI?
+47

1975 1964 1964

Ca?

e NF1:¢.7395-17T>G

* podedovana po mami!

* RNA analiza — sprememba
povzrodi insercijo 16 nukleotidov
in posledi¢no premik bralnega
okvira — p.(Arg2465Serfs*21)

* VUS -> verjetno patogena
razlicica
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sindrom Li Fraumeni

» leta 1969 ga opiSeta Frederick Li in Joseph Fraumeni
» posledica zarodnih patogenih razlicic v genu TP53

* najpogostejsi raki: premenopavzalni rak dojk, osteosarkom, mehkotkivni
sarkomi, moZganski tumor, adrenokortikalni karcinom (ACC)

+ 1/10000-1/3000

» AD dedovanije, a veliko de novo razli¢ic z negativno druzinsko anamnezo!
» vecdja dovzetnost za Skodljive ucinke sevanja in citotoksi¢nih snovi

» nekatere razlicice bolj ogrozajoce od drugih

v juzni Braziliji 90% otrok z ACC nosilcev razli¢ice p.Arg337His v genu TP53! V
tej populaciji - 1/375 nosilec

Priporocila za spremljanje

TP53: ¢.818G>A
p.(Arg273His)

alelni delez 26,5 %! —
mozaicizem?

v brisu ustne sluznice VPR
dokazana (<30%), v tkivu
jajénika odsotna

v raku dojk — VPR prisotna,
alelni delez 30%

héerki spremembe nista
podedovali!




Prikaz primera dednega raka
v sklopu sindroma

Asist. dr Ksenija Strojnik, dr.med.
Oddelek za onkolosko klinicno genetiko
OnkoloSki indtitut Ljubljana

Molekularna diagnostika v onkologiji: 20. obletnica ustanovitve Oddelka za molekularno diagnostiko na OIL, 11.4.2025

Predavanje vsebuje Se neobjavljene rezultate,
zato predstavitev ni na voljo.
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Molekularna diagnostika v onkologiji:
20. obletnica ustanovitve Oddelka za molekularno diagnostiko na OIL

FARMAKOGENETIKA

Petra Skerl

Oddelek za molekularno diagnostiko

Farmakogenetika

» Podroéje genetike, ki preuéuje vpliv dednih (zarodnih) genetskih razli¢ic v DNK
oziroma genotipa na odziv posameznika na zdravila, vkljuéno s
kemoterapevtiki, z namenom optimizacije uéinkovitosti zdravljenja in zmanjSanja
tveganja za neZelene toksiéne uéinke

» Na podlagi genotipa napovemo, kako bo bolnik presnavljal zdravilo in

ocenimo tveganje za toksiéne uéinke zdravljenja
= prilagoditev zaéetnega odmerka zdravila za bolnika
=  bolnik ni primeren za zdravljenje

Farmakogenetske preiskave:

» Doloéanje genotipa DPYD
> Doloéanje genotipa UGT1A1

Dolocanje genotipa DPYD

» Pred uvedbo zdravljenja s fluoropirimidini (5-fluorouracil, kapecitabin,
tegafur) pri bolnikih z razliénimi solidnimi tumoriji, kot so rak debelega
érevesa in danke, rak Zelodca, rak trebusne slinavke, rak poziralnika, rak
dojk, rak glave in vratu ter kozni rak.

. >2.000.000 bolnikov po svetu je zdravljenih s fluoropirimidini

d 30% bolnikov ima hude toksi¢ne uéinke (driska, bruhanje, nevtropenija, sindrom roka-noga,
mukozitis, mielosupresija)

. za 1% bolnikov so toksiéni uéinki usodni

Zacetek izvajanja preiskave na Oddelku za molekularno
diagnostiko:




Presnova (razgradnija) fluoropirimidinov

Priporocila za genetsko testiranje gena DPYD

Dolocanje genotipa DPYD

» Testiranje zajema dolo¢anje stirih kliniécno pomembnih razli¢ic: DPYD*13, *2A, D949V, IVS10

Razlicica

Funkcionalnost

DPYD tocke na alel za

Konéne DPYD tocke

encima DPD odstevanije od 2
heterozigot homozigot
DPYD*2A  |c.1905+1G>A p.2 encim ni funkcionalen 1 1 [}
DPYD*13 c.1679T>G p.(lle560Ser) encim ni funkcionalen 1 1 0
DPYD D949V ¢.2846A>T p.(Asp949Val) $ana funkcija encima 0.5 1.5 1
DPYD IVS10  ¢.1129-5923C>G p.? funkcija encima 0.5 1.5 ]
WT normalen genotip normalna fukncija 0 2

» Ocena primernosti zdravljenja s 5-FU glede na prisotnost kliniéno pomembnih razli¢ic v genu DPYD

Aktivnost presnavljanja 5-fluorouracila
B (=) DPYD tocke Priporoéilo za doziranje 5-FU
(5-FU)
0 ni primeren za zdravljenje s 5-FU
slaba
0.5 ni primeren za zdravljenje s 5-FU
1 50% doza 5-FU
srednja
1.5 50% doza 5-FU
dobra 2 100% doza 5-FU

Zmanjsanje zacetnega odmerka 5-FU ali zdravljenje s 5-FU ni ustrezno za bolnika

(Amstutz et al., 2018; Lunenburg et al.,, 2020)
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Potek genetskga testiranja gena DPYD

@b »  Vzorec periferne krvi

»  lzolacija DNK

»  lzvedba qPCR z
E_E uporabo TaqgMan sond
»  Analiza z alelno diskriminacijo
(genotipizacija v konéni toéki)

S . .. Primer alelne diskriminacije za razli¢éico DPYD*2A na aparatu QuantStudio 5 Dx
»  Priprava izvida (ThermoFisher Scientific).

Dolocanje genotipa UGT1 A1

» Pred uvedbo zdravljenja z irinotekanom pri bolnikih z razliénimi solidnimi
tumorii, kot so napredovali/metastatski rak debelega érevesa in danke,
metastatski rak trebusne slinavke, rak plju¢ in Ewingov sarkom

» 20-50 % bolnikov ima hude toksiéne uéinke (zgodnija in pozna oblika driske, dehidracija in nevtropenija)

Zacdetek izvajanja preiskave na Oddelku za molekularno
diagnostiko:
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Presnova (razgradnja) irinotekana

» presnova bilirubina - Gilbert sindrom:
» osebe z UGTTA1%28, UGT1A1%6 in UGT1A1*37 razli¢&icami imajo poveéano raven nekonjugiranega

bilirubina v krvi, kar povzroéa blago zlatenico




Priporocila za genetsko testiranje gena UGT1A1

CPIC priporoéila trenutno niso na voljo

Dolocanje genotipa UGT1A1

» Testiranje zajema doloéanje treh kliniéno pomembnih razlicic:
UGT1A1%28, *37 in *6

Razli¢ica Funkcionalnost encima UGT1A1 |Opombe
UGTIAT%28 (7TA) N . ) najbolj pogosta v evropski populaciji
zmanjSana funkcija encima 40% heterozigoti (genotip *1/%28)

NM_000463.3:c.-53_-40TA[8] 10-15% homozigoti (genotip *28/%28)

UGT1A1%#37 (8TA)
INM_000463.3:c.-53_-40TA[9]

redka v evropski populaciji (<1%), bolj pogosta v

- funkeii .
zmanjSana funkcija encima afrizki populaciii (5-7%)

UGT1A1%6 # manigana funkeila encima redka v evropski populaciji (<1%), bolj pogosta v
NM_000463.3:.211G>A p.(Gly71Arg) |7 unidja end azijski populaciii (15-30%)

UGT1A1#36 (5TA)
NM_000463.3:c.-53_-40TA[6]

UGTIAT*1 (6TA)
NM_000463.3:c.-53_-40TA[7]

poveéana funkcija encima kliniéno nepomembna razli¢ica

normalna fukncija WT = divji/normalen tip

# testiramo po dogovoru z napotnim zdravnikom

Dolocanje genotipa UGT1A1

» Ocena primernosti zdravljenja z irinotekanom glede na prisotnost kliniéno
pomembnih razli¢ic v genu UGTTAT

Aktivnost presnavljanja ) Priporoéilo za doziranje
.. Genotip UGT1A1 ..
irinotekana irinotekana
*28/%28 70% doza irinotekana
Slaba *28/%37 70% doza irinotekana
*37 /%37 70% doza irinotekana
*1/%28 100% doza irinotekana
. *28/*36 100% doza irinotekana
Srednja
*1/*37 100% doza irinotekana
*36 /%37 100% doza irinotekana
*1/%1 100% doza irinotekana
Dobra *1/*36 100% doza irinotekana
*36/*36 100% doza irinotekana

Zmanjsanje zacetnega odmerka irinotekana
» homozigoti in sestavljeni heterozigoti

(Hulshof, EC. et al., 2023)
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Potek genetskga testiranja gena UGT1A1

Vzorec periferne krvi

Izolacija DNK

Izvedba qPCR z uporabo CE-IVD
kompleta gbPharm UGT1A1

Analiza talitvene krivulje

Priprava izvida

Primer analize talitvene krivulie na aparatu Cobas z480 (Roche).

Izvid farmakogenetskih preiskav

Zunanja kontrola kakovosti




Zakljucek

» Namen farmakogenetskih preiskav je prepoznati bolnike, pri katerih genetski profil
(genotip) kaze povecano tveganje za toksiéne uéinke zdravlienja. Na podlagi
rezultatov genetskega testiranja se lahko prilagodi zacetni odmerek zdravila ali se
oceni, da je doloéeno zdravljenje za posameznika neustrezno.

» Genetsko testiranje genov DPYD in UGT1AIl izvajamo v skladu z veljavnimi
mednarodnimi in nacionalnimi  smernicami za farmakogenetsko obravnavo
onkoloskih bolnikov.

» Vsem slovenskim onkolo3kim bolnikom, pri katerih je predvideno zdravljenje s
fluoropirimidini in/ali irinotekanom, je pred uvedbo zdravlijenja zagotovliena
sodobna molekularna diagnostika, ki vkljuéuje farmakogenetsko testiranje kliniéno
pomebnih razlic¢ic v genih DPYD in UGTTAT.
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Vloga molekularne
diagnostike pri limfomih

B. JezerSek Novakovi¢, B. Gréar Kuzmanov, G. Gasljevic¢

Molekularna diagnostika v onkologiji
OIL11.4.2025

Hematopathology has always been at the forefront in using molecular studies as tools for scientific
progress and diagnostic advances. From the very beginning, molecular findings such as the identification
of recurrent translocations or detection of clonality have shaped both our understanding of lymphoma

and their classification.

Jaffe ES, Harris NL, Stein H, Isaacson PG. Classification of lymphoid neoplasms: the microscope as a tool for disease discovery. Blood 2008: 112:4384-4399.

Uvod

Limfoidne neoplazme so zelo heterogena skupina novotvorb, ki glede
na klasifikacijo WHO (WHO HAEMS5) iz leta 2022 vkljucuje 79 entitet
novotvorb celic B in 35 entitet novotvorb celic T in NK, poleg tega pa Se
4 entitete klasicnega Hodgkinovega limfoma in 6 entitet
postransplantacijskih limfoproliferativnih bolezni.

Nastete entitete niso dokoncno genetsko opredeljene, pri nekaterih pa
Ze poznamo dolocene alteracije, ki so vkljucene v njihov nastanek in
dolocajo njihov potek ter vplivajo na odgovor na zdravljenje.
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Uvod

Molekularna diagnostika v onkologiji veCinoma pomeni uporabo metod za
dolocanje sprememb v DNK in/ali RNK.

Genetske spremembe, ki jih opredeljujemo z metodami molekularne
diagnostike, nam lahko sluzijo za razliche namene:

1.

NouhkwnN

oceno tveganja, da oseba zboli za rakom,
natanénejSo opredelitev tumorjevy,
oceno prognoze bolezni,

napoved odgovora na zdravljenje,
napoved presnavljanja zdravil,
spremljanje odgovora na zdravljenje,
zgodnje odkrivanje ponovitve bolezni.

Ocena tveganja, da oseba zboli za rakom

Povzeto po Bartosz Szmyd Mutation Research/Reviews in Mutation Research 2021

Natancnejsa opredelitev tumorjev

[ |

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024




NatancnejSa opredelitev tumorjev

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024

Natancnejsa opredelitev tumorjev

I

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024

Natancnejsa opredelitev tumorjev

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024
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Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Daniel L VanDyke British Journal of Haematology 2015

Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Larry Mansouri Leukemia 2023

Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Falko Fend Virchows Archiv 2024




Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Gaelen Shimkus Frontiers in Molecular Biosciences 2023

Ocena prognoze bolezni in napoved odgovora

Povzeto po Bjérn Chapuy Nature Medicine 2018

Napoved presnavljanja zdravil

Povzeto po Meng Xu Frontiers of Oncology 2022
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Napoved presnavljanja zdravil

Povzeto po Meng Xu Frontiers of Oncology 2022

Spremljanje odgovora na zdravljenje in
zgodnje odkrivanje ponovitve

Uporaba tekocinskih biopsij in vzorcev kostnega mozga

Povzeto po Igor Age Kos Diagnostics 2021

Prikaz primera, kjer so izvidi histoloSke preiskave
nujni za morfolosko opredelitev bolezni ter
izvidi molekularne diagnostike nujni za
opredelitev prognosticnih in prediktivnih
dejavnikov




Moski, rojen 1966

» 2016 zbolel za KLL s prizadetostjo bezgavk v trebuhu

» Opazovanje do maja 2019, ko se je pojavila povisana
temperatura do 39°C

» Reaktivacija EBV okuzbe, respiracijska insuficienca,
traheotomija — 1 ciklus EPOCH (UKC LJ)

» CT — povecane bezgavke v prsnem kosu in trebuhu,
infiltrati v jetrih in pljucih

» Citoloske preiskave (periferne bezgavke in ascitesa) — KLL

» Histologija DIB jeter- transformacija KLL v klasi¢ni
Hodgkinov limfom — R-ABVD (OIL)

* Molekularna preiskava periferne krvi —

e nemutiran status IGHV (prognosticno slabsi napovednik oz. krajSe preZivetje brez
napredovanja bolezni pri bolnikih zdravljenih s kemoimunoterapijo),

* ni mutacij v eksonih 2-11 TP53,
e FISH KLL ne pokaZe delllq, del13q, del17p ali trisomije12

e Zdravljen ob progresu KLL z Ibrutinibom (Imbruvica)

e Zaradi M st. limfocitov po dveh letih zamenjava z Akalabrutinibom, po
prehodnem izboljSanju, ponovno progres, dodan Se Venetoklaks

* Na zadnji kontroli regres bolezni

* Ponovna molekularna preiskava iz tkiva bezgavke retroperitonealno, ki
morfolosko in imunofenotipsko pokaZze infiltracijo s KLL, sedaj pokaze
mutacije genov BTK (zaradi ¢esar je prisotna zmanjSana obcutljivost
na zaviralce BTK), SF3B1 ter TP53 (pridobljena mutacija med terapijo
— biomarker, ki napoveduje rezistenco na kemoimunoterapijo)

Zakljucek

Napredek v molekularni diagnostiki ni omogocil samo ekspanzije znanja
o nastanku posameznih tipov limfomov, temvec ponuja tudi nova
orodja za vsakodnevno klini¢no prakso na podrocju diagnostike, ocene
prognoze in napovedi odgovora na zdravljenje, opredelitve tarc,
neodzivnosti na zdravljenje in spremljanja odgovora na zdravljenje
oziroma dinamike bolezni.

Stevilne molekularne metode so sicer $e vedno omejene na raziskovalni
nivo, vendar lahko z znizevanjem cene in izboljSanjem dostopnosti
pricakujemo, da bodo nove metode pomembno vplivale na klini¢no
obravnavo bolnikov z limfomi.
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Testiranje molekularno-genetskih
oznacevalcev pri limfomih

Ira Kokovié¢

Oddelek za molekularno diagnostiko

Uvod

¥ Testiranje molekularno-genetskih oznacevalcev pri limfomih je sestavni del
sodobne diagnostike limfoproliferativnih bolezni.

® Molekularno-genetske oznacevalce pri limfomih lahko razdelimo v 3 skupine:

I) Klonalnost limfoidnih proliferacij - klonalna teorija nastanka rakastih celic:
vse rakaste celice v tumorju so potomke ene maligno spremenjene celice —
monoklonsko ~ neoplazija (v ve€ini primerov),
poliklonsko ~ reaktivno (benigno)

II) Kromosomske translokacije znacilne za posamezne limfome - dodatne
diagnosticne informacije

III) Mutacije, fuzije in/ali spremenjeno izraZanje genov vkljucenih v limfomagenezo

I) Dolocanje klonalnosti limfoidnih proliferacij (LP)

® Temelji na analizi oz. pomnoZevanju genov za antigenske receptorje (PCR)
® Geni za B-celi¢ne receptorje oz. Ig (tezka in kapa lahka veriga - IGH, IGK)
® Geni za T-celi¢ne receptorje - TCR (beta in gama verigi - TCRB, TCRG)
®  Med diferenciacijo limfocitov iz limfoidnih prekurzorjev poteka preureditev
genov za antigenske receptorje v kon¢ni genski zapis - naklju¢no zdruzevanje
eksonovV,Din].
®  Monoklonska populacija limfocitov - vse celice potomke imajo identi¢ne
preurejene gene za Ig/TCR kot mati¢na celica od katere so nastale.

V - variable
D - diversity
] - joining




Potek preiskave za doloc¢anje klonalnosti

Izolacija genomske DNA iz razlicnih vzorcev

e Aspiracijska biopsija s tanko iglo (ABTI)
e Punktat kostnega mozga
e Tkivo vklopljeno v parafin (FFPE)
e Zmrznjeno / sveze tkivo
e Kri
!

Doloc¢anje klonalnosti LP
tipa Bin T po metodi IdentiClone

|

Analiza fluorescencno oznacenih
pomnozenih produktov na
genskem analizatorju ABI3500 -
t.i. fragmentna analiza

Molekularne metode za dolo¢anje klonalnosti LP

= V naSem laboratoriju uporabljamo Metodo IdentiClone (InVivoScribe Technologies) - validirana in
registrirana za diagnosti¢ne potrebe (IVD, CE)

= Rezultat BIOMED-2 Studije (47 institutov iz 7 evropskih drzav)

= Validirana na 400 B-NHL, 200 T-NHL in >100 R vzorcih

= Uporaba vecjega Stevila oligonukletidnih zacetnikov, ki se veZejo na razlicne ohranjene regije V-D-] za
odkrivanje vecine klonalnih preureditev

= Metoda je opisana v JJM van Dongen et al. Leukemia 2003; 17: 2257-2317, rezultati validacije pa v van Krieken
JHJM et al. Leukemia 2007; 21: 201-206.

= Obcutljivost metode:

IdentiClone IGH: 93% monoklonskih IGH preureditev

IdentiClone IGK: 90% monoklonskih IGK preureditev

IdentiClone TCRB + TCRG: 90% monoklonskih TCR preureditev
- Meja detekcije: 1% limfomske (klonalne) populacije v ozadju normalnih (poliklonskih)
limfocitov

= Specificnost metode: > 90% reaktivnih vzorcev je poliklonskih (IGH + TCR)

Primer: B-celi¢ni limfom (FL) vs folikularna hiperplazija

IGH-A (310-360 bp) IGH-B (250-295 bp) IGH-C (100-170 bp)
£~ 331 bp (~15000 FU) 4~ 267 bp (18200 FU) - 132 bp (19523 FU)
monoklonsko monoklonsko
monoklonsko
Primer 1 310-360 bp Primer 1 250-295 bp 100-170 bp. Primer 1
250-295 bp
L 322bp L 258bp L 14sbp

MK 310360 bp MK 250295 bp 100-170 bp MK
PK 310360 bp PK 250295 bp 100-170 bp PK
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Obcutljivost in specificnost metode IdentiClone IGH in TCR - nasi rezultati
(32 B-NHL, 38 T-NHL, 51 reaktivnih vzorcev)

S S
< T-NHL — T-NHL
2 B-NHL 3 R
& 91,9 5 87,2 B-NHL
= b=
= 3}
>0 [«
3 & 543
IGH test TCR test IGH test TCR test
A. Obcutljivost B. Specifi¢nost
Kokovi¢ I, Jezersek Novakovi¢ B, Cerkovnik P,
Novakovi¢ S. Radiol Oncol 2014; 48(2): 155-162.
Dodana vrednost testa IGK (37 B-NHL, 26 T-NHL, 29 reaktivnih vzorcev) - vecja
obcutljivost metode IGH+IGK
S = 96,6
& S :
‘g 81,1 E,’ 86.2 T-NHL
= 67,6 = R
= =
)8 E:::
Q
S 2
w
IGH test IGK test IGH+IGK test IGH test IGK test
A. Obcutljivost B. Specifi¢nost
Kokovi¢ I, Jezersek Novakovi¢ B, Novakovi¢ S.
Int ] Oncol 2015; 46: 953-962.
Stevilo opravljenih preiskav za doloéitev klonalnosti od 2011-2024: skupaj 4300
(*1. 2024 za tretjino vecje St. preiskav v primerjavi z 1. 2023)
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II) Kromosomske translokacije pri limfomih

= FISH, PCR

= 2 najbolj pogosti: £(11;14)-BCL1/IGH pri limfomu plas¢nih celic (LPC) in t(14;18)-1GH/BCL2
pri folikularnem limfomu (FL)

= Vzorci: punktat KM (izhodni, MRD - spremljanje bolnika), kri

= Metoda PCR: ,hisne“ metode (1999-2013), BIOMED-2 BCL1/JH in BCL2 /JH Translocation
Assays (InVivoScribe) (od 2013 dalje)

= Detekcija: elektroforeza v poliakrilamidnem gelu (PAGE)

=Lahko detektiramo:

-1(11;14) v 40-50% primerov LPC s prelomi v podroc¢ju MTC (angl. major translocation
cluster) gena BCL1

- t(14;18) v 88% primerov FL s prelomi v podro¢ju MBR (angl. major breakpoint region) ali
far3‘-MBR (60-70%) in v podro¢ju mer (angl. minor cluster region, 20-25%) gena BCL2

t(11;14)(q13;932)

t(14;18)(q32;921)

Povzeto po JJM van Dongen et al. Leukemia 2003; 17: 2257-2317.

t(11;14)-MTC  CSL t(14;18)-MBR  far3‘-MBR
M vzl 2 3 pk.nkH,0/ vz1p.kH,0 M  vz4 pk.nkHO / vz4 pk. nk H0
B —
t‘qa oy - -—
300 : - H 300
0 — et 250
wo h i [ o
150 Y 150
100
100 fuums e
50
50 —-—

Vzorci 1, 2 in 3: LPC; vzorec 4: FL
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Dokazovanje kromosomskih translokacij od 2013-2024

= Skupaj prejeto 821 vzorcev za dokazovanje t(11;14) in t(14;18)

=t(11;14): 198 vzorcev; 49 pozitivnih (24,75%), 148 negativnih (74,75%), pri enem vzorcu
genotipizacija ni bila mogoca (0,5%).

=t(14;18): 623 vzorcev; 256 pozitivnih (41,1%), 366 negativnih (58,74%), pri enem vzorcu
genotipizacija ni bila mogoca (0,16%)
- prelomi pri pozitivnih vzorcih: 192 v podroc¢ju MBR (75%), 17 v
podrocju 3'MBR (6,64%) in 47 v podro¢ju mcr (18,36%).

= Objave:

Kokovic¢ I, Jezersek Novakovi¢ B, Frkovi¢ Grazio S in Novakovi¢ S. Int ] Mol Med 2009; 23: 9-15.
Panjan M, BolteZar L, Novakovi¢ S, Kokovi¢ I, JezerSek Novakovi¢ B. Radiol Oncol 2023; 57(4):
487-493.

II) Mutacije, fuzije in/ali spremenjeno izraZzanje genov
vkljucenih v limfomagenezo

= Sekvenciranje druge generacije (NGS) - poglobljeno razumevanje mehanizmov
limfomageneze pri razli¢nih tipih in podtipih limfomov;

= Novi molekularno-genetski oznacevalci - klinicno pomembne razlicice, fuzijski
transkripti in vzorec izrazanja genov:

- pomembni za diagnozo in nacrtovanje zdravljena bolnikov z limfomi;

- vKkljuceni v sodobno Klasifikacijo limfomov (WHO Classification of Haematolymphoid
Tumours: Lymphoid Neoplasms, 5th ed.).

= Metode NGS v diagnostiki limfomov na nasem oddelku:

diferencialna diagnoza in/ali natancnejsa opredelitev neopredeljenih.

Metode NGS v diagnostiki limfomov

= Na Oddelku za MD uporabljamo komplete:

- FusionPlex Lymphoma (Archer) - nabor 125 genov (detekcija klinicno pomembnih
tockovnih mutacij (angl. hot spot), fuzijskih transkriptov in vzorca izrazanja genov; dolocitev
podtipa DVCBL);

- TruSight Tumor 170 - DNA in RNA (Illumina) - nabor 170 genov (tarcno sekvenciranje DNA
0z. cDNA, s kompletom TST170 RNA tudi detekcija fuzijskih transkriptov);

- TruSight Oncology 500 - DNA (Illumina) - nabor 500 genov (tar¢no sekvenciranje DNA).

= Na izvidih so podane tabele analiziranih genov in literatura, ki je uporabljena pri interpretaciji
podatkov.




Pregled opravljenih preiskav od 2022-2024: skupaj 35 vzorcev

Metoda St. vseh | St. vzorcev z dokazano klin. St. vzorcev brez dokazane | Podtip
vzorcev | pomembna razlicico klin. pomembne razli¢éice | GCB/ABC

Archer Lymphoma 6 1 5 2

(fuzija TBL1::TP63) (pri 1 dolocen podtip DVCBL) (oba GCB)
Archer + TSO500 8 2 6 1 (EZB2%*)
DNA (MYD88 L265P, EZH2+TNFRSF14)
TSO500 DNA 7 4 3 /

(STATSB, SET2, TET2)**
TSO500 DNA + 1 1 / /
TST170 RNA (RHOA + 2 razli¢ici v TET2)
TST170 DNA 13 7 6 /

(vsi MYD88 L265P)

*EZB2 - molekularni podtip po Schmitz et al. 2018;
**vyz.1 - STATS5B, vz. 2 - 2 razli¢ici v TET2, vz. 3 - TET2, vz. 4 - STAT5B + SETD2

Zakljucek

= Na Oddelku za MD Ze od ustanovitve izvajamo preiskave za doloCanje klonalnosti LP
in dokazovanje kromosomskih translokacij znacilnih za posamezne tipe limfomovw.

= 7 leti se je vecalo Stevilo preiskav, pridobili smo dragocene izkuS$nje in objavili nekaj
¢lankow.

= Skupaj s sodelavci iz Oddelkov za citopatologijo, patologijo in klini¢no onkologijo
smo ustanovili hematopatolos$ki konzilij - obravnava bolnikov, pri katerih diagnoze
niso skladne, predstavitev zanimivih primerov.

= Pricakujemo, da bodo , klasitne“ metode za dolocanje klonalnosti (IdentiClone) Se
nekaj ¢asa veljale za ,zlati standard” v molekularni diagnostiki limfomov.

= Metode NGS za testiranje novih molekularno-genetskih oznacevalcev pri limfomih
imajo ¢edalje velji pomen v diagnostiki limfomow.

= Nekaj izkuSenj smo pridobili v zadnjih treh letih, pricakujemo pa, da bo v prihodnjih
letih vse vec napotitev na te preiskave.
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Genotipizacija tumorjev

Vida Stegel

Oddelek za molekularno diagnostiko

Prvi zacetki

genotipizacija tumorjev debelega Crevesa in danke ter melanoma

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda
2008-2009 RDCD zacetek testiranja mutlazczjnvlg:nu KRAS na kodonih sekvenciranje po Sangerju — meja detekcije 20-25%
2009 RDCD testiranje mutacij v genu KRAS na kodonih 12 in 13 Cold PCR, ki r_““ le Sl?dllo sek\./.enuranje po
Sangerju — meja detekcije 12%
2010 RDCD testiranja “hot spot” mutacij v genu KRAS RT-PCR s kitom TheraScreen — meja detekcije 1-2%
2011 RDCD, MM zaletek testiranja mutacije BRAF V600E RT PCR - alelna diskriminacija

RDCD - rak debelega ¢revesa in danke, MM — melanom
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Stevilo vzorcev Stevilo PCR reakcij

Primerjava Stevila vzorcev in Stevila opravljenih PCR reakcij genotipa KRAS v letih 2008 do 2011.

Nadaljevanje
. . . . v . v . . . cwe
dodajanje novih genov in ve€anje Stevila testiranih razli¢ic
Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda
2013 RDED testiranje hot spot mutacij v genu KRAS na kodonih 12,| RT-PCR Entrogen KRAS Mutation Analysis Kit (kodoni
13, 61, 117, 146 12, 13,61, 117, 146)
2013 RDED, MM testiranje mutacij BRAF V600E, V600D, V600K RT PCR - alelna diskriminacija
2013 zacetek testiranja “hot spot” mutacij v genu NRAS
RDCD mutacije na kodonih 12, 13,61 sekvenciranje po Sangerju — meja detekcije 20-25%
2013 prve genotipizacije genov KIT in PDGFRA pri tumorjih sekvenciranje po Sangerju — meja detekcije 20-25%
GIST GIST
2014 RDCED testiranje dodatnih mutacij v KRAS in NRAS Piroskvenciranje
2014 RDCED testiranja “hot spot” mutacij v genu NRAS Entrogen NRAS Mutation Kit — meja detekcije 1-2%
2015-2017 testiranje veéjega nabora mutacij v genih KRAS, NRAS,
RDCD BRAF RT-PCR proizvajalca Entrogen in pirosekvenciranje
2017-2019 RDCD genotipizacije KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA RT-PCR Entrogen
Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda
2022 karcmon?. Dolocdanje 6 najpogostejsih hot spot mutacij v genu Alelno specificen PCR
endometrija POLE

Uvajanje novih metod, ki omogocajo detekcijo razli¢ic pri nizjih alelnih frekvencah.




Genotipizacija tumorjev RDCD, MM in HR+HER- rak dojk
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Prehod na NGS — manjsi in vecji paneli
Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda
2018 RDCPJ. M.M, genotipizacija KRAS, NRAS, BRAF, RET in drugih NGS - "hot spot" TruSightTumor 15 (Illumina)
rak $¢itnice genov..
NGS - genotipizacija vseh eksonov 170 genskega panela,
RDCD, MM, |  genotipizacija KRAS, NRAS, BRAF, RET, KIT, Genotipizacija RNA
2019 | rak scitnice, PDGFRA APC, TP53 ... in drugih genov. -
GIST... Detekcija NTRK1/2/3, RET fuzij NGS - genotipizacija vseh;l\(/f;nov 500 genskega panela
ArcherFusionPlex Sarcoma

Napredovali rak debelega crevesa in danke, melanom, rak scitnice, GIST ...
Dolocanje vecinoma znanih “hot spot” razli¢éic pomembnih za zdravljenje.

Dolocanje mikrosatelitne nestabilnosti in izklju¢evanje sindroma Lynch

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda
2018 | solidnitumorji | testiranje mikrosatelitne nestabilnosti —MSI testlran'Je 6 m|kr'osateI|tn|h marke'rjev
PCR, ki mu sledi fragmentna analiza
2019 RDCD, karur.\.om uvedba dolocanja mgtllacuskega statusa MS-MLPA
endometrija promotorja MLH1
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NGS — vedji panel omogodi tudi detekcijo neznanih razlicic
Dolocanje mutacij v genih BRCA1 in BRCA2 ter drugih genih homologne rekombinacije (HRR)

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda
epitelni rak jajénikov, NGS - genotipizacija vseh eksonov SirSega 170
2019 rak prostate genotipizacija genov BRCAL in BRCA2 genskega panela
In drugih rakov TruSightTumor 170 DNA

NGS - genotipizacija vseh eksonov SirSega 500
2019 |Solidni tumorji -razno genotipizacija razli¢cnih genov genskega panela
TruSightOncology 500 DNA
NGS - genotipizacija vseh eksonov SirSega 500
genskega panela
TruSightOncology 500 DNA

genotipizacija genov BRCA1 in BRCA2 in

2021 | epitelni rak jajcnikov drugih genov homologne rekombinacije

dolo¢anje metilacije promotorjev BRCA1

in BRCA2 MS-MLPA

2023 | epitelni rak jaj¢nikov

Genotipizacija tumorjev raka jajcnikov, raka prostate,
raka trebusne slinavke in drugih rakov z NGS
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0 |
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M rak jajcnikov  Mrak prostate  Mrak trebusne slinavke B tumorji-razno

RDED, MM in HR+HER- rak dojk — niso zajeti Drugi raki: urotelni rak, holangiokarcinom, sarkom, karcinom endometrija

Genotipizacija tumorjev epitelijskega raka jajénikov

Dolocanje ,,znacilnih vzorcev” mutacij v tumorjih — Za okvaro homogne rekombinacije (HRD) znacilne , brazgotine” na DNA

Leto Vrsta raka Namen testiranja Metoda
2024 e'p|.tfelr.1| rak dolocanje za HRD z‘naalr?e genomske Sophia Genetics, Trusight 500 HRD (GIS)
jajcnikov nestabilnosti

Genotipizacija tumorjev epitelnega raka jajénikov

100%
80% .
60%
40%
20%
0%
1 2 3 4 5 6
M negativni tumoriji B tumorji z dokazano BRCA mutacijo
B BRCA1 metilirani tumorji B GIS pozitivni tumorji -drugo




Potek HRD testiranja na MD OIL

¢ Genotipizacija genov BRCA1/2 in drugih genov homologne rekombinacije (HRR)
¢ Dolocanje metilacije promotorjev BRCA1 in BRCA2

Patogene razlicice v neBRCA HRR genih

ali

VUS v BRCA1/2 genu

® Dolocanje za HRD znacilne genomske nestabilnosti — dolocanje GIS tock (TSO500 HRD)

myChoice CDx

GIS=LOH+TAI+LST

TSO500 (lllumina)

Genotipizacija tumorjev epitelijskih rakov jajénikov

NEUSPESNA
genotipizacija
in
Test metilacije

Genotipizacija BRCA1/2 in drugih HRR genov
+
dologanje metilacije promotorja BRCA1/2 genov

PR v BRCA in HR genih,
metil prom BRCA1/2
NI DOKAZANA

slaba kval

v

iteta in koli¢ina DNA

TC 230%

J

A

PR v BRCA1/2 genih
ali
metilacija promotorja
BRCA1/2
JE DOKAZANA

PR v BRCA1/2 in HR genih
In
metilacija promotorja
BRCA1/2
NI DOKAZANA

!

PR- patogena razli¢ica (mutacija)

TC-tumorske celice

!

PR v neBRCA HR genih
JE DOKAZANA
PR BRCA1/2 negativha
Metil BRCA1/2 negativna

*

Dolo¢anje HRD-GIS

GIS<42
TC<30%

GIs242

Gls<42
TC230%

|

| 70%s TC |

30% <TC270%

Test je manj zanesljiv. Testiranje iz drugega
biopsijskega materiala z visjim delezem TC

87



88

Tumoriji raka jajénikov z dokazano HRD

patogene razli¢ice v neBRCA HRR genih, GIS 242 .

metilacija promotorja BRCA1

patogene razli¢ice v
BRCA1/2

HRD v tumorijih s patogenimi razli¢icami v neBRCA HRR genih
(rak jajénikov)

HRD dokazana

HRD-GIS242

HRD ni dokazana

HRD-GIS<42

Zakljucek

* Stalno spremljanje novosti na podroc¢ju metodologije

* Spremljanje mednarodno priznanih smernic

* Klasifikacija razli¢ic/biomarkerjev:
* napovedni dejavniki — jasna pravila klasifikacije
* diagnosti¢ni dejavniki so manj natan¢no opredeljeni

* cfDNA — pomen pri dolocenih vrstah tumorjev




Analiza in klasifikacija razlicic
v tumorju

Alenka Bombac

Rubbish in = rubbish out

* Local App
* BaseSpace
* Variant Studio

Genexus System, ThermoFisher Scientific

Oncomine Precision Assay GX
+ OPADNA

¢ OPARNA

» TruSight Tumor 170
» TruSight Oncology 500

TruSight Oncology 500 HRD Kit
Archer FusionPlex Sarcoma Kit
Archer FusionPlex Lymphoma Kit

NextSeq550, lllumina
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Oncomine Precision Assay GX

¢ Pan-cancer panel
= 50 genov (EGFR, BRAF, KRAS, ALK, ROS1, NTRK, RET,...)

¢ OPADNA

= 2138 razlicic
¢ OPARNA

= 981 fuzij

¢ tar¢no sekvenciranje samo hot-spot mutacij
e avtomatiziran ,sample-to-result workflow*
¢ rezultati v 24 urah

Genexus System, ThermoFisher Scientific

Seznam klini€éno pomembnih razli¢ic tipa SNV, INDEL in CNV vklju¢enih v Oncomine ™ Precision Assay GX (OPA) panel se nahaja na spletni strani oddelka za molekularno diagnostiko OIL.
https://www.onko-i.si/fileadmin/onko/datoteke/Oddelek_za_molekularno_diagnostiko/Seznam_genov/Oncomine_TM__Precision_Assay_GX__OPA__v3.2.xIsx

TruSight Tumor 170 DNA in RNA

e 170 genov
* 55 genov za fuzije * paralelno sekvenciranje — dolo¢amo nukleotidno zaporedje
vec milijonov fragmentov DNA hkrati, paralelno
TruSight Oncology 500 DNA v enij analizi je vkljuéenih ve¢ bolnikov hkrati (12-15)
* 523 genov * presejanje celih genov/eksonov

M . Ly . » iskanje neznanih razli¢ic/mutacij
« ro¢na priprava knjiznic in analiza

podatkov « razli¢ni genski paneli, ki vkljucujejo >500 genov
* tar€no sekvenciranje izbranih ¢ dolocanje SNVs, manjsih delecij/insercij v DNA
genov oz. regij « dolo¢anje tevila kopij genov (CNV)
: ¢ rezultati v 36 urah - "
NextSeq550, lllumina e dolo¢anje fuzjj
* dolocanje splice razlicic
* dolocanje TMB
¢ dolocanje MSI
podrogje sekvenciranja: podrogje sekvenciranja:
celotni genom celotni eksom
pokritost tarcnih regij: pokritost tarénih regij: podrogje sekvenciranja:
>30x >50x — 100x izbrani geni oz. regije

pokritost tarénih regij:
>500x

Analiza razli¢ic v tumorju

e TST 170 DNA
¢ TSO 500 DNA
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aparat NextSeq 550 == BaseSpace / Local App

« ocena kakovosti podatkov (QC)
sestavljanje zajetih slik
intenziteta signala
gostota gru¢
izlo¢anje podatkov iz gru¢ neustrezne
kakovosti
sinteticni plazmid PhiX — kontrola

* dolocitev baz (base-calling)
(velikost zajetih podatkov v terabajtih)

> .bcl datoteke

* razvrscanje podatkov po posameznih
bolnikih

» .FASTq datoteke

FASTq datoteke vsebujejo zapis nukleotidnega zaporedja v FASTA
formatu, z dodanimi podatki o kvaliteti priklica zaporedja nukleotidov.

BaseSpace in Local App s pomocjo racunalniskih orodij in programov

* sestavljanje prebranih zaporedij (iz .FASTq) in naleganje na referen¢ni genom hg 19
(Sequence Alignment Map file, SAM -> Binary Alignment Map file, BAM)
» .bam datoteke

¢ priklic razli¢ic v DNA (variant calling)
ié¢emo odstopanje od divjega tipa humanega genoma — RAZLICICE
> .vcf datoteke

DNA RNA "
Sample Genome. Copy Sl . Splice
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Roéni zagon analize TST 170 DNA in RNA v programu BaseSpace (generiranje datotek BAM in VCF).

DNA
Sample
Metrics
Report

D

Genome.
vef

Copy
number
Variants.vcf

N

p

D 4
RNA B
Splice
Sample . 3
5 Fusions.csv Variants
Metrics vef
Report

y

N

obdelava podatkov s pomocjo razliénih programskih orodij in podatkovnih baz

*  Alamut Visual Plus (Sophia Genetics)
¢ Insilico orodja

*  prisotnost razli¢ice v splosni populaciji (gnomAD)

e prisotnost razliCice v bazah zarodnih mutacij
(HGMD, ClinVar, LOVD)

*  prisotnost razliCice v bazah somatskih mutacij
(CosMmic)

*  opis funkcionalnega pomena razli¢ic (oncoKB,
CIViC, razli¢ni ¢lanki)




obdelava podatkov s pomocjo razli¢nih programskih orodij in podatkovnih baz

» Anotacija
»>Illumina Variant Studio, Alamut Visual Plus
* HGVS nomenklatura
« dolotitev tipa/vrste razli¢ic v genih
« preveri se ali je najdena razli¢ica v znanih podatkovnih zbirkah
* gnomAD, ClinVar, oncokB

» Filtriranje podatkov
 oZanje na izbrani panel glede na napotitev/vrsto tumorja
» pregled smernic: NCCN, ESMO
 odstranitev artefaktov glede na postavljene filtre
« minimalna pokritost, VAF, strand-bias, q-score, median insert size

» Klasifikacija
* ocena vpliva razli¢ice na funkcijo proteina
« dolo¢anje klini¢tnega pomena razli¢ic glede na vrsto raka
» smernice za klasifikacijo razli¢ic v tumorju AMP/ASCO/CAP
» pregled podatkovnih baz in strokovne literature
* oncoKB, ClinicalTrials, Navify

Vizualizacija BAM datoteke

Vizualizacija in zapis razlicic v VCF datoteki
¢ zapisano je mesto (koordinate) na posameznem kromosomu

¢ zapis spremembe nukleotidnega zaporedja (npr.: C>T)
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Anotacija VCF datotek

¢ povezovanje razli¢ic s populacijskimi bazami podatkov in bazami mutacij

¢ pretvorba zapisa razli¢ice v HGVS nomenklaturo glede na izbran referenéni transkript
¢ nastanek TSV datotek

Filtriranje razlicic
¢ koncne anotirane podatke o detektiranih razli¢icah za vsakega pacienta pretvorimo v Excel datoteke
* na njih odfiltriramo razlicice, ki so slabe kvalitete (verjetni artefakti) in razlicice, ki so v splosni populaciji prisotne v >1%

¢ tako selekcioniranim razli¢icam je potrebno dolociti klini¢ni pomen pri preiskovani vrsti tumorja (vedno 2 pregledovalca)

Gene |~ Variant_"| CH."| Coordil ™ Ty~ Ge ™ Ex_ ™ Fil_*/Qu~|GC = Al " Re" Al{~ | Allelic [~ 1.pregl |~|2.pregl 7 Sift |~ PolyPh_~|Consed-T HGVSc |7 [HGVSp | EXACFL™
AR T>T/TGCAX 66765158 inser het yes PASS 100 100 33,8 195 66 129,66 1-Bgerm 1-Bgerm inframe_i NM_000044.3:c.234_239dug NP_000035.2:p.GIn79_GIn80dup 0
BRAF CC/T 7 14E+08snv het yes PASS 100 100 12,6 1194 151 1043,1515-PTMB  5-PTMB deleteriol probably cmissense, NM_004333.4:c.1406G>A  p.(Gly469Glu) G469E 0
CCND1  T>T/G 11 69462897 snv het yes PASS 100 100 154 499 77 422,77 3-VUSTMB 3-VUS TM deleteriot probably ( missense NM_053056.2:¢.710T>G NP_444284.1:p.lle237Ser 0
ERG CC/T 21 39755611 snv het yes PASS 100 100 13,7 1484 203 1281,203 3-VUSTMB 3-VUS TMideleteriot probably c missense. NM_001243428.1:¢.1175G>A NP_001230357.1:p.Arg392His 0
FGF14  G>G/A 13 1,03E408 snv het yes PASS 100 100 381 1413 539 874,539 2-lBg 2-1Bg synonymc NM_004115.3:¢.123C>T NM_004115.3:¢.123C>T(p.=) 0,04
JAK3 G>G/C 19 17953950 snv  het yes PASS 100 100 43,4 601 261 340,261 2-LBg 2-1Bg  tolerated benign (0. missense_NM_000215.3:¢.452C>G NP_000206.2:p.Pro151Arg 0,88
KRAS oC/T 12 25398284 snv het yes PASS 100 100 12,4 1245 154 1089,154 5-PTMB  5-PTMB deleteriotbenign (0. missense. NM_004985.3:c.35G>A p.(Gly12Asp) G12D 0
NOTCH2 G>G/A 1 1,26+08 snv het yes PASS 100 100 15 1260 189 1071,189 2-LBg 2-1Bg synonymc NM_024408.3:¢.4122C>T ~ NM_024408.3:¢.4122C>T(p.=) 0
PIK3CB  C>C/T 3 1,38E+08 snv het yes PASS 100 100 56,8 500 284 216,284 2-LB/3-VUS 2-LB/3-VUtolerated benign (0. missense, NM_006219.2:c.625G>A NP_006210.1:p.Val209Met 0
RET oC/T 10 43606732 snv het yes PASS 100 100 16,1 821 132 689,132 3-VUSTMB 3-VUS TMB synonymcNM_020975.4:c.1341C>T  NM_020975.4:c.1341C>T(p.=) 0
ROS1 C>C/A 6 1,18E+08 snv het yes PASS 100 100 11,6 826 96 728,96 4-LPTMB 4-LP TMB splice_doINM_002944.2:¢.3445+1G>T 0
TP53 C>C/G 17 7577099 snv het yes PASS 100 100 17,1 889 152 737,152 4-LPTMB 4-LPTMB deleteriotprobably (missense. NM_000546.5:c.839G>C  NP_000537.3:p.Arg280Thr 0

delez tumorskih celic v vzorcu

minimalna pokritost tarénih genov: 500-1000x

dolzina prebranega fragmenta (angl. read):

101bp, 151bp

+ meja detekcije: 5% VAF; 5 kopij/ng RNA za
fuzije; 2.2x za Stevilo kopij gena

« analititna obcutljivost: 95% pri 5% VAF

Izbira klinicno pomembnih genov glede na vrsto tumorja

izbira genov (panel) glede na vrsto tumorja
* NCCN smernice
* ESMO smernice
* EMAin FDA odobritve

uporabna vrednost razliCic za obravnavo bolnika
* napovedni dejavnik odgovora na zdravljenje

* prognosti¢ni dejavnik

* diagnosticni dejavnik

* potencialno zarodne razli¢ice — pomembne za zgodnje
odkrivanje raka




Dolocanje klinicnega pomena razlicic glede na vrsto tumorja

ocena vpliva razli€ice na funkcijo proteina
» onkogen: Gain Of Function razli¢ice
» tumor supresorski gen: Loss Of Function razlic¢ice

preverjanje klini¢nega pomena razli¢ic v bazah podatkov
¢ OncoKB (standardizirana in odobrena s strani FDA)
¢ NAVIFY Mutation Profiler (CE-IVD) — terciarna analiza
e ClinicalTrials

¢ strokovna literatura, ¢lanki

prisotnost razli¢ic v znanih podatkovnih zbirkah
¢ splosna populacija (gnomAD)
¢ zarodnih razli¢ic (HGMD, ClinVar, LOVD)
* somatskih razlicic
e OncoKB, COSMIC, Cancer Hotspots, cBioPortal, CIViC,

TumorFusions

Smernice za klasifikacijo razliCic glede na njihov klini¢ni
pomen in vrsto tumorja

AMP/ASCO/CAP smernice

NAMEN

Omogoditi razlikovanje med najdbami, ki so
dokazano klinicno pomembne, najdbami z
moznim klini¢nim pomenom in najdbami, ki so
brez znanega klinicnega pomena.

Razlicice, ki imajo vpliv na izbiro zdravljenja,
prognosticni ali diagnosti¢ni pomen.
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Priprava in interpretacija
izvidov

Gasper Klancar
Oddelek za molekularno diagnostiko

Kliniéni pomen razliCic glede na vrsto raka

Uporabna vrednost razli¢ic za obravnavo bolnika (vrste kliniénih obnacevalcev oz. dejavnikov):
* Napovedni (prediktivni) dejavnik — napoved odziva (odgovora) na zdravljenje z dolocenimi zdravili

¢ Prognostiéni dejavnik — napoved poteka oz. hitrost napredovanja bolezni = ne poroéamo
* Diagnosticni dejavnik — bolj$a opredelitev tumorjev (postavitev diagnoze oz. diferencialna diagnostika)

* Prisotnost potencialno zarodnih razlicic:
* ocena verjetnosti, da je tumor pri bolniku posledica dedne nagnjenosti k razvoju raka

« zgodnje odkrivanje raka

Dolocanje klinicnega pomena razli¢ic glede na vrsto raka
Poznavanje vloge razlic¢ic v procesu nastanka raka:

* Gonilne patogene razligice (driver) = neposredno odgovorne za zatetek malignega spreminjanja celice (prva faza v procesu
nastanka raka)

* Spremljajoée patogene razli¢ice (passanger) = niso neposredno odgovorne za maligno spreminjanje celice, ampak so nastale
kot posledica destabilizacije celicnega genoma in lahko celici dajejo dolo¢ene prednosti pri njenem prezivetju

PRIMER:
* Rak endometrija
*  POLE: c¢.857C>G p.(Pro286Arg) P286R (30% VAF) (kataliti¢na enota polimeraze epsilon — podvojevanje in popravljanje DNA) >
hipermutiran tumor (TMB: 445 razli¢ic/Mb)
*  TP53:c.742C>T p.(Arg248Trp) (5% VAF) posledica in ne gonilna sprememba za nastanek raka

P53




Klasifikacija razliCic glede na njihov klini¢ni pomen

NAMEN

Omogoditi razlikovanje med razli¢icami:
ez znanim klinicnim pomenom
ez moznim klinicnim pomenom
ez nejasnim kliniénim pomenom
e brez znanega klinicnega pomena

Joint Consensus Recommendation by
AMP, ASCO and CAP

ESMO Scale of Clinical Actionability for
molecular Targets (ESCAT)

Uporaba razli¢nih klasifikacij razli¢ic

Joint Consensus Recommendation by
AMP, ASCO and CAP

Razlicice, ki imajo vpliv na izbiro zdravljenja
(odziv in rezistenca), prognosticni ali
diagnosti¢ni pomen

l di i€ni/pri i¢ni in rezi ¢ni biomarkerji SO zajeti

ESMO Scale of Clinical Actionability for
molecular Targets (ESCAT)

Razlicice, ki imajo vpliv na izbiro zdravljenja
(napoved odziva na zdravljenje)

ESCATI
ESCATII
ESCAT Il
ESCAT IV

ESCAT X

PuiD: 35362851

iéniinr

¢ni biomarkerji NISO direktno zajeti

Razlicice z znanim klinicnim pomenom

Joint Consensus Recommendation by AMP,
ASCO and CAP

AMP/ASCO Razli¢ice razreda I (Tier 1)
* A-nivo
¢ Razli¢ica (biomarker), ki napove odziv ali
rezistenco na EMA/FDA ali v strokovnih
smernicah odobreno zdravilo pri preiskovanem
tipu raka

« diagnosti¢no/prognostiéno pomemben biomarker

opisan v strokovnih smernicah pri preiskovanem tipu
raka

* B-nivo
¢ Razli¢ica (biomarker), ki napove odziv ali
rezistenco na zdravilo podkrepljeno z ve¢
klini¢nimi Studijami s strokovnim soglasjem
(expert consensus) pri preiskovanem tipu raka

o di iéno/pr i€no p biomarker
podkrepljen z vedjimi Studijami s strokovnim soglasjem
(expert consensus) pri preiskovanem tipu raka

diagnostiéni/prognosti¢ni in rezisten&ni biomarkerji SO zajeti

ESMO Scale of Clinical Actionability for
molecular Targets (ESCAT)

ESCAT Razli¢ice razreda | (ESCAT Tier I) — odziv na preZivetje (odobreno)

e AinB-nivo
* Razli¢ica (biomarker), ki ima kliniéno pomemben odziv (preZivetje)
na doloceno zdravilo (alteration-drug match) pri preiskovanem tipu
raka dokazano s:

- prospektivnimi randomiziranimi kliniénimi Studijami (A-nivo)
- prospektivnimi ne-randomiziranimi kini¢nimi Studijami (B-nivo)
* C-nivo
* Razli¢ica (biomarker), ki ima kliniécno pomemben odziv (preZivetje)

na doloceno zdravilo (alteration-drug match) pri razli¢nih tipih raka -
(npr. solidni tumorji z NTRK fuzijo = NTRK inhibitorji)

ESCAT razlicice razreda Il (ESCAT Tier Il) — odziv tumorja (raziskave)

* Razli¢ica (biomarker), ki kaze pomemben odziv tumorja na dolo¢eno
zdravilo (alteration-drug match) pri preiskovanem tipu raka
dokazano s:

- retrospektivnimi Studijami (A-nivo)

- vsaj 1 prospektivna Studija brez podatka o prezivetju (B-nivo)

iéniinr ¢ni biomarkerji NISO direktno zajeti l

i€ni/pr:
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Razli¢ice z moZnim klini¢nim pomenom

Joint Consensus Recommendation by AMP,
ASCO and CAP

AMP/ASCO Razli¢ice razreda Il (Tier II)
e C-nivo:
e Razli¢ica(biomarker):
* ki napove odziv na zdravljenje ali

smernicah_odobreno zdravilo za drug ti)
raka

*  vkljucitveni kriterij za klinicne Studije faze
2 in 3 (ClinicalTrials.gov) za preiskovan tip
raka

5 P . |

. /p! biomarker
podkrepljen z vecjimi Stevilom manjsih Studij s strokovnim
soglasjem (some consensus) za preiskovan tip raka

e D-nivo:
¢ Razlic¢ica (biomarker), ki napove mozen klinicni
pomen razli¢ice dokazan v predklini¢nih Studijah
(ClinicalTrials.gov)

. i i¢no/p! ic biomarker
P! pljen z manjsimi Studijami in dobro definiranimi
posameznimi primeri (case reports)

Patogene germinalne razli¢ice povezane z dednimi raki
-> priporoéilo za genetsko svetovanje

—

ESMO Scale of Clinical Actionability for
molecular Targets (ESCAT)

ESCAT Razli¢ice razreda Ill (ESCAT Tier Ill) — moZne tarée

na doloceno zdravilo pri:

rezistenco na FDA, EMA ali v strokovnih } / * Razli¢ica/biomarker, ki ima kliniéno pomemben odziv (preZivetje)

e drugem drugem tipu raka (tier 1) (A-nivo)

ESCAT Razli¢ice razreda IV (ESCAT Tier IV) — moZne tarce
¢ Razli¢ica/biomarker, ki kaze moZen odziv na doloéeno zdravilo
(u€inkovino) z uporabo:

e predklini¢nih $tudij (in vitro ali in vivo modelov za Studijo raka)
(A-nivo)
* in silico orodjih za Studije signalnih poti (B-nivo)

Razlicice z nejasnim klinicnim pomenom

Joint Consensus Recommendation by
AMP, ASCO and CAP

AMP/ASCO Razli¢ice razreda Il (Tier 11)

e Razlic¢ice (biomarker) z neznanim klini¢nim
pomenom somatskega izvora, ki niso
prisotne v splosni ali specifi¢ni populaciji

ESMO Scale of Clinical Actionability
for molecular Targets (ESCAT)
ESCAT Razlicice razreda X (ESCAT Tier X)

* Razlicice (biomarker) z neznanim klini¢nim
pomenom somatskega izvora

Razlicice brez klinicCnega pomena

Joint Consensus Recommendation by
AMP, ASCO and CAP

AMP/ASCO Razli¢ice razreda IV (Tier IV)

Benigne in verjetno benigne razlicice

Po smernicah ne poro¢amo na izvidu.




Primerjava razli¢nih klasifikacij

Genetske razli¢ice pri metastatskem raku debelega ¢revesa in danke (spremembe ESCAT razred I/11/111)

AMP/ASCO razred

—
[ ] REZISTENCA - ocena primernega zdravljenja!

=  AMP/ASCO razli¢ica razreda |

J\

=  AMP/ASCO razli¢ica razreda Il

PMID: 32853681

Porocanje rezultata - IZVID

* Primer: maligna neoplazma kolona, neopredeljena, moski, 1.1956, 80% TC
Namen: uvedba zdravljenja = TruSight Tumor 170 DNA in RNA

Porocanje rezultata - 1ZVID

lzvid genotipizacije tumorja debelega crevesa

strukturiran in standardiziran

KLINIENO POMEMBNE RAZLICICE
za pacientov tip raka
AMP/ASCO razred |

¢ KRAS - ¢.37G>A p.(Gly13Arg) G13R

¢ Povzroci: aktivacijo proteina (onkogen)
¢ Ucinkovina: zaviralci EGFR

¢ Odgovor: neobéutljiv - verjetno ne odgovori
na zdravljenje
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Porocanje rezultata - IZVID

lzvid genotipizacije tumorja debelega crevesa

DRUGE NAJDBE
Razli¢ice z moznim klini¢nim pomenom — AMP/ASCO razred Il
Razli¢ice z im kliniéni — AMP/ASCO razred llI

P je klinici in cil i razlicic v tumorju:
pogost somatski izvor?
zarodna predispozicija?
lo¢evanje somatskih od zarodnih razli¢ic?

Porocanje rezultata - 1ZVID

lzvid genotipizacije tumorja debelega crevesa

‘ Ocena TMB

‘ Seznam tar¢no analiziranih genov

PoroCanje rezultata - 1ZVID

lzvid genotipizacije tumorja debelega crevesa

OPIS METOD
uporablien reagenéni komplet
minimalne zahteve o pokritosti
uporabljena programska orodja za analizo

OMEJITVE METOD
razlitice izven preiskovane regije
je detekcije razlitic (pseudogene, GC bogate regije)
specifiénost, obéutljivost, meja detekcije

DODATNE OPOMBE
nezmoznost locevanja somatskih od zarodnih razlicic
heterogenost tumorja (zasevek)
negativen rezultat vzorca, ki vsebuje <30% tumorskih celic, ne izkljuéuje prisotnosti
somatskih razli¢ic
uporabljena klasifikacija

Seznam sekvenciranih genov / preiskovanih taré




Vloga molekularne diagnostike pri
solidnih tumorjih skozi oCi patologa

Olga Blatnik ~
Oddelek za patologijo

Molekularna diagnostika v onkologiji:
20. obletnica ustanovitve Oddelka za molekularno diagnostiko na OIL

Ljubljana, 11.4.2025

Vloga patologa v diagnostiki solidnih tumorjev

¢ Postavitev diagnoze

¢ Dodatni podatki za ustrezno obravnavo pacienta - podani v obliki standardiziranega izvida:

* Gradus (kjer ga ocenjujemo)

¢ Status robov

* Ocena proliferacijske aktivnosti

* Prisotnost preneoplasti¢ne/in situ lezije

* ...

* Ocena prediktivnih in prognostiénih markerjev

¢ |zidi dodatnih preiskav, ki potrjujejo/ovrzejo diagnozo

Prediktivni in prognostiéni markerji

* Proliferacijska aktivnost

e Status hormonskih receptorjev (ER, PR, AR)

e Status HER2

* Status proteinov za popravljanje neujemanja (MMRP)
* |zrazanje PD-L1

* |zrazanje CLDN18
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Dodatne preiskave za opredelitev lezije

* Odvisno od tipa tumorja

* Vecinima odrazajo genetsko dogajanje v tumorju
* Amplifikacije
* Fuzije

* Razli¢ice, ki vodijo v prekomerno izraZzanje/izgubo izrazanja
proteinskega produkta (pomen v patogenezi)

* Klonalnost limfocitne populacije

Metode za dolo¢anje diagnosti¢nih, prediktivnih in prognosti¢nih
markerjev v patologiji

* HE

Imunohistokemija (IHK)

ISH (FISH, CISH)

Imunofluorescenca

Molekularno-genetske analize

Molekularne metode

* Sekvenciranje naslednje generacije (NGS)
* Paneli, prilagojeni tipom tumorja/manj specificni paneli

* Razlicice na nivoju posameznih nukleotidov, indels, spremembe Stevila
kopij, fuzije

* Doloc¢anje stopnje metilacije promotorjev razlicnih genov

* Doloc¢anje metilacijskega profila tumorja (tumorji osrednjega Ziv€evja)




Pomen molekularne diagnostike v patologiji

NGS, prilagojen v formalinu fiksiranemu, v parafin vklopljenemu tkivu

* Majhni vzorci

Veliko informacij z eno preiskavo
* Primarno: diagnosti€en pomen

. Nprk fuzija EWSRL1::ATF1 v tumorju z melanocitno diferenciacijo govori za svetloceli¢ni
sarkom

* Prognostic¢ni in prediktivni kazalci (enaki ali ne kot diagnosti¢ni markerji)

* Npr. mutacija gena KIT v gastrointestinalnem stromalnem tumorju

Potrditev rezultatov, najdenih z drugimi metodami
* Npr. suspektna preureditev gena EWSR1 s FISH; nekonkluzivni rezultati IHK barvanj

Pasti molekularno genetskega testiranja v patologiji

* Molekularno-genetske najdbe niso tumorsko specifiCne - interpretacija
rezultatov v kontekstu rezultatov ostalih preiskav

* Majhni vzorci

* Nizka celularnost vzorcev

* Obilna medceli¢nina

* Nekroza

* Vnetje

Vpliv kakovosti vzorca na predanalitsko fazo

Urejenost in sledljivost spremne dokumentacije
* Optimalen ¢as fiksacije (drobci 8h, ostali vzorci 12-24h za optimalno ohranitev nukleinskih kislin in morfologije)
¢ Formalin povzroci:

* Fragmentacijo DNA

¢ Crosslinking biomolekul

* Modifikacije baz

Dekalcinacija (hidroliza DNA zaradi mo¢nih kislin)

* Moznost kontaminacije vzorca:

* Sprejemna miza

* Narezovanje (Cisto¢a, menjavanje rezil, sklapelov, pincet, Skarij...)

* Izdelava histoloskih preparatov in rezin za molekularno-genetske preiskave (menjavanje rezil med razliénimi vzorci, redno ¢i§¢enje mikrotoma)

¢ Kontaminacija v vodni kopeli

Ustrezno hranjenje vzorca za molekularno-genetsko preiskavo do transporta
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Sprejemna miza Narezovalna miza .
Mikrotom

Vodna kopel
Pripravljeni vzorci

Vloga patologa v pripravi vzorca

* |zbira ustreznega testa
* |zbira primernega dela lezije za testiranje
* Zagotovitev zadostne celularnosti - makro/mikrodisekcija

* Ustrezna ocena deleza tumorskih celic

o traian
M, 72, tu levo ingvinalno, ?trajanje Vretenaste celice brez

atipij ali mitotske aktivnosti
Obilo medceli¢nine
Ni nekroze

IHK: Rb verjetno ohranjen

DIB: verjetno benigen ali nizkega

malignega potenciala

Ekscizija: sega v robove
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Rb

Miksoiden, lipomatozen in vretenastoceliCen tumor

DD: celularni angiofibrom, vretenastoceli¢ni/pleomorfni lipom, solitarni fibro r,
dobro diferencirani liposarkom, TlOTOMRSOm e nizkega gradusa,

miksofibrosarkom

TSO 500 DNA, TSO 170 RNA, Archer FusionPlex Sarcoma v2

Rb (ponovitev): izguba v delu celic

Najverjetneje neoplazma z izgubo Rb (DD: celularni angiofibrom)
Ne povsem konkluzivni rezultati IHK

NGS: zaradi obilne medceli¢nine in posledicno nizkega deleza tumorskih celic
(Ceprav ocenjen kot 80%) manj zanesljiv rezultat

Neustrezna IHK reakcija na Rb = ukrepi
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Molekularna diagnostika v onkologiji:

20. obletnica ustanovitve Oddelka za molekularno diagnostiko na OIL
11.4.2025

Pomen molekularne diagnostike pri
gastrointestinalnih stromalnih tumorijih

Doc. dr. Mojca Unk, dr. med.
Sektor internisticne onkologije
Onkoloski institut Ljubljana

Gastrointestinalni stromalni tumoriji
* Redek rak v Sloveniji in po svetu:
— Slovenija: incidenca okoli 50 GIST/leto

— najpogostejsa mezenhimska neoplazma prebavne cevi (manj kot 1% vseh
tumorjev prebavil)

— vecinoma sporadicni, zelo redko dedni, lahko v sklopu sindroma
— razlog nastanka?
— izvor: Cajalova celica (telociti, gladke misi¢ne celice)

GIST, gastrointestinalni stromalni tumor
Zagar et Zadnik. OIL 2024; Kindblom et at al. Am J Pathol. 1998.

GIST in KIT protein

Gain-of-Function Mutations of c-kit in Human
Gastrointestinal Stromal Tumors

Seiichi Hirota,* Koji Isozaki,” Yasuhiro Moriyama,

Koji Hashimoto, Toshirou Nishida, Shingo Ishiguro,
Kiyoshi Kawano, Masato Hanada, Akihiko Kurata,
Masashi Takeda, Ghulam Muhammad Tunio, Yuji Matsuzawa,
Yuzuru Kanakura, Yasuhisa Shinomura, Yukihiko Kitamura+

5 vzorcev GIST

sekvenciranje c-KIT komplementarne DNK,
ki kodira protoonkogeni receptor, tirozinsko
kinazo KIT

prepoznava mutacije v genskem zapisu za
transmembransko in tirozin kinazno
domeno proteina

‘ konstitutivna aktivacija receptorja ‘

‘ maligna transformacija ‘

GIST, gastrointestinalni stromalni tumor
Science1998




Mutacije KIT/PDGFA so najpogostejSe, niso pa edine

onkogene spremembe

GENSKE SPREMEMBE se medsebojno izkljucujejo

SDH- sukcinatna dehidrogenaza

Dolocanje mehanizma onkogeneze -

-> pravilna klasifikacija in odlocitve glede sistemskega zdravljenja

NCCN guidelines GIST v2.2025, 2023; Cassali et al. Ann Oncol 2022; Verweij et al. Lancet 2004; Joensuu et al. JAMA Oncol 2020; Demetri et al. J Nat Compr Canc Netw 2007; Pierotti et al.
Nature Reviews Clinical Oncology 2011; Unk et al. Oncol Rep 2022; Bréic et al. Diagnostics (Basel) 2021; Hu et al. Front Oncol 2022; Serrano BrJ Cancer 2019

Zakaj je molekularna diagnostika
pomembna pri GIST?

e omogoca natancéno diagnozo in razlikovanje GIST
od drugih tumorjev

* pomaga pri izbiri najucinkovitejSega zdravljenja
¢ napoveduje odzivnost na terapijo in moznost odpornosti

¢ spremlja napredovanje bolezni in izboljSuje prognozo.

GIST, gastrointestinalni stromalni tumor

Natancna diagnoza in razlikovanje GIST od

drugih tumorjev

* morfologija in imunohistokemicni izvidi
— 95 % GIST je imunohistokemiéno KIT (CD117) +
* Ce negativni: imunohistokemi¢no DOG1 +

Difuzna CD117 pozitivnost pri GIST Difuzna DOG1 pozitivnost pri GIST

 potrditev alteracij KIT/PDGFRA pri ve¢ 90 % GIST z
molekularno diagnostiko

GIST, gastrointestinalni stromalni tumor Unk et al. Oncol Rep 2022; Gonzalez-Campora et al. Anal Quant Cytol Histol. 2011
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Izbira najucinkovitejSega zdravljenja

FDA approves avapritinib for gastrointestinal
stromal tumor with a rare mutation

On January 9, 2020, the Food and Drug Administration approved avapritinib (AYVAKIT™,
Blueprint Medicines Corporation) for adults with unresectable or metastatic
gastrointestinal stromal tumor (GIST) harboring a platelet-derived growth factor receptor
alpha (PDGFRA) exon 18 mutation, including D842V mutations.

Avapritinib is the first therapy approved for patients with GIST harboring a PDGFRA exon
18 mutation.

Odzivnost na terapijo in moznost odpornosti

Opis primera

Joensuu et al. NEJM 2001; Debiec-Rychter et al. Eur J Cancer. 2006.

Spremljanje poteka bolezni s tekocinsko biopsijo

“Tekocinska biopsija" omogoca neinvazivno spremljanje onkogenih sprememb v krvi

Dolocanje ctDNK
v realnem ¢asu

Pomaga pri zgodnjem odkrivanju odpornosti na zdravila SE NI REDNA
. . . L . v .. ¢ 1
Omogoca prilagoditev zdravljenja in izboljSanje prezivetja. KLINICNA PRAKSA!
Arshad et al. JCO Precis Oncol 2020; Schgler et al. Clin Cancer Res 2017; Gomez-Peregrina et al. Curr Treat Opt Oncol 2021;
ctDNK, cirkulirajoca tumorska deoksiribonukleinska kislina Calderillo-Ruiz. et al Neoplasia 2023




Zakljucek

Molekularna diagnostika
* nam je v pomoc¢ pri natancni opredelitvi diagnoze.

e vpliva na izbiro (sistemskega) zdravljenja GIST.

e omogoca personalizirano terapijo glede na onkogeno spremembo.

e pri tekocCinski biopsiji se bo lahko uporabljala za spremljanje
uspeha zdravljenja in pomaga pri pravo¢asnem odkrivanju
odpornosti.

GIST, gastrointestinalni stromalni tumor

109



Pomen molekularne diagnostike pri raku
jajcnikov

Erik Skof

April 2025

Rak jajcnikov
PODATKI IN ZNACILNOSTI PRED LETOM 2019~  ni bilo biomarkerja

OPERACIJA
+

KEMOTERAPIJA

+
Bevacizumab
(anti VEGF)

~70% ~40% 40 mesecev

ponovitev bolezni L o
5-letno prezivetje® Celokupno preZivetje®

10-18 mesecev
PreZivetje brez ponovitve

bolezni234
3 leta od pricetka zdravljenja *

*1. Ledermann, J. A. et al. Ann. Oncol. 2013, 2. Bookman, M. A. et al. J. Clin. Oncol. 2009; 3. Burger, R. A. et al. N. Engl. J. Med. 2011;

+4.Perren, T.J. etal. N. Engl. . Med. 2011; 5. de Angelis R et al. Lancet Oncol 2014.
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Leto 2012 — zametki molekularnega testiranja...
Mutacija v genih BRCA1/2 — biomarker za zdravljenje raka jaj¢nikov z olaparibom*

Olaparib pri gBRCA+ recidivni bolezni, po KT s platino®— izrazito izboljSanje PFS

Study 19

Phase Il study!? \ / Phase Il study? \

Reourrent ovarialn tgancetrhaﬂer M;_o;srr;ore prior lines of Recurrent BRCAm ovarian cancer after two prior lines of
platinum therapy (N=265) platinum therapy (N=295)
Maintenance in patients achieving a . . . L
" Maintenance in patients achieving a
CR/PR on platinum therapy CR/PR on platinum therapy
Olaparib capsules po 400mg bid Olaparib tablets po 300mg bid
Olaparib significantly prolonged PFS compared with Olaparib significantly prolonged PFS compared with
placebo (HR 0.35; 95% CI 0.25 to 0.49; p<0.001) placebo (HR 0.30; 95% CI 0.22 to 0.41; p<0.0001)
Trend towards benefit for overall survival (HR 0.73; 95%
Cl1 0.55 to 0.95; nominal p=0.021; statistical significance not
reached)

PFS = progression-free survival; CR = complete response; PR = partial response; po = per oral; bid = twice a day; HR = hazard ratio; CI = confidence interval
1. Ledermann J, et al. N Engl J Med. 2012;366(15):1382-1392; 2. Gourley C, et al. J Clin Oncol 2017;35(suppl); poster related to abstr 5533; 3. Pujade-

Lauraine et al., Lancet Oncol. 2017 Sep;18(9):1274-1284

EMA od 16.12.2014 FDA od 17.avgust 2017

Olaparib* - prvi PARPi (zaviralec poli-ADP riboza polimeraze), ki je pokazal ucinkovitost pri raku jajénikov




Leto 2012 — zametki molekularnega testiranja...
Mutacija v genih BRCA1/2 — biomarker za zdravljenje raka jajénikov z olaparibom*

Olaparib pri gBRCA+ recidivni bolezni, po KT s platino'=— izrazito izboljSanje PFS

19

PFS = progression-free survival; CR = complete response; PR = partial response; po = per oral; bid = twice a day; HR = hazard ratio; Cl = confidence interval
1. Ledermann J, et al. N Engl J Med. 2012;366(15):1382-1392; 2. Gourley C, et al. J Clin Oncol 2017;35(suppl); poster related to abstr 5533; 3. Pujade-
Lauraine et al., Lancet Oncol. 2017 Sep;18(9):1274-1284

EMA od 16.12.2014 FDA od 17.avgust 2017

Olaparib* - prvi PARPi (zaviralec poli-ADP riboza polimeraze), ki je pokazal u¢inkovitost pri raku jajénikov

Olaparib — ucinkovit pri gBRCA+ recidivni bolezni, po KT s platino®3

0d 2019 dalje: molekularno testiranje = standard Ze ob diagnozi (geni BRCA1/2)
Iz tumorja (sBRCA) in/ali krvi (gBRCA)

SOLO1: vzdrZevalno zdravljenje z olaparibom v 1. liniji (g/s BRCA +)

Mediani PFS — 56 mesecev Mediani OS — ni dosezeno po 7 letih

. 5- letno preZivetje — 73 mesecev

. 7-letno preZivetje — 67 mesecev
PFS — preivetje brez ponovitve bolezni

05~ celokupro prezivetje EMA odobritev: 18. junij 2019 - olaparib v 1. liniji pri BRCA+ (zarodna ali somatska)
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Leto 2019 — zametki testiranja HRD* = nadgradnja testiranja genov BRCA1/2 iz tumorja

PRIMA : vzdrZevalno zdravljenje z niraparibom v 1. liniji

PreZivetje brez ponovitve bolezni —izrazita dobrobit v primeru HRD (ne glede na BRCA status)

HRD* - okvara homologne rekombinacije (zajeti geni BRCA1/2 in ostali razlogi za okvaro...)

Leto 2019 — potrditev pomena dolocanja HRD*
PAOLA-1 : olaparib + bevacizumab v 1. liniji - HRD pozitivni

Olaparib + bevacizumab: izrazito izboljSanje PFS and OS pri HRD pozitivnih bolnicah

mPFS: 47 mes. proti 18 mes. mOS: 66 mes. proti 48 mes.

HRD* - okvara homologne rekombinacije (zajeti geni BRCA1/2 in ostali razlogi za okvaro...)

advanced ovarian

1. Ray-Coquard | etal Final overall survival results from the Phase Il PAOLA-1/ENGOT-0v25 trial evaluating mai laparib plus y diag
i NEnglJMed. 2019;381:2416~

cancer. Presented at ESMO Congress 2022, Paris, France, September 2022; 2. Ray-Coquard | etal Olaparib
2428,
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Molekularna diagnostika pri raku jajénikov — nase izkusnje

* Obdobje 2014 - 2019: testiranje BRCA iz krvi — za namen zdravljenja s PARPi*

* Postopek za pridobitev izvida glede gBRCA mutacije:

¢ Internist onkolog priporoca genetsko svetovanje

¢ Genetik prvo svetovanje (pred testom) + odvzem krvi

. —
* Molekularni lab. Testiranje krvi + rezultat 2-3 mesece
¢ Genetik drugi posvet (post testno svetovanje)

¢ Internist onkolog  zdravljenje z olaparibom

¢ Olaparib za zdravljenje ponovitve BRCA+ raka jajénikov

(ZZZS odobritev financiranja od februarja 2016)

Olaparib* - prvi PARPi (zaviralec poli-ADP riboza polimeraze), ki je pokazal u¢inkovitost pri raku jajénikov




Molekularna diagnostika pri raku jajénikov — nase izkusnje

* Obdobje 2019 do 2023: testiranje BRCA — za namen primarnega zdravljenja s PARPi“

* Testiranje BRCA iz tumorja (tBRCA)* in/ali izkrvi  (gBRCA)— po presoji klinicnega genetika
* Testiranje BRCA iz tumorja z NGS** omogoca izvid BRCA v <1 mesecu

* Ob genetskem posvetu izvid NGS iz tumorja na voljo klinicnemu genetiku

* posodobljena klin. pot za genetsko svetovanje (Onkologija, december 2021)

* Testiranje BRCA iz krvi opredeli vrsto mutacije BRCA (zarodna ali somatska)

*  pomembno za svojce

Olaparib ali niraparib za primarno zdravljenje BRCA+ raka jaj¢nikov

Olaparib v 1. liniji - ZZZS odobritev financiranja od oktobra 2020 (za BRCA+)
Niraparib v 1. liniji — ZZZS odobritev od aprila 2021 (ne glede na BRCA)

BRCA* - tumorsko tkivo (FFPE) — rutinsko, citolodki material (opcija)
NGS** - next generation sequencing
PARPI - zaviralec poli-ADP-riboza polimeraze

Molekularna diagnostika pri raku jajénikov — nase izkusnje

Leto 2021
Posodobljena klini¢na pot za genetsko svetovanje Validacija BRCA testiranja iz tumorja
(obdobje 2019-2020)

Indikacija:
rak jajcnikov/
Jajcevodov/

ppsc*

‘Tumorsko tkivo razpolozljivo

l Genotipizacija somatskih mutacij iz tumorskega l
thiva®*

pozitiven ——
ivid negativen izvid

Gtrditven test i
. I—»’NEG’”‘V‘ drutinska anamneza
i N

n= 170 bolnic

VN

Testkrvi za zarodne

POZITIVE

BRCA testiranje iz tumorja (FFPE) je zanesljivo...

nadaljnja
genetska
obravnava
poSOP

nadalinja
genetska

obravnava

poSOP

zakljuéek
genetske
obravnave

- tumor: 37/38 tBRCA mut (97%)
- kri: 26/38 gBRCA mut (68%)

- 13 (8%) bolnic je imelo ne-BRCA HRD gene

Krajc M, et al. Onkologija 2021

1

Molekularna diagnostika pri raku jajénikov — nase izkusnje

Leto 2023

¢ Marec 2023

— ZZZS odobritev zdravljenja s kombinacijo olapariba in bevacizumaba — v skladu z raziskavo
PAOLA-1 (za HRD pozitivne)

e September 2023
— Testiranje HRD ob diagnozi — nasa ,inhouse metoda“ — v skladu z ESMO 2023 priporocili

* NGS (500 genov) + metilacija BRCA1/2 promotorja

1. Ray-Coquard letal. Final overall survival results from the Phase lll PAOLA-1/ENGOT-ov25 trial evaluating mai olaparib plus bevaci in patients with newly diagnosed advanced ovarian cancer.
Presented at ESMO Congress 2022, Paris, France, September 2022; 2. Ray-Coquard | etal Olaparib plus bevacizumab as first-line maintenance in ovarian cancer. N EnglJMed. 2019;381:2416-2428.
3.ESMO OC guidelines 2023, published online, https://doi.org/10.1016/i.annonc.2023.07.011
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Molekularna diagnostika pri raku jajénikov — nase izkusnje

Nase izkusnje z zdravljenjem z olaparibom pri raku jajénikov

e Od leta 2015 smo zdravili 279 bolnic z olaparibom (analiza februar 2025)

= = = 2%* 28 26 31 28 31 6 152

1. linija -

1.ponovitev 1* 8 14 5 17 11 13 4 10 5 1 89

2.ponovitev 1* 7 5 3 1 1 0 1 - 1 - 21

23 ponovitev - 5 1 - 4 1 2 - 1 - - 17
Skupaj: 2 23 21 8 24 41 41 36 39 37 7 279

# 1. linija olaparib + bevacizumab :

-2023: 6 bolnic
-2024: 4 bolnice
-2025: 2 bolnici

* Prvi dve bolnici - november 2015 v sklopu programa ,zgodnjega dostopa zdravila® - 22ZS odobritev za zdravljenje ponovitve bolezni februarja 2016
** Individualna odobritev zdravljenja v L. liniji na prediog multidisciplinarnega konzlija od 2019~ ZZZS odobritev za zdravljenje v 1. liniji oktobra 2020
# olaparib + bevacizumab v 1. liniji zdravljenja (PAOLA-1) ~ ZZZS odobritev marca 2023

Molekularna diagnostika pri raku jaj¢nikov — nase izkusnje
Olaparib v 1. liniji uporabljamo od leta 2019*

¢ Do sedaj smo zdravili ve¢ kot 150 bolnic
¢ Dobre izkusnje
¢ Tablete 150mg — dnevni odmerek je 2x300mg

¢ Ugoden profil nezelenih ucinkov
* Blaga slabost, utrujenost, anemija
¢ Le 7% bolnic je imelo resne nezelene udinke**

e Ucinkovitost
* Podveh letih sledenja — PFS 74%
(enako kot v SOLO-1)

* Individualna odobritev na predlog multidisciplinarnega konzilija, ZZZS odobritev za 1. linijo oktobra 2020
** - vsi resni nezeleni u¢inki so bili poro&ani

Molekularna diagnostika pri raku jaj¢nikov — nase izkusnje

+ Znanstveni pristop se nadaljuje: od 2023 dalje..

Citoloski material je primeren za:

- dolocanje BRCA mutacije
- diagnozo raka jaj¢nikovy, ¢e:

- tkivo (FFPE) ni primerno

- operacija/biopsija ni mozna R . L T N
Vrsta in lokacija BRCA mutacije ima klini¢ni pomen pri
zdravljenju ponovitve bolezni z olaparibom ...




Pomen molekularne diagnostike pri raku jaj¢nikov

Zakljucki:
¢ Doloc¢anje HRD (mutacije v genih BRCA1/2) = standard ob diagnozi

e Zaviralci PARP v 1. liniji raka jajénikov (olaparib, niraparib) pri HRD pozitivnih

* +/- bevacizumab

e lzrazita klini¢na dobrobit zaviralcev PARP pri HRD oz. mutaciji v genih BRCA1/2

* Znanstveni pristop - validacija lastnega dela z objavami v strokovni literaturi
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