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Klasi¢ni pristupi molekularnom
testiranju tumora

« Molekularna dijagnostika
— ekstrakcija DNA
—jedan gen = jedan test ¢
— dio patohistoloskog nalaza!

\

— Sekvenciranje po Sangeru “
1. generacija sekvenciranja

Sekvenciranje gena po Sangeru

CCCTGAAGGGG. ey " -
TAGTCAAGTGCAGAGGTCAGCAGGACATCCAAGAGCAGCTGAGCCTGACTGAGGC TTATCAGACAGTGCAAGTCTTCTTCAAGGATCACT

3GCCACAGTGCCCTGCCTGGCAGATGATACCTAGAGACTGACTGAGGAGCTCACCTCCCACATCTGTAGATGGTCCAAACTGCCTTCGT.
AACCTCTGCTGTACTGCTAAGTCCAAAATTAAAGAAATAAGATTAAACCAAGAAAAGGAAGCTGAAAACCTGATCCGACTTCACTTCCAG
TTTACAAGGAAACCTTGAAGACGATCAGAGAGAAGGAAGCTAAGAAAGAGAAGA"™ T T TAAACCCTGCTACCTTTCAAAATAAQ
PCTGAGATGACCCAGCACCTGAAAGCCTACTACCAGGAGTGCAGACGGAAT? G GG > “CTGATTATCCAGTACTTCATCC
TGCTTCAGCTTTTACAGGACACCAGTAAGTGCAGCTGGTTCCTGGAGG AAGAAGAAGTTCCTGAAGAGGC
AGCTTGCCAAATTCTCCGATTAACCAGGCTAGCTATGTGGCTTTCCTGG G G G TTGCTAACCTTATGTCAGAAQ
CTTTGTAAACTCTGAGGAGATGAGGAGAGAGGAGCTATGGAGAGTCA” CCCTCTCAAAGCCTAGGAGH

TT TCTTTGTCAGGAGGATGTACTGGCTGAGCACCTCAGMGGGTCGG% G Di seas eJ; H
G

GGCATACATTTTTTTTTGCAAAAATTTTAACAAGGATTCCACCTCTC
ATAGTTCTTTGGGGGCAAGCTCAGTCTTCCTTGGCAGCAGTTCAGTCC G G
AGCTATAGTCCAGTCCTTTCCACAGGCAGAAACCAAGAATGAATCAGC,
AACCTCACAAGTAGTTCTTAGGTGAGTTTCTCTCAATGTCAGTGTTAC, G G

GCTTGCCATCTAGCCTGAGH

IGAGCAAACCAAGCCAAGGCTCCGTTGCTCATCTCCAACTGTTTGTGAGGT
TCTGCTTCAGGGAAACATTCTTTCATGTGTTTGCTTCAGCAAGACATCATY .
AGCGCTTCCAATAAAATTCTTGCTAAGTGACTGGTGCGGCCCTGTATTGACCT ..

Kratke sekvence (do 900 bp), pogodno za mali broj uzoraka i skupo



Promjena paradigme molekularnog
testiranja

* Molekularna dijagnostika tumora

— Potreba za istovremenom analizom mnostva
gena

— Raznolike geneticke promjene (toCkaste
mutacije, translokacije i sl.), potrebno ih je
analizirati istovremeno

— Limit: ograniCena koliCina uzorka potrebnog za
analizu

Shema molekularnog testiranja u patologiji

¢
4 Blood:

pre and post
resection

A

Isolation of Cell-free plasma DNA
tumour nuclei YOO

Digital mutation detection
Point oA Insertions / ‘) L)
mutations  AmPlifications deletions - ) ‘
Clinical annotation
Assessment Discovery of

of clinical prognostic Real-time detection of
actionability indicators disease recurrence


http://www.google.hr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjI3d-AtfrLAhVCgQ8KHRcXCe4QjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww.nature.com%2Fncomms%2F2015%2F150707%2Fncomms8686%2Ffull%2Fncomms8686.html%3FWT.ec_id%3DNCOMMS-20150708%26spMailingID%3D49050995%26spUserID%3DODkwMTM2NjQyNgS2%26spJobID%3D720950074%26spReportId%3DNzIwOTUwMDc0S0&bvm=bv.118443451,d.bGg&psig=AFQjCNGVNspxajjGgmo4WHQjsh1RzVRWgg&ust=1460045250021103

Tehnologija sekvenciranja nove
generacije (NGS)

« Standardno testiranje
Zzamijenjeno masivnim
paralelnim
sekvenciranjem

« Mnostvo fragmenata
DNA/RNA za analizu

« Pomak od analize
jednog gena prema

analizi multiplih gena !'j'i"?’ ‘M’é"ﬁ
H

Sekvenciranje nove generacije

Next Generation Sequencing

Whole genome Targeted Whole exome

Massively- Hot spot
parallel Comprehensive
Amplicon-based genomic profiling
Hybrid

capture

J www.healio.com




Cjelogenomsko sekvenciranje

 (a) engl. whole genome sequencing (WGS)

Large DNA molecule

J fragmentation
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ATACACGTAGCTATACG
Assembly of
overlapping »
DA samooncing GCTATCAGGCTAGGTT
4
Assembled i A
st GCTATCAGGCTAGETTACAGTGCATGCATACACGTAGCTATACG

Za strukturne varijante, tockaste mutacije, CNV

Cjeloegzomsko sekvenciranje

* (b) engl. whole exome sequencing (WES)
(1% genoma, no 85% mutacija) 20,000-
30,000 varijanti

b
9 %S M I
%DNA (%) :\inogid PgeinGO

Change

Predominantno za tockaste mutacije, CNV



Ciljano sekvenciranje

* brze, jednostavnije i

jeftinije STGAAC
. At G TGAACTRS i
« Paneli imaju obi¢no Wllgrgeac AL

20-50 gena, no mogu
imati Cak ~100 gena
 DijagnostiCko i
prognosti¢ko znacenje
« Za sekvenciranje DNA
i RNA

Tehnologija sekvenciranja
novije generacije (NGS)




1. LABORATORIJSKI PROCES
a) uzorak (krv, tkivo...)

.. RNA / \‘ DNA
b) ekstrakcija A\ /NN — DOO0O0OXK
4

c) Fragmented DNA

d) priprema knjiZnice l Attach Adapters, PCR
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2. BIOINFORMATIKA

3. INTERPRETACIJA REZULTATA

2. Bioinformaticka analiza

» UkljuCuje analizu 1
okrivenosti i dubine ? |
(broj oCitavanja) \

* mapiranje ocCitanih
sekvenci, usporedba s
referentnim bazama ¢

* utvrdivanje i
obiljezavanje varijanti
(anotacija)

|



Bioinformaticki izazovi NGS-a

Golema koli¢ina podataka dobivena sekvenciranjem (stotine Gb ili Tb)

—

Oh, my God!
What should I do now?
- /

Massive amount
NGS machnies of sequence data

3. Interpretacija rezultata NGS-a

» samo dio genetickih varijanti dovodi do
pojave bolesti; razdvajanje ,driver’ od
passenger mutacija

» Heterogenost tumora i Ceste strukturne
preuredbe gena

« Potvrda: sekvenciranje po Sangeru zlatni
standard!



Primjena NGS u dijagnhostici
tumora

« (a) ldentifikacija novih mutacija u tumorima

* (b) NGS u nasljednim tumorskim
sindromima
* (c) NGS za personalizirano lijeCenje

* (d) Detekcija tumorske cirkulirajuce DNA
(ctDNA)

Klinic¢ke analize tumora tehnikom
NGS u Hrvatskoj

* NGS instrumenti - KBC Split i Medicinski
fakulteti Rijeka i Zagreb

+ Ciljano sekvenciranje

* Primjer:

Sekvenciranje BRCA1,2 za mogucu
primjenu PARP inhibitora u terapiji HG
seroznih karcinoma jajnika




Indikacije za f[_estiranje Indikacija za terapiju
BRCA mutacija PARP inhibitorima

» Serozni epitelni karcinom

jajnika visokog stupnja (tip 5) > 99 *
nediferenciranosti 2. Vrlo vjerojatno patogene
(gradusa) (tip 4) 0,95 - 0,99
3. Mutacije neodredenog
« Karcinom jajovoda znacaja
(tip 3) 0,05 — 0,949
« Primarni peritonealni 4. Nema klinickog znacaja
karcinom (tip 2) 0,001 -0,049

Vrlo vjerojatno benigne

5. Benigni polimorfizmi (SNP)
< 0,001

* Vjerojatnost patogenosti

Sharon E. Plon et al., Human Mutation 29:1282-1291, 2008

Rezultati testiranja BRCAL,2

KBC Split

Medicinski fakultet
Rijeka

Ukupno uzoraka N=101
Krv N=42

Tkivo N=54

RNA later N=5

30/101 (29,5%)

27 u BRCA1li3 uBRCA2

1. Definitivno patogene mutacije
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Perspektive NGS-a u
dijagnostici tumora

Integriranja podataka iz svih izvora

Sekvenciranje RNA- relativha ekspresija
gena

Imunoterapija analiza odgovora

Kombinacije metoda (sekvenciranje
egzoma masenom spektrometrijom?)
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Standardizacija i konsenzus o primjeni
novih genomskinh metoda u
molekularnoj dijagnostici u Hrvatskoj?
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