Odhalenie genetickej podstaty nadorového
ochorenia prostrednictvom komplexného
genomického profilovania a analyzou HRD.

Vysledky pilotnej studie.
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Nové pristrojové vybavenie nédm
umoznilo rozsirit mnozstvo
ponukanych analyz v oblasti
onkogenetiky. Stdle sa snazime
zavadzat najmodernejsie genetické
postupy v ramci PCR diagnostiky,
MLPA a sekvenovania a rozsirovat
tak nase portfélio o dalSie
vySetrenia vychadzajlce z
poziadaviek nasich klientov, ako aj
z najnovsich vyskumnych
poznatkov a klinickych stadii.

CGP deteguje zndme, ale aj nové
varianty, vratane Styroch hlavnych
tried genomickych alteracii a to v
rdmci rozsiahleho sudboru génov
spojenych so vznikom a vyvojom
malignit.
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Predstavili by ste ndm prosim, ¢omu sa laboratérium Unilabs KoSice venuje?

Laboratérium lekarskej genetiky KosSice (LLG) sa uz vyse 10 rokov venuje diagnostike
dedi¢nych nddorovych syndrémov a od roku 2015 sa portfélio vySetreni v rdmci molekuldrnej
patolégie rozsirilo aj o analyzu somatickych mutécii v réznych typoch nadorov. Pocas tohto
obdobia laboratérium preslo postupnou premenou. Rozrastlo sa priestorovo, pribudlo
inovativne pristrojové a softvérové vybavenie a implementovali sa nové molekuldrne metédy,
predovsetkym sekvenovanie novej generacie (NGS — ,next-generation sequencing®). Nase
najnovsie vysetrenia reflektuju aj sicasny trend personalizovanej mediciny v onkoldgii.

Aky je Va$ pohlad na vyuzitie komplexnych NGS metodik ako je komplexné genomické
profilovanie nddorov v diagnostike onkologickych ochoreni?

Gendmové technoldgie umoznili analyzu réznych typov variantov z tej istej vzorky nadoru
pomocou sekvenovania novej generdcie (NGS), zdroven umoznili aj detekciu novych
imuno-onkologickych markerov. Tieto velké génové panely zaloZzené na NGS poskytuji
komplexné genomické profilovanie (CGP) vzorky nddorového tkaniva alebo tekutej biopsie.

Ide o substiticie baz — teda jednonukleotidovych variantov, inzercie a delécie, alteracie
poctu kopii, genové flzie a zostrihové RNA varianty. Komplexné gendémové profilovanie
stanovuje zdroven nddorovld mutacnu nédloz (TMB) a mikrosatelitovd nestabilitu (MSI).
Identifikacia stavu HRD ako sucast CGP vzhladom na rastlci vyznam tohto biomarkera pri
onkologickej diagnostike a vybere liecby je velkym prinosom. Takéto testovanie minimalizuje
mnozstvo potrebného materidlu, ktory sa nespotrebovdva na monogénové testovanie,
maximalizuje sa schopnost identifikovat vyznamné genomické zmeny a skracuje sa celkovy
¢as vysSetrovacieho procesu, ¢o mozno vyuzit na zlepsenie manazmentu onkologického
pacienta.
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Z doterajsich studii je zndme, ze
deficit homolégnej rekombinécie je
pritomny v priblizne 48 %
karcindmov  ovarii. Taktiez pri
triple-negativhom karcinéme
prsnika ma priblizne 15 % pacientov
zdrodo¢né mutdcie BRCA1/2 a
dalSich 40 % nadorov ma HRD bez
mutécii gBRCA1/2.

Sacasné smernice ESMO
odportcéaju  zvazit k identifikacii
pacientiek profitujucich z PARPI
testovanie HRD.
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Co je HRD a preco ste sa rozhodli tento parameter zahrntt do svojich analyz?

Bunky reaguju na poskodenie DNA spustenim viacerych vzdjomne prepojenych DNA
opravnych dréh.

Centrdlny systém na opravu poskodenia DNA s vysokou presnostou dvojvldknovych zlomov
DNA predstavuje HRR. HRD, alebo deficit homolégnej rekombinéacie, je vysledkom
neschopnosti bunky opravit zlomy dvojvidknovej DNA pomocou cesty homologickej
rekombindcie. Schopnost opravit poskodenie DNA je nevyhnutnd pre udrzanie genémovej
stability a bunkovych funkcii, zabezpecenie chromozomalnej integrity a Zivotaschopnosti
buniek. Najzndmejsimi pri¢inami HRD su funkéné mutécie v génoch zapojenych do HRR
dréhy vrdtane BRCA1, BRCA2, RAD51C, RAD5S1D, PALB2, ako aj hypermetyldcia prométora
BRCAI1. Ak je dréha HRR narusend, dvojvldknové zlomy sa bud neopravia, alebo sa uplatiuje
k chybdm néchylny opravny proces nehomolégneho spéjania volnych koncov (NHEJ).
Neopravené alebo nepresne opravené dvojvldknové zlomy vedd v priebehu casu k
akumuldcii genémovych aberacii. Tie sa nasledne prejavuju ako genémova nestabilita, ktord
riadi karcinogenézu a progresiu ochorenia.

Pre pilotnd $tadiu HRD sme sa rozhodli kvoli prilezitosti identifikovat vacsie skupiny
onkologickych pacientiek, ktoré by mohli mat prospech z lie¢by inhibitormi PARP (PARPI).
Zaroven poznanie stavu HRD je nevyhnutné pri manazmente pacientiek s karcindmom
ovaria.

Pri pokrocilom karcinéme prostaty méa 10 % — 12 % pacientov zdrodoc¢nu alebo somaticku
inaktivacnu mutéciu BRCA2 a az 25 % ma defekt opravy poskodenia DNA.

Co je vysledkom analyzy HRD a ako méze tento parameter ovplyvnit d'al$i postup terapie?

HRD testy, obsahuju véacsinou dve zlozky: status genomickej instability (GIS), ktory je
hodnoteny na zdklade kvantifikdcie velkych genémovych prestavieb LST (large scale
transitions), straty heterozygozity LOH (loss of heterozygosity) a subchromozomalnych
telomerickych alelickych imbalancii TAl (telomeric allelic imbalance). Tieto parametre
vyzaduju pokrytie tzv. pangenémovymi SNP sondami. Pre stanovenie pozitivneho alebo
negativneho vysledku sa ndsledne pouzije validovany, experimentdlne overeny cut off.
Druhou zlozkou je hodnotenie pritomnosti kauzdlnych variantov génov BRCA1a BRCA?2 resp.
inych HRR génov. Kombindcia tychto vysledkov tvori celkovu interpretdciu — pozitivny stav
HRD je definovany bud pritomnostou patogénneho/pravdepodobne patogénneho variantu v
génoch BRCA1/2 alebo inych génoch HRR dréhy, a/alebo pozitivnym statusom genomickej
instability, GIS tzn. Ze aj pacientky bez mutacie BRCA moézu byt HRD+.

Podla NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology Version 1.2022 sa u novo
diagnostikovanych pacientiek s ovaridlnym karcindmom odporica somatické testovanie k
identifikacii molekuldrnych zmien vratane BRCA1/2, LOH ¢&i HRD v pripade nedokdzanej
germinédlnej BRCA mutdcie. U pacientiek s recidivujicim ochorenim sa odporica
komplexnejsia molekuldrna analyza nédoru- vratane HRD z doévodu identifikacie
potencidlneho benefitu dostupnej cielenej terapie.

Aky typ vzoriek ste testovali v pilotnej studii na HRD a aké vysledky ste dosiahli?

Do pilotnej Studie boli zaradené vzorky pacientiek s high-grade ovaridlnym karcinémom,
ktoré boli BRCA1 a BRCA2 Wild type. KedZe ide pilotnu Studiu, doposial sme vySetrili 16
vzoriek. Vstupnym materidlom pre testovanie bolo FFPE tkanivo a nésledne extrahovana
DNA alebo DNA a RNA z rovnakej vzorky. Vzorky boli analyzované s pouzitim komeréného
kitu TruSight Oncology 500 + HRD, ktory umoziiuje komplexné genomické profilovanie
nadoru. Analyzuje 523 génov (DNA cast) a 55 génov (RNA cast) s cielom identifikovat
klinicky vyznamné genomické zmeny v Sirokom spektre nadorovych ochoreni, vratane
testovania HRD. Status genomickej instability (GIS), sa hodnotil s vyuzitim softvéru Dragen
TruSight Oncology 500, pre vzorky DNA. Podla prvotnych vysledkov v 37,5 % vzoriek s
high-grade ovaridlnym karcinémom, ktoré boli BRCA1/2 wild type sme detegovali — pozitivny
stav HRD na zéaklade skére genomickej instability (>42).
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Ako ovplyvni zavedenie tohto riesenia chod V&asho laboratéria?

Tento test je rieSenie pre komplexné genomické profilovanie s hodnotenim HRD v
Standardnej laboratérnej prevadzke. Ponlka komplexny a efektivny pracovny postup, od
vstupu vzorky aZz po zdverec¢nu spravu. Pre maximalnu Gcinnost je test HRD optimalizovany
tak, aby fungoval so Standardnym testom TruSight Oncology 500. Vyuzivame rovnaké
pristrojové vybavenie NextSeq550 Dx (lllumina) a aj reagencie, ktoré st doplnené iba o oliga
Specifické pre HRD. Proces implementécie testu TruSight Oncology 500 + HRD bol pre nds
uzivatel'sky velmi jednoduchy, kedze pracovny protokol pre TSO500 sme mali zavedeny v
nasom laboratériu uz skér i vdaka podpore spoloc¢nosti GeneTiCA.

Zaroven kombindcia testovania Aké su Vase dalsie ciele v diagnostike onkologickych vzoriek?
HRD s komplexnym genomickym
profilovanim (CGP) méze poskytnut
detailny obraz nadoru a ponudknut
rozsirené moznosti
personalizovanej liecby.

Testovanie deficiencie homoldgnej rekombinacie méze pomoct identifikovat nova skupinu
pacientiek s ovaridlnym karcindmom (HRD pozitivne/BRCA wt), ktoré by mohli mat profit z
liecby PARPI. Chceli by sme preto pokracovat v pilotnej $tadii zameranej na HRD testovanie
a nasledne ponukat toto vysetrenie pre nasich klientov. Zaroven kombinéacia testovania HRD
s komplexnym genomickym profilovanim (CGP) moze poskytnlt detailny obraz nadoru a
ponuknut rozsirené moznosti personalizovanej liecby.

Dakujeme za rozhovor.
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GeneTiCA Group je Vas spolahlivy partner
pre genomické testovanie pomocou NGS v onkoldgii.
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