Masivni paralelni sekvenace
pri volbe terapie v pneumoonkologi
- moznosti a limitace
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Uvod

Vysetreni nadorového genomu, ktereé jiz v soucasné
dobé vyuzivame, prineslo v poslednim desetileti
radu informaci, ktere vedly ke zmeéene lecebnych
paradigmat. Vysledky svedci o tom, ze karcinomy
blic jsou skupina onemocnéni jesté mnohem vice
neterogenni, nez bylo patrné z vysledku
histologickych a imunohistochemickych vysetreni.




HISTOLOGICKA A MOLEKULARNI HE
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The Lancet, Vol. 388, Hirsch FR et al, New and emerging targeted
reatments in advanced non-small-cell lung cancer, pp 1012-1024



Inter-nadorova variabilita
Prevalence somatickych mutaci u riznych nadorovych onem
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Rlizné typy nadort jsou charakteristické riznou mirou genomové nestability
a poctem somatickych mutaci v nadorovém genomu!

LB Alexandrov et al. Nature 1-7 (2013) doi:

CZ/ONCO/0917/0113


https://www.zincmapsrocheglobal.com/Jobs/JobView.aspx?Job.Id=62287

NGS = Next generation sequencing AAGCTTCGAGACC

Masivneé paralelni sekvenovani AAGCTTTGAGACC
AAGCTTCGAGACC

o AAGCTTCGAGACC
Masivni
o ) AAGCTTTGAGACC
» Miliardy sekvenci
AAGCTTTGAGACC
AAGCTTCGAGACC
Paralelni

P Jedno misto precteno nezavisle
mnohokrat za sebou

AAGCTT $GAGACC




Vyhody a nevyhody NGS oproti ostatnim
pouzivanym metodam
P \yhody

P volitelnd analyticka citlivost, Uzus 5 % mutované alely
P neomezené mnoistvi vysetfovanych cild

P vyZaduje malé mnoZstvi vzorku

P detekuje vSechny sekvenéni varianty daného mista

P detekuje i neznamé fuzni varianty zndmého genu

» Nevyhody
P delsi ¢as analyzy (~tyden)
P naroky na kvalitu DNA (RNA vyhodou u FFPE)

P Cena je variabilni a klesd s mnozZstvim cild/vzorkd




NGS typy detekovanych zmeén

el19 EGFR c.2239-2256del18, p.L

P Sekvenéni mutace
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Kit Archer Fusion Plex

1 primerovy systém — detekuje jakéhokoli fuzniho partnera znamého ge

?sekvence znamy gen




Frekvence alteraci nadoru plic-1

USA/Europe

HER2 ROS1 fusion
mutation RET fusion  (1-2%)

(2-3%) (1-2%)




Frekvence alteraci nadoru plic - 2

Comprehensive Thyroid and Lung
— detekce mutaci a fuzi 34 vybranych genl

AKT1, ALK, AXL, BRAF, CALC, CCND1, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, FGFR1, FGFR2, FGFR3,
GNAS, GPI, HRAS, CHMP2A, IDH1, IDH2, KRAS, KRT20, KRT7, MET, NRG1, NTRK1, NTRK,
MAP2K1, NRAS, NTRK1 - 3, PIK3CA, PPARG, PTH, RAB7A, RAF1, RET, ROS1, SLC5AS5,

THADA, TTF1, VCP

% pripadl ma vzacnou aberaci




Statistika nalezenych mutaci 2017-dos

Vysetfeno pacient( 199
mutaci nalezeno 96 48,2%
NA 17 9,5%
populace
KRAS 54 27,1% 20-30 %
EGFR 24 12,1% 5-15%
METex14 9 4,5% 3-4%
BRAF 5 2,5% 2-3%
MET p.Thr992lle 2 1% ?
CTNNB1 1 0,5% 1,5%

ERBB2 1 0,5% 1-2%




Statistika nalezenych fuzi 2017-dos

Vysetreno 199
Pozitivnich 71 12% u plic dalsi alterace
EMLA4-ALK 12 6%
PURA-ALK 1 0,6% 3-6%
TTYH3-ALK 1 0,6% KRAS p.(Gly12Asp)
EZR-ROS1 1
CD74-ROS1 1 18% 1-2%
CCDC6-ROS1 1
KIF5B-RET 1 0,6% 1-2%
VAMP2-NRG1 1 0,6%
CHRNAG6-FGFR1 1 0,6% METex14
CDC23-BRAF 1 0,6%

TPM3-NTRK1 1 0,6%  0,23%-3% KRAS p.(Gly12Cys)
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Spektrum RET
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Mutace CTNNBI1 u low grade fetal
plicniho adenokarcinomu

- [ T
) Target Region GSP2. . 266067_23_p_GSP2

CTNNB1, mutace c.110C>T, p.Ser37Phe (oznacovand S37F), alelicka frekvence 42%




EGFR mutace — 20 pacientu
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KRAS mutace — 30 pacientu
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Potreba multiplexnich vysetreni

National Comprehensive Cancer Network (2018)

The NCCN panel strongly endorses broader molecular profiling to identify rare driver mutations to ensure that pati
most appropriate treatment

CAP/ International Association for the Study of Lung Cancer / Association of Molecular Pathology (2018)

Consensus: Multiplexed genetic sequencing panels are prefered over multiple single-gene tests to identify other treatm
beyond EGFR, ALK, and ROS1 for lung cancer patients

American Society of Clinical Oncology Expert Panel (2018)

Determined that the recommendations from the CAP/IASLC/AMP molecular testing guideline are clear, thorough, and based u
the most relevant scientific evidence. ASCO endorsed the guideline. New for 2018 are recommendations for stand-alone ROS1
testing with additional confirmation testing in all patients with advanced lung adenocarcinoma, and RET, ERBB2 (HER2), KRAS, a
MET testing as part of larger panels.

European Society for Medical Oncology (2018)
Metastatic NSCLC: ESMO Clinical Practice Guidelines Multiplex platforms (NGS) for molecular testing strongly reco



Literarni odkaz s komentarem

Aktualné se v doporucenych vysetrenich genetiky nadorové tkané setkavame i se soucasny
vysetrovanim mutacni naloze nadorového genomu:

» Laura J. Tafe, MD 1: Non-Small Cell Lung Cancer as a Precision Oncology Paradigm:
Emerging Targets and Tumor Mutational Burden (TMB). Adv Anat Pathol, 2020; 27,1:3-10




Diskuse - 1

Rozliseni mutaci:

» somatické mutace v primarnich nadorech jsou
zahrnute v biologickych procesech souvisejici s
proliferaci a rustem. Na nékteré lze pouzit
cilenou lecbou.

» zarodecné mutace s klinickych vyznamem -
rizikove faktory.




Diskuse - 2

» NGS vysetreni umoznuji poznani mutacniho terénu
nadoru v aktualnim case, soucasny vyskyt vice
potencialnich ridicich mutaci s moznostmi
aktivace dalsich signalnich drah.

» U skupiny mutaci je jiz znamy klinicky vyznam a
lze u nich predikovat odpoved’ na lecbu




Diskuse - 3

» V nasem souboru je vyznamny pocet nemocnych s
targetabilnimi genetickymi zménami (mutace EGFR, fuze
ALK a ROS1, ojedinéle pak targetabilni mutace dalsi).

» Pro tyto nemocné je rychla diagnostika pomoci NGS velmi
dulezita.

» Soucasna strategie lecby je zalozena na podani
nejucinnéjsich inhibitoru (u mutaci EGFR to bude v blizké
budoucnosti i u nas osimertinib, u ALK translokaci je to
alectinib, u fuzi genu ROS1 pak krizotinib.

» V pripade selhani cilené lecby prichazi v uvahu inhibitor
vyssi generace, chemoterapie, u EGFR mutovanych nadoru

pak kombinace chemoterapie s antiangiogenni léCbou a s
lécbou imunoonkologickou.




PROPOJENI MOLEKULARNICH TERCU S CILENOU TER

m ALK (7%) EGFR sensitizing

Gefitinib;* Erlotinib;*Afatinib;* Osimertinib;* Dacomitinib?
m EGFR other (4%) ALK ‘
= MET (3%) Crizotinib;* Alectinib;* Ceritinib;* Lorlatinib;? Brigatinib*

1

ROS1
Crizotinib;* Cabozantinib;2 Ceritinib;2Lorlatinib;2DS-6051b'
1

= >1 mutation (3%)

= HER?2 (2%)

BRAF
ih-2 ih-4 - i ibd
= ROS1 (2% ) Vemurafenib;?Dabrafenib; Dabrafen|b+'3'ramet|n|b
MET
= BRAF (2%) Crizotinib;? Cabozantinib;? Capmatinib;? Savolitinib?
B RET (2%) HER2
Trastuzumab emtansine;2Afatinib;2Dacomitinib?
= NTRK1 (1%) ;
RET
“ PIK3CA (1%) Cabozantinib;? Alectinib;? Apatinib;? Vandetanip;2 Ponatinib;? Lenvatinib?

NTRK1
[ | <19
MEK1 (<1%) Entrectinib:2LOXO-101:2 Cabozantinib;2: DS-6051b'
® Unknown on(():ogenic driver :("("f - PIK3CA
detected (31%) 22f2§§ i LY3023414;2PQR 309
3 —fazelll MEK1

J Thorac Oncol, Vol 11, Tsao AS et al, Scientific advances in lung cancer, pp 613-638. 4 —schvaleno Trametinib;2 Selumetinib;® Cobimetinib'




Diskuse - 4

» V nasem souboru je vyznamny pocet nemocnych
s toho casu cilenou lécbou neovlivnitelnymi
mutacemi genu KRAS a mutacemi genu C-MET.

» Nicmené u podskupiny KRAS mutaci (G12C) se
klinicky zkousi preparat AMG 510,
u C-MET mutaci preparat bozitinib, zatim s
nadejnymi vysledky.




Diskuse - 5

» Cetnost vyskytu mutaci genli EGFR a KRAS a fuzi
genu ALK a ROS1 je v nasem souboru podobna
jako v souborech jinych autoru. Dalsi nejcastéjsi
mutace vyskytujici se u nemalobunécnych
karcinomu plic (TP53, STK11) toho casu
standardné nevysetrujeme. Znalost jejich statusu
muze vyhledové prispét k odhadum Ucinnosti
cilené lécby nebo lécby imunoonkologicke.




NGS v praxi

» Vysledky do 10ti dntu = sekvenacni béh 1x tydné
» VSechny kompatibilni analyzy najednou
» Hrazeni kddem vs. cena NGS

» Uspésnost / procento neanalyzovatelnych vzorkd




Diskuse - 6

» Pro NGS vysetreni je dostacujici material
obsahujici 10 ng DNA (cca 3500 fixovanych
nadorovych bunek).

» NGS lze provést z materialu z tenkojehlove
biopsie, CORE biopsie vsak umozni lépe posoudit
architekturu tkani a vztahy mezi nadorem a
imunitnimi bunkami.

» Vysetreni lze provest i z cytologického nateru




Diskuse - 7
Negativni vysledky

» Negativni vzorek pravdépodobné obsahuje jiné
ridici mutace, nez byly vysetreny v cilenych
panelech.

» Metoda muze mit i falesné negativni vysledky,
pricinou muze byt heterogenita nadoru, malé
mnozstvi nadorovych bunéek apod.

» Ojedinéle jsme videéli i rozdily mezi vysledky
vysetreni FISH a NGS.




NSCLC — prediktivni diagnostika

P EGFR — mutace senzitivni/rezistentni/neznamého uéinku —v

zavislosti na pouzitem TKI EGFR TKI sonsitive
P ALK - fazni transkripty [ Exon 19 : 1
P ROS1 — fuzni transkripty — crizotinib, atd. GT“ :‘E:"i'?‘f‘:: "“5“'1 'l'“'““
Exon 19 Exon 20 Exon 21
P MET — delece exonu 14 — crizotinib atd. if:;r'éfﬂa ﬂlﬂu
»RET, NTRK1, NRG1 a FGFR1/2/3 -

EGFR THKI resistant



Vyuziti NGS v prediktivni diagnostice

cilenych biologickych IéCiv
schvaleno FDA

230+

\v zavérecnych fazich vyvoje j

NSCLC (EGFR, ALK, ROS1, MET)
mCRC (KRAS, NRAS, BRAF)
Melanom (BRAF)

Ovarialni karcinom (BRCA1, BRCA2)




PREZITI PACIENTU S ONKOGENNIM DRIVEREM V DATABAZI LU
MUTATIONAL CONSORTIUM: CILENA VS NECILENA LECBA

Frekvence vyskytu mutaci identifikovanych u Pravdépodobnost preziti pacientt
733 pacientu v databazi LCMC' terapie?
= MEK1 (0.3%) 10
= MET (0.7%)
m NRAS (0.7%) *GE,-)' 0.8
= PIK3CA (0.8%) = BeZ cilené
n
o 0.67 terapie o .
H BRAF (0.8%) s . Cilena terapie
(®) =
= ERBB2 (2.7%) % 04-
= ALK (7.9%) 9
© Driver
“ EGFR (23%) o 0.2 neider\tifiko ;
= KRAS (25%) Log-rank P<0,001

No oncogenic driver identified (36%)

NejlepsSich vysledki dosazeno u pacientli s onkogennim Years
driverem lé¢enych cilenou terapii: median preziti 3,5 roku

1. J Thorac Oncol, Vol 10, Sholl L et al, Multi-institutional oncogenic driver mutation analysis in lung adenocarcinoma: The Lung Cancer Mutation
onsortium Experience, pp 768-777 2. JAMA 2014. Vol 311 (issue 19): pp. 1998-2006.



CILENA TERAPIE OVLIVNUJE PRUBEH ONEMOC

Celkové preziti v zasadnich studiich’
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Kombinovana Platinovy dublet  Platinovy dublet Gefitinib Erlotinib Gefitinib Crizotinib

chemoterapie (2002) a bevacizumab (2009) (2009) (2009) (2017)
(1973) NSCLC (2006) Asiaté, nekufaci ~ Spanélsko EGFR-  Japonsko EGFR- ALK-mutovani

SCLCaNSCLC neskvamdzni nebo slabikufaci  mutovaniNSCLC ~ mutovani NSCLC NSCLC?

NSCLC NSCLC

10\17 Iglgt %av Cancer. Pao W, Chmielecki J. Rational, biologically based treatment of EGFR-mutant non-small-cell lung cancer
. Mok T et al. Presented at ESMO 2017:LBA50



Laver

» Geneticka problematika nadorovych onemocneéni je
slozita, je zde znacna interindividualni genomicka
variabilita, ktera se navic muze ménit s rozvojem nadoru
a pod vlivy protinadorove lecby. Dalsim krokem na ceste
pochopeni téeto problematiky bude patrnée
celoexomova/celogenomova sekvenace, vyuzivana jiz na
nekterych pracovistich detske onkologie. Tato metoda
neni zatim zavadéna v bézné praxi predevsim pro svoji
znacnou, metodickou i financni narocnost.

» Nemocni s ménée obvyklymi potencialné targetabilnimi
mutacemi a fuzemi v genomech nadort mohou byt léceni
cilené s Uhradou léku na § 16, nebo v ramci klinickych
studii, jejichz aktualni prehled lze najit na strankach
www.clinicaltrials.gov.




Celkem komplet 447

POZ 228

NEG 175  39%

ALK flize 31 7%
ost. fuze 13 3%
KRAS varianty 139  31%
EGFR varianty 51 11%
MET delece ex.14 10 2%
ost. Varianty 28 7%

NGS analyza pacient s NSCLC 2017-2019 komplet

v

s NEG w®wALK fuze wost. fuze ®KRASvarianty ®EGFR varianty = MET delece ex.14  most. varianty




Dekuji vam za pozornost.




