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® NGS a PTE Pathologiai Intézetben
O TP53 panel (1-génes) 48 minta 175 nminta

O BRCA panel (3-génes) 16 minta 134 nminta

O Solid tumor panel (52-génes) 52 minta 296 minta

O Kiterjesztett solid tumor panel (523-génes) 1 minta 34 minta

O Myeloid neoplazia panel (59-génes) 8 minta 122 minta

O Fuzids panel (507-génes) 5 minta 26 minta

O Szolid tumor panel MSI meghatarozassal (40-génes) 12 minta 5/ minta

O Nagy szolid tumor panel (110-génes) 12 minta 12 minta

Metilacios profil meghatdrozads (agytumorok, szarkomadk) \_ 8 minta VAN 8 minta -

_O




® Utmutatd az NGS adatok klinikai értelmezéséhez

() varidans nomenklatura

() varians interpretacid

(O varians allélfrekvencia
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® Varians nomenklatura

varians = eltérés a referencia szekvenciahoz képest

Referencia genom meghatarozasa hgl9 (GRCh37) vagy hg38 (GRCh38)

Chri2(hgl9).g.111885286C>T = Chri2(hg38):9.111447482C>T




® Varians nomenklatura

EGFR NM_005228.5:¢c.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA(p.Glu746_Ala750del)




® Varians nomenklatura

EGFR NM_005228.5:¢c.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA(p.Glu746_Ala750del)
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® Varians nomenklatiura

EGFR NM_005228.5:c.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA(p.Glu746_Ala750del)

/

varians leirasa a kadolo szekvencia szintjén

WT1 c.1524A>G (p.Arg508=) szinonim ETV6 c.*5T>G 3’ UTR
PTPN11 c.1271C>A (p.Pro424GIn) missense GATAZ c-29A>T 5" UTR
DNMT3A c.283A>T (p.Lys95%*) nonsense STK11 c.465-2A>T intronicus
NRAS c.154 155insCC (p.Leu52fs*17) frameshift CSFR3 c.844-54G>T intronicus
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® Varians nomenklatura

EGFR NM_005228.5:¢.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA (p.Glu746_Ala750del)

/

varians leirasa a kddold szekvencia szintjén

transzkriptum azonositdja

T c.2236_22500e|GAATTAAGAGAAGCA o B Ge
p.Glu746_Ala750del
€.2101_2115delGAATTAAGAGAAGCA
NM_001346899.2 - 18/27 NP_001333828.1
-001346899.2 ) \1746_Ala750del 8/ 001333828
€.2077_2091delGAATTAAGAGAAGCA
NM_001346900.2 - 19/28 NP_001333829.1
-001346500 p.Glu693_Ala697del / -
€.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA
NM_001346898.2 - 19/27 NP_001333827.1
- p.Glu746_Ala750del / -
NM_001346897.2 2101 2115deIGAATTAAGAGAAGCA 0 )0 NP_001333826.1
p.Glu701_Ala705del
c.1435_1449delGAATTAAGAGAAGCA
NM_001346941.2 - 13/22 NP_001333870.1
- p.Glud79_Ala483del / -




® Varians nomenklatura

EGFR NM_005228.5:c.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA (p.Glu746_Ala750del)
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varians leirasa a kddold szekvencia szintjén  varians leirasa az aminosavak szintjén

ASEIPEm SZOnOsHar | Aminosay  sbetis D tbettsiD || Aminosav  3betdsiD  LhetdsiD |

Alanine Ala A Leucine Leu L
Arginine Arg R Lysine Lys K
Asparagine Asn N Methionie Met M
Aspartate Asp D Phenylalanine Phe F
Cysteine Cys C Proline Pro P
Glutamine Gln Q Serine Ser )
Glycine Gly G Threonine Thr T
Glutamate Glu E Tryptophan Trp W
Histidine His H Tyrosine Tyr Y
Isoleucine lle I Valine Val \Y
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® Varians interpretacio

adatok
elsédleges analizis jelekbdl adatok
DNS/RNS konyvtar ‘codl liyi adatokbol
izolalas készités masodlagos analizis variansok

variansokbol
harmadlagos analizis lelet

artefactumok .
pseudogének hibak
QC-szUlirések torzitasa

primerhibak homopolimerek

preanalitika PCR hibak romlo leolvasas

valodi vs artefactum jelentos vs lényegtelen



Varians interpretacio

Atlagos mennyiség az emberi genomban

. GCTGGTGGC | ' GCTGGTGGC
. GCTTGTGGC ' ' GCT-GTGGC
\ c3a6T c.34delG
kb. 5 000 000
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> 1% gyakorisag az egészséges populacidban

betegségre utald elnevezés



® Varians interpretacio 2
@) ACMG

American College of Medical
Genetics and Genomics

Translating Genes Into Health

Association for Clinical Genomic Science

patogen 99% betegséggel osszefligg
valoszind patogén 90%
VUS (ismeretlen jelent6ségl varians)

valdszinl benignus 10%

benignus 0,1% betegséggel nem fligg 6ssze

evidenciakon alapuld valoszinlség szamitas

orokletes betegségekre alkalmazhato

Richards S, et al. Genet Med. 2015 May;17(5):405-24. PMID: 25741868
https://www.acgs.uk.com/media/11631/uk-practice-guidelines-for-variant-classification-v4-01-2020.pdf




® Varians interpretacio - onkolégiai jelentoseg

1. szint

kifejezett
klinikai
jelentéség

1A
1B

J Mol Diagn. 2017 Jan;19(1):4-23. PMID: 27993330



Terapia

Diagnozis

Prognozis

1A

* guideline-kban

ismertetett biomarker

* FDA-altal elfogadott
terapia

guideline-kban ismertetett
diagnosztikus marker

guideline-kban ismertetett
prognosztikus marker

1B

szakmai konszenzus az adott
tumortipus kapcsan, nagy
tanulmanyok alapjan

szakmai konszenzus az adott
tumortipus kapcsan, nagy
tanulmanyok alapjan

szakmai konszenzus az adott
tumortipus kapcsan, nagy
tanulmanyok alapjan

® Varians interpretacio - onkolégiai jelentoseg

J Mol Diagn. 2017 Jan;19(1):4-23. PMID: 27993330



TET2 p.H1380Y
(MDS)
egészségesekben X

konzervalt/jelentés &

funkcionalis vizsgalat

@ VUS

ACMG (PP3, PS3)

NCCN Ajanlas
1134-1444 kodonban
missense varians

® Varians interpretacio - onkolégiai jelentoseg

EGFR p.N473Ifs*3
(NSCLC)
egészségesekben X
funkcidvesztés jelentés &
ClinVarban patogén v
ACMG
Tudbrakban 3 szint

EGFR funkcidveszto



AMP / CAP / ASCO / ACMG

Potential clinical significance

C: FDA approval in different entity / inclusion in clinical
trial / multiple small studies with some consensus

D: Preclinical trials / case reports

Unknown clinical significance
No convincing evidence of cancer association

Benign variants
No existing evidence of cancer association

Investigational therapeutic options
A: Retrospective studies
B: Prospective trials; endpoints not currently available

Hypothetical targets

11l A: As ESCAT |, but in different entity

11l B: Alteration with predicted impact in same pathway
as ESCAT |

Hypothetical targets
IV A: in vivo or in vitro evidence
IV B: in silico evidence

Combination development
Objective response but not improved outcome

Benign variants

® Varians interpretacio - onkolégiai jelentoseg

AMP/CAP eredeti kozlemény (2017):
SF3B1 mutaciéo AML/MDS-ben — 2C

WHO HAEMS5 (2022)
SF3B1 mutacio AML/MDS-ben — 1A

Leichsenring J, et al.Int J Cancer. 2019 Dec 1;145(11):2996-3010.
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® Varians interpretacio - munkafolyamat

Valoban a mintaban van?
térképezés QC, bazishivas QC, VAF, stb.

Egészséges adatbazisban gyakori?
gnomAD (nem-finn eurdpai), 1000genome, EXAC adatbazis, stb.

Szerepel a szomatikus adatbazisokban?
COSMIC, TCGA, MSK, cBioportal, stb.

funkcioveszté varians

missense varians : "
(nonsense, frameshift, splicing)

Konzervalt a pozicio?/Jelenetds a valtozas? Jelentds a trunkacio hatasa?
PolyPhen2, SIFT, PhyloP, GERP++, stb. pozicio alapjan, GeneSplicer, MaxEntScan, stb.
funkcionalis vizsgalatok expresszios vizsgalatok

Intolerans a gén a missense variansokra? Lehet jelentGsége a funkciovesztésnek?

gnomAD eloszlas gnomAD eloszlds, cbioportal, Pubmed



Varians interpretacio - dontestamogato rendszerek

by genoox

eeese (C| Interpret

Oncomine Reporter

GOLDEN




® Kopiaszam eltérések (CNV)

Valtozas aranya (fold change)

1,5 100%

1,5 20%

Amplifikacio definicidja:

nem egységes!

> 4 képia / sejt
> 6 kopia / sejt
> 10 kdpia / sejt

> 2 gén / kromoszdéma arany



® FUzios transzkriptumok (strukturalis variansok)

fuzids transzkriptumok nem ritkak

|éteznek normalis szovetben gyakori transzkriptumok (pl: RP1-34H18.1::NAV3)
varians allélfrekvencia mashogy értelmezendé

kimutathatosagi hatar modszerfiiggd

orthogonalis validacié javasolhato
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® Varians allélfrekvencia

Tumor-sejt
arany

10/10 = 100%

10/10 = 100%

5/10 = 50%

5/10 = 50%

VAF
(varians / osszes kdpia)

10/20 = 50%

5/20 = 25%

2/20 = 10%

8/20 = 40%



® Varians allélfrekvencia

B

csiravonal 1
artefactumok e csiravonal
heterozigota homozigdta
mutaciok mutaciok
| J \ ' J
nagy tumorsejt arany esetén amplifikacio
validalni érdemes normal allél delécidja

EGFR c.2254_2277del VAF: 84%

- 16% tumorsejt arany EGFR amplifikacio: 11,7 kopia/sejt
kb. 75% tumorsejt

0% 5% 50% 100%




The .
Atlantic
One Patient, Two Cancer
DNA Tests, Two Different
Results

What happens when cutting-edge medicine offers up conflicting
answers?

A patient receivas chamotherapy treatment for berast cancer
Erc Gallard / Reuters

SARAM ZHANG | DEC 15,2016 | HEALTH

https://www.theatlantic.com/health/archive/2016/12/cancer-biopsy-genetic-test/510656/



® NGS harmonizacioja

kiilso mindéségbiztositasi programokhoz csatlakozas
workshop az NGS munkafolyamat megbeszélésére
workshop a varians interpretacio megbeszélére

korvizsgalat jelleggel variansinterpretacido harmonizacidja

MHTT
Onkohaematolodgiai
Qiagen Custom Molekularis
Myeloid Panel Diagnosztikai

DPC

(59-génes) Munkacsoport




