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(Eg{ Swietokrzyskie Centrum Onkologii

Prof. Tadeusz Koszarowski (1915-2002)
* Nestor Polskiej Onkologii

e Tworca koncepcji polskiej sieci
wielospecjalistycznych centrow
onkologii— pacjent leczony
kompleksowo w swoim sqgsiedztwie

4

Prof. Stanistaw Gd6zdz

e Prof. Stanistaw Gozdz uczen Profesora
Tadeusza Koszarowskiego tworca oraz
Dyrektor Swietokrzyskiego Centrum
Onkologii

« Kompleksowa opieka nad pacjentem




Medycyna
Nuklearna




(Cﬁ{ Swietokrzyskie Centrum Onkologii -
? wielospecjalistyczny szpital onkologiczny

« 30 Poradni (200 000 konsultacji/rok)

o 12 Klinik (22 000 hospitalizacji/rok)

e 10 Zaktadow Diagnostycznych:

Jeden z nich to Zaktad Diagnostyki Molekularnej

Swietokrzyski Rejestr Nowotworow T d IS e
prowadzony od 1987 roku — daje ';“""‘I % "‘"I_

i ancer Incigence in
podstawy do dalszego rozwoju SCO Five Continents, Vol. IX
* Dane z rejestru publikowane sg od o A

1995 roku przez International Agency for
Research on Cancer (IARC)- WHO
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Zaktad Diagnostyki Molekularnej Swigtokrzyskiego Centrum Onkologii
MEDYCYNA PERSONALIZOWANA

Inwestycja w nowoczesne technologie dla ludzi, ktorzy wiedzg jak ich uzy¢!

Predyspozycje do rozwoju choroby
nowotworowej . BRCA1/2, CHEK2, CDKN2A....
Stratyfikacja pacjentéw do terapii celowanych
RJG - KRAS, NRAS

Rak Ptuca - EGFR

Czerniak - BRAF

GIST- KIT i PDGFRA

eMonitorowanie skutecznosci leczenia TKI w
CML.:

SPRZET

*PGM lon Torrent

e4-capillary 3130 Genetic Analyzer ABI

QX100 Droplet Digital PCR system
eRotorGene Real-Time PCR machine

*PCR machines




5’5{ Przyktady wykrytych mutacji w raku ptuca, jelita grubego, czerniaku

? SEKWENCJONOWANIE

100 " ekson 21

p.L858R (T2573G)

VARV Ekson 19
p.V601E (c.1801A>G)

GGGC CC TCT CC AGGCCCCGT E‘. CE‘.C CTTCT
I

et Sl

p.L747_T751delLREAT

KRAS exon 2 ¢.35G>A, p.G12D



Medycyna Personalizowana w Swietokrzyskim Centrum

Onkologii
* Inwestycja w nowoczesne technologie
E K Next generation Sequencing — sita analizy wielkoskalowej

NGS umozliwia analize catych gendéw, genomow szybko i doktadnie.

Wiele probek od wielu pacjentdw zsekwencjonowanych w tym
samym czasie.

Duza czutosc¢ i specyficznosc.

Pozwala na testowanie mutacji germinalnych (dziedzicznych) i
somatycznych (nie dziedzicznych).

Pozwala na konstrukcje paneli genowych np. PLUCO gdzie bada sie
geny zwigzane z tym nowotworem (jeden test, wielu pacjentow,
wiele genow)

(#g Wysoka przepustowosc = niski koszt + krétki czas
Sekwencjonowanie kapilarne—- BRCA1/2 (exons) = 5000PLN
NGS — BRCA1/2 (exons) = 700 - 1000PLN




(ﬁ*ﬁi Poszukiwanie nowych mozliwosci
eg’ terapeutycznych dla pacjentow z rakiem ptuca

 Obecnie terapia rozsianego NSCLC opiera sie na
agresywnym leczeniu skojarzonym : chirurgia,
chemioterapia i radioterapia

* Tylko okoto 13% pacjentéw (10% mutacje w EGFR +
3% translokacja EML4-ALK) NSCLC moze by¢

leczonych terapiami celowanymi

e Reszta nie ma szans na leczenie terapig celowang

Trzeba poszukiwa¢ nowych celow dla terapii celowanych w
raku ptuca



Cl%¥ Mutacje wykryte u pacjentow NSCLC (EGFR WT
' and EML4-ALK (-)) za pomocg NGS

potencjale
inhibitory

dostepne a
niektore sg
obecnie w
badaniach
klinicznych




Przypadek raka tarczycy

Mtoda dziewczyna 19 lat z rozpoznaniem podejrzenia raka tarczycy z BAC. Problem czy potrzebny
jest zabieg usuniecia tarczycy? Wykonalismy sekwencjonowanie kapilarne BRAF i KRAS, ale nie
znalezlismy mutacji. Wiec wykonalismy analize 50 onkogendw oraz supressorow za pomocq NGS i

znalezlismy:
NRAS p.Q61R (CAA> CGA)

TP53 p.Leu265Arg (CTG>CGG, c.182A>G)

| zdecydowano o usunieciu tarczycy.
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PREDYSPOZYCJE DO ROZWOJU CHOROB NOWOTWOROWYCH
Przyktady diagnostyki mutacji BRCA1&2 metoda NGS

a ' b C (|
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1 240 4
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CCTTTc[i]GTnAGAc. GAACTGASYAKWCTYYW “CACTTACWKTTATK GCCAGTA[M|GGAAG AAT

Rycina 2. Przyktady wykrytych mutacji, polimorfizmow i VUS za pomoca NGS | potwierdzone
sekwencjonowaniem kapilarmym: BRCA1: a) pV757Rfs"8; b) p.Q1349*; BRCAZ2: c) p.D1420Y,
d) p.13412V, e) p.R2336H, 1) p.N2089HTfs*2, g) p.V1283Kis*2, h) p. T3401M.

Zrédto: Zaktad Diagnostyki Molekularnej SCO, Klelce
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Wyniki NGS (BRCA1/2) z tkanki raka jajnika -

przyktady

1
2
3
4
3
o]
7
&
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

A B C D E F G H | | K
Sample | Gene ID | Position AA Changd TS ver | cic | galaxy |
1
290
2
463
BRCAZ |c. G4441A] A1481T + 6.2% With Uncertain significance allele
3
511| BRCA2 E297K + 3.1% la nie opisywana
4
521 J6% With Uncertain significance allele
3,2 With Uncertain significance allele
5
b56
12
2005
_ [eRom fsuedeno s+ [+ [ ]
17
2433
| BROAt [4r2sgs0d] pcitG | [+ [ ]
18
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Medycyna Personalizowana w Swietokrzyskim Centrum
Onkologii




Problemy

Nie ma obecnie prostego oraz jasnego systemu na adekwatny
zwrot kosztow wykonania testow genetycznych.

Rozwigzania, ktére powinno sie wprowadzi¢ na poziomie kraju:
e poprawic finansowanie

e zwiekszyC dostepnosc

e skrocic czas realizacji

e podwyzszyc jakosc oraz kontrole wykonywanych testow

k



'%f Problemy

Klonalnos¢ tkanki nowotworowej (mutacja nie jest obecna we
wszystkich komadrkach nowotworowych) — potrzeba czulszych metod

. Komadrka prawidtowa

Komoarka czerniaka
bez mutacji w BRAF

Komorki czerniaka z
mutacjg w BRAF




Fig 2. A 3Bwyear-cld man with BRAF-
mutant melanoma and miliary, subcutane-
ous metastatic deposits. Photographs were
taken (A) before initiation of PLX4032, (B)
after 15 weeks of therapy with PLX4032,
and (C) after relapse, after 23 weeks
of therapy.

Wagle N1, et a. Dissecting therapeutic resistance to RAF inhibition in melanoma by
tumor genomic profiling. J Clin Oncol. 2011 Aug 1;29(22):3085-96.



¢lx Mutation for validation using qPCR, dPCR,
SangerSeq - example

Frequency
Sample Gene ID Position AA Change % TS VCF CLC GALAXY
761
KDR 55946123 G>T S1352R 35.2
APC 112175225 G>T  p.G1312* 62.7
TP53* 7577509 C>T p.E126K 39.1
2036
PIK3CA 178927410 A>G p.I1391M 35.3
TP53** 7577058 C>A p.E162*
2362
PIK3CA 178936091 G>A p.E545K 29.5
MET 116340262 A>G p.N375S 44.9
BRAF 140453136 A>T p.V600E 19.6
4066
KIT 55599323 A>G p.1817V 17.7 + + +
FBXW7*
*ok 153249384 C>T p.R347H 17.0
BRAF 140453136 A>T p.V600E 31.7
TP53 7577068 delCG
4069

KIT 55593464 A>C p.M541L 52.8 + + +
TP53 7578455 C>T A159T 32.8



(ff‘E{Problemy — ograniczenia obecnie stosowanych
'?’ metod w diagnostyce nowotworow

 Obecnie diagnostyke nowotworu przeprowadza sie
za pomocg metod inwazyjnych

 Materiat diagnostyczny uzyskuje sie za pomoca
bolesnych biopsji oraz operacji

* Nierzadko zdarza sie, ze ilos¢ materiatu uzyskana za
ww. metod nie wystarcza do wykonania petnej
diagnostyki. W tych sytuacjach konieczne jest
powtorne wykonanie bolesnej procedury.

e Dodatkowo obecnie wykorzystywane radiologiczne
metody sg nie precyzyjne i drogie.

* WNIOSEK: obecnie stosowane metody nie nadajg sie
do regularnego i precyzyjnego monitorowania
skutecznosci leczenia.



{'fhf Przerzut nowotworu— znaczenie krgzacych
komorek nowotworowych (CTC)

Stage IV Cancer

Turnaor can be of any size

Multiple L
lymph node :
metastasis Sy ﬁ';
. — L
& -
m ﬁ .k_ L J'_BE
4 i3
|- \1 1zl J/
| i O
£ Biog

* Lokalna inwazja

* |[ntrawazacja

« CTC

» Extrawazacja

 Namanzanie w miejscu
przerzutu

Metastases
i Brain

1) Tumour ¢ell gn;'..lth

»? 5! 2) Angicgenasis

; 3} Imrasm

5] Survival in circulation

- P T } j
=" 4] Intravasation
= - f \
&) Arrast in new organ ;’
7} Extravasation o/ ' ~.
\.
__.-.:::::___ — _'_,_,-“'
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Proliferation —» .8 Po&f@ramn » :
/ e “"\3‘“ P
: el N
Death l Dealh l : 7 W
4 4 ’ o N
: o | KA
i---'Dormant’--- i---‘Dormant'--- i
W Single cell Micrometastasis Y J

Clinically undetectable Clinically detectable
melastasis metastasis

http://www.rcsismj.com/2009-2010-issue/breast-ca-mets/
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e?’ Po co oceniac CTC u pacjenta

 Wczesny nawrdt choroby nowotworowej
moze byc¢ wykryty nawet 3-6 miesiecy
przed mozliwg ocena radiologiczng

 Genotypowac CTC dla przewidzenia
odpowiedzi na leczenie

= ,biopsja ptyndw” —> personalizacja leczenia


http://www.google.pl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCcQFjAA&url=http://jnm.snmjournals.org/content/48/1_suppl/28S.full&ei=fLZAVMysOsTCPMySgaAB&usg=AFQjCNEE7KyRgOK8SowVJ98818AFu0SJNQ&sig2=fgYVPNvRnPox8Xiu8qPP3A&bvm=bv.77648437,d.ZWU

ke Doswiadczenia SCO

? Przyktad zastosowania immunofluorescencji do badania CTC wykrytych za
pomocg fotocytometru Image Stream Mark |l we krwi pacjentek leczonych z
powodu raka jajnika przed zabiegiem operacyjnym operacyjnym

CTC-124CTCc/G 2 szt na 125 000 kom
Brightfield/DAPI CD326 (Ep-CAM) . DLFI CD326+/CD45-/DAPI+

CD326+/CDA45-/DAPI+

X

1774

CTC- 125 CTC/G 1 szt na 125 000 kom
Brightfield/DAPI CD326 (Ep-CAM) ' CD326+/CD45-/DAPI+

CDA45- marker leukocytow, DAPI- barwi jgdro komorkowe, CD326 (Ep-CAM)- marker nabtonkowy

Zrédfo Zaktad Diagnostyki Molekularnej $SCO?®



(‘5’5{ W poszukiwaniu rozwigzania problemu
‘?’ wzbogacania CTC nawigzalismy
wspotprace z WAT

Sito zespolone




{CI% Nanoczastki- wspotpraca z zespotem Prof. Elbauma z Instytutu Fizyki PAS

Nanoczgstki majg wtasciwosci fluorescencyjne i fotouczulacza tlenu singletowego (102) w
bliskiej podczerwieni (NIR) oraz para i superparamagentyczne wtasciwosci.

Zastosowanie nanoczgstek: za pomocg zewnetrznego zrodta pola magnetycznego mozna je
kumulowaé¢ w danym miejscu, wzmocniony kontrast w magnetycznym rezonansie, niszczenie
tkanki nowotworowej za pomocg miejscowego nagrzewania wywofanego zmiennym polem

magnetycznym (hypertermia).
Luminescence
Y imaging
{::1? {j} green luminescence
b

\ Molecular

MRI contrast targeting
enhancement

{:} Photosensitizer
' Antibody

Zrodito Dr Bozenia Sikora IP PAS Warsaw

Magnetic
targeting

Magnetic field
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Wavenumber [1/cm]
Widmo SERS pirydyny (A. Kudelski UW)

Badane molekuly

Obraz SEM foto-trawionej powierzechni GaN:
platforma SERS wykonana w ITWC-PAN

Nanoczgstki (ZrO2) do wykrywania,
znakowania i niszczenia komorek
nowotworowych (Profesor
tojkowski oraz Dr Swiderska Sroda)

Instytut Wysokich Cisnien PAN (UNIPRESS) w Warszawie

Ryc . Schemat budowy i dziatania platform
SERS Powierzchniowo wzmocniona
spektroskopia ramanowska do wykrywania
mutacji w DNA (dzieki uprzejmosci Prof. dr
hab. Jan Weyher IWC-PAN).

Background Noise

le7 =

1e6 =

MC_ChDB

1e5 -

Intensity_|

led -

1e3 -

-1e4 -1e3 0 1e3 1ed 1e5
Intensity_MC_Ch01



| Applications of liquid biopsy

' '"' Early detection
Uk " % and monitoring

Detection of

resistance 8N
mutations \

cancer @}’

-
W

=

Pancreatic cancer

ResisgEnce

.
7 mutation #2

o

|
e &
oy COloN cancer

i

www.ScienceTranslationalMedicine.org 19 February 2014 Vol 6 Issue 224 224ra24



(rj".ﬁ{ Biopsja ptynow — przyktad dPCR oceniajacy ilos¢ kopii
2 zmutowanego ctDNA BRAF V600E w osoczu pacjentow z
? czerniakiem.

:

Ch1 Conc{(copies/pyL)
[*¥]
|

T T T
34A 348 36A 36B 35A 35B

Sample

Probki osocza pobrano od trzech pacjentdéw (34, 35 i 36) chorych na rozsianego czerniaka
przed rozpoczeciem leczenia (A) i po 6 tygodniach leczenia Vemurafenibem
(drobnoczgsteczkowy inhibitor zmutowanego biatka BRAF V600E). Wykres przedstawia liczbe
kopii ctDNA z mutacjg BRAF V600E w jednym ul osocza pobranego od pacjenta (mgr
Matgorzata Chtopek , Zaktad Diagnostyki Molekularnej SCO Kielce).



i Biobank Swietokrzyski

?jako inwestycja w zdrowie i podstawa przysztych
profilaktycznych i naukowych programow

e Pojemnosc: 1 min fiolek w -80C

e 155,000 probek nowotworowych (tkanka, krew,
DNA).




Przysztoé¢ Biobanku SCO: elektroniczny osobisty rekord —
koncept Bio-PINu
Biobankowanie jako inwestycja spoteczenstwa w zdrowie

Biobank
Biobanking card d il )

_ Depositor »
ﬁ Bio-PIN system N or patient

RFID chip

Cykl wzbogacania rekordu
pacjenta w dane kliniczne

CCCCCCCCCCCCCCCCC

The Bio-PIN: a concept to
improve biobanking

J. J. Nietfeld, Jeremy Sugarman and Jan-Eric Litton B ad an i a d iag n OStyCZ n e i n au kOWe

304 [ APRIL 2011 [ VOLUME 11 www.nature.com/reviews/cancer
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Przyszte kierunki na rozwdj SCO

Swietokrzyskie Centrum Zaawansowanych
Technologii Molekularnych i Imunoterapii
Adoptywnej jako czeé¢ Swietokrzyskiego
Centrum Onkologii.

Miejsce gdzie badania podstawowe t3cza sie z

praktyka kliniczng dla poprawy skutecznosci
leczenia pacjentow.



Mierzalne efekty dziatalnoéci SCO na polu
prewencji i leczenia nowotworow.

 Prowadzone systematycznie badania
epidemiologiczne jasno wskazujg, ze przed
rozpoczeciem petnoprofilowej dziatalnosci przez
Swietokrzyskie Centrum Onkologii, czesto$é
przezycCia buta 34% (przed 1995), podczas gdy
obecnie jest na poziomie 60%.

i



Dziekuje za uwage
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