K ProBio

Probio Prostatacancer Assay - Rutindiagnostisk analys av
BRCA1/2 vid Klinisk Patologi, Karolinska Universitetssjukhuset.

Forfattare version 1.5, andrad 20240314: Johan Lindberg, Hannes Olauson och Felix Haglund



K ProBio Prostatacancer Assay — Introduktion

Rutindiagnostisk analys av BRCA1/2 ackrediterats vid Klinisk
Patologi, Karolinska Universitetssjukhuset.

Analysen gors med ProBio Prostatacancer Assay. Det ar en
bred DNA-analys for att hitta somatiska- samt nedarvda

forandringar. Analysen har optimerats for att hitta
forandringar i BRCA1/2.

Analysen kan goras pa ctDNA (cirkulerande tumor-DNA)

och tumorvavnad.

Analysen anvander Next Generation Sequencing.

Analysen etablerades for den randomiserade studien

ProBio (www.probiotrial.org).

Analysen omfattar mutationer, strukturella rearrangemang,

kopietalsforandringar (amplifieringar/deletioner) samt
mikrosattelitinstabilitet och mutationsborda.

ProBio

Tackning av exoner for mutationsanalys
AKT1 BRAF CCND1 CDK4 CDK6 CDKN1A CDKN2A CTNNB1 CcuL3 DICER1 FOXO1 HRAS IDH1 KRAS
MED12 NRAS PIK3CA PIK3CB PIK3CD PIK3R1 PIK3R2 POLD1 POLE SF3B1 SPOP U2AF1 XPO1 APC
AR ATM BRCA1 BRCA2 CDK12 FOXA1 KDM6A KMT2A KMT2C KMT2D PALB2 PTEN RB1 TP53
ARID1A ARID2 ATR BARD1 BRIP1 CDH1 CDKN1B CHD1 CHEK2 FANCA JAK1 KEAP1 MET MGA
MLH1 MLH3 MRE11A MSH2 MSH3 MSH6 NBN NCOR1 NKX3-1 PMS1 PMS2 RADS50 RAD51 RAD51B
RAD51C RAD51D RNF43 SETD2 SPEN ZFHX3 ZMYM3 RAD54L PIK3R1
Okad kinslighet for att detektera kopietalsforiandringar (homozygota deletioner samt amplifieringar)
AR AKT1 AR enhancer]ATM BRCA2 CCND1 CDK12 CDKN2A CDKN2B CHD1 CHEK2 ERG FANCA MYC
NKX3-1 PIK3CA PIK3CB PIK3R1 PTEN RB1 TMPRSS2  |TP53 ZBTB16
Tackning av introner fér detektion av strukturella rearrangemang (aktiverande eller inaktiverande)
AR [Brcaz  [ErRG [ETv1 [PTEN [RB1 [T™MPRsS2 | | | | | | |

Tabell: 6versikt over de gener som analyseras med ProBio Prostatacancer Assay.

Vid fragor: kontakta Molekylar cancerdiagnostik i Solna 08-123 796 85,
kmp.solna.karolinska@regionstockholm.se.

For ytterligare information: https://www.karolinska.se/pta/klinisk-

patologicytologi/probio-prostatacancer-assay/



http://www.probiotrial.org/
mailto:kmp.solna.karolinska@regionstockholm.se
https://www.karolinska.se/pta/klinisk-patologicytologi/probio-prostatacancer-assay/
https://www.karolinska.se/pta/klinisk-patologicytologi/probio-prostatacancer-assay/

K ProBio Prostatacancer Assay — Introduktion -4

* Vid analys av ctDNA sa maste blodprov tas under pagaende
klinisk progress i samband med byte av behandling.
Nivaerna av ctDNA hos patienter som svarar pa behandling
ar betydligt lagre, vilket riskerar att leda till att analysen
misslyckas.

* Analys av tumorvavnad kan utforas under alla faser av
sjukdomen.

* Vavnadsanalys erbjuds initialt utan extra kostnad vid
bestdllning av ctDNA-analys om ctDNA-fraktionen ar lag.

* Orsaken ar att om blod dras nar patienten svarar pa sin behandling
kan ctDNA-nivaerna vara sa laga att somatiska forandringar inte kan
upptackas. For vissa patienter med lag tumorborda ar ctDNA-
nivaerna laga trots att blod dras vid progression.

* Dubbelanalys kommer darfor att erbjudas tills vi vet battre for vilka
patienter som ctDNA-analys kan ge ett fullgott svar.

* Om vavnad skall analyseras, bestall da vavnad hos ditt lokala
patologilaboratorium i god tid enligt instruktionerna pa sida 9.

* ctDNA analys kan forstas bestallas utan vavnadsanalys och
vice versa.

Vid fragor: kontakta Molekylar cancerdiagnostik i Solna 08-123 796 85,
kmp.solna.karolinska@regionstockholm.se.

For ytterligare information: https://www.karolinska.se/pta/klinisk-
patologicytologi/probio-prostatacancer-assay/
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* Fran provtagning till rapport tar fér narvarande cirka fyra
veckor. Vi arbetar pa att korta ner svarstiderna.

* Foljande upplagg foreslas darfor:

GOr vavnadsanalys om ctDNA-fraktionen ar for lag.
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Tumor tissue

Progression av behandling Ly

Pabdrja ny behandling
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PARP eller annan behandling

Vid fragor: kontakta Molekylar cancerdiagnostik i Solna 08-123 796 85,

kmp.solnha.karolinska@regionstockholm.se.

For ytterligare information: https://www.karolinska.se/pta/klinisk-

patologicytologi/probio-prostatacancer-assay/
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K ProBio Prostatacancer Assay — tillvdgagangssatt ™

@ Ordna med transport

@ Remissvar



K @ Bestall remiss

ProBio

* Region Stockholm: elektronisk bestallning i Take Care.

 Ovriga regioner: bestill generell pappersremiss i
Webbutiken pa Karolinska.se

* https://www.karolinska.se/for-vardgivare/karolinska-

universitetslaboratoriet/Webbutik-bestall-provmateriel-mm/

Senare i var kommer remisser kunna bestallas via labbportalen.

* Information som ska inga i remissen:

Fragestallning: BRCA1/2 screening prostatacancer.
Anamnes (fritext):

Ange behandlingslinje for mCRPC (metastaserad
kastrationsresistent prostatacancer): (1-5)

Bekrafta att patienten har en pagaende progressiv sjukdom
och ar aktuell for att byta behandling.

For remissvar svar via telefon: Telefonnummer maste i sa fall
uppges pa remissen.

* Ange om analysen ska utforas pa perifert blod och/eller
tumaorvavnad.

* Forslag till standardtext att klippa till remissen:

xx-arig man med kastrationsresistent prostatacancer, nu
progress pa behandlingslinje X och planerad for
behandlingsbyte. Material for sekvensering: Perifert blod for
ctDNA-analys och tumorbiopsi.



K @ Provtagning proBio

* Introduktion:

 Perifert blod provtas for efterféljande anrikning av plasma.
Plasma innehaller cellfritt-DNA fran doende celler. Alla friska
personer har cell-fritt DNA i plasma. Hos patienter med cancer
kommer en fraktion av cell-fritt DNA fran cancercellerna, detta
kallas ctDNA (circulating tumor DNA).

* Blod hanteras enligt tva alternativ.

* Antingen dras blod i Streck-ror vilket stabiliserar blodet och
mojliggor veckovis temperaturkontrollerad transport av blod
fran flera patienter. Eller sa anrikas plasma innan transporten

till Klinisk Patologi, KS.

Alternativ1: Samla blod i Streck-ror. mmp Lat std i rumstemp. == Temperaturkontrollerad leverans.
Skicka blod fran flera patienter 10-30 grader.
samtidigt inom en vecka. Utnyttja andra leveranser till KS?
o O
| I | |

Patl Pat2 Pat3

Alternativ2: Samla blod i EDTA-rér. == Spinn och anrika plasma. =y Leverera fryst (-20 eller kallare).
Spara en skvatt blod. Utnyttja andra leveranser till KS?
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Patl Pat2



K @ Provtagning proBio

e Blod — instruktion alternativ 1:

* Perifert blod i STRECK-ror.
1. 2x10mlblod tages.

2. Vand roren 10 ganger.

3. Satt pa klisterlappar med prov-ID pa roren.

4. Forvara roren i rumstemperatur. Stall INTE in i kylskap eller frys.

5. Skicka ror samt remisser till Klinisk patologi och
Cancerdiagnostik, Karolinska Universitetssjukhuset i Solna.

6. Proverna ska halla en temperatur pa mellan 10-30 grader Celsius

under transport.

7. Prover fran flera patienter kan samlas in och skickas en gang per
vecka.

» Svensk aterforsaljare av Streck-ror ar
http://www.nordicbiosite.com/
* Cell-Free DNA BCT® CE, 6 tube
* 309-218996
* Cell-Free DNA BCT® CE, 100 tube
* 309-218997

Samla blod i Streck-ror. wap-  Lat sta i rumstemp. ==p Temperaturkontrollerad leverans.
Skicka blod fran flera patienter 10-30 grader.
W W samtidigt inom en vecka. Utnyttja andra leveranser till KS?
o
| Il I |

Patl Pat2 Pat3


http://www.nordicbiosite.com/

K @ Provtagning protio

e Blod — instruktion alternativ 2:

 Perifert blod i EDTA-ror for lokal anrikning av plasma:
1. 2x10mlblod tages.
2. Vand roren 10 ganger.

3. Centrifugera EDTA-ro6ret i 10 min @ 1 600 x g vid
rumstemperatur (RT). Anvand en langsam bromsprofil for att
forhindra storningar av buffy coat-skiktet. Ta forsiktigt bort roren
for att undvika turbulens. Detta kommer att placera de roda
erytrocyterna (RBC) i botten av roret, plasmafraktionen som ett
ljusgult/rosigt transparent skikt pa toppen och WBC daremellan i
buffy coat-skiktet (se figur nedan). Kasta inte blodsréret annu (se
steg 6).0verfér plasman till ett nytt 15 ml rér. Limna en barriar
av plasma for att férhindra kontaminering fran buffy coat-skiktet.

4. Centrifugerai 10 minuter vid 22000 - 4000 x g vid RT (valj max
centrifugeringshastighet) for att pelletera de aterstaende vita
blodkropparna, cellrester och salter i botten av roret. Anvand en
slat bromsprofil for att forhindra storningar av buffy coat-skiktet.
Ta forsiktigt bort roren for att undvika turbulens.

5. Overfor plasmafraktionen (supernatanten) till ett nytt 15 ml ror.
Ldmna en barriar av plasma for att férhindra kontaminering fran
pelleten.

6. Overfor 2 ml av blodresten/buffy coat (se bild nedan) fran EDTA-
roret i steg 1 till ett nytt 2 ml-rér for senare extraktion av
nedarvt-DNA. Forvara vid -80°C alternativt i -20 om inte -80 frys
finns tillganglig.

7. Anvand klistermarken fran remissen for att marka tuberna.

8. Forvara provroren i -20°C eller kallare (-80 ar battre) tills det ar
dags for leverans

wwew  Blodkomponenter efter centrifugering (Figur
e e @NPassad fran Wikipedia).
(<1% of total blood)

Erythrocytes
(45% of total blood)

Samla blod i EDTA-rér. == Spinn och anrika plasma. ==fp |everera fryst (-20 eller kallare).
Spara en skvitt blod. Utnyttja andra leveranser till KS?

Frys in. a‘
W
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K @ Provtagning

e VVavnad — instruktion:

* Biopsimaterial
* Fran FFPE vavnad.
e 20 x 10 um snitt i eppendorf-ror fran fraktion med hogst grad
och tumaorcellsandel enligt patologbhedomning. Om vavnaden
inte racker till, tag atminstone >8 x 10 um.

* Ifall det inte racker till 28 x 10 um, tag ytterligare snitt fran
annan biopsi fran samma tumoéromrade.

* Mark réren med antal snitt.
* Vid <20% tumorcellsandel, utfér makrodissektion.

* Om makrodissektion inte kan utforas lokalt, skicka 8-20 ofargade
snitt (10 um) pa glas samt ett HTX-fargat glas med tumoéromrade
markerat, alternativt kopia pa glas / digital bild med markerat
tumoéromrade.

e Mark glas med preparatnummer och skicka med kopia av PAD.

* Notera: ofdrgade snitt pa glas skall appliceras pa “vanligt” glas.
Superfrost far enbart anvandas for HTX-infargning.

* Leverans behover inte vara temperaturkontrollerad.

_—— G \
Vanligt glas for snitt som skall Superfrost, enbart fér H&E Snitt i Eppror
sekvenseras.

ProBio



K @ Provtagning proBio

e VVavnad — instruktion:

* Material fran radikal prostatektomi

* Fran FFPE vavnad.

8 x 10 um snitt i eppendorf-ror fran fraktion med hogst grad
och tumorcellsandel enligt patologbedomning.

Ifall det inte racker till 8 x 10 um, tag ytterligare snitt fran
annan biopsi fran samma tumdéromrade.

Vid <20% tumorcellsandel, utfor makrodissektion.

* Om makrodissektion inte kan utforas lokalt, skicka 8 ofargade snitt
(10 um) pa glas samt ett HTX-fargat glas med tumoéromrade
markerat, alternativt kopia pa glas / digital bild med markerat
tumoromrade.

e Mark glas med preparatnummer och skicka med kopia av PAD.

* Notera: ofdargade snitt pa glas skall appliceras pa “vanligt” glas.
Superfrost far enbart anvandas for HTX-infargning.

Leverans behdver inte vara temperaturkontrollerad.



4 @ Ordna med transport 0N

* Bestallaren ansvarar for transporten samt att materialet
kommer fram i fullgott skick.

* Observera att transport av Streck-ror maste ske
temperaturkontrollerat.

* Proverna och remisser skickas till:
 Klinisk Patologi och Cancerdiagnostik

Att: Molekylar cancerdiagnostik

Visionsgatan 56, CCK R8:02

Karolinska Universitetssjukhuset

171 76 Stockholm



K @ Remissvar broBio

e Region Stockholm:

 Digitala svar om madjlighet finns alternativt svar via telefon.

* For svar via telefon: Telefonnummer maste i sa fall uppges pa
remissen.

» Svar kommer ocksa med vanlig post.

e Ovriga regioner:
 Svar via telefon.

* For svar via telefon: Telefonnummer maste i sa fall uppges pa
remissen.

* Svar kommer ocksa med vanlig post.

Vid fragor: kontakta Molekylar cancerdiagnostik i Solna 08-123 796 85,
kmp.solna.karolinska@regionstockholm.se.
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