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Forord
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har veert spennende men ogsa utfordrende & begi seg ut pa et nytt fagfelt som
molekylerbiologi er for meg.

Jeg vil rette en stor takk til de som gjorde gjennomfaringen av oppgaven mulig. Avdelingssjef
Bettina Casati som tillot at dette kunne gjennomfares pa avdelingen.

Jeg vil ogsa rette en stor takk til firmaet Biocartis som har veert med pa a statte dette
prosjektet delvis finansielt ved blant annet a lane ut flere Idylla analysemaskiner.

Min veileder, Odd Terje Brustugun, som med sin enorme kunnskap innenfor temaet
lungekreft har veert til uvurderlig hjelp. Han var den som foreslo oppgaven for meg. Den var
mer utfordrende enn jeg hadde forestilt meg.

Og sa vil jeg takke min biveileder, Heidemarie Svendsen, for hjelp med & utfgre analysene,
for din talmodighet, hjelpsomme og kunnskapsrike innenfor fagfeltet molekyleerbiologi.

Takk til min kjeere familie hjemme som alltid har veert stgttende til at jeg til tider har blitt
sittende a arbeide med prosjektet i helger og andre ferieperioder.

Sandefjord, 15. mai 2020

Janne Kapstad



Sammendrag

Lungekreft er kreftformen med hgyest dedelighet i Norge. Behandlingsmulighetene har
tidligere veert kirurgi, straling og cellegift. De senere ar har ny behandling i form av
immunterapi og malrettet behandling mot genmutasjoner i svulsten bedret
lungekreftprognosen, spesielt ved undertypen kalt adenokarsinom. Den malrettede
behandlingen rettet mot EGFR, ALK og ROS1 har fart til behov for rutinemessig
undersgkelse av disse genmutasjonene ved adenokarsinom i lunge. Det oppdages stadig flere
biomarkarer og utvikles flere malrettede behandlinger som kan bedre overlevelse og
pasientens livskvalitet. Dagens rutine ved internt laboratorium ved Vestre Viken helseforetak
innebzrer a sende prever for analyse av EGFR-genmutasjon ved adenokarsinom i lunge til
eksternt laboratorium, Oslo universitetssykehus.

Vi gnsket & studere analysesvartiden og den eventuelle kostnadsmessige besparelsen ved a
analysere 33 prospektive biopsier parallelt ved internt og eksternt laboratorium.
Analysesvartiden ble registrert fra pravetakingsdato til analysesvar forela fra internt og
eksternt laboratorium. Mann-Whitney U test ble brukt for & beregne om det var signifikant
forskjell pa analysesvartidene. Vi studerte fordelingen av de ulike genmutasjonene ved &
analysere 75 retrospektive og 33 prospektive biopsier fra adenokarsinom i lunge med en
helautomatisk multipleks real-time PCR-metode fra Biocartis, Idylla™mutasjonstest. Ved
innfering av genmutasjonsanalyser pa internt laboratorium gnsket vi a studere to metoder,
hvor den ene metoden var med KRAS-genmutasjonsanalyse som farstevalg og den andre
metoden var uten KRAS-genmutasjonsanalyse. Ved metode med KRAS-mutasjonsanalyse og
ved positivt resultat pa KRAS-mutasjonstest var videre analyser ungdvendige da genmutasjon
i KRAS ekskluderer tilstedevaerelse av andre sakalte drivermutasjoner. Ved negativt resultat
pa KRAS-mutasjonsanalyse analyseres det for mutasjon i EGFR, og ved negativt resultat
analyseres det videre for mutasjon i BRAF og proteinuttrykk av ALK og ROS1. Ved positivt
resultat pA EGFR-mutasjonstest stanses videre analyser av prgven da EGFR-mutasjonen ogsa
utelukker tilstedeveerelse av andre drivermutasjoner. Metoden som utelukket KRAS-
mutasjonsanalyse innebar a analysere for genmutasjon i EGFR og BRAF, og for
proteinuttrykk i ALK og ROS1 pa alle biopsier fra adenokarsinom i lunge. Det ble beregnet
kostnader ved bruk av metodene med og uten KRAS-genmutasjonstest.

Studiet av analysesvartid viser at det er kostnads- og tidsbesparende a analysere pa internt
laboratorium. Resultatene viser en frekvens av KRAS-genmutasjon pa 41%, og en frekvens pa
12% EGFR-mutasjonspositive ved adenokarsinom i lunge i var pasientgruppe. KRAS-
mutasjon av typen G12C utgjorde 45% av totalt antall KRAS-mutasjoner. Det kan se ut til &
vere en hgyere andel KRAS-genmutasjoner hos kvinner, men ved undersgkelse med
kjikvadrattest er det ikke signifikant sammenheng mellom KRAS-mutasjonspositivitet og
kjgnn. Innfgring av metode hvor KRAS-genmutasjonsanalyse er farstevalg er hensiktsmessig
da dette er kostnadsbesparende. I tillegg er KRAS-mutasjonsbestemmelse gunstig siden
malrettet behandling mot KRAS-proteinet med mutasjon av typen G12C er under utprgving
og viser til gode resultater. BRAF-genmutasjonsanalyse bgr ogsa innfares da det finnes god
behandling for denne, selv om denne malrettede medisinen enda ikke er tilgjengelig for
lungekreftpasienter i Norge.



Abstract

Lung cancer is the cancer with the highest fatal outcome in Norway. The treatment has
previously been surgery, radiation and chemotherapy. In recent years, new treatment in the
form of immunotherapy and targeted treatment against gene mutations in the tumour has
improved the prognosis of patients with lung cancer especially of type adenocarcinoma.
Treatment targeting EGFR, ALK and ROS1 has led to routine examination of these gene
mutations in adenocarcinoma of the lung. More and more biomarkers are being discovered
and more targeted treatments are being developed that can improve survival and quality of
life. Today's routine at the internal laboratory at Vestre Viken Health Trust involves sending
lung adenocarcinoma samples for analysis of EGFR gene mutation to external laboratory, at
Oslo University Hospital. We wanted to study the analysis response time and the potential
cost savings by analysing 33 prospective biopsies in parallel at the internal and external
laboratory. The analysis response time was recorded from the date of sampling to the time of
available analysis result from the internal and external laboratory. The Mann-Whitney U test
was used to calculate whether there was a significant difference in the analysis response
times. We studied the distribution of the different gene mutations by analysing 75
retrospective and 33 prospective biopsies from adenocarcinoma of the lung using a fully
automatic multiplex real-time PCR method from Biocartis, Idylla™mutation test. When
introducing gene mutation analyses in internal laboratory, we wanted to study two
approaches. The first approach was with KRAS gene mutation analysis as a first step and the
second was without mutation analysis of KRAS. Presence of a mutation in KRAS indicates
absence of other driver mutations-they are mutually exclusive. Thus, in the method including
KRAS mutation analysis further analyses were unnecessary if a KRAS mutation was detected.
In case of negative KRAS mutational result, EGFR gene was analysed for mutations and if
negative further analyses for gene mutation in BRAF and protein expression of ALK and
ROS1 were performed. If an EGFR mutation was detected, further analysis of the sample was
stopped as an EGFR mutation also excludes the presence of other driver mutations. The
method that excluded KRAS mutation analysis involved testing all samples for gene mutations
in EGFR and BRAF, and for protein expression in ALK and ROS1.

Costs were calculated using the methods with or without the KRAS gene mutations test. The
study of analysis response time shows that it is cost- and time-saving to analyse in internal
laboratory. The results show frequency of KRAS gene mutation in 41% of adenocarcinoma in
in our patient group, and 12% had an EGFR gene mutation. KRAS gene mutation of type
G12C amounted to 45% compared to the total number of KRAS gene mutations. There may
appear to be a higher proportion of KRAS gene mutations in women, but when examining
with the Chi-square test there is no significant association with sex. Introducing a method
where KRAS mutation analysis is the first choice is appropriate as it is cost-saving, the patient
also gets mutation status on KRAS and there is an advantage as targeted treatment against the
KRAS mutation type G12C is in clinical trials with encouraging albeit limited data. BRAF
gene mutation analysis should also be introduced as there are medicines showing high
response rate also in this subset, although this targeted medication is not yet available to lung
cancer patients in Norway.



Liste over forkortelser

AKT
ALK
ATP
Bp
BRAF
CD74
cDNA
Cq
CtDNA
dATP
dCTP
ddNTP
ddPCR
df
dGTP
DNA
dNMP

dTTP
EGF
EGFR
EML-4
ERBB 1-4

ERK

FAM
FISH:
FFPE

G-protein

Proteinkinase B

Anaplastisk lymfomkinase (Anaplastic lymphoma kinase)
Adenosintrifosfat (Adenosine triphosphate)

Basepar

B-raf protoonkogen, serin/treonin-kinase

Cluster of differentiation 74

Komplementaer-DNA (Complementary DNA)
Kvantifikasjonssyklus (Quantification cycle)

Sirkulerende tumor DNA (Cirkulating tumor DNA)
Deoksyadenosintrifosfat (Deoxyadenosine triphosphate)
Deoksycytosintrifosfat (Deoxycytosine triphosphate)
Dideoksynukleotidtrifosfat (Dideoxynucleotide triphosphate)
Droplet Digital Polymerase Chain Reaction

Frihetsgrader (Degrees of freedom)

Deoksyguanosintrifosfat (Deoxyguanosine triphosphate)
Deoksyribonukleinsyre (Deoxyribonucleic acid)
Deoksyribonukleinsyremonofosfat (Deoxyribonucleoside
monophosphate)

Deoksytymintrifosfat (Deoxythymine triphosphate)

Epidermal vekstfaktor (Epidermal growth factor)

Epidermal vekstfaktorreseptor (Epidermal growth factor receptor)
Echinoderm microtubuli associated protein like-4

HER 1-4 (Erytroblastisk onkogen B 1-4)

Ekstracelluler signalregulert kinase (Extracellular signal regulated
kinase)

6-fluorescein amidite

Fluoresens in situ hybridisering

Formalinfiksert parafininnstgpt (Formalin-fixed paraffin-embedded)

Guanin nukleotidbindende proteiner
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GAP GTPase aktiverende protein guanin

GDP Guanosindifosfat (Guanosine diphosphate)

GEF Guanin nuklotid utvekslingsfaktor (Guanine nucleotide exchange factor)
GRB2 Vekstfaktorreseptor protein 2 (Growth factor receptor protein 2)
GTP Guanintrifosfat (Guanosine triphosphate)

GTPase Guanosintrifosfat enzyme

HE Hematoksylin og eosin

HER 1-4 Human epidermal vekstfaktorreseptor 1-4 (ERBB 1-4)

HEX Hexachlorofluoroscein

HIFU Hay intensitet fokusert ultralyd

HIV Human immunsviktsyndrom virus (Human immunodeficiency virus)
HPV Human papillomavirus

HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogen homolog

IHK Immunhistokjemi

ISH In situ hybridisering

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

MAP Mitogenaktivert protein (Mitogen-activated protein)

MAPK Mitogenaktivert proteinkinase (Mitogen-activated protein kinase)
MEK MAPKK (Mitogenaktivert proteinkinase-kinase)

MET Hepatocytt vekstfaktorreseptor

MNAzyme Multikomponent nukleinsyreenzymer

MRNA Budbringer ribonukleinsyre (Messenger ribonucleic acid)

mTOR Mammalian target of rapamycin

NGS Neste Generasjons Sekvensering (Next Generation Sequencing)
NRAS Neuroblastoma rat sarcoma viral onkogen homolog

NSCLC Ikke-smacellet lungekreft (Non Small-Cell Lung Cancer)

NTRK The neurotrophic receptor tyrosine kinase

ous Oslo universitetsykehus

P Fosfat (Phosphate)

PCR Polymerase kjedereaksjon (Polymerase Chain Reaction)

PD-1 Programmert celledgd protein 1 (Programmed cell death protein 1)
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PDL-1 Programmert celledgdsligand 1 (Programmed cell death ligand 1)

P13-K Fosfoinositid 3-kinase (Phosphoinositide 3-kinase)

PISKCA Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat 3-kinase catalytic subunit alfa
isoform

PPi Pyrofosfat (Pyrophosphate)

PVO Pasientvernombudet

REK Regionale komiteer for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk

RNA Ribonukleinsyre (Ribonucleic acid)

RNase Ribonuklease (Ribonuclease)

RNaseP Ribonuklease protein

ROS 1 Protoonkogen, reseptor tyrosinkinase (c-ROS oncogene 1)

RT-PCR Revers transkriptase polymerase kjedereaksjon

RTK Tyrosinkinasereseptor (Receptor tyrosine kinase)

SD Standardavvik (Standard deviation)

Sig. Signifikanse (Significance)

SMADA4 Mothers against decapentaplegic homolog 4

SNP Single nucleotid polymorfism

SOS Son of sevenless

SPSS Statistical Package for the Social Sciences

TGF-a Transformerende vekstfaktor a (Transforming growth factor-a)

TKI Tyrosinkinasehemmer (Tyrosin kinase inhibitor)

TNM Klassifikasjonssystem basert pa svulst (T, tumor), lymfeknute (N, node)
og fjernspredning (M, metastase)

TP53 Tumor protein 53

VV HF Vestre Viken Helseforetak

WT Villtype (Wild type)
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1 Innledning

1.1 Kreft
Kreft er en gruppe sykdommer som er karakterisert ved unormal celleproliferasjon, multiple

genetiske forandringer, heterogenitet og formasjon av tumor. Tumorer som er ondartet skiller
seg fra godartede tumorer ved at de har evnen til 4 spre seg, metastasere. Ved metastasering
spres tumorcellene fra primarorganet med blod- eller lymfebaner og invaderer annet vev og
organer (1). Dette kan fare til dgd for pasienten. Behandlingsmetodene i dag er Kirurgi,
stralebehandling, cellegift, immunterapi og malrettet behandling mot genmutasjonen i
svulsten. Molekylarbiologiske undersgkelser er ngdvendige for & gi den beste behandlingen
til pasienten. Presisjonsmedisin eller persontilpasset medisin er tilpasset de biologiske forhold
hos hver enkelt pasient og brukes ved forebygging, diagnostikk, behandling og oppfelging av
pasienten (2, 3)

1.2 Lungekreftinsidensen, arsak og inndeling i Norge og verden
I henhold til Kreftregisteret fikk 3351 personer lungekreft i Norge i 2018, som er det hgyeste

antallet kreftregisteret har registrert og med en gkning i antall kvinner som far sykdommen.
Antall kvinner som fikk sykdommen var 1674 og antall menn var 1677. Insidensraten pr.
100 000 er 56 for kvinner og 63 for menn (4).

Man antar at 8 av 10 som far lungekreft er raykere, og lungekreft er dermed en sykdom som

kan forebygges i mange av tilfellene.

Dgadsfall grunnet lungekreft var i 2018 1037 kvinner og 1164 menn (5). Den akkumulerte
risikoen for a utvikle lungekreft frem til 75 ar var i perioden 2014-2018 3,7% for kvinner og
3,9% for menn. Median alder ved diagnosetidspunkt for begge kjenn i 2018 var 71 ar. 5 ars
relativ overlevelse for kvinner var i perioden 1978-1982 10,6%, og i perioden 2014-2018
26,2%. 5 ars relativ overlevelse for menn var i perioden 1978-1982 6,6%, og i 2014-2018
19,4% (4).

Antall menn og kvinner som far lungekreft har gkt veldig etter krigen, spesielt stor har
gkningen veert for kvinner med en tidobling av antall tilfeller fra 1950 til 2017. Ogsa nar vi tar
hensyn til gkning av folketall og antall eldre. Lungekreft er na den enkeltstdende kreftformen

som tar liv av flest mennesker i Norge, og stod i 2012 for 22% av dgdsfallene relatert til kreft
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her i landet (6). Prognosen er, som for alle kreftsykdommer, bedre om den oppdages tidlig.
Arsaken til at s& mange der av sykdommen er at den ofte oppdages for sent, og det er da kun
lindrende og/eller livsforlengende behandling a tilby. For det mindretallet som kan behandles

kirurgisk eller med hgydosert stralebehandling er overlevelsen betydelig bedre (4).

Hovedarsaken til lungekreft er rgyking (7). loniserende radongass (8) som kan veere i
berggrunnen noen steder i Norge gir ogsa gkt risiko for a utvikle lungekreft, og spesielt for
roykere da radongassen kan knytte seg til partikler i tobakksrgyken. Andre risikofaktorer for
lungekreft er blant annet asbest, nikkel- og kromeksponering, luftforurensing, dieseleksos og
passiv rayking (4). Det er ogsa pavist gkt risiko ved bruk av husholdningsbrensel som olje-,
kull- og vedfyring. Infeksjoner med human papilloma virus (HPV), human immunsviktvirus
(HIV), Helicobacter pylori, tuberkulose og inflammatoriske sykdommer som astma har ogsa

blitt assosiert med lungekreft (8). HPV er sjelden pavist ved lungekreftsvulster i Norge (9).

Lungekreft deles inn i smacellet og ikke-smacellet type. Ikke-smacellet lungekreft (NSCLC)
representerer ca. 85% av all lungekreft og inndeles igjen i plate-, adeno- og storcellet
karsinom (10-13). Av NSCLC er 25-30% av type plateepitelkarsinom og 70-75% er ikke-
plateepitelkarsinom, hvor adenokarsinom er klart sterste andel (14). Adenokarsinom utgjer

dermed ca. 50%, av alle typer lungekreft med litt hgyere andel hos kvinner enn menn (6).

| den vestlige verden er ca.15-20% av lungekrefttilfellene ikke tobakksassosiert (15). Det er
store epidemiologiske forskjeller relatert til lungekreftrisiko hos aldri-raykere og i forhold til
kjgnn globalt. Sgr-Asia og Sgr-Amerika hvor andelen kvinner med lungekreft som er aldri
raykere er fra 60-80%, og i Europa er andelen ca. 20%. Tilsvarende for menn i Sgr-Asia, Sgr-
Amerika og Europa er respektive 15, 11 og 2% aldri-raykere med lungekreft. Globalt er det

en hgyere andel kvinner enn menn som far lungekreft som ikke er relatert til rgyking (8).

1.3 Lungekreft, stadieinndeling, prognose og behandling
Prognosen og behandlingen ved NSCLC er avhengig av stadiet ved diagnosetidspunktet.

Stadiet inndeles etter den internasjonale tumor-node-metastasis (TNM) klassifiseringen.
Primeer tumor (T) beskrives etter starrelse og grad av utbredelse. Regionale lymfeknuter (N)
angis utfra lokalisering av lymfeknuter som er affisert, og det registreres fraveer eller

tilstedevaerelse av metastaser (M). Dette klassifiseres igjen inn i stadiet 1-1V, hvor stadiet | er



uten metastaser og uten lymfeknuter med paviste maligne celler. Ved stadiet IV er det pavist

metastaser og det kan vaere pavist maligne celler i lymfeknuten (16, 17).

Ved stadium I-11 og i blant I1IA kan svulsten ofte fjernes kirurgisk. Straleterapi kan veere
aktuelt for de som ikke taler operasjon i stadium I-11, samt sammen med kjemoterapi i
stadium 111. Ved stadier som ikke er kurerbare kan malrettet behandling eventuell
immunterapi forlenge levetiden. Inntil for fa ar siden var det kun cellegift, med begrenset
effekt som var tilgjengelig. De senere ar har det kommet nye behandlingsmuligheter med til

dels langvarig effekt for denne pasientgruppen (18, 19).

Malrettet behandling innebzrer & pa ulike mater hemme signalering som resulterer i gkt
cellevekst, proliferasjon og udgdeliggjering av kreftceller som fglge av en mutasjon. En
mutasjon i et gen som omdannes til et onkogen og forarsaker svulsten betegnes som en
drivermutasjon og ekskluderer som oftest andre mutasjoner. Hemming av disse onkogener
reduserer kreftutviklingen og malrettet behandling mot relevante mal i signalveien er mindre

toksisk for pasienten og kan ha god effekt (20).

Ved overuttrykk av programmert dgds-ligand-1 (PDL-1) ved lungekreft kan det vaere
hensiktsmessig & behandle med immunterapi, dette avhenger ogsa av tilstedeveerelse av
genmutasjonsstatus. PDL-1, er et transmembran protein, og programmert celleded protein
(PD-1) er et protein pa celleoverflaten som regulerer immunrespons. Ved a hemme PD-1 vil
immunsystemet aktiveres ved at aktiverte T-celler gjenkjenner og dreper tumorceller og
oppretter immunovervaking, ved a aktivere fosfoinositide 3-kinase ( PI3-K)/AKT og
RAS/MEK /ekstracelluler signalregulert kinase (ERK) signalvei (21, 22). Hayt PD-L1 uttrykk

ses oftere hos rgykere (8).

Immunterapi med PD-1-hemmer, med eller uten cellegift samtidig kan gis til pasienter med
avansert ikke-smacellet lungekreft (NSCLC). Ved analyseresultat fra immunhistokjemisk
undersgkelse hvor PD-L1>50% kan immunterapi gis alene i forstelinje, mens ved <50%
kombineres kjemoterapi og immunterapi. Det er flere studier som viser at pasienter med
epidermal vekst faktor reseptor (EGFR)- eller anaplastisk lymfom kinase (ALK)-mutasjoner
har bedre nytte av malrettet behandling mot genmutasjonen, derfor gis ikke immunterapi i

farstelinje til disse pasientene (23).



Metastatisk lungekreft er kjent for a vaere en dedelig sykdom, der i praksis ingen overlevde
mer enn fem ar fra diagnosetidspunkt. Vi ser nd en gkning i antall overlevelsesar hvor mange

overlever fem ar med metastatisk lungekreft.

Malrettet terapi mot genmutasjoner er sannsynlig en av arsakene til dette. Det indikerer at det
kan vaere mulig at metastaserende lungekreft kan bli en kronisk sykdom. Basert pa nylig
kunnskap viser det seg at opptil 50% av NSCLC tilfeller har genetiske avvik. Slike
genmutasjoner som innebarer punktmutasjoner, delesjoner, insersjoner, translokasjoner og
amplifikasjoner er som oftest ved adenokarsinomer (15). De fleste genmutasjoner ved
adenokarsinom i lunge farer til endringer i signalveien mitogenaktivert protein (MAP)-kinase
(19, 24, 25).

1.4 Signalveien MAP-kinase
EGFR hgrer inn under reseptor tyrosinkinase (RTK)-familien, som aktiverer proteinet

tyrosinkinase ved binding av liganden epidermal vekst faktor (EGF) til reseptoren. Videre
fosforyleres og aktiveres flere signalveier og proteiner nedstrgms fra denne reseptoren som
RAS/mitogen aktivert protein (MAP)-kinase og fosfoinositide 3-kinase (P13-K) signalveien.

Dette farer til fosforylering av genregulatoriske og andre proteiner (24).

Ved hemming av tyrosinkinase med tyrosinkinase hemmer (TKI) vil signaleringen nedstrems
stoppe og hindre videre transkripsjon, som igjen farer til nedsatt celleproliferasjon, cellevekst

og overlevelse (26, 27, 28).



Figur 1. Bildet illustrerer aktivering av EGFR ved binding av ligand, som videre aktiverer
ved fosforylering (fosfat, P) av proteiner nedstrams via flere signalveier.
Transkripsjonsfaktorer aktiveres og resulterer i gkt celleproliferasjon, vekst, overlevelse,
angiogenese, invasjon og metastasering. Ved malrettet behandling med tyrosinkinasehemmer
(TKI) vil videre signalering fra EGFR stanse og videre transkripsjon forhindres. Bildet er
eget.

Alle RTK har tre essensielle komponenter: et ekstracellulzrt domene som bestar av et
ligandbindende sete, en enkel hydrofobisk transmembran alfahelix, og et cytosolisk segment
som inkluderer et domene med et protein som har tyrosinkinaseaktivitet. De fleste RTK er
monomeriske, og ligandbinding til det ekstracelluleere domene induserer dannelse av

reseptordimere. Dannelsen av funksjonelle dimere er ngdvendig trinn i aktivering av RTK.

I den hvilende, ustimulerte (ingen ligand bundet) tilstand, er kinaseaktiviteten til RTK lav.
Binding av ligand ferer til en konformasjonsendring som promoterer dimerisering av det
ekstracelluleere domenet til RTK. Aktiveringen av RTK farer til at de to enhetene fosforylerer
hverandres tyrosindel i aktiveringsdelen i det cytosoliske domene, og endrer dets katalytiske
aktivitet. Dannelse av fosfotyrosin fungerer da som et dokkingsete for ulike

signaloverfaringsproteiner (29, s.724).



RTK aktiverer RAS/MAP-kinase signalvei. RAS er et protein som hgrer til guanosintrifosfat
enzym (GTPase) superfamilie og er en intracelluleer GTPase som reagerer nedstrgms fra
RTK. RAS bytter mellom en inaktiv guanosindifosfat (GDP) bundet form og en aktiv
guanosintrifosfat (GTP) bundet form. Disse skiftene krever assistanse av to proteiner, guanin
nukleotid utvekslingsfaktor (GEF) og et GTPase-aktiverende protein guanin (GAP) (29,
s5.734).

RTK er koblet direkte til RAS via to proteiner, vekstfaktorreseptor protein 2 (GRB2) og son
of sevenless (SOS), hvor SOS har GEF aktivitet. VVed fosforylering etter aktivering av RTK
bindes proteinet med GEF aktivitet til RAS. Dette farer til en konformasjonsendring som

tillater lasrivelse av GDP og binding av GTP og dermed dannelse av aktiv RAS.

Aktivert RAS trigger en kinasekaskade hvor RAF, MEK og MAP-kinase er sekvensielt
fosforylert og dermed aktivert. Aktivert MAP-kinase translokerer til nukleus hvor det

aktiveres mange transkripsjonsfaktorer.

Aktivering av MAP-kinase signalveien etter stimulering av vekstfaktor reseptor forer til
fosforylering av transkripsjonsfaktorer. Disse danner et kompleks som promoterer
transkripsjon av forskjellige tidlig respons gener. Blant malproteinene for MAP-
kinasesignalveien er transkripsjonsfaktorer som regulerer uttrykk av proteiner med viktig rolle

i cellesyklus og differensiering (29, s.737-741).

Mange RTK og deres ligander er identifisert i kreft hos menneske, i mutert form som
stimulerer proliferering selv uten tilstedeveerelse av vekstfaktor. Mutasjonen lurer reseptoren
til & oppfare seg som om liganden er til stede hele tiden slik at reseptoren er konstant aktiv. En
mutasjon i RTK, RAS eller et protein i MAP-kinase signaleringskaskaden er funnet i nesten

alle typer av humane tumorer (29).

1.5 De hyppigst paviste genmutasjonene ved adenokarsinom i lunge

1.5.1 KRAS
Kirsten rat sarcoma viral onkogen homolog (KRAS) er et onkogen lokalisert pa kromosom 12

ved posisjon 12.1 (30, 31). KRAS er medlem i RAS-familien av membran assosiert G-
proteiner og koder for proteiner med GTPase aktivitet. Aktivert KRAS bytter GDP med GTP

noe som farer til konformasjonsendringer i KRAS, og videre aktivering av flere mulige



nedstrems signalveier som kontrollerer proliferasjon, apoptose, motilitet og overlevelse (19,
31).

RAS-gen familien bestdr av HRAS, NRAS og KRAS som til sammen er mutert i en tredel av
kreft hos mennesket. NRAS er mutert i feerre enn 10% av alle tumorer, men ved hgyere
frekvens ved melanomer og enkelte leukemier. HRAS er mutert med relativ lav frekvens alle
steder, og primart i plateepitelkarsinom. KRAS er mutert hos nesten 25% av alle typer kreft

hos mennesket, og hovedsakelig ved adenokarsinom (32).

KRAS-onkogenet star for over 90% av RAS-mutasjonene i NSCLC. KRAS-mutasjonene har
blitt detektert hos ca. 30% (8, 15, 33) av NSCLC, med stgrstedelen i ekson 2 (g12, g13 og
q61) (34). Mutasjon i kodon 12 representerer over 90% av mutasjoner i KRAS ved NSCLC
(34), og mutasjonstypene G12C, G12D og G12V dominerer og er ansvarlig for det konstant
aktive enzymet (12). KRAS-genmutasjoner er nesten aldri til stede samtidig med andre
drivermutasjoner som EGFR og ALK og disse er derfor gjensidig ekskluderende (27), og det
er nok med mutasjon et sted for a gjare cellen uavhengig av eksterne vekststimuli. Det antas

derfor at mutasjonen forarsaker tumor (34)

Mutasjonen farer til hemmet GTPase aktivitet og konstituerende aktivering av RAS-
signalering, som er nedstrgms for EGFR. Fosforylering av nedstrgms kinaser som er involvert
i mange signalveier for a regulere cellevekst, differensiering og apoptose (15). KRAS-
mutasjoner har veert assosiert ved primaer resistanse for EGFR-TKI hos flere krefttyper og
deriblant lungekreft. KRAS-mutasjon ses med gkt frekvens ved adenokarsinom hos eldre
pasienter og rgykere (7, 34). Ikke rgykere har oftere KRAS-genmutasjon av typen G12D
transisjon G>A. Hos raykere ses som oftest KRAS-mutasjon av typen G12C, hvor G>T

transversjon er vanligst, og den er ogsa mer frekvent hos kvinner (35).

Det har siden oppdagelsen av det muterte aktiverte RAS-genet i 1982, vaert en stor interesse
for & finne en hemmer med effekt mot mutasjoner i dette genet (33, 36). Det finnes enda ikke
noen malrettet behandling tilgjengelig for mutasjoner i KRAS (15), men i skrivende stund
testes det ut lovende malrettet behandling mot genmutasjon i KRAS av typen G12C. KRAS
G12C-mutasjonstypen utgjer 41% av KRAS-mutasjonene og er den vanligste KRAS-

mutasjonen ved adenokarsinom (8, 19, 36).

KRAS G12C-hemmeren (AMG 510) fra firmaet AMGEN har vist lovende preklinisk
aktivitet, og er den fgrste KRAS G12C-hemmer i klinisk utprgving. KRAS-mutasjon av typen



G12C, forhindrer GTP nedbrytningen som farer til at proteinet er permanent aktivt. Dette kan
igjen fare til kreft. Et lite molekyl, AMG 510, reagerer med KRAS-proteinet med G12C-
mutasjon og forhindrer GTP bindingen i fgrste omgang, og dermed hemmes
kreftpromoterende aktivitet. Kliniske studier med testing av AMG 510 viser regresjon av
svulster med mutasjon i KRAS av typen G12C (37-40).

Metoder for pavisning av KRAS-mutasjon er sekvenseringsmetoder som neste generasjons

sekvensering (NGS) (41) og real-time polymerase kjedereaksjon (PCR) metoder (42).

1.5.2 EGFR
EGFR er en tyrosinkinasereseptor (RTK) og medlem av erytroblastisk onkogen B (ERBB)-

familien. EGFR-genet er lokalisert i kromosom 7 ved posisjon 12 (31, 43). EGFR-familien,
et medlem av underklasse 1 av transmembran RTK-familien, som bestar av fire nert
beslektede medlemmer: EGFR/ERBB1/ human epidermal vekstfaktorreseptor (HER)1,
ERBB2/HER2, ERBB3/HER3 og ERBB4/HER4. EGFR er vanligvis funnet normalt uttrykt i
forskjellig vev med epitelial, mesenkymal og nevral opprinnelse. Elleve vekstfaktorer bindes
til ERBB reseptor, hvor syv er ligander for EGFR som EGF og transforming growthfactor-a
(TGF-a), som representerer flere viktige funksjoner i mennesket. Dysregulering av ERBB
reseptorgener eller proteiner kan fare til tumorgenese. EGFR- genmutasjoner ses ved mange
menneskelige krefttyper som i lunge, hode og hals, tykktarm, bukspyttkjertel, bryst,
eggstokker, blare, nyrer og glioma (34). EGFR var det fgrste onkogene malet som ble
oppdaget i NSCLC.

Nar den ekstracelluleare liganden bindes til EGFR genereres en dimerisering av reseptor, som
farer til fosforylering av cytoplasmatisk tyrosinkinase. Dette forer til aktivering av ulike
signalveier som fosfoinositid 3-kinase (P13-K)/AKT/mammalian target of rapamycin (mTOR)
0og RAS/RAF/MAPK-signalvei. Dette farer igjen til celleproliferasjon, metastasering og
udadeligjering ved forhindring av apoptose. Ved aktivert mutasjon i kinasedomenet til EGFR

trigges liganduavhengig aktivering av tyrosinkinase (31).

EGFR-mutasjoner ses som oftest hos aldri-raykere, og kvinner. Hyppigheten i hvert land
falger ogsa andelen raykere, sa land med hgy frekvens av rgykere har lavere frekvens av
EGFR-mutasjoner. Prevalensen av EGFR-mutasjoner i adenokarsinom i lunge varierer fra ca.

40% hos asiatiske kvinner til ca.15% hos kaukasiere (44).



EGFR-genmutasjon er mer sjeldent ved plateepitelkarsinom. Derfor er den vanlige konsensus
na & anbefale EGFR-genmutasjontesting pa alle NSCLC foruten plateepitelkarsinomer, som

en del av den initiale diagnosen, sakalt reflekstesting bestemt av patolog (15)

Mutasjoner i EGFR-genet finnes pa bestemte steder pa genet, og det antas at disse omradende
er avgjerende for reseptorfunksjon og regulering (34). Mutasjonene kan aktivere
signaleringen nedstrams EGFR som farer til gkt overlevelse og nedsatt celledgd, som igjen

kan fare til formasjon av tumor.

Det er beskrevet en rekke ulike aktiverende mutasjoner som pavirker responsen av TKI. Alle
er lokalisert i fire eksoner, 18-21, som koder for den ATP-bindende delen av kinasen. Omtrent
90% av EGFR-mutasjonene er enten delesjoner i ekson 19, eller en spesiell punktmutasjon i
ekson 21, L858R (31). Flere studier viser at delesjon i ekson 19 er mer sensitiv for EGFR-TKI
enn L858R. Det er ogsa pavist en rekke mindre vanlige mutasjoner som kan respondere pa
EGFR-TKI (45).

Pasienter med genmutasjoner i EGFR, ekson 18-21, ved adenokarsinom i lunge viser seg ofte
a ha god effekt av tyrosinkinasehemmere (TKI) som getifinib, erlotinib og afatinib. Norsk

lungekreftgruppe anbefaler derfor denne behandlingen ved pavisning av mutasjoner i EGFR.

Under behandling med EGFR-TKI utvikles det far eller senere resistens ofte ved at det
oppstar en sekunder mutasjon i EGFR-genet. | 60% av tilfellene skyldes resistensen en
sekundaer mutasjon i ekson 20, T790M, hvor aminosyren treonin er byttet ut med metionin i
kodon 790 (46). Dette forer til en konformasjonsendring, som reduserer affiniteten for farste
og andre generasjons EGFR-TKI og signaleringen gjenopprettes. En tredjegenerasjons EGFR-
TKI, osimertinib, er spesielt designet for & hemme T790M konformasjonen til EGFR-kinase.
Osimertinib hemmer bade den aktiverende mutasjonen og den sekundaere mutasjonen (15,
47). Andre resistensemutasjoner i ekson 19 som D761Y og C747S har blitt rapportert (34).
Mutasjoner i MET og phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat 3-kinase catalytic subunit alfa
isoform (PI3KCA) er ogsa en arsak til resistens ved TKI (31).

Vanligste pavisningsmetoder er sekvensering- og real-time PCR-baserte metoder. Begge
metoder har blitt rapportert & ha hgy sensitivitet i & detektere disse mutasjonene i formalin-
fiksert-parafin-innstgpt (FFPE) vev (48). Immunhistokjemiske (IHK) metoder viser her ikke
like hgy sensitivitet (31, 49, 50).



1.5.3 BRAF
B-RAF proto-onkogen, serin/treonin kinase (BRAF) onkogen er lokalisert pa kromosom 7 ved

posisjon 34 (31). Den koder for en serin/treonin kinase, som er involvert i
RAS/RAF/MEK/ERK signalveien (24, 51). Nar BRAF er aktivert ved onkogen mutasjon
fosforylerer den MEK og det promoteres cellevekst, proliferasjon og overlevelse (31).
Mutasjoner i BRAF pavises i ca. 2-4% av adenokarsinomer i lunge (25). Mutasjoner i BRAF
ekskluderer andre drivermutasjoner som EGFR, KRAS og ALK (51, 52). Den mest frekvente
mutasjonen er V600E, som ogsa forekommer ved 50% av maligne melanomer, men ogsa
andre mutasjoner i BRAF-genet forekommer. BRAF-mutasjoner kan inndeles i V600E, som er
hyppigst ved adenokarsinom i lunge og ikke-V600E (14). Det ser ut til at pasienter med
BRAF-mutasjon V600E ofte er tidligere raykere eller raykere. Prognosen er darlig ved BRAF-
mutasjon av typen V600E, og de responderer darligere pa kjemoterapi (31). Malrettet
behandling mot BRAF-mutasjon, som vemurafenib, har delvis effekt mot V600E-varianten,
men effektiv behandling mot andre BRAF-mutasjonsvarianter finnes forelgpig ikke (15). Ved
adenokarsinom i lunge med BRAF-mutasjon V600E viser kombinasjonsbehandling med
MEK- og BRAF-hemmer (dabrafenib og trametinib) til god effekt (14, 25, 53, 54). Det testes
forelgpig ikke rutinemessig i Norge for BRAF-genmutasjon da behandling mot mutasjonen

ikke er godkjent av Beslutningsforum.

Metoder for pavisning av BRAF-mutasjon er deoksyribonukleinsyre (DNA) sekvensering,
NGS (41) eller real-time PCR (55).

1.5.4 ALK
ALK er en RTK som er medlem av insulinreseptor superfamilien. ALK-genet er lokalisert pa

kromosom 2 ved posisjon 23 (31, 56). Mer enn 19 forskjellige ALK-fusjonspartnere har blitt
oppdaget i NSCLC (57), men den vanligste translokasjonen er echinoderm mikrotubuli
assosiert protein like-4 (EML-4) og ALK-kinase pa kromosom 9 og 22 (31, 48). Dette
rearrangementet koder for et kimerisk protein med konstant kinaseaktivitet, som promoterer

malign vekst og proliferasjon (31)

ALK er et proteinet som normalt ikke er detekterbart i lungeceller, men er uttrykt som et

resultat av genomisk fusjon.

10



ALK-translokasjoner er nesten utelukkende funnet i adenokarsinomer, og disse mutasjonene
ekskluderer andre drivermutasjoner (31, 48), men det er beskrevet noen sjeldne tilfeller hvor
flere drivermutasjoner er representert (58, 59). Fra ulike studier er det rapportert ALK-

translokasjoner hos 3-5% av adenokarsinomer i lunge, og det ses hyppigst hos aldri-rgykere

og yngre aldersgrupper (60).

Farste linje terapi for ALK-positive tilfeller har veert krizotinib, som opprinnelig ble utviklet
som en MET-hemmer, men som viste seg 8 hemme ALK-kinase mer effektivt (57). Gjennom
mange ulike mekanismer oppstar resistens ved at det oppstar en sekundaer mutasjon, eller
andre ukjente mekanismer som farer til ALK-uavhengig tumorvekst. Neste generasjons terapi
er sveert aktiv bade mot bade primart og sekundzaert mutert ALK, som alektinib som na er

innfgrt som standard ferstelinjebehandling (15, 61).

Metoder som brukes for & detektere ALK-fusjons gener er FISH og immunhistokjemi, hvor
FISH er gullstandarden. Det er hgy, men ikke perfekt korrelasjon mellom FISH-positive og
immunhistokjemi-positive tilfeller. Ved usikkert resultat pa immunhistokjemi er det na mange
som analyserer videre pa FISH som er en mer sensitiv metode (50, 62). Det er et lavt antall
ALK-positive og FISH er en dyr metode, derfor brukes immunhistokjemisk metode i rutinen
som er en raskere, enklere a diagnostisere i mikroskop og mer kostnadsmessig gunstig metode
(60). NGS sammenlignet med IHK har vist ved studie & vaere mer sensitiv for pavisning av
ALK-rearrangementer (50). Studier viser ogsa at NGS er bedre til & bekrefte et usikkert
analyseresultat ved IHK, da studier viser at NGS har hgyere sensitivitet for ALK-

rearrangementer enn FISH (63).

Revers-transkriptase PCR (RT-PCR) og NGS er metoder som har hgy spesifisitet og
sensitive, men det kan vaere vanskelig & fa god kvalitet pdA RNA og DNA fra FFPE-vev (60).

1.5.5 ROS1
ROS proto-onkogen 1, reseptor tyrosin kinase (ROS1) er en RTK som er medlem av insulin

reseptor familien og er lokalisert pa kromosom 6 ved posisjon 22 (31). ROS1 spiller en rolle i
celledifferensiering ved utvikling av flere organer, men ingen ligand er enda blitt identifisert
(64).

Rearrangement av ROS1-genet, og resulterende fusjon av tyrosinkinase med ulike partnere

induserer konstant aktiv nedstrgms signalering som leder til celleproliferasjon og tumorvekst.
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Omtrent 2% av adenokarsinom i lunge har dette avviket (31), med CD74-ROS1 som den mest
frekvente fusjonen (65). ROS1 er hovedsakelig funnet hos aldri-reykende, unge kvinnelige
pasienter med adenokarsinom (8, 31, 66). ROS1-kinase deler ca. 49% aminosyresekvens med
ALK-kinase og de er fylogenetisk naere. Nesten alle ALK-hemmere er ogsa effektive

hemmere av ROS1 som krizotinib (67). I dette tilfellet uvikles ogsa ofte resistens (15).

Metode for pavisning av ROS1 inkluderer FISH, RT-PCR, IHK og RNA-NGS (41). Siden
FISH er en mer kosthar og arbeidsintensiv analyse og det er fa adenokarsinomer med ROS1-
genrearrangement, brukes rutinemessig IHK (60, 68). Ved sammenligningsstudier av NGS og
IHK for pavisning av ROSL1 er det beskrevet at NGS reduserer antall falske positive resultater
(50). Det er en ulempe at RNA er ustabilt og det kan vaere vanskelig a fa adekvate praver til

sekvensering fra FFPE-vev (63).

1.5.6 RET
RET er et proto onkogen som er lokalisert pa kromosom 10 ved posisjon 11.2. Det koder for

RTK for gliacellelinje derivert nevrotrofisk faktor (GDNF) familien. Fusjoner av RET er ogsa
et genrearrangement som er funnet ved NSCLC. Studier viser en prevalens pa 1-2% i
adenokarsinomer. Det er ofte yngre, ikke-rgykere med adenokarsinom som har RET-fusjon og

prognosen er darlig. RET-fusjon ekskluderer andre kjente drivermutasjoner (31, 69, 70).

Behandlingsforsgk med medisiner som for tiden brukes er mot RET-positiv kreft i thyreoidea,
som vandetanib, og det er prekliniske studier som viser at alektinib har anti-RET aktivitet
(15).

| motsetning til ALK og ROS1 kan RET-fusjoner ikke pavises ved IHK, da det gir en hgy
frekvens av falske positive og negative resultater, men kan pavises ved FISH, RT-PCR og
NGS (71).

1.5.7 MET og andre genmutasjoner og proteinuttrykk
MET-genet er lokalisert pa kromosom 7 ved posisjon 31 (72). Dette onkogenet koder for en

RTK (hepatocytt vekstfaktor), som aktiverer mange signalveier som spiller en stor rolle i

celleproliferasjon, overlevelse, motilitet og invasjon (48). Patologisk aktivering av MET
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inkluderer mutasjon, genamplifikasjon og proteinoveruttrykk og er en negativ prognostisk
faktor.

Aktivering av punktmutasjon i ekson 14 (METex14), som finnes i 4% av adenokarsinomer i

lunge, representerer en mulig onkogen driver som kan ha nytte av MET-hemmer (73, 74).

MET-amplifikasjon er funnet hos 20% med EGFR-TKI resistens, og det antas at MET-
avhengig aktivering av P13-K-signalveien induserer cellevekst uavhengig av EGFR-signalvei

hemming (15).

Ofte brukes NGS for pavisning av mutasjoner i MET (31), ved amplifikasjon kan FISH og
IHK ogsa brukes (41).

Andre genmutasjoner ved adenokarsinomer i lunge er i tumor protein 53 (TP53), ERBB2
(HER2), PIK3CA, mothers against decapentaplegic homolog 4 (SMAD4) (75) og neurotrophic
receptor tyrosine kinase (NTRK) (76).

Verdensomspennende undersgkelse over rutinemessig genetisk testing viser at det er hgy grad
av enighet om at flere biomarkarer bgr testes rutinemessig ved NSCLC i tillegg til EGFR,
ALK, ROS1 og PDL-1. Det er bred enighet om at KRAS, BRAF, MET og HER2
mutasjonsanalyse ber veere en del av rutinetesting (75). EGFR, ALK, ROS1 og BRAF er na
mal for kinase-hemmende terapi i NSCLC (75).

1.6 Metoder for pavisning av genmutasjoner og proteinuttrykk
Det finnes i dag flere metoder for pavisning av somatiske genmutasjoner ved adenokarsinom i

lunge. Reproduserbarhet, analysetid, sensitivitet og kostnad varierer ved de ulike metodene og
det stilles ulike krav til blant annet konsentrasjon av DNA og RNA. Ekstrahering av DNA
eller RNA far analyse for & optimalisere prevemengde kan vurderes i forkant av de ulike
analysemetodene (77, 78). Om det er gnskelig & foreta en undersgkelse av DNA pa praver
hvor fusjonsgener er involvert, kan RNA omdannes til komplementsert DNA (cDNA) ved

bruk av enzymet revers-transkriptase (RT) (79).
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1.6.1 Immunhistokjemi
Immunhistokjemi (IHK), ogsa kalt immunhistologi er en metode som brukes i biologi og

medisin for a synliggjare proteiner eller andre strukturer i vev og celler ved hjelp av merkede
antistoffer. Dersom antistoffene er merket med fluoreserende fargestoffer, snakker man om
immunfluoresens. Pavisningen er basert pa affiniteten til antistoffene til en spesifikk

vevstruktur, epitop, som en antigen-antistoff reaksjon.

Immunhistokjemi kan gjeres ved direkte eller indirekte metode. Ved direkte metode er det
spesifikke antistoffet, primeert antistoff, direkte koblet (konjugert) til et enzym eller
fluorokrom. Dette antistoffkomplekset binder malet i cellene eller vevet. Ved tilsetting av et
bestemt substrat oppstar en enzym-substratreaksjon i form av farging. Danning av fargestoffet
oppstar kun der immunhistologisk reaksjon er. Ved den indirekte metoden brukes et antistoff
(sekundeert antistoff) som er rettet mot det farste antistoffet (primeert antistoff). Det
sekundeere antistoffet er koblet til et enzym og utlgser fargingen med enzym-
substratreaksjonen. Fargen kan sees ved mikroskopering, og kan relateres til histologisk farget
preparat (80, s.242).

Metoden er rask, rimelig, sensitiviteten og spesifisiteten er hay. Men uspesifikk farging kan

forekomme, spesielt ved pavisning av ROS1-proteinuttrykk (60).

1.6.2 In situ hybridisering (ISH)
In situ hybridisering er en molekylearbiologisk metode for a pavise nukleinsyrer (RNA, DNA)

i vev, celler eller pa metafasekromosomer. Metoden utfgres ved paring av to enkelttradete
DNA eller RNA som er komplementere. Den ene av de to DNA eller RNA-tradene kommer
fra en kunstig produsert og merket probe, den andre er i preparatet og skal pavises. Proben
kan merkes med metaller, organiske kromogener eller med fluoreserende molekyler som ved
FISH.

Hybridisering tar mellom en time til flere dager, avhengig av probemateriale og malsekvens.
Etter hybridiseringstiden er hybride molekyler bestaende av nukleinsyrene og proben til stede.
Overflgdige, ikke bundne molekyler av proben vaskes ut og bundne probemolekyler kan
detekteres med en indirekte antistoff-farging. Antistoffene er igjen bundet til fluorokrom (ved

FISH) eller enzymer som danner farge. Begge blir deretter evaluert mikroskopisk.
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Parafinsnitt er et egnet utgangspunkt for denne metoden. Anvendelsesomradet er blant annet

deteksjon av amplifikasjon, delesjon og translokasjon i enkelte gener (80, s.47).

Ved usikre funn ved immunhistokjemi kan prgven analyseres med ISH eller FISH som er en
mer sensitiv metode. Ulempen ved metoden er at den er kostbar, tidkrevende og det krever

erfaring a tolke resultatet (60).

1.6.3 PCR
PCR er en metode for enzymatisk amplifikasjon av en eller flere spesifikke malsekvenser i

DNA eller cDNA. Primer bestemmer malsekvensen da den bindes til startpunktet pa DNA
eller cDNA, og reversprimer bindes til sluttpunktet pa DNA eller cDNA som gnskes replikert

og amplifisert.

Vanligvis er utgangspunktet det totale genomiske DNA, og malsekvensen i DNA er en liten
del av DNAet fra utgangsspunktet. RNA kan ved & omdannes til cDNA ved revers
transkriptase- PCR (RT-PCR). Reaksjonen foregar over flere trinn ved ulike temperaturer

hvor denaturering, primerbinding, syntese av DNA-streng og amplifisering av malgenet.

I en multipleks PCR amplifiseres flere gensekvenser med ulike primere, prober eller
spesifikke smeltetemperaturer som skiller hver sekvens fra hverandre samtidig. Dette kan fare

til nedsatt sensitivitet da primerne kan konkurrere med hverandre (81)

PCR en popular teknikk som innehar fordeler med at den er rask, robust og sensitiv (80,
5.182-183).

1.6.5 Real-time PCR
Ved real-time PCR, er mengden DNA malt ved hver syklus med gkende fluoresenssignal i

direkte proporsjon til mengde PCR-produkt dannet. Data oppsamlet i den eksponentielle fasen
av reaksjonen inneholder informasjon om startkvantiteten av amplifikasjonsmalet. Fluoresens
brukt i real-time PCR inkluderer dobbelstreng DNA-bindende farge, eller farger bundet til
PCR produkt under amplifikasjonen (80, s. 243).
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Endring i fluoresensen i reaksjonen males, og ved a plotte fluoresens mot syklusnummer vil
real-time PCR instrumentet generere en amplifikasjonsplot som representerer akkumuleringen

av produkt gjennom tiden PCR-reaksjonen pagar (80, s. 243).

Basert pa det detekterte fluoresens signal og valgt eksperimentelt oppsett er det mange
analysetrinn som er ngdvendig for a fa biologisk meningsfulle resultater. Basert pa

rafluoresensverdiene blir farst baselinjen trukket fra radataene (81).

Deretter er det kvantifikasjonssyklus (Cq) verdien som kalkuleres. Generelt kan man si at Cq
verdien representerer det antallet sykluser som trengs for a na et bestemt fluoresenssignalniva,
og representerer syklusnummeret i reaksjonen (81). Cg-verdien er brukt til & beregne det
initiale DNA-kopiantallet. Cg-verdi er omvendt relatert til startmengden av malet, altsa
hgyere Cg-verdi ved lavere konsentrasjon. Ved a bruke den bestemte Cg-verdien kan
kvantifiseringen av nukleinsyrer bli utfgrt ved absolutt kvantifisering ved hjelp av

standardkurve, relativ kvantifisering eller digital PCR (81).

Ved absolutt kvantifisering brukes standardkurve av standarder med ulike kjente
konsentrasjoner. Dermed kan det produseres en lineser sammenheng mellom Cq og
logaritmen av det totale templat DNA. Ved relativ kvantifisering brukes et referansegen for a

bestemme varianser i malgenet i forhold til referansegenet (81).

Digital droplet PCR (ddPCR) hvor PCR-reaksjonen foregar i titusenvis av droplets, med
maling av fluoresensen til hver droplet som deretter registreres ved et binzrt system 1 eller 0,
det vil si enten positiv eller negativ. Antallet droplets med fluoresens blir registrert og

kvantiteten males uten bruk av standardkurve men ved hjelp av Poisson formel (82).

1.6.6 DNA-sekvensering, Sangers metode
Fred Sangers DNA-sekvenseringsmetode fra midten av 1970-tallet er en enzymatisk metode

for genomsekvensering, inkludert det humane genom. Den bestar i syntetisering av DNA-
trader med tilfeldig hemming av DNA-kjedeforlengelse. DNA traden ma veere enkelttradet for
a kunne vare et templat for dannelsen av en ny komplementeer DNA-streng in vitro ved bruk
av passende DNA polymerase. DNA kan amplifiseres ved PCR far sekvensering, og gjares til

enkelttrad ved a bruke hgy temperatur, denne kan brukes som sekvenseringstemplat.
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Sekvenseringen er fordelt over fire parallelle reaksjoner, hver inneholder fire
deoksynukleotidtrifosfat (ANTP) (deoksyadenosintrifosfat (dATP), deoksycytosintrifosfat
(dCTP), deoksyguanosintrifosfat (dGTP) og deoksytymintrifosfat (dATTP)). I tillegg er det i
hver reaksjon tilsatt fire analoge dideoksynukleotider (ddNTP), som fungerer som en
basespesifikk kjedeterminator og straks et ddNTP er inkorporert terminerer kjedeforlengelsen.
Det tilsettes i hver reaksjon overskudd av dNTP, og det blir en tilfeldig konkurranse om
inkorporering i DNA kjeden. Ved a merke primer eller dNTP, vil den voksende kjeden veere
merket. Hver av disse fragmentene i en reaksjon vil ha en lik ende, 5’enden, som er definert
med sekvensens primer. Mens 3’ enden er variabel fordi insettingen av ddNTP skjer tilfeldig

ved en av de forskjellige posisjonene som vil akseptere den spesifikke base.

Disse basespesifikke reaksjonene vil danne DNA fragmenter med ulike lengder, som skilles i
starrelse pa en denaturert polyakrylamidgel. Det negative ladete DNA vandrer mot positiv
ladet side, mindre fragmenter vandrer lengre enn lange og kan derfor skilles, og

baserekkefglgen kan avleses.

Fire av de spesifikke fluoresensfargene er brukt i de fire basespesifikke reaksjonene. Ved & ha
ulik farge vil de ulike emisjonsbglgelengdene skille de ulike basene slik at alle fire
reaksjonene kan samles i gelen. Gjennom elektroforese vil DNA fragmentene passere en
eksitasjonskilde som laser, mens en monitor detekterer og lagrer fluoresenssignalet mens
DNA passerer gjennom et fiksert punkt i gelen. Dette resulterer i at det produseres
intensitetsprofiler for hver av de fire forskjellige fluoroforene mens denne informasjonen ogsa
blir lagret elektronisk (80, s. 217-219).

Metoden kan lese DNA-fragmenter pa 500-1000 basepar (bp) (83), og kan brukes for sma
mengder av DNA-fragmenter. Metoden er ngyaktig, men det analyseres fa malgener hver

gang og metoden blir derfor tidkrevende og kostbar (83).

1.6.7 Pyrosekvensering
DNA-kjeder syntetiseres fra ANTP og DNA-polymerasereaksjonen farer til spalting av a- og

B-fosfat slik at dimonofosfat (ANMP) som inneholder a-fosfat er inkorporert i DNA, og legger
tilbake pyrofosfat (PPi) bygget opp av - 0g y-fosfat. Pyrosekvensering utnytter frigjgringen
av pyrofosfat hver gang et nukleotid er inkorporert i en voksende DNA kjede. Sekvensielle

enzymreaksjoner er brukt til 3 detektere frigjeringen av PPi.
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ATP sulfurylase konverterer kvantitativt PPi til ATP ved tilstedevarelse avadenosin
5’fosfosulfat. Frigjort ATP driver en reaksjon hvor luciferase omdanner luciferin til
oxyluciferin, et produkt som genererer synlig lys proporsjonalt med ATP mengden. Hver
gang et lyssignal er detektert er et nukleotid inkorporert i den voksende DNA strengen. De
ulike dNTP er tilfart sekvensielt, ulikt Sangers metode hvor alle dNTP tilfares samtidig. Om
den valgte dNTP er den som kan gi dNMP ved a forlenge DNA strengen, vil det fare til at PPi
blir frigjort og lys produseres og detekteres. Ubrukt dNTP og ATP er degradert ved enzymet
apyrase, som er inkludert i reaksjonsmiksen. Slik at om den neste dNTP ikke er den som
trengs for neste syntesetrinn, vil ikke lys bli produsert og apyrase vil degradere dNTP (80, s.
219, 84).

Pyrosekvensering blir ofte brukt til pavisning av single-nucleotide polymorphism (SNP), med
korte leselengder pa 100-400 bp (84).

1.6.8 NGS
Introduksjonen av neste generasjons sekvensering (NGS) har gjort det mulig med hay

gjennomstremming og detektering av multiple genetiske forandringer eller avvik i bade
medfadte og somatiske genomer. NGS tilbyr simultan sekvensering av tusen til millioner
korte nukleinsyresekvenser i en massiv parallell reaksjon. Metoden sekvenserer, i motsetning
til for eksempel Sangers metode, store regioner av genomet til en lavere kostnad og hayere
sensitivitet. NGS kan utfgre hel-genomsekvensering, hel-transkriptom-sekvensering (MRNA),
og malrettet sekvensering av multigenpaneler. Mens de store helgenomsanalysene er aktuelle
for forskningsprosjekter, vil paneler med malrettede paneler vaere en fordel i

molekyleerdiagnostisk rutine ved mange ulike sykdommer som blant annet kreft.

Mange kommersielle NGS plattformer er tilgjengelige for malrettet sekvensering som lon
Torrent og lllumina. Disse bruker ulike prinsipper men har like prosesseringstrinn.
Plattformen bygger pa prinsippet av klonal amplifisering av enkle DNA-molekyler, fordelt pa
en fast overflate og applikasjon av sekvenseringskjemi. Farst er DNA fragmentert eller
preamplifisert med genspesifikke primere. Deretter, tilsettes universal adapter-sekvenser til
enden av DNA-fragmentet. Disse oligonukleotidadapterne er komplementzare til PCR
primerne som er brukt til klonal amplifisering pa en fast overflate. lon Torrent bruker

emulsjon PCR for & generere klonale DNA fragmenter pa 3 um diameter kuler. pH-signal
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detekteres ved frigjgringen av hydrogenioner ved enkel nukleotidinkorporering, og

sekvenseringen utfgres pa en chip som virker som et sensitivt pH-meter (85).

Ved Illumina er PCR-klonene festet pa en gjennomstrammingscelle med dannelse av broer.
PCR hvor en reversibel terminator farge kan detekteres ved syntese for hver single base som
inkorporeres i den voksende DNA-traden (85).

RNA-sekvensering kan utfgres ved @ omdanne RNA til cDNA ved revers transkripsjon da
NGS krever DNA-substrat (83).

Leselengder for Illumina er 100-300 bp, og for lon Torrent 100-400 bp. Begge plattformer
tillater sekvensering fra begge ender av DNA-traden (86). Sekvensering fra begge ender er en
fordel ved translokasjoner og delesjoner da det gis tilleggsinformasjon om hvilke sekvenser

som er i samme templat (83).

FFPE-vev er et egnet utgangspunkt for NGS, selv om det er beskrevet at det kan veere
problemer med & fa adekvate praver ved RNA-sekvensering (63). Anvendelsesomradet er
blant annet deteksjon av punktmutasjon, amplifikasjon, delesjon og translokasjon i enkelte
gener (80, s.47). Disse metodene krever lite prevemateriale siden flere mutasjonsanalyser
utfares samtidig (87).

1.7 Flytende biopsier
Biopsier fra lunge er gjerne sparsomme, og ofte er det ikke tilstrekkelig materiale til alle

analysene som skal utfgres. Det kan vaere en utfordring & fa adekvat prgvemateriale pa grunn
av svulstens beliggenhet, eller fordi pasienten vegrer seg for stikking og serlig ved behov for
gjentatte biopsier. Pakkeforlgpet kan forsinkes pa grunn av dette og risikoen for
komplikasjoner gker.

DNA-fragmenter fra kreftceller som sirkulerer i blodet eller annen flytende veske som
pleuravaeske og annet kan pavises ved ulike teknikker som real-time PCR metode som ved
Idylla™mutasjonstest, NGS og ddPCR. Sirkulerende tumor DNA (ctDNA) er et potensielt

avstap av hele genomet og blir referert til som flytende biopsier (88).

En av de utfordrende biologiske egenskapene ved kreft er tumorens heterogenitet, og det
omradet av svulsten som praven er hentet fra trenger ikke a vaere representativ for hele

sykdomsbildet (89, 90). Nesten alle tumorer som behandles utvikler en resistens som et
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resultat av tumorheterogenitet, klonal evolusjon og seleksjon. Spesielt ved metastaserende
kreft kan undersgkelse kun av primartumor ikke ngdvendigvis gi et helhetlig bilde av
kreftsykdommen, og det kan ofte vaere vanskelig & fa tatt praver av metastaser eller lokalisere
disse. CtDNA kan derfor gi et mer riktig bilde av heterogeniteten og den genetiske profilen til
kreftcellene. Ved tumorprogresjon kan egenskapene til tumor endres, og kreftcellene fra

metastaser innehar ngdvendigvis ikke de samme egenskapene som primartumor (88).

Ved for eksempel EGFR-TKI-resistens kan T790M detekteres ved ulike metoder i plasma, og
fare til at riktig behandling med osimertinib gis ved et tidligere tidspunkt (91, 92).

Analyse av ctDNA, viser seg & ha hgy konkordans i mutasjonsprofiler i forhold til biopsier fra
vev fra NSCLC. Dette gjelder spesielt for drivermutasjoner (93). Men ved sma tumorer kan
resultatet pa genmutasjonstest veere falsk negativt da mengden sirkulerende DNA er mindre
(94). Falske positive resultater kan forekomme, som ved KRAS-genmutasjonsanalyse hvor det
er beskrevet falske positive resultater ved klonal hematopoese (95). Disse falske positive og
falske negative tilfellene begrenser den praktiske nytten av ctDNA ved tidlig kreftdiagnose

eller screening (86).

Pavisning av ctDNA kan vere en potensiell mulig komplementaer metode for vevsbiopsier i
diagnostikken prognostisk, ved behandlingsrespons og ved resistens mot behandling (93). Om
analyse pa ctDNA gir et mer oversiktlig bilde over heterogenitet til primartumor og
metastaser er fortsatt et dpent spagrsmal (89). Det er enda ikke anbefalt molekyler testing for

ctDNA nar vev eller celler fra tumor er tilgjengelig (96).
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2 Formal med oppgaven
Presisjonsmedisin bedrer behandlingen til mange pasienter med adenokarsinom i lunge i form

av gkt levealder, feerre bivirkninger og stagrre pasienttilfredshet. Stadig flere genmutasjoner og

proteinuttrykk pavises og det utvikles stadig bedre malrettede behandlinger mot disse.

Ved Vestre Viken helseforetak (VV HF) anlayseres det i dag pa adenokarsinom i lunge for
ALK- og ROS1-proteinuttrykk, og EGFR-genmutasjon. ALK- og ROS1-proteinuttrykk
analyseres ved immunhistokjemisk (IHK) metode lokalt pa egen avdeling ved VV HF, mens
genmutasjonsanalyse pa EGFR analyseres ved eksternt laboratorium (OUS). Som fglge av
forlenget analysesvartid og gkt kostnad ved & sende praver til ekstern sykehus gnsker vi med
dette prosjektet a studere om det kan veere fordelaktig 4 endre dagens praksis med tanke pa
analysere ogsa for EGFR-genmutasjon lokalt ved VV HF.

Vi gnsket & studere forskjell i tid og kostnad ved a analysere et vesentlig antall
uselekterte prospektive FFPE-vev fra adenokarsinom i lunge pd EGFR-genmutasjon

parallelt ved lokalt og eksternt laboratorium.

Ved VV HF gnsket vi a se nermere pa om det var hensiktsmessig a innfare metode med
KRAS-genmutasjonsanalyse som farstevalg ved adenokarsinom i lunge. Siden KRAS-
mutasjon er gjensidig ekskluderende kan videre mutasjonsanalyser stanses ved positivt
resultat. Ved negativt resultat pa KRAS-mutasjonstest analyseres det videre for mutasjon i
EGFR, og om den er negativ analyseres det videre for BRAF-mutasjon og IHK undersgkelse
for pavisning av ALK og ROS1. Ved positivt resultat for EGFR-mutasjonstest er videre
analyser overfladige da EGFR-mutasjonen ogsa er gjensidig ekskluderende. Ved metode uten
KRAS-genmutasjonsanalyse analyseres det for EGFR-, BRAF-mutasjonstest og
immunhistokjemisk analyse for ROS1 og ALK pa alle pasientprgvene.

Vi gnsket a studere fordeling og frekvens av KRAS-, EGFR- og BRAF-genmutasjon i et

vesentlig antall retrospektive og prospektive FFPE-vev fra adenokarsinom i lunge.

Vi gnsket a analysere en eventuell gevinst ved innfaring av genmutasjonsanalyse for
EGFR, KRAS og BRAF ved eget laboratorium pa FFPE-vev fra adenokarsinom i lunge.
Spesifikt gnsket vi a studere metode med og uten KRAS-mutasjonsanalyse og studere

fordeler for pasient og kostnadsbesparelse relatert til dette.
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3 Materialer og metoder
Det ble hentet frem 75 retrospektive praver med pavist adenokarsinom i lunge ved hjelp av

sykehusets pasientdatasystem i VV HF. Disse var registrert foregaende ar med
provetakingsdato fra desember 2017 til april 2019. Arkivert prgvemateriale var FFPE-vev
som kunne hentes frem. Prgvene var tidligere analysert for EGFR-mutasjoner pa OUS og

analyseresultater forela.

Prospektivt ble alle FFPE-vev fra pasienter som fikk pavist adenokarsinom i lunge siste
halvdel av 2019 ved VV HF valgt. Det ble analysert pa 33 prospektive FFPE-vev for KRAS,
og pa EGFR-genmutasjon der KRAS-mutasjonsanalyse var negativ. Siden KRAS- og EGFR-
mutasjonstest ble utfgrt samme dato, ble datoen for analyse av disse registrert i tabell til

sammenligning med analysesvar fra OUS.

Totalt ble 108 FFPE-biopsier analysert retro- og prospektivt, fordelt pa 46 menn og 62
kvinner. Pasientene er i aldersgruppen 43-88 ar, og alle stadier av sykdomsforlgpet er

representert.

Pasientsamtykke ble ikke innhentet, og det ble ikke sgkt Regionale komiteer for medisin og
helsefaglig forskningsetikk (REK) eller personvernombudet (PVVO) da prosjektet er en
metodeutvikling. Alle pasiententdataene ble anonymisert ved a fjerne fadselsnummer og navn
i tabeller. Det ble opprettet R- og P-nummer for retrospektive og prospektive prgver som

fjernet muligheten for gjenkjennelse av pasient.

3.1 Biocartis Idylla™mutasjonstest
Idylla er en fullautomatisert multipleks real-time PCR-metode. Biocartis Idylla bestar av

konsoll, instrument og testpatroner for forskjellige mutasjonsanalyser. Konsollen bestar av en
bergringsskjerm og strekkodeleser, hvor det ble lagt inn type test og analyseresultatet kom

automatisk opp pa skjerm etter endt analyse.

Instrumentet veier 18,6 kg og det kan stables fire i hgyden, mens totalt atte kan kobles til

konsollen. En ledlysring indikerer status pa instrumentet.
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Figur 2A. Bildet illustrerer Biocartis™Idylla helautomatiske multipleks-PCR instrument,
med konsoll, instrumenter, og testpatron for forskjellige mutasjonsanalyser.

Figur 2B. Bildet illustrerer en testpatron som er apnet og klar for tilsetting av prevemateriale
(97). Bildene er 1ant med tillatelse av Biocartis.

Praven ble tilsatt direkte i testpatronen som i vart tilfelle var FFPE-vev fra adenokarsinom i
lunge, men blod, plasma, serum, spytt, ekstrahert og oppkonsentrert DNA kunne ogsa
tilsettes. Testpatronen inneholdt alle ngdvendige reagenser og alle prosesseringstrinn
foregikk i en patron. En testpatron kunne brukes en gang og siden testpatronen var lukket var

det ingen kontamineringsrisiko.

Prgvemateriale fra parafinblokken, hvor biopsien fra adenokarsinomet var innstgpt, ble snittet
pa mikrotomen. Molekylarbiologiske undersgkelser stiller strenge krav i henhold til
kontaminering med fremmed vev og/eller fremmed DNA. Hansker skal alltid brukes ved
handtering av prgver og preparering av testkassetten. Utstyr som ikke er engangs, ble farst
vasket med RNase/ DNA-away og deretter med 70% etanol. Mikrotomblad og hansker ble

byttet og utstyret ble rengjort mellom hver parafinblokk som ble snittet.

Det farste snittet som hadde blitt farget med hematoksylin og eosin (HE) var tidligere blitt
levert og diagnostisert av patolog, som ved funn av adenokarsinomceller fra lunge hadde

bestilt molekyleerbiologiske og immunhistokjemiske analyser.

Til molekylarbiologiske undesgkelse ble det snittet fire vevssnitt pa mikrotomen med
tykkelse 10 um, men ved sparsomt prevemateriale ble det snittet med tykkelse 8 um og feerre
snitt. Deretter ble det snittet et ekstra snitt for HE-farging, slik at patologen kunne se om det

fortsatt var adenokarsinomceller i siste vevssnitt.
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Idyllamaskinen ble startet, og ny test ble valgt. Testpatronen ble sa pakket ut og ble merket
med prgvenummer. To Whatman-filterpapir ble plassert med pinsett pa et rent objektglass,
hvor begge var fuktet med nukleasefritt vann. FFPE-vevssnitt ble mikrodissekert for
tumorceller med engangsskalpell og ble overfart direkte til det ene fuktede filterpapiret ved
hjelp av en pinsett. Det andre filterpapiret ble sa plassert over prgvematerialet. Filterpapir og
vev ble deretter overfart til testpatronen til Idylla. Instrumentskuffen ble apnet og testpatronen

satt inn i Idyllamaskinen.

| testpatronen ble det automatisk tilsatt en kombinasjon av kjemiske reagensmidler, enzymer,
varme og hay intensitet fokusert ultralyd (HIFU) for avparafinering, nedbryting av vevet og
lysering av celler med frigjering av nukleinsyrer. Nukleinsyrene ble festet til en
silikonmembran, og DNA ble ekstrahert. Deretter amplifikasjonsdeteksjon etter real-time
PCR prinsippet. Dette foregikk i fem uavhengige PCR kamre, som inneholdt tarkede reagens
med blant annet primer, probe, enzymer og opp til seks fluorokromer (6-fluorescein amidite
(FAM), hexachlorofluorescein (HEX), Teaxas RED, AF647N, Atto700, HiLyte750).

Pavisning av genmalene ble gjort ved hjelp av fluoresensmerkede prober. Under spesifikk
amplifikasjon og deteksjon, ble fluoreserende signaler omdannet og oversatt til genetiske
analysesvar. Dataen ble analysert automatisk og resultatet sendt til konsollen. Fra prgven ble
tilsatt til svar foreld tok det ca.120 minutter. Testen var fullautomatisert og dekket alle ledd
innen analysen som forbehandling, DNA-isolasjon, PCR-amplifikasjon og deteksjon samt

analysering av testresultatene.

Det ble stilt ulike krav til mengde celler avhengig av hvilken genmutasjon vi gnsket a pavise.
Ved genmutasjonstest for KRAS og EGFR bgr minimum 10% av cellene veere tumorceller, og
for BRAF bgr minimum 50% av cellene veere tumorceller. Tumorcellene ble markert av
patolog ved mikroskopiering av HE-farget preparat, og om det var for lite tumorceller matte

snittykkelsen gkes slik at mengden tumorceller var innenfor analysekravet (42, 55, 98).

Mulige feilkilder ved metoden som man matte veaere oppmerksom pa var prgveforbytting. Det
var ogsa viktig 4 vaere oppmerksom pa at tilstrekkelig prevemateriale var tilsatt, og at det var
tilsatt riktig i Idylla-testpatronen. Fragmentering av DNA kan forekomme om prgven har veert
fiksert i formalin for lenge i forkant, optimalt ikke lengre enn 24 timer (42, 55, 98-100).
Fragmentering av DNA kan ogsa forekomme ved oppbevaring over lang tid i FFPE-blokk
(101). Farget FFPE- vev kan pavirke fluoresensen sa det kunne ikke brukes. Parafinen matte

ha smeltepunkt lik eller lavere enn 60°C, ellers var ikke lysering av vev og DNA isolasjon
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mulig (42, 55, 98). Testpatronen matte oppbevares riktig med tanke pa temperatur og etter at
testpatronen var apnet matte den brukes innenfor angitt tidsintervall mellom preparering av
patronen og teststart. Forurensing med fremmed vev/DNA og DNase/RNase var 0gsa en

mulig feilkilde ved metoden.

3.1.1 Genmutasjonstest med Biocartis Idylla™KRAS
Idylla KRAS-mutasjonstest paviste mutasjoner i ekson 2, 3 og 4 av KRAS-onkogenet. Testen

bestod av fem allelspesifikke multiplekse PCR-reaksjoner som var utviklet spesifikt for a
amplifisere KRAS-gensekvenser med mutasjon i kodon 12, 13, 59, 61, 117 og 146. Et
konservert fragment i knutepunktet for intron 4/ ekson 5 i KRAS-genet ble amplifiseres
samtidig. Denne reaksjonsmiksen (KRAS-total) var tilsatt i alle fem kamre og fungerte som en
endogen kontroll. Denne kontrollreaksjonen var i tillegg en maling av mengden amplifiserbart

DNA i prgven og ble brukt i analysen av prgvens mutasjonsstatus (42).

KRAS-genmutasjonstest bruker multikomponente nukleinsyre-enzymer (MNAzyme)
teknologi som innebzrer dannelse av katalytiske komplekser som bestar av mange partzymer
ved tilstedevarelse av malnukleinsyrer. MNAzymer spalter en probe mellom fluorofor og
quencher for & produsere et fluoresenssignal som indikerer tilstedeveerelse av malgenet (figur
3). Det probebindende domenet til partzymer kan veere komplementer til mange
universalprober, noe som er en fordel da det ikke er ngdvendig a syntetisere en ny probe for
hvert genmal (102, 103).
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Figur 3. lllustrasjonen viser dannelsen av MNAzyme kompleks ved binding av MNAzyme
til malgenet ved PCR. Probe bindes til komplekset som katalyserer spalting av probe hvor
fluoreserende signal frigjgres (102). Bildet er gjengitt med tillatelse fra Oxford University
Press.

Tabell 1. Tabellen viser hvilke mutasjoner som primere bindes til med tilhgrende
fluorokromer som er i de ulike kamre i testkassetten for KRAS-genmutasjonsanalyse. KRAS

total er en endogen kontroll som ogsa er med pa beregningen av prgvens mutasjonsstatus.

Fluorokrom  Kammer A KammerB  Kammer C ~ Kammer D Kammer E
FAM G12C G12R G12S

HEX KRAS total | KRAS total | KRAS total | KRAS total | KRAS total
Texas RED Gilz2v G12D G12A AS9T/E/G
AF647N Q61H/H Q61K/K Q61R/L Al46T/VIP

Atto700 G13D K117N/N

HiLyte750*

*brukes ikke ved KRAS-mutasjonstest. FAM = 6-fluorescein amidite, HEX =
hexachlorofluorescein (42).

Ved KRAS-genmutasjonstest ble de innsamlede fluoreserende signalene beregnet automatisk,
og de fluoreserende signalene ble evaluert for & se om de er gyldige i henhold til PCR-kurven.
En syklus for Cq ble beregnet for hver gyldige kurve. Differansen mellom
praveprosseseringskontrollens (KRAS-total) Cg-verdi og Cg-verdi oppnadd ved et eller flere
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mutasjonssignal, det vil si ACq, som var et forhandsdefinert intervall i Idylla avgjorde om
prgven ble rapportert som mutasjonsnegativ eller positiv. Mutantsignalet anses som gyldig
hvis ACq er innenfor et forhidndsdefinert gyldighetsomrade, og ugyldig om det er utenfor.
Prgver med et gyldig kontrollsignal, men en ACq-verdi utenfor det forhandsdefinerte
intervallet for alle mutantsignaler rapporteres som mutasjonsnegativ. I tilfelle ingen KRAS-
kontrollsignaler ble detektert i en PCR-reaksjon, kunne ingen mutantsignaler fastsettes og

resultatet for PCR reaksjonen ble ansett som ugyldig.

Den genetiske tildelingen som ble oppgitt pa skjermen etter endt analyse viste ikke alltid den
spesifikke mutasjonen som resultat, men hvilken forhandsdefinerte mutasjonsgruppe den
befant seg i (42).

Tabell 2. Tabellen viser en oversikt over mutasjonene i KRAS som pavises av Idylla og

hvilken genetisk tildeling som hver mutasjon besvares med (42).

ANINOSYRE- Kooine DNA- GEMETISK TILDELING
ENDRING ENDRING IoviA™ KRAS
2 12

G12A p.Glyl2Ala €.35G>C G12A
G12C p- Glyl2Cys c.34G>T G12C
G12D p.Glyl2Asp C.35G>A G120
G12R p.Glyl2ZArg c.34G>C G12R
G125 p.Glyl125er C.34G»A G125
G12vV p.Gly12Val c.35G>T G12v

13 G13D p.Glyl3Asp C38GrA G13D

3 59 AS9E p.Ala59Glu cA76C+A ASIT/E/G

AS3G p-AlaS9Gly c176C>G
ASST p.Ala5SaThr c175G>A

61 a61H p.GInG1His c183A>C as1H
Qe1H p.GIn&1His c183A>T
Q61K p.GInG1Lys cAB1C>A as1k
Qe1K p.GInG1Lys c.180_181delinsAA
aslL p.GInG1leu cA182A>T asiL/R
Qel1R p.GInE1Arg c182A>G

4 117 K117M p.Lys117Asn c351A>C K117N

K117M p.lys117Asn c351A-T

146 A146P p.Alald6Pro c436G>C AL46P(T/V
A146T p.Alal46Thr c436G=A
Al4BV p.Alaldgval c437CT
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Det er ikke pavist noen reaktivitet for oligonukleotidprimerne utenfor KRAS-genet som kan
fare til uspesifikke reaksjoner. Men det er tre mutasjoner utenfor kodonene testet av Idylla
som kan fare til falske positive resultater, dvs. henholdsvis p.G10_A11linsG
(c.30_31insGGA), p.C1185 (€.353G>C) og p.G60D (c.179G>A). Forekomsten er lav og
sannsynligheten for falske resultater er liten til ubetydelig. Kjente varianter for KRAS-
mutasjonen dekkes av ldylla. Mer sjeldne KRAS-mutasjoner som G12D (c.35_36delinsAC),
G12V (c.35_36delinsTC) og Q61R (c.182_183delinsGT) vil ikke bli pavist med denne testen.

Blant de kjente mutasjonene i kodonene som dekkes av Idylla™KRAS mutasjonstest, men
som det ikke er utviklet primere for, skal mutasjon G12W (c.34_36delinsTGG) pavises og
rapporteres som G12C, og mutasjon G13N (c.37_38delinsAA) og G13E (c.38_39delinsAA
eller ¢.38_39delinsAG) vil resultere i G13D resultat. Foruten disse vil resultatet veere ingen

mutasjon pavist (42).

Sensitiviteten til Idylla™KRAS viser ved studie at laveste allelfrekvens pa 5% kan pavises i
over 95% av testtilfellene ved 95%konfidensintervall. Deteksjonsgrensen varierer blant
forskjellige mutasjoner fra 1-5% allelfrekvens (5% for G12C, G12D, G12R, G12S, G12V,
G13D, Q61H, Q61L og 1% for G12R) (42).

Reproduserbarhet mellom laboratorier og mellom partier viser ved testing for alle KRAS-
mutante prever og Idylla™ KRAS-mutasjonstest-partier, var genotypetildelingens
reproduserbarhet 100% (42).

Ngyaktigheten til denne testen er undersgkt i studier med PCR-basert referansetest og NGS,
og resultatet viser et generelt prosentsammenfall pa 97%. En studie med sammenligning av
Idylla™KRAS-mutasjonstest og NGS viser 94% samsvar (104).

Mulig forstyrrende stoffer som nekrotisert vev viser seg a ikke forstyrre
genmutasjonsanalysen hverken ved KRAS, EGFR eller BRAF (42).

3.1.2 Genmutasjontest med Biocartis Idylla™EGFR
EGFR-genmutasjonstest med Idylla detekterer mutasjoner i ekson 18 (G719A/C/S), 20

(T790M,S7681) og 21 (L858R, L861Q), delesjon i ekson 19 (delesjon 9/12/15/18/21/24) og
insersjon i ekson 20 (InsG,InsASV (9+11)/InsSVD /InsH) i EGFR genet (98).
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Tabell 3. Tabellen viser hvilke mutasjoner som primere bindes til med tilhgrende
fluorokromer som er i de ulike kamre i testkassetten for EGFR-genmutasjonsanalyse. EGFR

total er en endogen kontroll som ogsa er med i beregningen av prgvens mutasjonsstatus.

Fluorokrom Kammer A Kammer B Kammer C Kammer D Kammer E

FAM Del9/Del21a Del18/Del21b G719A
/Del24

HEX L861Q L858R S768lI

Texas RED G719S T790M G719C1

AF647N InsH Del15 Del12 InsSASV9/Ins  InsSVD

ASV11/InsG
Atto700 EGFR total  EGFR total | EGFR total EGFR total EGFR total
HiLyte750*

*Brukes ikke ved EGFR-mutasjonstest. FAM=6-fluorescein amidite,
HEX=hexachlorofluoresein (98).

Som ved KRAS-genmutasjonsanalyse brukes MNAzyme-teknologi. Ved KRAS-
genmutasjonsanalyse ble de innsamlede fluoresens-signalene automatisk detektert, og
signalene evalueres for & se om de var gyldige i forhold til PCR-kurven hvor Cq ble beregnet
for hver gyldige kurve ogsa dette tilsvarende KRAS-mutasjonstest. Et konservert fragment i
transmembranregionen for EGFR-genet ble amplifisert samtidig (EGFR-total) og
reaksjonsmiksen til dette fragmentet var tilsatt i alle fem kamre og fungerte som en endogen
kontroll. EGFR-total ble brukt i beregning av prgvens mutasjonsstatus, som ble fastsatt ved
beregning av ACq (differanse mellom Cq-verdien til EGFR-total og Cg-verdien til EGFR-
mutant). Denne EGFR-kontrollreaksjonen var ogsa en maling av mengden amplifiserbart
DNA i prgven.
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Mutantsignalet anses som gyldig hvis ACq var innenfor et forhandsdefinert gyldighetsomrade

beregnet av Idylla, og EGFR-kontrollsignaler matte detekteres for at analysen skal vere

gyldig (98).

Idylla rapporterte resultater for syv genotypeoppkallinger. Genotypeoppkallingene som

delesjon i ekson 19 og insersjon i ekson 20 dekket mutasjonsgrupper. Dersom det ble pavist

mutasjoner i noen av disse gruppene ble det ikke gitt informasjon om type mutasjon, men ble

besvart ut som henholdsvis ekson 19 delesjon og ekson 20 insersjoner (98).

Tabell 4a og tabell 4b viser en oversikt over mutasjonene i EGFR som pavises av ldylla, og

hvilke mutasjoner som hgrer inn under hver genotypeoppkalling (98).

Tabell 4a.

PROTEINEMDRING NuUKLEEDTIDENDRING GENOTYP-
OPPEALLING

EGFR | 18 G719A
G719C
G719C2
G7195

19 Sletting 9

Sletting 12

Sletting 15

Sletting 18

p.Gly719Ala

p.Gly719Cys
p.GlyF19Cys{2)
p.Gly7195er
p.Leu747_Ala750delinsPro

p.Leu747_Ala750delinsSer
p.leu747_Glu749del

p.Leu747_Thr751delinsPro
p.Leu747_Thr751delinsSer

p.Glu746_Ala750del

p.leu747_Thr751del

p.Glu746_Thr751delinsAla
p.Glu746_Thr751delinslle
p.Glu746_Thr751delinsVal
p.Llys745_Ala750delinsThr
p.Glu746_Thr751delinsLeu
p.Glu746_Thr751delinsVal
p.Glu746_Thr751delinsAla
p.Glu746_Thr751delinsGin
plle744_Ala750delinsVallys
p.Leu747_Pro753delinsSer
p.Glu746_Ser752delinsVal
p.leu747 _Ser752del
p.Glu746_Thr751del
p.Leu747_Pro753delinsGln

c.2156G>C

C.2155G>T
c.2154_2155delinsTT
c.2155G>A
C.2238_2248delinsGC
€.2239_2248delinsC
C.2240_2248del
c.2239_2247del
€.2239_2251delinsC
c.2240_2251del
€.2235_2249del
c.2236_2250del
c.2239_2253del
c.2240_2254del
c.2238_2252del
c.2237_2251del
c.2235_2252delinsAAT
c.2237_2252delinsT
c.2234_2248del
C.2236_2253delinsCTA
c.2237_2253delinsTA
€.2235_2251delinsAG
C.2236_2253delinsCAA
C.2230_2249delinsGTCAA
C.2240_2257del
c.2237_2255delinsT
c.2239_2256del
C.2236_2253del
c.2239_2258delinsCA

GT19A/C/S

Exon 19-
sletting
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Tabell 4b.

PROTEINEMDRING NUKLEDTIDEN DRING GENOTF-
OPFEALLING

p.Glu746_Ser752delinsAla 254del
p.Glu746_Ser752delinsAsp C.2238_2255del
EGFR
p.Glu746_Pro753delinsValSer C.2237_2257delinsTCT
p.Glu746_Ser752delinslle €.2236_2255delinsAT
C.2236_2256delinsATC
p.Glu746_Ser752delinsVal C.2237_2256delinsTT
€.2237_2256delinsTC
€.2235_2255delinsGGT
Sletting 21 p.leu747_Pro753del C.2238_2258del
p.Glu7T46_Ser752del €.2236_2256del
Sletting 24 p.5er752_lle759del €.2253_2276del
20 T730M p.Thr790Met C.2369C>T T790M
57681 p.Ser768lle C.2303G>T 5768l
InsG p-Asp770_Asn771insGly €.2310_2311insGGT Exon
InsASV(3) p.Val768_Asp770insAlaServal C.2307_ 20-
2308insGCCAGCETS tillege
InsASV(11) p.Val768_Asp770insAlaServal c.2309_
2310delinsCCAGCGTGGAT
Ins3VD p-Asp770_Asn771linsSerValAsp c.2311_
2312insGCGTGGACA
InsH p.His773_Wal774insHis €.2319_2320insCAC
21 LB5BR p.LeuB5BArg C.2573T>G L85BR
€.2573_2574delinsGT
€.2573_2574delinsGA
L8E1Q p.LeuB&1GIn C.2582T>A Le61Q

Sensitiviteten ved EGFR-mutasjonstest er ved testing vist at laveste allelfrekvens pa <5% for
mutasjoner i ekson 19, 20 og 21 og <10% for mutasjoner i ekson 18 pd EGFR-genet kan
pavises i 95% av testtilfellene ved et 95% konfidensintervall (98).

Det er ikke identifisert reaktivitet for noen av oligonukleotidprimerne utenfor EGFR-genet

som kan resultere i uspesifikk deteksjon (98).

Reproduserbarheten mellom laboratorier for vanlig forekommende EGFR-mutasjoner pa 95%
med konfidensintervall over 98%. Reproduserbarheten mellom partier for fem vanlig

forekommende EGFR-mutasjoner viser 95% med konfidensintervall over 96% (98)

Ved beregning av ngyaktighet er det en samsvarsprosent pa 96% med 95% konfidensintervall
mellom Idylla™KRAS-mutasjontest og PCR-basert referansemetode (98). En

sammenligningsstudie med pyrosekvensering viser et analysesvarsammenfall pa 95% (105).
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En studie hvor NGS, Ion Torrent sammenlignes med Idylla™mutasjonstest viser at det er hoy
konkordans og at Idylla kan brukes som en hurtigtest nar mutasjonsanalyse pa EGFR ved
NGS resulterer i ikke godkjent analysesvar (106), ogsa andre studier viser til hgy konkordans

ved sammenligning av analysesvar ved NGS (104).

Ekstrahert DNA kan ogsa bukes som prevemateriale ved Idylla™EGFR-mutasjonstest. Det er
ved testing vist at sensitiviteten er god ved DNA-konsentrasjon pa 10ng/ul tilsatt testpatron
(107).

3.1.3 Genmutasjonstest med Biocartis Idylla™BRAF
BRAF-genmutasjonstest benyttes hovedsakelig for & pavise genmutasjoner fra tumorceller ved

malignt melanom og testen detekterer seks mutasjoner i BRAF-genet (V600E/E2/D,
V600K/R/M) (55).

Tabell 5. Tabellen viser hvilke mutasjoner som primere bindes til med tilhgrende
fluorokromer som er i de ulike kamre i testkassetten for BRAF-genmutasjonsanalyse og

housekeepinggenet RNAseP i kamrene.

Fluorokrom Kammer A  Kammer B Kammer C Kammer D Kammer E

FAM V600WT V600E/E2/D  V600K/R/M

HEX*

Texas RED RNAseP RNAseP RNAseP

AF647TN*

Atto700*

HiLyte750*

*brukes ikke ved BRAF-mutasjonstest. FAM=6-fluorescein amidite,
HEX=hexaklorofluoresein , RNaseP=Ribonuklase P (55).

Mutasjonsanalysen ble utfart med tre allelspesifikke PCR-reaksjoner i form av real-time PCR
i tre individuelle kamre som inneholdt alle ngdvendige reagenser, primer og prober. Til

BRAF-genmutasjonsanalysen brukes to forskjellige fluorokromer, FAM og Texas RED.
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Et housekeepinggen, Ribonuklease P (RNAseP), er en kontroll pa at analysen var

tilfredsstillende utfart.

Prinsippet for pavisning og tolkning av resultater samsvarte i stor grad med KRAS- og EGFR-
genmutasjonsanalysen. Idylla tolket resultatet automatisk. Mutasjonen ble fastsatt ved
beregning av ACq som er forskjellen mellom Cq villtype (WT) BRAF og Cq mutant BRAF.

Resultatet ble vist i to mutasjonsgrupper V600E/VV600E2/V600D og V600K/V600R/\VV600M.

Idylla skilte ikke mellom de ulike typene mutasjon innenfor disse to gruppene (55).

Tabell 6. Tabellen viser en oversikt over mutasjonene i BRAF som pavises av ldylla, og i

hvilken mutasjonsgruppe de tilhgrer (55).

== ]

+ Baseendring: c.1799T=A

Ve00oE
" « Aminosyreendring: p.(Valo00Giu)

« Baseendring: ¢ 1799_1B00TG>AA

V&O0ESE2/D V600E2
/e2/ . - « Aminosyreendring: p.(Val600Glu)
VE00D « Baseendring: ¢ 1799_1800TG=AT, c. 1799 _1800TG=AC
. « Aminosyreendring: p.(Val600Asp)
. 5 ing: c.179 T99GT>
VEOOK Ba gendrlng ci_l 8_.Il.x9FGT AA
+ Aminosyreendring: p.(Valg00Lys)
« Baseendring: c.1798_1799GT>AG
VEOOK/R/M V600R aseendring. ©. 1758 _1

+ Aminosyreendring: p.(Val600Arg)

+ Baseendring: c.1798G=A

VE00M
" + Aminosyreendring: p.(Valge00Met)

BRAF-genmutasjonstest krevde et hgyere antall neoplastiske celler i prevemateriale for a
kunne gi et gyldig resultat (55). Dette skyldes at Biocartis fremstilte BRAF-genmutasjonstest

farst, hvor testen ble validert med 50% neoplastiske celler.

BRAF-testen bruker ogsa mindre sensitiv teknologi enn MNAzyme teknologi,
TagManteknologi. TagManproben bestar av en fluorofor i 5’enden og en quencher som
hemmer fluoroforen i 3° enden. Ved binding av primer og videre polymerisering vil proben
forflyttes og spaltes ved tilstedevearelse av malgenet. Quencheren som hemmet fluoroforen
nar TagManproben var uspaltet vil ikke lenger hemme fluoresensen nar proben er spaltet og

lys emiterer som forklart i figur 4.
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Figur 4. Bildet illustrerer mekanismen til TagMan proben. TagMan proben avhenger av 5°-3’
nukleaseaktiviteten til Tag DNA-polymerase som spalter en dobbeltmerket probe under
hybridisering av den komplementzare malsekvensen. Dette resulterer i fluoresenssignal (108).
Bildet er eget.

Ved bruk av input med store mengder V600G rapporterer Idylla™BRAF-mutasjonstest
VV600E/E2/D noe som angir V600G-kryssreaktivitet, ellers ble det ikke observert andre
kryssreaktiviteter ved studie (55).

Sensitiviteten er 1% av malgenet med en positivitesrate pa 95% ved et 95% konfidensintervall
(55).

Reproduserbarhet viste 100% samsvar med 95% konfidensintervall .
Reproduserbarhetspanelet bestod av kunstige svakt positive FFPE-praver, 3,5% BRAF-
mutasjonspositive av typen V600E og 5% BRAF-mutasjonspositive av typen V600K, og ble
testet pa to ulike Idylla-instrumenter i lgpet av 5 dager pa tre ulike laboratorier av 2 ulike
operatarer per laboratorium. Reproduserbarheten mellom laboratorier, mellom operatarer og

mellom instrumener ble testet (55).

En retrospektiv studie av prgver fra malignt melanom ble 1dylla™BRAF evaluert i forhold til
pyrosekvensering og det prosentvise samsvaret mellom begge metodene var pa 98% med et
ensidig konfidensintervall pa 95%. Et studie med sammenligning av analyseresultater ved
Idylla™BRAF- mutasjonstest og NGS viser til 100% konkordans (104).
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3.2 Statistiske metoder
Det er beregnet antall kalenderdager for prgvesvar fra OUS sammenlignet med prgvesvartid

lokalt pa avdelingen ved VV HF pa 33 prospektive FFPE-vev fra adenokarsinom i lunge fra
33 pasienter. Det ble analysert for EGFR-mutasjonstest ved OUS, og KRAS-mutasjonstest ved
VV HF. Ved positivt analyseresultat pA KRAS-mutasjonstest ble det ikke analysert for EGFR-
mutasjon, men ved negativt resultat ble det analysert for bade EGFR- og KRAS-mutasjon som
ble utfert samme dag. Antall dager fra dato for prgvetaking til analysesvar foreld bade fra
OUS og ved VV HF ble beregnet.

Ved hjelp av beskrivende statistikk ble gjennomsnitt, standardavvik, median, varianse,
kvartilbredde og variasjonsbredde beregnet. Analysesvartidene sa ikke ut til & veere
nomalfordelt og det ble derfor testet for normalitet ved hjelp av testene Kolmogorov-Smirnov
og Shapiro-Wiik som bekreftet dette. Siden antall dager ikke er normalfordelt , og det var to
uavhengige grupper som skulle sammenlignes ble det brukt en ikke-parametrisk metode for &
studere om det var forskjell i analysesvartidene. Mann-Whitney U test var den statistiske
testen som ble brukt for & beregne om det var statistisk signifikant (p<0,05) forskjell pa
analysesvartidene ved intern og ekstern analysesvartid. Median analysesvartid og

interkvartiler ved internt og eksternt laboratorium ble illustrert ved hjelp av boksplott.

Det ble beregnet gjennomsnitt, median, standardavvik, varianse, variasjonsbredde, minimum,
maksimum og kvartiler for dagene det tar fra pregvetaking til bestilling av spesialanalyser.
Dette ble illustrert ved hjelp av tabell og boksplott. Det ble ogsa beregnet gjennomsnitt,
median, standardavvik, varianse, variasjonsbredde, minimum, maksimum og kvartiler for
dagene fra bestilling av spesialanalyse til pravesvar fra eksternt laboratorium (OUS) forela.

Dette ble ogsa illustrert ved hjelp av tabell og boksplott.

Frekvensen av genmutasjon i KRAS og EGFR pa bade retrospektive og prospektive praver ble
beregnet i forhold til kjenn, i forhold til alder og i forhold til total antall biopsier fra
adenokarsinom i lunge. Frekvensen av KRAS-genmutasjon av typen G12C i forhold til alle
KRAS-genmutasjoner og i forhold til alle praver med adenokarsinom ble ogsa beregnet.

Resultatene ble illustrert ved hjelp av sektordiagrammer, histogram og sgylediagrammer.

Antallet kvinner i gruppen med KRAS-mutasjon var tilsynelatende hgyere enn antallet menn,
og derfor ble det testet pa om KRAS-mutasjon og kjgnn hadde en sammenheng. Menn og

kvinner er kategoriske variabler og metoden som ble valgt for & studere om det var
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sammenheng mellom kjgnn og KRAS-mutasjon var kjikvadrattest. Det ble testet for om det

var statistisk signifikant ssmmenheng (p<0,05).

Statistikken ble beregnet i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versjon 25.

3.3 Kostnadsberegninger
Prisene for de ulike genmutasjonsanalysene som sendes til OUS er fastsatte priser for hver

analyse. Disse inkluderer ikke personalkostnader eller andre utgifter som oppstar i forbindelse

med sending av prover.

Inneliggende, som er 60% av pasientgruppen med adenokarsinom i lunge, betaler VV HF for,
mens praver tatt polikliniske utgjer 40% og dekkes kostnadsmessig av Helfo. Anslagsvis
nydiagnostiserte fra adenokarsionom i lunge per ar er 90, hvor 54 er inneliggende pasienter
ved VV HF.

Ved kostnadsoverslag pa eget laboratorium ble det iberegnet testkit for genmutasjonsanalyse
med EGFR, KRAS og BRAF og kostnader relatert til bruk av Idylla analysemaskin.
Idyllamaskinens innkjgpskostnad inkludert serviceavtale for 7 ar var kr 670 000,-. Med bruk
menes antall beregnede bruksar, hvor pris for analysemaskinen inkludert serviceavtale deles
pa antall ar forventet brukstid og antall analyser som totalt analyseres pa maskinen. Det er
forventet at Idylla analysemaskin har en levetid pa 7 ar, og at det gjennomsnittlige

prgveantallet er 350. Estimert kostnad per prave pa kr 273,-.

For kostnadsoverslag ved immunhistokjemisk analyse pd ALK og ROS1 er det kun testkit og

reagenser som er med i beregningen.

Personalkostnader kan anslas til en timelgnn ved hver analyse ved egen avdeling, mens
analyse eksternt kan det antas at personalkostnadene ved egen avdeling vil vere 0,75 time for
hver analyse. Utgifter til personal og infrastruktur er ikke medregnet, og resultatene vi kom

frem til er derfor underestimert.

Gjennomsnittskostnad per preve og kostnad per ar ble beregnet ved a sammenligne hva det

koster & analysere EGFR-mutasjon eksternt i forhold til pa eget laboratorium.

Kostnadene ved a analysere med metode med KRAS-genmutasjonsanalyse som fgrstevalg

innebar & analysere pa KRAS-genmutasjon fgrst, om den var negativ analyseres det for
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genmutasjon i EGFR og sa videre for BRAF-mutasjon, og immunhistokjemisk (IHK) analyse
av ROS1 og ALK. Ved positive analysesvar pa KRAS- og EGFR-mutasjonstest analyseres det

ikke videre da disse mutasjonene ekskluderer hverandre.

Metode med KRAS-genmutasjonsanalyse (kostnad): KRAS-genmutasjonsanalyse kostnad - 1+
EGFR-genmutasjonsanalyse kostnad - (1-andel KRAS-mutasjonspositive) + (BRAF-
genmutasjonsanalyse kostnad + ROS1-IHK-kostnad + ALK-IHK-kostnad) - (1-(andel KRAS-

mutasjonspositive + EGFR-mutasjonspositive)) = Gjennomsnittskostnad per prove.

Den prosentvise fordelingen av de ulike genmutasjonene brukes i beregningen av kostnader

ved metode med KRAS-genmutasjonsanalyse.

Ved metoden uten KRAS-genmutasjonsanalyse analyseres det for genmutasjon i EGFR,
BRAF, og proteinuttrykk for ROS1 og ALK.

Metode uten KRAS-genmutasjonsanalyse (kostnad): EGFR-genmutasjonsanalyse kostnad +
BRAF-genmutasjonsanalyse kostnad + ROS1-IHK-kostnad + ALK-IHK-kostnad =
Gjennomsnittskostnad per prgve.

Kostnadene ble beregnet per prgve og hvor mye dette utgjer per ar ved metode med og uten

KRAS-genmutasjonsanalyse.
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4 Resultater

4.1 Analysesvartider pa interne i forhold til eksternt sendte prgver
Svartiden beregnes fra prgvetakingtidspunkt til endelig svar foreligger. Det varierer hvor lang

tid det tar fra provetaking til diagnosen adenokarsinom stilles, og det videre bestilles analyser

for proteinuttrykk og genmutasjoner.

Analysesvartidene pa de 33 prospektive ble testet for om de var normalfordelte i ved hjelp av
Kolmogorov-Smirnov normalitetstest og Shapiro-Wiik test i Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS). Testene bekrefter at analysesvartidene ikke er normalfordelte ved hjelp av

tabell 7. Figur 5 og figur 6 illustrerer fordelingen ved hjelp av histogram.

Tabell 7. Tabellen viser testresultater for normalitet og bekrefter at analysesvartidene fra VV
HF og OUS ikke er normalfordelt.

Tests of Normality

Sykehus hvor prgven er Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk

analysert Statistic *df **Sig. Statistic *df **Sig.

Kalenderdager far VestreViken HF ,267 33 ,000 ,661 33

analysesvar ous ,307 33 ,000 ,638 33

a. Lilliefors Significance Correction

*df=frihetsgrader (degrees of freedom), ** Sig.=signifikanse
Gronn farge indikerer at resultatet er statistisk signifikant (p<0,05).
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Histogram
Sykehus hvor preven er analysert= Vestre\Viken HF. for Sykehus= VestreViken HF

o Mean = 12,76
Std. Dev. = 7,902
N=33

Frequency

0 10 20 30 40 a0

Kalenderdager for analysesvar

Figur 5. Histogrammet illustrerer fordelingen av kalenderdager far analysesvar foreligger ved
internt laboratorium (VV HF).

Histogram
Sykehus hvor preven er analysert= OUS. for Sykehus= OUS

2N | ' ' Mean = 20 82
Std. Dev. = 6,574
N=33

Frequency

10 20 30 40 S0

Kalenderdager for analysesvar

Figur 6. Histogrammet illustrerer fordelingen av kalenderdager far analysesvar foreligger ved
eksternt laboratorium (OUS).
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Gjennomsnittlig analysesvartid ved internt laboratorium (VV HF) er 13 dager (tabell 8) og
median pa 10 dager (figur 7). Analysesvartid ved eksternt laboratorium (OUS) viser en
gjennomsnittlig svartid pa 21 dager (tabell 8) og en median pa 20 dager (figur 7). Det er stor
spredning pa antall dager fer analysesvar foreligger ved bade VV HF og OUS, men noe
hgyere ved VV HF.

Tabell 8. Oversikt over beregnet beskrivende statistikk av analysesvardager.

Sykehuset Gjennomsnitt Antall *SD Minimum Maksimum Varianse

hvor (dager) (N) (dager) (dager)

preven er

analysert

VV HF 13 33 79 3 49 62,4
Ous 21 33 6,6 14 50 43,2

*SD=standardavvik (standard deviation).
Beregningen er utfart i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

Det interkvartile omradet er fra 9-15 dager ved analyse internt, og 19-21 dager ved analyse
eksternt. Spredningen pa dagene far analysesvar og graden av spredning illustreres i
boksplottene. Det vises ogsa ekstreme uteliggere som vil pavirke gjennomsnittverdien og
derfor beregnes medianen som ikke er pavirket pa samme mate av disse ekstremverdiene.

Resultatene illustreres i figur 7.
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Simple Boxplot of Kalenderdager fer analysesvar by Sykehus hvor preven er analysert
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Figur 7. Boksplottene illustrerer kalenderdager far analysesvar minste og starste verdi,
uteliggere, gvre og nedre kvartil, median analysesvartid ved internt (VV HF) eksternt
laboratorium (OUS).

*Ekstreme uteliggere. Resultat langt utenfor interkvartilomradet, nummer angir plassering i
rekken av resultater i SPSS.

°Uteliggere. Resultat utenfor interkvartilomradet, nummer angir plassering i rekken av
resultater i SPSS.

Analysesvartider pa de prospektive FFPE-vev ved eksternt laboratorium ble sammenlignet
med analysesvartider internt ved VV HF. Den ikke-parametriske testen, Mann-Whitney U
test viser at analysesvartidene er signifikant forskjellige. Beregningen ble utfert i Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) og er vedlagt oppgaven.
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Fra prgvetaking til patolog bestiller spesialanalyser er det beregnet bade et gjennomsnitt og en

median pa 8 dager. Ved beregning av beskrivende statistikk (standardavvik, varianse,
variasjonsbredde, minste og stgrste antall dager, persentiler) viser det stor spredning og
variasjon i antall dager. Resultatet vises i tabell 9 og illustreres ved boksplott ved hjelp av

figur 8.

Tabell 9. Oversikt over beskrivende statistikkberegninger av antall dager fra prevetaking til

bestilling av spesialanalyser.

Statistics
Dagerl
N Valid 33
Missing 0
Mean 8
Median 8
Std. Deviation 4,5
Variance 20,1
Range 23
Minimum 0
Maximum 23
Percentiles 25 5,5
50 8,0
75 9,5

Simple Boxplot of Dagert

Dager1

Figur 8. Boksplottet viser minste og sterste verdi, gvre og nedre kvartil og median pa 8 dager
fra prgvetaking til viderebestilling av spesialanlyser ved adenokarsinom i lunge. Resultater fra

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).
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Beregninger av tiden det tar fra bestilling av spesialanalyser til analysesvar foreligger fra

eksternt laboratorium (OUS) er det beregnet gjennomsnitt, median, standardavvik, varianse,

variasjonsbredde, minste og stgrste antall dager, persentiler og resultater fremkommer i tabell

10 og illustreres ved boksplott ved hjelp av figur 9. Resultatene her viser ogsa en stor grad av

spredning i antall kalenderdager.

Tabell 10. Oversikt over beskrivende statistikkberegninger av antall dager fra bestilling av

spesialanalyser til analysesvar er mottatt fra eksternt laboratorium (OUS).

Statistics
Dager2
N Valid 33
Missing 0
Mean 13
Median 12
Std. Deviation 6,0
Variance 36,1
Range 38
Minimum 2
Maximum 40
Percentiles 25 9,5
50 12,0
75 14,5

Simple Boxplot of Dager2

10

-

Figur 9. Boksplottet viser minste og starste verdi, gvre og nedre kvartil og median pa 12
dager fra spesialanalyser er bestilt til analysesvar er mottatt fra eksternt laboratorium.
Resultater fra Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).
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4.2 Frekvens og relativ frekvens av genmutasjoner i KRAS og EGFR ved

adenokarsinom i lunge
Genmutasjonsanalyser viser en frekvens pa 41% for KRAS-mutasjonspositive og 12% er

positive for genmutasjon i EGFR. Mutasjonsnegative for KRAS og EGFR er frekvensen 47%.
Frekvensen er beregnet i forhold til 108 FFPE-vev fra adenokarsinom i lunge fra respektiv

pasientgruppe pa 108, hvor 46 er menn og 62 er kvinner.

BRAF-genmutasjon ble ikke analysert pa prgver med lite materiale og det ble ikke beregnet
frekvens, og de fa resultatene vi fikk vil ligge under annet KRAS- og EGFR-
mutasjonsnegative. Eventuelle positive resultater for ROS1 og ALK befinner seg i KRAS- og

EGFR-mutasjonsnegative.

Relativ frekvens av genmutasjoner i KRAS og
EGFR

m 1. KRAS

W 2. EGFR

4. KRAS- og EGFR-
mutasjonsnegative

Figur 10. Sektordiagrammet viser den relative frekvensen av KRAS-, EGFR-genmutasjon ved
adenokarsinom i lunge. Hvor det totale antallet er 108 FFPE-vev fra 108 ulike pasienter.
Praver med positivt resultat for KRAS-genmutasjonstest var 44 som tilsvarte 41%. Prgver med
positivt svar for EGFR-genmutasjonstest var 13 som tilsvarte en andel pa 12%. Det var 51
pasienter med negativt resultat for genmutasjon i KRAS og EGFR, som tilsvarer 47%.
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Frekvensen av KRAS-mutasjon av typen G12C i forhold til andre KRAS-mutasjoner er 45% av

totalt antall KRAS-mutasjoner i vart utvalg og illustreres ved hjelp av sektordiagram (figur

11).

Frekvens av KRAS G12c -mutasjon i forhold til
KRAS andre mutasjoner

m KRAS G12c

H KRAS andre mutasjoner

Figur 11. Sektordiagrammet viser frekvensen av KRAS-genmutasjon av typen G12C
sammenlignet med KRAS andre mutasjoner. Totalt 44 prgver testet positiv for KRAS-
genmutasjon, 20 av disse var KRAS av typen G12C-mutasjon. Frekvensen KRAS av typen
G12C-mutasjon er i vart materiale 45% av alle som er positive for KRAS-genmutasjon. |
forhold til alle prgver fra adenokarsinom i lunge har 19% mutasjon i KRAS G12C.
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Fordeling og frekvens av genmutasjoner i EGFR og KRAS ved adenokarsinom fordelt etter
kjgnn viser en hgyere andel kvinner som er KRAS-mutasjonspositive enn menn. EGFR-
mutasjonspositive er fordelt ganske likt. Av det totale antallet prever fra adenokarsinom er

kvinneandelen hgyest i vart utvalg.

70

60

Antall prgver

50

40
H Menn

m Kvinner

30

20

10 -

KRAS EGFR Totalt

Figur 12. Fordelingen av genmutasjon ved adenokarsinom i lunge relatert til kjgnn ved
analyse av 108 FFPE biopsier fra adenokarsinom i lunge. Histogrammet viser frekvens og
fordeling av antall prgver i forhold til kjgnn hvor KRAS-genmutasjonstest positive var 14%
menn og 27% kvinner. Positive resultater for EGFR-genmutasjonstest er fordelt pa 6% menn
0g 6% kvinner. Prosentandelen er av det totale antallet pa 108 pasienter.
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Ved sammenligning av menn og kvinners mutasjonsstatus i forhold til KRAS og EGFR i egen

gruppe (kjgnn) er det en hayere relativ frekvens for kvinner med KRAS-mutasjon innenfor
kvinnegruppen, og en hgyere relativ frekvens av KRAS- og EGFR-mutasjonsnegative menn
innenfor gruppen med menn.

60

50

40

% innenfor gruppen

30 A

20 -

10 - E Menn

0 - H Kvinner

Figur 13. Histogrammet illustrerer prosentandelen menn og kvinner med tilhgrende relativ
frekvens av KRAS- og EGFR-genmutasjoner innenfor egen gruppe (kjgnn).
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Frekvensen av genmutasjoner i EGFR og KRAS ved adenokarsinom i lunge relatert til alder

viser i vart utvalg at den aldersgruppen med hgyest andel KRAS-mutasjoner i forhold til totalt

antall prever er 60-69 ar, mens gruppen med hgyest prosentandel KRAS-mutasjoner innenfor

gruppen er aldersgruppen 50-59 ar. EGFR-mutasjoner har hgyest prosentandel ved

aldersgruppen 50-59 ar i forhold til egen aldersgruppe. Adenokarsinom har hgyest insidens i

aldersgruppen 70-79 ar, og spesielt gruppen med KRAS- og EGFR-mutasjonsnegative. Tabell

11 viser til antallet prgver/pasienter i hver gruppe og prosentandel mutasjonspositive eller

negative innenfor gruppen. Sgylediagrammer (figur 14 og 15) illustrerer disse resultatene.

Tabell 11. Oversikt over antall pasienter og prosentandel av KRAS- og EGFR-mutasjonsstatus

i hver aldersgruppe.

Alders-
gruppe
(ér)

40-49
50-59
60-69
70-79
80-89

KRAS-
mutasjonspositive
Antall pasienter
(prosentandel i

aldersgruppen)

1 (33%)
6 (46%)
16 (48%)
20 (43%)
2 (17%)

EGFR-
mutasjonspositive
Antall pasienter
(prosentandel i

aldersgruppen)

1 (33%)
4 (31%)
1 ( 3%)
5 (11%)
2 (17%)

Mutasjonsnegativ for KRAS
og EGFR

Antall pasienter
(prosentandel i

aldersgruppen)

1 (33%)
3 (23%)
16 (49%)
22 (47%)
8 (67%)

48



so—

| m KRAS-
. 45 1 mutasjonspositive
g 40 -
2 ® EGFR-
=°' 35 1 mutasjonspositive
2 30 - ‘
< -  Totalt antall prgver i

aldersgruppen

40-49 ar

50-59 ar .
60-69 ar 70-79 ar

80-89 ar

Figur 14. Sgylediagrammet viser frekvensen av KRAS-mutasjonpositive, EGFR-
mutasjonspositive og totalt antall praver i de ulike aldersgruppene.

Type mutasjon (%)

70 -
B KRAS-
60 - mutasjonspositive
o mEGFR- N
mutasjonspositive
40 = Mutasjonsnegative
for KRAS og EGFR
30 A
20 A
10 A
0 1 1 1 1 1
40-49 50-59 60-69 70-79 80-89

Figur 15. Sgylediagrammet viser den prosentvise fordelingen av genmutasjonene innen hver

aldersgruppe.
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To av 33 prospektive prgver viste ulike resultater for EGFR-mutasjonsanalyse fra VV HF og
OUS. Den ene som var negativ ved VV HF og positiv ved OUS var arsaken lite eller ingen
neoplastiske celler igjen i prevematerialet. Den andre som testet positiv ved VV HF og
negativt for EGFR-mutasjon pa OUS, var arsaken uklar til denne diskrepansen. Begge

prgvene er regnet som positive for EGFR-mutasjon i dette pravematerialet.

Av prgvene som var mutasjonsnegative for KRAS og EGFR ble det analysert for BRAF-
mutasjon pa 45 praver (36 retrospektive og 9 prospektive). Av de 36 retrospektive ble 27
resultater godkjent og 9 ble ikke-godkjent grunnet for lite prevemateriale. En retrospektiv
prgve var positiv for BRAF-mutasjon. Av de 9 prospektive ble det godkjent resultat pa 7
praver og ikke-godkjent resultat pa 2, hvor ingen var positive for BRAF-mutasjon. De
resterende mutasjonsnegative prgvene for KRAS og EGFR ble ikke analysert for BRAF-

mutasjon pa grunn av for lite prgvemateriale.

Det var en hgyere andel kvinner enn menn som var KRAS-mutasjonspositive. Av det totale
antallet pasienter pa 108 som var fordelt pa 62 kvinner og 46 menn, var 29 kvinner og 15
menn KRAS-mutasjonspositive. Det ble testet for om det var sammenheng mellom KRAS-
mutasjon og kjenn ved hjelp av kjikvadrattest. Den viste at det ikke var signifikant

sammenheng (P<0,05).
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4.3 Kostnader
Kostnader for genmutasjonstest pa EGFR analysert eksternt og internt er vist i Tabell 15.

Hvor kostnader ved analyse eksternt (OUS) for EGFR-genmutasjonstest per prgve er kr
6740,- og internt (VV HF) er kostnad per analyse for EGFR-genmutasjon per prgve kr 2023, -.
Ved 54 prgver fra inneliggende pasienter utgjer dette kr 363 960,- for ekstern analyse og kr
109 242,- for analyse pa eget laboratorium. Altsa en differanse pa kr 254 718,-.

Ved innfering av genmutasjonsanalyse Biocartis Idylla™EGFR ved VV HF vil besparelsen

bli kr 254 718,- per ar i forhold til dagens praksis.

Tabell 12. Tabellen viser en oversikt over anslagsvise kostnader for de ulike analysene og

kostnader relatert disse

Analyse Kostnad (Nkr)
KRAS-mutasjonstest (internt, VV HF) 1723,-
EGFR-mutasjonstest (internt, VV HF) 2023,-
BRAF-mutasjonstest (internt, VV HF) 1523,-
ALK IHK analyse (internt, VV HF) 870,-
ROS1 IHK analyse (internt, VV HF) 420,-
EGFR-mutasjonstest (eksternt, OUS) 6740,-

Prosentandel KRAS- og EGFR-genmutasjoner fra vart materiale er beregnet a utgjare
henholdsvis 41% og 12%. Siden BRAF-mutasjoner, ALK- og Ros1-genrearrangementer
utgjer tilsammen en mindre prosentandel beregner vi kostnad per prgve ved metode med
KRAS-genmutasjonsanalyse. Metoden innebarer & analysere for KRAS-genmutasjonsanalyse
farst, om den er positiv stanser man der. KRAS-mutasjonsnegative analyseres videre for
EGFR-genmutasjon. Stanser videre analyse ved positiv EGFR-mutasjonstest, men ved

negativt resultat testes det videre pa BRAF-genmutasjon, ROS1- og ALK- proteinuttrykk.
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Metode med KRAS-genmutasjonsanalyse (kostnad per prave):

Kr 1723,- (KRAS-mutasjonstest kostnad) + kr 2023,- (EGFR-mutasjonstest kostnad) - 0,59 +
(kr 1523,- (BRAF-mutasjonstest kostnad) + kr 870,- (ALK IHK analysekostnad) + kr 420,-
(ROS1 IHK analysekostnad)) - 0,47 = kr 4239,-

Faktorberegningen som ligger til grunn for resultatet er vist i tabell 13. Faktor reguleres etter

frekvensen pa KRAS- og EGFR-mutasjon i utvalget som skal testes etter metoden.

Tabell 13. Oversikt over kostnader og beregning av kostnader ved metoden med KRAS-

mutasjonsanalyse.

Type analyse Kostnad Faktor utregnet etter Sum
(NKr) frekvens (NKr)

KRAS-mutasjonstest 1723,- 1 1723,-

EGFR-mutasjonstest 2023,- 0,59 (1- 0,41) 1194 -

BRAF-mutasjonstest + ALK IHK analyse

+ ROS1 IHK analyse 2813, - 0,47 (0,59-*%0,12) 1322,-

Gjennomsnittskostnad per prave 4239,-

*0,12=andelen EGFR-mutasjonspositive

Metoden uten KRAS-genmutasjonsanalyse innebarer analyse av EGFR-, BRAF-
genmutasjonstest og immunhistokjemisk analyse av ROS1 og ALK pa alle prgver med

diagnose adenokarsinom i lunge.
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Metode uten KRAS-genmutasjonsanalyse (kostnad per prave):
Kr 2023,- (EGFR-mutasjonstest kostnad) + kr 1523,- (BRAF-mutasjonstest kostnad) + kr
870,- (ALK IHK analysekostnad) + kr 420,- (ROS1 IHK analysekostnad) = kr 4836, -

Kostnadene for hver analyse vises ogsa i tabell 14.

Tabell 14. Oversikt over kostnader ved metode uten KRAS-genmutasjonstest.

Type analyse Kostnad (Nkr)
EGFR-mutasjonstest 2023,-
BRAF-mutasjonstest 1523,-
ALK IHK analyse 870,-
ROSL1 IHK analyse 420,-
Gjennomsnittskostnad per pregve 4836,-

Ved bruk av formel vil metode med KRAS-genmutasjonsanalyse koste 4239,- per prgve og kr
228 906,- per ar. Metode uten KRAS-genmutasjonsanalyse vil gi en gjennomsnittskostnad pa

kr 4836,- per prave og kr 261 144,- per ar.

Innfgring av metode med KRAS-genmutasjonsanalyse vil sammenlignet med metode uten
KRAS-genmutasjonsanalyse gi en innsparing pa kr 32 238,- nar var beregning av prosentandel
KRAS- og EGFR-mutasjonspositive er tatt med. Ved hgyere eller lavere prosentandel KRAS-
og EGFR-mutasjoner vil det bli andre kostnadsmessige resultater. Om for eksempel andelen
KRAS-mutasjoner er lavere vil metoden med KRAS-mutasjonsanalyse veere mindre

kostnadsmessig besparende.

53



5 Diskusjon
Studiet av analysesvartider ved internt og eksternt laboratorium pa 33 prospektive FFPE-vev

fra adenokarsinom i lunge fra 33 pasienter viser en signifikant (p<0,05) lavere analysesvartid
ved a analysere pa eget sykehus med Idylla™mutasjonstest. Analyse lokalt pa eget sykehus
vil gjgre sa pasientene kommer raskere i gang med behandling hvor prognose, overlevelse og
pasienttilfredsheten bedres. Resultatet som viste lavere analysesvartid ved a analysere

genmutasjonene lokalt var forventet, og det er hensiktsmessig & innfgre denne praksisen.

Prgvetakingstidspunkt var registrert i sykehusets datasystem, dato for mottak av pragven til
laboratorium og dato for bestilling av molekylzre analyser er registrert ngyaktig i dette
systemet. | denne studien ble prgvetakingstidspunktet beregnet som utgangspunkt for
beregningen av analysesvartid. Analysesvartidspunktet fra eksternt laboratorium pa EGFR-
genmutasjonsanalyse og immunhistokjemiske analyser fra egen avdeling er registrert ngyaktig

I sykehusets datasystem.

Analysesvartider fra internt laboratorium ble registrert i tabell, og noen av tidsangivelsene er
estimerte siden vi analyserte for KRAS-genmutasjonsanalyse farst, og EGFR-genmutasjon

kun der KRAS-genmutasjonsanalyse var negativ.

En svakhet ved denne studien er at de lokale analysesvartidene ikke ble beregnet i en ordiner
rutine, men ble analysert som et ekstra prosjekt og dermed heller ikke var bergrt av eventuelle
forsinkelser som kan oppsta i perioder med starre prgvemengder i en normal rutinedrift pa et

laboratorium.

Vare resultater ved VV HF samsvarte med OUS pravesvar foruten to prospektive praver. Her
var den ene positiv for EGFR-genmutasjon ved VV HF og analysesvar fra OUS var negativt,
det andre prgvesvaret som ikke samsvarte var negativt for EGFR-genmutasjon ved VV HF og
positivt analysesvar fra OUS. Forklaringen pd sistnevnte var at det var for sparsomt eller
manglet tumorceller i preven. Det var 15 av 33 prospektive prgver som ble analysert parallelt
pa VV HF og OUS for EGFR- genmutasjon, henholdsvis Idylla™mutasjonstest lokalt og
Roche COBAS eksternt, og vi ser en diskordans pa 2 av 15 prgver. Men her er
sammenligningsmaterialet veldig lite. De resterende 18 av 33 prospektive pravene var
positive pa KRAS-mutasjon og ble derfor ikke analysert for EGFR-mutasjon ved analyse
lokalt. Litteraturen viser til hoy sensitivitet og spesifisitet for Idylla™mutasjonstest, men det
forutsetter at det er nok celler tilsatt i testpatronen og at det er de neoplastiske cellene som er i

testpatronen nar prgven blir analysert (42, 98).
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Kostnader ved a analysere pa eksternt laboratorium inneberer faste priser for hver analyse,
mens kostnad til personal for klargjaring og forsendelse av praven ikke er medregnet, og
derfor er kostnadene noe underestimerte ved analyse eksternt. Kostnadsberegningene for
analyse lokalt er ogsa estimert lavere enn faktisk kostnad da utgifter til personal og
infrastruktur ikke er medregnet, som er hgyere ved analyse internt enn eksternt. Forventet

resultat var at det var kostnadsmessig fordelaktig a analysere lokalt, noe studien bekreftet.

Ved studiet av boksplottene som viser median og kvartilbredden til analysesvartiden ser det ut
til & veere en stor variasjon av analysesvartiden lokalt. Forklaringene her er at delen av
analysesvartiden som varierer mer er tiden fra prevetaking til molekylarbiologiske
undersgkelser bestilles. Noen praver blir analysert umiddelbart, noe som ogsa gir en starre
variasjon i antall dager. Det er beregnet ved hjelp av beskrivende statistikk og boksplott som
illustrere denne spredningen i antall kalenderdager. Noen av arsakene til denne spredningen
kan forklares med forsinket mottak av biopsi, problemer med fremfgring av preparatet og
kapasitetsproblemer kan forekomme. Det kan vare usikkert hvilken tumortype det er og det

ma bestilles ekstra immunhistokjemiske analyser for a typebestemme.

| vart prgvemateriale pa 108 retrospektive og prospektive FFPE-vev var det 41% som var
positive for KRAS-genmutasjon. Andelen kvinner var hgyere enn menn, noe som ogsa er
beskrevet i tidligere studier (35), men ved statistisk undersgkelse ved hjelp av kjikvadrattest

var ikke forskjellen signifikant ved p<0,05.

Vart resultat pa 41% andel KRAS-genmutasjoner blant adenokarsinom i lunge er litt hgyere

enn litteraturen, som ofte viser til 30% (24, 36) andel KRAS-mutasjoner.

Det er en fordel at vart utvalg er pasienter tilknyttet Vestre Viken HF, og dermed
representativ for de som videre skal behandles pa dette sykehuset. Siden det er
epidemiologiske forskjeller i andelen KRAS-muterte og EGFR-muterte adenokarsinomer i
lunge globalt og kanskje varierende nasjonalt kan det veere riktig at KRAS-mutasjonsandelen
er hgy i vart omrade. Det var forventet at EGFR-genmutasjonene skulle vaere mer frekvent
blant kvinnene i studien, men her viste resultatet at det var likt mellom kjgnnene. Ved et

starre utvalg vil fordeling og frekvens av genmutasjonene gitt et mer palitelig resultat.

Kostnadsberegningene ved metode med og uten KRAS-genmutasjonsanalyse, viser at metoden
med KRAS-genmutasjonsanalyse er kostnadsbesparende ved en frekvens av KRAS-

genmutasjon pa 41%. Siden tidligere litteratur viser til en lavere andel KRAS-genmutasjoner,
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ofte 30% har vi studert om det ved lavere prosentandel er kostnadsmessig lgnnsomt &
analysere for KRAS-genmutasjon farst. Ved 30% KRAS-mutasjonspositive vil metoden med
KRAS-genmutasjonsanalyse veere mindre gunstig kostnadsmessig men fortsatt mer prisgunstig
enn metoden uten KRAS-genmutasjonsanalyse, mens ved en redusert prosentandel pa 20%
KRAS-mutasjonspositive vil metoden uten KRAS-mutasjonsanalyse veaere mer
kostnadsbesparende. Ved disse beregningene er det forbeholdt at prosentandel EGFR-

mutasjonspositive er konstant.

Innfaring av metode med KRAS-genmutasjonsanalyse er noe kostnadsbesparende, og
innfering av KRAS- genmutasjonsanalyse vil veere nyttig da det pagar en utprgving av
malrettet behandling mot KRAS-genmutasjon G12C (37, 39), som kan resultere i behandling

ogsa mot denne mutasjonen og derfor er oppstart av KRAS-mutasjonsanalyse hensiktsmessig.

Lite prgvemateriale var et gjentagende problem, derfor ble det ikke analysert for BRAF-
genmutasjon pa alle KRAS- og EGFR-mutasjonsnegative som var planen i utgangspunktet.
Det kan vare en utfordring a fa nok prevemateriale da det ofte er sparsomt med celler som

aspireres fra lunge eller metastaser ved finnalspunksjon.

Det kan vaere en ulempe at Idyllamaskinen krever en minste mengde tumorceller fra 10- 50%
for hver analyse. Ved smabiopsier fra lungekreft ma det snittes flere snitt for a tilfredsstille
kravene analysen stiller, og dersom det er behov for & analysere flere gener ma det tilsettes
flere snitt fra tumoromrade. | mange tilfeller blir tumormaterialet brukt opp ved fa analyser
slik at det ikke er mulig & utfgre flere analyser. Om ikke prgvematerialet er tilstrekkelig nok
til & utfgre analysen med Idyllamaskinen ma likevel materialet sendes til andre sykehus for &
fa utfart analysen med andre metoder som NGS, som igjen medfarer forlenget prevesvartid
som ikke er gnskelig pa grunn av pakkeforlgpet innenfor kreftdiagnostikk forsinkes

betraktelig. Samtidig gker analysekostnadene for VV HF.

For & utnytte prgvematerialet man har pa en optimal mate bar ekstraksjon av DNA utfgres i
forkant far oppstart av analyse (109). Prgver med lite prgvemateriale ma derfor ekstraheres
slik at alle ngdvendige analyser kan utfgres. Flytende biopsier kan ogsa vaere en fremtidig

Igsning i enkelte tilfeller og forenkler tilgang til prevemateriale (88).

Idyllamaskinen innehar fordelen ved at den er helautomatisk, og dermed er kontaminasjon et
lite problem. Det trengs lite areal og ekstrautstyr for a analysere pa Idyllamaskinen, og det
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trengs ikke avtrekk eller andre krav til rommet den plasseres. Sensitivitet og spesifisiten ved

analysemetoden er hgy og analysesvartiden er kort fra praven tilsettes til svaret er klart.

| fremtiden vil det bli flere biomarkarer som skal pavises som faglge av flere malrettede
behandlinger. Med hensyn pa antallet analyser og liten prgvemengde kan NGS innfgres og
dermed kreves mindre prgvemateriale da det analyseres for mange forskjellige genmutasjoner
samtidig. Ved pavisning av fusjonsgener som ALK og ROS1 ma RNA omdannes til cDNA far
analyse pa NGS. Det er beskrevet at det er kostnadsmessig hensiktsmessig a utfare

mutasjonsanalyser pa NGS ved NSCLC, i forhold til mange enkeltgenundersgkelser (110).

Malrettet behandling som viser til god effekt for pasientgruppen med BRAF-mutasjon ved
adenokarsinom i lunge er tilgjengelig (25), og dermed vil innfaring av rutinemessig

undersgkelse av BRAF-genmutasjon ved adenokarsinom i lunge vare hensiktsmessig.

Noe som kan redusere antallet enkeltanalyser og problemet med lite prevemateriale kan veere
ved en fremtidig lgsning at KRAS-mutasjonsanlyse analyseres pa Idyllamaskinen, som ved
positivt svar ikke blir analysert videre for flere biomarkarer. Ved negativt mutasjonsresultat
pa KRAS kan de resterende prgvene analyseres pa NGS med et panel med klinisk relevante
genmal. Studier viser at det er tydelige fordeler ved a innfgre NGS, og ved en studie med
sammenligning av NGS med konvensjonelle metoder er resultatet at det er et hgyt samsvar
mellom NGS og den konvensjonelle metoden ved pavisning av mutasjoner for EGFR, BRAF,
ALK og ROS1. Ved KRAS-mutasjoner er ikke samsvaret like hgyt, og real-time PCR viser i
studie hayere sensitivitet (111). Ved a analysere pa Idylla™KRAS fgr NGS vil det analyseres
feerre praver pa NGS, som resulterer i kostnadshesparelse og det vil veere behov for mindre
mengde prevemateriale. Det vil ogsa fare til at pasienter som er mutasjonspositive pa KRAS
far raskt og palitelig analyseresultat da 1dylla™KRAS er rask og sensitiv (112, 113).
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6 Konklusjon
Det er kostnadseffektivt og sveert tidsbesparende a analysere pa eget laboratorium i forhold til

a sende prgvene eksternt for analyse. Det innebeerer en stor pasientfordel & fa raskere
analysesvar pa genmutasjonsanalyse ved adenokarsinom i lunge da pasienten kommer raskere

i gang med riktig behandling og overlevelsen bedres.

Frekvensen viser at antallet KRAS-muterte adenokarsinomer blant 108 pro- og retrospektive

FFPE vev er 41% i var gruppe, og noe hgyere hos kvinner. EGFR-muterte adenokarsinomer

utgjer 12%. Andelen KRAS-mutasjoner av typen G12C utgjer 45% av alle KRAS-mutasjoner
0g 19% av det totale antallet med adenokarsinom i lunge.

Innfgring av metode med KRAS-genmutasjonsanalyse gir en liten kostnadsmessig fordel.
Genmutasjonsanalyse pa KRAS som farstevalg i rutinen er hensiktsmessig for a redusere
antallet analyser og i tillegg gi informasjon om KRAS er mutert, da malrettet behandling mot

mutert KRAS-protein av typen G12C viser lovende resultater ved prekliniske studier.
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Preparat-
nummer

POO1
P002
P0O03
P004
P0O05
P006
P007
P0O08
P009
P0O10
PO11
P012
PO13
PO014
PO15
P0O16
P0O17
PO18
PO19
P020
P021
P022
P023
P024
P025
P026
P027
P028
P029
P030
PO31
P032
P033

Vedlegg 1 Oversikt over antall dager f@r analysesvar foreligger

Prgvetakingsdato Analysesvardato

14.08.19
08.08.19
23.08.19
20.08.19
20.08.19
02.09.19
02.09.19
21.08.19
16.09.19
27.08.19
27.09.19
18.10.19
23.10.19
29.10.19
29.10.19
30.10.19
04.11.19
04.11.19
06.11.19
12.11.19
13.11.19
13.11.19
13.11.19
13.11.19
20.11.19
19.11.19
21.11.19
19.11.19
27.11.19
26.11.19
26.11.19
27.11.19
09.12.19

ved VV HF

23.08.19
27.08.19
03.09.19
05.09.19
05.09.19
11.09.19
11.09.19
17.09.19
26.09.19
15.10.19
15.10.19
28.10.19
30.10.19
13.11.19
13.11.19
13.11.19
13.11.19
13.11.19
15.11.19
15.11.19
20.11.19
25.11.19
25.11.19
25.11.19
04.12.19
03.12.19
03.12.19
04.12.19
05.12.19
06.12.19
06.12.19
18.12.19
16.12.19

Antall kalender-
dager far
analysesvar
foreligger fra
VV HF

9
11

16
16

Analysesvar
mottatt fra OUS

03.09.19
04.09.19
12.09.19
11.09.19
11.09.19
19.09.19
19.09.19
26.09.19
10.10.19
16.10.19
16.10.19
06.11.19
06.11.19
19.11.19
18.11.19
18.11.19
25.11.19
25.11.19
26.11.19
26.11.19
02.12.19
04.12.19
04.12.19
29.11.19
09.12.19
09.12.19
11.12.19
11.12.19
11.12.19
16.12.19
16.12.19
23.12.19
30.12.19

Antall kalender-
dager for
analysesvar
foreligger fra
ous

20
20
20
22
22
17
17
36
24
50
19
19
14
21
20
19
21
21
20
14
19
21
21
16
19
20
20
22
14
20
20
26
21



Vedlegg 2 Oversikt over antall dager fgr analysesvar med dato for

analysebestilling som utgangspunkt

Preparat- | Prgvetakings- | Dato for bestilling | Antall Analysesvartid | Differanse mellom
nummer | dato av kalenderdager ous analysesvartid
molekylzrbiologisk | mellom prgvetaking (OUS) og dato for
og og bestilling av
immunhistokjemisk | bestilling av molekyleerbiologisk/
analyse molekylzer- immunhistokjemisk
biologiske/ analyse
immunhistokjemiske
analyse
P001 14.08.19 22.08.19 8 20 12
P002 08.08.19 26.08.19 18 20 2
P003 23.08.19 30.08.19 7 20 13
P004 20.08.19 02.09.19 13 22 9
P005 20.08.19 02.09.19 13 22 9
P006 02.09.19 06.09.19 4 17 13
P007 02.09.19 10.09.19 8 17 9
P008 21.08.19 13.09.19 23 36 13
P009 16.09.19 25.09.19 9 24 15
P010 27.09.19 07.10.19 10 50 40
PO11 27.09.19 07.10.19 10 19 9
P012 18.10.19 25.10.19 7 19 12
P013 23.10.19 25.10.19 2 14 12
P014 29.10.19 04.11.19 6 21 15
P015 29.10.19 12.11.19 14 20 6
P016 30.10.19 07.11.19 8 19 11
P017 04.11.19 08.11.19 4 21 17
P018 04.11.19 12.11.19 8 21 13
P019 06.11.19 14.11.19 8 20 12
P020 12.11.19 14.11.19 2 19 17
P021 13.11.19 19.11.19 6 21 15
P022 13.11.19 22.11.19 9 21 12
P023 13.11.19 22.11.19 9 16 7
P024 13.11.19 22.11.19 9 19 10
P025 20.11.19 25.11.19 5 19 14
P026 19.11.19 26.11.19 7 20 13
P027 21.11.19 26.11.19 5 20 15
P028 19.11.19 28.11.19 9 22 13
P029 27.11.19 02.12.19 5 14 9
P030 26.11.19 04.12.19 9 20 11
P0O31 26.11.19 04.12.19 9 20 11
P032 27.11.19 09.12.19 12 26 14
P033 09.12.19 09.12.19 0 21 21




Vedlegg 3 Analyseresultater av retrospektive FFPE-vev

Preparat- Alder ved Kjgnn Prgvedato Dato Analyse- Analyse- Type mutasjon i KRAS
nummer  prgvetakings- vev utfort resultat  resultat
dato EGFR/ EGFR KRAS
KRAS v/0US v/VV HF
ROO1 75 M 02.01.18 18.01.18/ lkke Pavist Kodon61(Q61H)
25.09.19 pavist p.Gin61His/c.183A>C; c183A>T
R002 56 K 19.12.17 24.01.18/ Pavist Ikke
analysert
R0O03 70 K 05.01.18 14.02.18/ lkke Pavist Kodon12(G12D)
25.09.19  pavist p.Gly12Asp/c.35G>A
R004 80 M 11.01.18 29.01.18/  Ikke Ikke

25.09.19  pavist pavist

RO05 54 M 17.01.18 02.02.18/  lkke Ikke
25.09.19  pavist pavist

R0O06 81 K 17.01.18 02.02.18 Pavist lkke
analysert
R0O07 58 K 25.01.18 14.02.18/ Ikke Pavist Kodon12(G12C)
25.09.19  pavist p.Gly12Cys/c.34G>T
R0O08 82 K 25.01.18 07.02.18/  lkke lkke

20.09.19  pavist pavist

R0O09 79 K 29.01.18 14.02.18/ Ikke Ikke
26.09.19  pavist pavist

RO10 65 M 31.01.18 14.02.18/ lkke Pavist Kodon12(G12V)
30.09.19  pavist p.Gly12Val/c.35G>T
RO11 55 K 31.01.18 14.02.18/ lkke Pavist Kodon12(G12D)
27.09.19  pavist p.Gly12Asp/c.35G>A
RO12 61 K 05.02.18 23.02.18/  Ikke Pavist Kodon12(G12D)
24.09.19  pavist p.Gly12Asp/c.35G>A
RO13 53 K 06.02.18 16.02.18/ Ikke Pavist Kodon12(G12D)
20.09.19  pavist p.Gly12Asp/c.35G>A
RO014 67 K 15.02.18 28.02.18/  Ikke Pavist Kodon12(G12C)
30.09.19  pavist p.Gly12Cys/c.35G>T
RO15 47 M 17.02.18 28.02.18/  lkke Ikke

30.09.19  pavist pavist

RO16 69 K 21.02.18 15.03.18/ Ikke Ikke
30.09.19  pavist pavist

RO17 63 K 06.03.18 23.03.18/  Ikke Ikke
30.09.19  pavist pavist



RO18

RO19

R020

R0O21

R022

R023

R024

R025

R026

R027

R028

R029

R0O30

RO31

R032

RO33

RO34

RO35

R0O36

R0O37

R0O38

69

79

60

59

64

74

70

79

79

58

71

70

72

64

71

83

63

67

73

78

69

27.02.18

22.02.18

08.03.18

15.03.18

19.03.18

04.04.18

05.04.18

06.04.18

09.04.18

16.04.18

25.04.18

02.05.18

30.04.18

04.05.18

23.05.18

24.05.18

25.05.18

28.05.18

29.05.18

31.05.18

18.06.18

23.03.18
23.03.18/
27.09.19

23.03.18/
30.09.19

25.04.18/
01.10.19

25.04.18/
01.10.19

19.04.18/
24.09.19

19.04.18/
01.10.19

23.04.18/
01.10.19

25.04.18/
01.10.19

02.05.18/
01.10.19

19.05.18/
23.10.19

29.05.18/
24.10.19

25.05.18/
23.10.19

25.02.18/
12.07.19

26.06.18/
15.10.19

25.06.18/
23.10.19

09.07.18/
15.07.19

25.06.18/
15.10.19

21.06.18
25.06.18/
24.10.19

09.07.18/
25.10.19

Pavist
Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Pavist
Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
analysert

Pavist

Pavist

Ikke

pavist

Ikke
pavist

Pavist
Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Pavist

Pavist

Ikke

pavist

Ikke
pavist

Pavist

Pavist

Ikke

analysert

Ikke
pavist

Pavist

Kodon12(G12V)
p.Gly12Val/c.35G>T

Kodon61(Q61H)
p.Gin61His/c.183A>C
;C.183A>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Lys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12D)
p.Gly12Asp/c.35G>A

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T



R039

R040

R041

R042

R043

R044

R045

R0O46

R047

R048

R049

R0O50

RO51

R0O52

RO53

RO54

RO55

R0O56

RO57

RO58

R0O59

72

62

76

55

80

55

71

84

78

73

76

71

68

71

61

62

75

84

73

66

68

25.06.18

27.06.18

03.07.18

04.07.18

12.07.18

19.07.18

31.07.18

14.08.18

20.08.18

23.08.18

23.08.18

23.08.18

10.09.18

10.09.18

12.09.18

20.09.18

27.09.18

28.09.18

09.10.18

08.11.18

19.11.18

16.07.18/
28.10.19

16.07.18/
16.10.19

20.07.18/
31.10.19

20.07.18
09.08.18/
01.11.19
03.08.18
05.09.18/
11.07.19
13.09.18
13.09.18/
01.11.19

13.09.18/
04.11.19

19.09.18/
19.07.19

19.09.18
19.09.18/
18.07.19

19.09.18/
04.11.19

26.09.18/
17.10.19

03.10.18/
05.11.19

12.10.18/
18.07.19

18.10.18/
16.10.19

19.07.18/
19.07.19

21.11.18/
17.10.19

06.12.18/
21.10.19

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Pavist
Ikke
pavist
Pavist
Ikke
pavist
Pavist
Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Pavist
Ikke
pavist

Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke

pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke

pavist

Pavist Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Ikke
analysert

Ikke
pavist
lkke

analysert

Pavist Kodon12(G12R)
p.Gly12Asp/c.34C>G

Ikke
analysert

Ikke

pavist

Pavist Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Pavist Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Ikke
analysert

Ikke

pavist

Ikke

pavist

Ikke

pavist

Pavist Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Ikke

pavist

Ikke

pavist

Pavist Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Ikke

pavist

Ikke
pavist



R060

RO61

R062

R0O63

R0O64

RO65

R066

R0O67

R068

R069

R0O70

R0O71

R072

RO73

R074

R0O75

88

76

75

76

74

71

71

65

76

65

78

86

77

64

67

65

20.11.18

12.12.18

19.12.18

25.03.19

01.04.19

10.04.19

02.04.19

25.03.19

18.03.19

06.03.19

28.02.19

13.03.19

20.02.19

01.03.19

20.02.19

19.02.19

30.01.19/
18.07.19

04.01.19/
21.10.19

04.01.19
09.05.19/
21.08.19

02.05.19/
21.08.19

26.04.19/
29.10.19

16.04.19/
20.08.19

05.04.19/
28.10.19

04.04.19/
21.08.19

04.04.19/
22.08.19

29.03.19/
22.08.19

28.03.19/
20.08.19

14.03.19/
22.08.19

14.03.19/
27.08.19

07.03.19/
20.08.19

07.03.19/
27.08.19

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist
Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Pavist
Ikke
analysert

Ikke
pavist

Pavist
lkke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Pavist
Ikke
pavist

Pavist

Pavist

Kodon12(G12A)
p.Gly12Ala/c.35G>C

Kodon61(Q61H)
p.Gin61His/c.183A>C;c.183A>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12D)
p.Gly12Asp/c.35G>A



Vedlegg 4 Analyseresultater av prospektive FFPE-vev

Preparat Alder Kjgnn Prgvetakings- EGFR EGFR KRAS KRAS type
nummer dato analyse- analyse- analyse- mutasjon
resultat  resultat  resultat
ous VV HF VV HF
P001 58 M 14.08.19 Pavist Pavist Ikke
pavist
P002 72 M 08.08.19 Ikke Ikke Ikke
pavist pavist pavist
P003 68 M 23.08.19 Ikke Ikke Ikke
pavist pavist pavist
P004 64 K 20.08.19 Ikke Ikke Ikke
pavist pavist pavist
P005 67 K 20.08.19 Ikke Ikke Ikke
pavist pavist pavist
P006 87 K 02.09.19 Ikke Ikke Ikke
pavist pavist pavist
P007 67 M 02.09.19 Ikke Ikke Ikke
pavist pavist pavist
P008 52 K 21.08.19 Ikke Ikke Pavist Kodon13(G13D)
pavist analysert p.Gly13Asp/c.38G>A
P009 49 K 16.09.19 Ikke Ikke Pavist Kodon12(G12V)
pavist analysert p.Gly12Cyt/c.34G>T
P010 60 K 27.09.19 Ikke Ikke Ikke
pavist pavist pavist
P011 53 K 27.09.19 Ikke Ikke Pavist Kodon12(G12V)
pavist analysert p.Gly12Val/c.35G>T
P012 59 M 18.10.19 Ikke Ikke Pavist Kodon13(G13D)
pavist analysert p.Gly13Asp/c.38G>A
P013 71 K 23.10.19 Ikke Ikke Ikke
pavist pavist pavist
P014 76 M 29.10.19 Pavist Ikke Ikke
pavist* pavist
PO15 43 M 29.10.19 Ikke Pavist**  Ikke

pavist pavist



P016

P017

P018

P019

P020

P021

P022

P023

P024

P025

P026

P027

P028

P029

P030

P031

P032

P033

84

65

76

76

71

74

80

60

77

74

76

62

71

66

69

71

74

72

30.10.19

04.11.19

04.11.19

06.11.19

12.11.19

13.11.19

13.11.19

13.11.19

13.11.19

20.11.19

19.11.19

21.11.19

19.11.19

27.11.19

26.11.19

26.11.19

27.11.19

09.12.19

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Pavist
Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
pavist

Ikke
analysert

Ikke
analysert

Ikke
analysert

Ikke
pavist

Ikke
analysert

Ikke
pavist

Ikke
analysert

Ikke
analysert

Ikke
analysert

Pavist

Ikke
analysert

Ikke
analysert

Ikke
analysert

Ikke
pavist

Ikke
analysert

Ikke
analysert

Ikke
pavist

Ikke
analysert

Pavist

Pavist

Pavist

Ikke

pavist

Pavist

Ikke

pavist

Pavist

Pavist

Pavist

Ikke

pavist

Pavist

Pavist

Pavist

lkke

pavist

Pavist

Pavist

Ikke

pavist

Pavist

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12D)
p.Gly12Asp/c.35G>A

Kodon12(G12V)
p.Gly12Val/c.35G>T

Kodon12(G12D)
p.Gly12Asp/c.35G>A

Kodon12(G12V)
p.Gly12Val/c.35G>T

Kodon12(G12C)
p.Gly12Cys/c.34G>T

Kodon12(G12V)
p.Gly12Val/c.35G>T

Kodon61(Q61H)
p.GIn61His/c.183A>C;
c.183A>T



Vedlegg 5 Utstyrsliste

Utstyr

Biocartis, Idylla™ plattform, instrument og konsoll
Biocartis, Idylla™ mutasjonstest

Hansker (pudderfri)

Pipetter

Pipettespisser (PCR-ren, DNase-/RNasefri)
Whatman filterpapir

Objektglass

Engangsskalpell

Lofritt terkepapir

Pinsett uten rifler

Reagenser

RNase Away Fisher Scientific
70% etanol

Nukleasefritt vann Fisher Scientific

Prgvemateriale

FFPE-snitt eller FFPE-blokk



Vedlegg 6 Statistiske resultater fra sammenligning av analysesvartider med

Mann-Whitney U test

Tilleggstabell 1. Viser antall (N) som er med i beregningen, og rank-verdier.

Mann-Whitney Test

Ranks
Sykehus hvor prgven er analysert *N Mean Rank Sum of Ranks
Kalenderdager fagr analysesvar VestreViken HF 33 20,52 677,00
ous 33 46,48 1534,00
Total 66

*N=antall

Tilleggstabell 2. Viser den teoretiske Z-verdien og at resultatet er signifikant (p<0,05). Grgnn
farge indikerer signifikant resultat.

Test Statistics?

Kalenderdager far

analysesvar
Mann-Whitney U 116,000
Wilcoxon W 677,000
z -5,515

a. Grouping Variable: Sykehus hvor pragven er

analysert

Hypothesis Test Sumimany
MHull Hypothesis Te=t Sig. Oecision

The distribution of Kalenderdager f depnident

q Analysesvaristhe same across M‘Zrnnlf'l_les AT Efljlect the
categaries of Sykehus hwvar preaven A : .
er analysert. "'_:_""';";:"' ew U hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance lewel iz 05,

Tilleggsfigur 1. Illustrerer at nullhypotesen kan forkastes, og at det er statistisk signifikant
(p<0,05) forskjell pa analysesvartidene.

Statistikk er utfgrt i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).



Vedlegg 7 Statistiske resultater fra sammenhengsstudie av KRAS-
mutasjonspositive og kjgnn ved kjikvadrattest

Tilleggstabell 3. Krysstabell med oversikt over antall menn og kvinner, antallet og forventet
antall ved KRAS-mutasjonspositivitet eller KRAS-mutasjonsnegativitet.

Kjgnn * Positiv_Negativ Crosstabulation

Positiv_Negativ Total
KRAS- KRAS-

mutasjons mutasjons

positive negative
Kjgnn Menn Count 15 31 46
Expected Count 18,7 27,3 46,0
Kvinner Count 29 33 62
Expected Count 25,3 36,7 62,0
Total Count 44 64 108
Expected Count 44,0 64,0 108,0

Tilleggstabell 4. Oversikt over resultater for kjikvadrattest. Gul farge indikerer ikke
signifikant resultat (p<0,05).

Chi-Square Tests
Value *df Asymptotic Exact **Sig. (2- Exact **Sig. (1-
Significance (2- sided) sided)
sided)
Pearson Chi-Square 2,195 1 ,138
Continuity Correction® 1,647 1 ,199
Likelihood Ratio 2,216 1 ,137
Fisher's Exact Test ,168 ,099
Linear-by-Linear Association 2,175 1 ,140
N of Valid Cases 108
a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 18,74.
b. Computed only for a 2x2 table

*df=frihetsgrader (Degrees of freedom)
**Sig.=Signifikans

Statistikk er utfgrt i Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).



