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Outline

• 폐암의 바이오마커

• 바이오마커의 탐색과 검증

• 분자유전학적 기술

• 바이오마커와 진단
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바이오마커

• 바이오마커 : 객관적으로 측정할 수 있고, 정상이나 병적인
상태를 구분할 수 있거나 치료반응을 예측할 수 있는 표지자

• 바이오마커의 조건 : “objectively measured and evaluated” 
이며, 상태를 나타낼 뿐 아니라 상태의 변화를 측정할 수 있어
야 함. 

• DNA, RNA 같은 핵산, 단백질, 지방질, 대사물질 등의 측정 양
과 그 패턴의 변화 등

• 탐색된바이오마커가임상에서사용되기위해서는임상시험
을통해검증된후에임상검사로사용이가능한체외진단제
품으로개발되어야만함. 

Identification of novel candidate driver genes
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• In discovery set, 20 patients samples and matched normal DNA for 
201 genes, including 90 kinase. 

• In validation set, 222 samples with matched normal DNA for DDR2, 
except D125Y to verify the mutation as somatic. 

Lee MS, Choi YL, Cancer Res Treat, accepted

• 100 SCC patients, DDR2 Sanger sequencing on exons 6,15,16 and 18
• Two novel somatic mutations (V582E, L595P)
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Discovery of focal FGFR1 amplifications in up to 
20% of squamous cell lung cancer

Weiss et al.,Sci Transl Med 2010
Cancer Discovery 2013

FGFR1 Amplification by FISH Assay
Kreatech Break-apart probe

>5 FGFR1 signals  and > 2 FGFR1/CEN8

FGFR1 mRNA Expression by RNA Scope 
Assay
Advanced Cell Diagnostics Inc

0, 
1+ (1~3 dots in1%~50%), 
2+ (1~3 dots in >50%), 
3+ (clusters in <10% or 3~5 dots in >50% or >5 

dots in <10%), 
4+ (clusters in >10% or >5 dots in >10%)

Cancer 2016
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Identification of MET exon 14 skipping

Real-time PCR 

Western blot

Identification of MET exon 14 skipping

• MET exon 14 skipping 
in complementary DNA 
amplified by RT-PCR
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MET exon 14 skipping in lung adenocarcinoma

Lee GD, Choi YL, JTO revision

• 70 quintuple-negative (EGFR/KRAS/ALK/ROS1/RET) lung a
denocarcinoma

• RT-PCR using probes spanning an exon 13-15 on 45 FFPE 
specimen

• Sanger sequencing 

• 17 MET exon 14 skipping lung adenocarcinoma
• MET IHC : 15/15 METex14 skipping positive group, 

8/27 in negative group

Issues about biomarker testing in lung cancer

• Sample : tiny tissue, cytology specimen, ctDNA
• Gene number: single gene, multi-gene
• Target : DNA, RNA, Protein
• Technique : 

RNA : RT- PCR, digital PCR, RNA-in situ, nanostring, NGS
DNA : Sanger, FISH, NGS, nanostring, Real-time RCR
Protein : IHC, Multiplex-IHC

• Cut-off, QC & QA, Cost, Reimbursement
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Ultra-sensitive detection technology 
Droplet digital PCR

Anal Chem. 2012 Jan 17;84(2):1003-11.

• Increased signal-to-noise 
• Removal of PCR efficiency bias
• Simplified quantification
• Single template product
• Reduced reagent cost

Results View of ddPCR
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RNA In situ Hybridization (RNA scope)

IHC - multiplex
Opal Multiplex IHC Assay 
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Nanostring (nCounter)

J Mol Diagn 2014, 16: 229-243
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ALK detection Methods

FISH

RT-PCR

IHC

NGS with 
DNA or RNA
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Various targets for companion diagnostics

MacConaill, Cancer Discovery, 2011

Point mutation (SNV/Indel)AmplificationTranslocation 
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Whole or Targeted NGS

Lower throughput-Faster TAT

Illumina
MiSeq Dx

ThermoFisher
Ion PGM Dx

Reversible Dye
Terminators

Monitors H+
Release
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Nest generation sequencing

• WGS (Whole genome sequencing)
• WES (Whole exome sequencing)
• RNA-seq
• Targeted seq (DNA, RNA)
• ChIP-seq
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Structure of NGA Analysis
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Four main DNA sequencing methods used 
by NGS systems

1.  Pyrosequencing
Based on the Roche GS FLX 

2.  Sequencing by ligation
Based on the Applied Biosystems SOLiD 5500xl

3. Smiconductor sequencing 
Based on the Ion PGM System, mostly used in clinical settings

4. Sequencing by synthesis
Based on the Illumina HiSeq, currently the most popular method

Semiconductor sequencing : Ion Torrent
• Similar to pyrosequencing, but measures the release of H+ instead of pyrophosphate
• More cost-effective and time-efficient
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NGS Workflow
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Emulsion PCR
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Sequencing by Synthesis : Illumina
• Overcomes homopolymer issue due to terminated nucleotides
• Increased error rate with increased read lengths
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Visualization of Mapping with IGV
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What other genes, previously not addressed, 
should be tested in lung adenocarcinoma?

• ROS1 : 1-2% rearrangement
• RET : 1-2% rearrangement
• BRAF : 4% half are non-V600E
• MET : 3% exon 14 deletion and amplification
• ERBB2/HER2 : 2%
• KRAS : 30% mutation MEK inhibitors
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Tests for ROS1 Rearrangements in NSCLC 

• Crizotinib has received FDA Breakthrough Therapy Designation 
Approval in ROS1 positive lung cancers.

NO GOLD STANDARD METHOD
• FISH
• Immunohistochemistry
• Anchored multiplex PCR
• Reverse transcriptase PCR
• Next generation sequencing 
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RET, BRAF, HER2, KRAS Considerations

• Adenocarcinomas, maybe other cell types in never smokers, 
etc?
• Not indicated as a routine strand-alone assay outside the 
context of a clinical trial?
• Can be part of larger testing panels performed either
- Initially? or 
- when routine EGFR, ALK, and ROS1 testing are negative? 

MET in NSCLC 

• MET amplification : responses to therapy with crizotinib
• MET exon14 skipping (splicing variant) : 3% of Lung Adenocarcinoma
• MET activation : response to crizotinib and cabozantinib

• MET amplification can be seen in tumors with MET exon14 deletion
• MET protein overexpression appears to correlate with MET 

amplification, although MET IHC is controversial
• Mutational analysis – exon 14 : Sequencing, NGS, RT-PCR

Copy number  - FISH, NGS
IHC 
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Is IHC reliable for screening for ALK translocation? 

• VENTANA ALK (D5F3) CDx Assay is intended for the 
qualitative detection of the ALK protein in FFPE NSCLC 
tissue stained with a BenchMark XT automated staining 
instrument. It is indicated as an aid in identifying patients 
eligible for treatment with XALKORI (crizotinib). 

• When testing for ALK rearrangements, IHC as an equivalent 
alternative to FISH for adenocarcinoma

질병의 예방·진단·치료 등을 위해 사람의 검체로 NGS 검사를 실시하는 임상검사실의 장
비·시약·시설·인력·검사능력 등을 일체 평가하여 품질관리체계의 적절성과 검사결과의 정
확성 및 신뢰성 등을 확보하여 해당 NGS 분석 장비 등을 임상 검사에 사용할 수 있도록
하는 제도

추진상황

NGS 유전자 검사 건강보험 급여 적용을 위한 [국민건강보험 요양급여의 기준에 관한 규
칙] 개정(안) 입법예고

“임상검사실 인증서” 로 NGS 유전자 검사 요양급여 신청이 가능하도록 해당 조항 개정

인증 받은 NGS 임상검사실 검사에 사용되는 NGS 장비는 별도의 개별 허가를 면제하기
위한 [의료기기 허가 신고 심사 등에 관한 규정] (고시)개정(안) 행정예고

식약처장이 임상검사실의 품질관리체계 및 검사성능 등을 평가하여 적합하다고 인정하
는 임상검사실의 차세대 염기서열분석 검사에 사용하는 유전자서열검사기는 허가 또는
인증을 받거나 신고한 것으로 본다. 

차세대 염기서열분석 (NGS) 임상검사실 인증제
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NGS Platforms

• Ion PGM Dx (with Ion OT2 Dx)
• Ion S5 (with Ion Chef),
• Ion S5 XL (with Ion Chef)
• MiSeqDx (with Universal Kit)

• Ion PGM, Ion Proton
• MiniSeq, MiSeq, NextSeq 500, HiSeq 2500, HiSeq
3000, HiSeq 4000, HiSeq X Ten, HiSeq X Five
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보 건 복 지 부 고 시 제 2016 - 271호

제1편 제2부 제2장 검사료 제2
절 병리검사료 [사람유전자 분
자병리검사]의 주 2를 일부변경, 
‘나-600 염색체검사’란 앞에 ‘나-
598-1 차세대염기서열분석 기
반 유전자패널검사’란을 다음과
같이 신설

보 건 복 지 부 고 시 제 2017 - 15 호 요 양 급 여 의 적 용 기 준 및 방 법 에 관 한 세 부 사 항

차세대 염기서열분석 기반 유전자 패널검사(Next Generation 
Sequencing(NGS)Technology base Genetic Panel Test) 는「요양급여비용의 100분의 100
미만의 범위에서 본인부담률을 달리 적용하는 항목 및 부담률의 결정 등에 관한 기준」별
첨3에 따라 승인된 요양기관에서 실시한 경우 다음과 같이 인정함.
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가. 급여대상 질환 및 필수유전자

1) 급여 대상 질환은 아래와 같고 필수유전자가 지정된 경우 유전자 패널에 반드시 포함하여 구성하고

실시하여야 함.

급 여 대 상 질 환 필 수 유 전 자

유 전 성 망 막 색 소 변 성 * PRPF31, RHO, RP1, RP2, USH2A, PRPH2, RPGR

유 전 성 난 청 * GJB2, POU3F4, SLC26A4, TECTA

샤 르 코 마 리 투 스 병 * GJB1, MFN2, MPZ, PMP22

상 기 세 가 지 (*)질 환 을 제 외 한 유 전 성 질 환 없 음

위 암 , 폐 암 , 대 장 암 , 유 방 암 , 난 소 암 , 흑 색 종 , 위 장 관 기 질 종 양 ,

뇌 척 수 의 악 성 종 양 , 소 아 신 경 모 세 포 종 , 원 발 불 명 암

HER2, EGFR, ALK, KRAS, NRAS, BRAF, BRCA1, BRCA2, KIT, PDGFRA, IDH1, IDH2, MYC(C

YC(C-myc), N-myc (MYCN)

형 질 세 포 종 NRAS, KRAS, TP53

급 성 골 수 성 백 혈 병 CEBPA, FLT3, JAK2, KIT, NPM1, RUNX1, TP53, IDH1, IDH2

급 성 림 프 구 성 백 혈 병 TP53, RB1, JAK2, NRAS, IKZF1

골 수 형 성 이 상 , 골 수 증 식 종 양 ASXL1, CALR, CSF3R, DNMT3A, JAK2, MPL, RUNX1, SETBP1, SF3B1, SRSF2, TET2

악 성 림 프 종 MYD88, BRAF, TP53

2) RNA fusion gene 검사시는급성백혈병에서만필수유전자를 아래와같이함.

- ABL1, BCR, CBFB, ETV6, KMT2A, PML, RARA

[ 별 첨 3] 차 세 대 염 기 서 열 분 석 기 반 (NGS, Next Generation Squencing) 유 전 자 패 널 검 사 실 시 조 건


