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Medycyna personalizowana wymaga zintegrowanego po-
dejscia klinicznego, taczacego precyzyjne diagnozowanie
choroby na poziomie molekularnym i terapie z uzyciem
selektywnych lekéw, dziatajacych specyficznie na komorki
nowotworowe obarczone konkretng zmiang genetyczna.
Aktualnie najpowszechniej stosowang forma persona-
lizowanej terapii chorych na niedrobnokomérkowego
raka ptuca (NDRP) jest leczenie ukierunkowane moleku-
larnie (ang. targeted therapy - terapia celowana) z wyko-
rzystaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej (IKT), ktére
w odrdznieniu od standardowej chemioterapii wybiérczo
hamujg wzrost komérek nowotworu poprzez swoiste od-
dziatywanie na domene wewnatrzkomdérkowa receptora
naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth
factor receptor, EGFR).

Szlak sygnatowy EGFR jest istotnym elementem w pro-
cesie powstawania i progresji wielu choréb nowotworo-
wych. Aktywacja EGFR, poprzez przytaczenie swoistego
liganda lub mutacje genu, promuje proliferacje i migracje
komoérek nowotworowych, zwiekszajac ich inwazyjny
potencjat, oraz hamuje sygnaty apoptotyczne.

W leczeniu NDRP korzystna odpowiedz na IKT EGFR
warunkowana jest obecnoscig somatycznych mutacji
w genie EGFR. Obecnos¢ mutacji aktywujacych wigze sie
ze zwiekszonym powinowactwem receptora do czasteczki
inhibitora i indukcja wzmozonej apoptozy komérek guza
w odpowiedzi na terapie IKT. Mutacje aktywujace wyste-
puja w obrebie eksonéw 18-21 genu EGFR, kodujacych
domene kinazowa receptora, ktéry ulega w ich wyni-
ku konstytutywnej aktywacji. Zidentyfikowano ponad
188 r6znych mutacji EGFR, lecz u 85% chorych na NDRP,
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ktérzy odpowiadajg na leczenie IKT EGFR, wykrywa sie
dwa najczestsze typy mutacji: niewielkie delecje w obre-
bie eksonu 19 (45-50%) oraz mutacje punktowa L858R
w eksonie 21 (40-45%; tab. 1). Mutacje w genie EGFR
dotycza gtéwnie chorych na raka gruczotowego ptuca,
niepalgcych, nieznacznie czesciej kobiet i oséb po 65. roku
zycia. Mutacje wystepuja tez znacznie czesciej u chorych
rasy azjatyckiej (40%) niz kaukaskiej (10%, z czego 3-25%
w populacji amerykanskiej, 10-24% w populacji potu-
dniowoeuropejskiej). Najwiekszym ograniczeniem sto-
sowania IKT EGFR w terapii spersonalizowanej NDRP jest
opornos¢ na te leki, nabywana przez chorych w trakcie
leczenia. Najwieksze znaczenie kliniczne ma mechanizm
nabytej opornosci zwiazany z wystapieniem dodatkowej
mutacji T790M w eksonie 20 w uprzednio zmutowanym
allelu genu EGFR, ktéry dotyczy ponad potowy chorych
leczonych IKT EGFR | generacji (erlotynib, gefitynib).
Podstawa kwalifikacji chorych na NDRP do leczenia
IKT EGFR jest wiarygodna i skuteczna diagnostyka klinicz-
nego materiatlu nowotworowego na obecnos$¢ mutacji
w genie EGFR. W ostatniej dekadzie rozwinieto szereg
metod molekularnych do analizy genetycznej mutacji
EGFR, zktérych wiele przeszto pomysinie proces walidacji
i certyfikacji IVD (ang. in vitro diagnostics) i jest dostepnych
komercyjnie w postaci gotowych zestawdéw odczynniko-
wych. Mimo to kluczowym etapem postepowania diagno-
stycznego nadal jest wtasciwe przygotowanie materiatu
biologicznego do badania molekularnego. W niniejszej
pracy scharakteryzowano metody biologii molekularnej
aktualnie wykorzystywane w diagnostyce mutacji EGFR
oraz opisano podstawowe problemy zwigzane z analiza
genetyczng materiatu klinicznego od chorych na NDRP.

Oznaczenie mutacji genu EGFR nalezy wykonac u chorych
zrozpoznaniem NDRP o innym utkaniu niz ptaskonabton-
kowe lub w przypadku, gdy ustalenie typu morfologicz-
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Najwazniejsze z klinicznego punktu widzenia mutacje genu EGFR zlokalizowane w eksonach 18-21. Najwyzszg czestos¢ (%)
wystepowania wsrdd chorych na NDRP prezentuja delecje w obrebie eksonu 19 i mutacje punktowe w eksonie 21 genu.

nego NDRP nie jest mozliwe (ang. not otherwise specified,
NOS). Nie zaleca sie wykonywania badania genetycznego,
jesli w ocenie histopatologicznej wycinkéw guza i (lub)
badaniu cytologicznym uwidoczniono jedynie komorki
raka ptaskonabtonkowego, raka drobnokomérkowego
ptuca lub rakowiaka.

Badanie tkanki nowotworowej pozostaje ztotym stan-
dardem w diagnostyce molekularnej raka ptuca. Do
diagnostyki mutacji genu EGFR wykorzystywane sg
materiaty tkankowe oraz réznego typu materiaty cyto-
logiczne pochodzace z biopsji cienko- i gruboigtowych
(transbronchialne, transtorakalne), wymazy szczotecz-
kowe z oskrzela, osady komérek pochodzacych z ptynu
zoptucnej, poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych czy
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ptynu osierdziowego. Badanie genetyczne w kierunku
mutacji genu EGFR powinno by¢ wykonywane jedynie
na materiale zabezpieczonym odpowiednimi techni-
kami. Materiatem preferowanym sa fragmenty tkanek
utrwalonych w 10-procentowej zbuforowanej formalinie
o obojetnym pH i zatopionych w parafinie (ang. forma-
lin-fixed paraffin-embedded tissue, FFPE), ze wzgledu na
stabilnos¢i przydatnos¢ do badania genetycznego nawet
po kilku latach od pobrania materiatu. Do analizy mutacji
genu EGFR kwalifikuje sie rowniez materiat cytologiczny,
zwtlaszcza utrwalony w postaci cytoblokéw. Rozmazy
cytologiczne na szkietkach mikroskopowych, na pod-
stawie ktérych ustalono rozpoznanie gruczolakoraka lub
NDRP-NOS, réwniez mozna wykorzysta¢ do oceny muta-
¢ji EGFR. Jednak ze wzgledu na unikatowo$¢ materiatu
cytologicznego nalezy dazy¢ do sporzadzenia z niego
cytobloku, ktéry daje wieksze mozliwosci wykonania
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dodatkowych barwierr immunohistochemicznych, o ile
okreslenie postaci morfologicznej NDRP na podstawie
barwienia HE nie powiodto sie. Analiza mutacji somatycz-
nych moze by¢ takze wykonywana w oparciu o $wiezo
pobrane lub zamrozone w ciektym azocie fragmenty
tkanek oraz tkanki utrwalone w alkoholach (etanol o ste-
zeniu > 70% i/lub metanol > 80%). W diagnostyce mo-
lekularnej wykorzystuje sie zarowno materiat tkankowy
pochodzacy z guza pierwotnego, jak i ten pochodzacy
z przerzutoéw NDRP, przy czym zawsze preferowany jest
materiat uzyskany podczas ostatniego zabiegu. Wybér
reprezentatywnego materiatu do oznaczenia mutacji
genu EGFR dokonywany jest przez patomorfologa na
podstawie standardowych preparatéw mikroskopowych
w celu oceny obecnosci komérek nowotworowych oraz
ich odsetka w ogdlnej populacji komérek wystepujacych
W preparacie.

Czynnikami kluczowymi dla skutecznej diagnostyki sa:
odpowiednia liczba komérek nowotworowych w materia-
le orazich odsetek w stosunku do komérek prawidtowych.
Przyjmuje sig, ze petng wiarygodnos¢ diagnostyczna ba-
dania molekularnego zapewnia stwierdzenie 200-400
komérek nowotworowych w materiale. W codziennej
praktyce diagnostycznej kryterium to bywa trudne do
spetnienia, poniewaz catkowita liczba komérek, nowotwo-
rowych i prawidtowych, uzyskiwanych za pomoca biopsji
iglowych jest zwykle ograniczona do zaledwie 100-500 na
jedno naktucie. Dlatego za minimalng warto$¢ graniczna
wystarczajaca do diagnostyki mutacji EGFR przyjmuje sie
liczbe 100 komérek nowotworowych.

Nie mniejistotna niz liczba komérek nowotworowych
jestich procentowa zawartos¢ w materiale na tle pozosta-
tych, prawidtowych komérek jadrzastych. Ten parametr
ma krytyczne znaczenie dla doboru odpowiednio czutej
metody diagnostycznej. W przypadku cennych materia-
téw skapokomérkowych zaleca sie makrodysekcje, ktéra
polega na manualnym wycieciu lub zdrapaniu z prepa-
ratu fragmentu tkanki o szczegélnie wysokiej zawartosci
komodrek nowotworowych. Inng mozliwoscig jest lase-
rowa mikrodysekcja, w ktérej pozyskuje sie pojedyncze
komérki lub ich jednorodne populacje z réznorodnych
preparatéw histologicznych i cytologicznych poprzez
ich automatyczne laserowe wyciecie i przeniesienie do
osobnej prébéwki.

Nalezy pamietac, ze przygotowanie materiatu tkanko-
wego w laboratorium patomorfologicznym do dalszych
analiz molekularnych wymaga zachowania szczegélnych
zasad ochrony prébki analitycznej przed zanieczyszcze-
niem z otoczenia (degradacja DNA na skutek dziatania
nukleaz bakteryjnych, dziatania silnego $rodka odkaza-
jacego itd.) oraz przed krzyzowa kontaminacja probek
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ze wzgledu na wysoka czutos¢ testéw diagnostycznych,
atym samym duze ryzyko wyniku fatszywie dodatniego.

Diagnostyka oparta na materiale tkankowym jest
obarczona szeregiem ograniczen, ktére w istotny spo-
s6b wptywaja na skutecznos¢ stosowanych metod mo-
lekularnych. Przede wszystkim biopsja to skomplikowany
i inwazyjny zabieg pozyskania prébek tkanki, a pobrany
materiat zwykle reprezentuje tylko jedno umiejscowie-
nie nowotworu, co nie pozwala oceni¢ genetycznych
zmian odlegtych przerzutéw. Ponadto heterogennos¢
komoérkowa i molekularna tkanki nowotworowej zna-
czaco obniza czuto$¢ badania molekularnego. W dobie
rozwoju terapii spersonalizowanej konieczna jest nie tylko
wiarygodna analiza zaburzen genetycznych o znaczeniu
predykcyjnym w pierwotnym materiale nowotworowym,
uzyskanym od chorego przed wdrozeniem leczenia, ale
réwniez monitorowanie statusu szeregu zmian moleku-
larnych warunkujacych opornos¢ na leczenie celowane.
W praktyce klinicznej wykonanie powtdrnej biopsji pa-
cjentowi z progresja choroby w celu pogtebionej analizy
molekularnej rzadko jest mozliwe.

Krew obwodowa od chorego na zaawansowang po-
stac raka ptuca moze stanowic alternatywe dla tkanki
nowotworowej w przypadkach, gdy tradycyjna biopsja
nie jest mozliwa lub pobrany tg drogg materiat tkanko-
wy jest z réznych przyczyn nieodpowiedni do badania
mutacji genu EGFR. Krew obwodowa, jako tzw. ptynna
biopsja (ang. liquid biopsy), dostarcza pozakomérkowe
DNA (ang. cell-free DNA, cfDNA), pochodzace z réznych
lokalizacji ognisk nowotworowych (z guza pierwotnego,
z odlegtych przerzutéw, z krgzacych we krwi mikroprze-
rzutéw) oraz réznych klonéw komérek rakowych, dzieki
czemu do pewnego stopnia pomijany jest problem hete-
rogennosci tkanki nowotworowej. Nalezy takze podkre-
$li¢, ze komérki nowotworowe uwalniaja cfDNA w sposob
ciagty (opisano szereg mechanizmoéw tego zjawiska), co
zapewnia dostateczng ilos¢ materiatu genetycznego do
analiz molekularnych przez caty okres rozwoju choroby
nowotworowe;j.

Krew obwodowa pobiera sie od chorego najczesciej
z zyty w zgieciu tokciowym do prébéwek hematologicz-
nych zawierajacych K3-EDTA jako antykoagulant i/lub
inne Srodki stabilizujgce (zapobieganie lizie komdrek
jadrzastych, inhibicja enzymoéw nukleolitycznych). Ob-
rébka przedanalityczna krwi powinna zapewnié przede
wszystkim szybka i bezpieczna separacje osocza od frakgji
komérkowej, aby nie dopusci¢ do kontaminacji cfDNA
materiatem genetycznym pochodzacym z rozpadu ko-
mérek jadrzastych, co znaczaco obnizytoby skutecznos¢
badania molekularnego. Z tego powodu nie zaleca sie
wykorzystywania surowicy krwi do badania cfDNA, po-
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Tkanka FFPE

Schemat izolacji DNA z tkanki nowotworowej metoda kolumienkowa

Preparaty FFPE nalezy w pierwszej kolejnosci poddac deparafinizacji poprzez traktowanie ksylenem i alkoholem etylowym.
Poszczegodlne etapy procedury sg podobne dla wiekszosci metod izolacji DNA:

1. Mechaniczna homogenizacja lub enzymatyczne trawienie fragmentu tkanki celem uwolnienia komérek z podscieliska.
2. Usuniecie bton lipidowych i rozpad (liza) komérek przez zastosowanie odczynnikéw lizujacych oraz usuniecie biatek

przez dodanie proteazy (zwykle w wysokiej temperaturze > 50°C).

3. Odseparowanie DNA od pozostatych sktadnikéw lizatu (w tej metodzie DNA jest selektywnie wigzane przez ztoze krze-

mionkowe kolumienki).

4. Oczyszczenie DNA z zanieczyszczen (lipidow, biatek, soli) i innych sktadnikéw dodanych do mieszaniny w poprzednich
krokach (kilkakrotne przeptukanie ztoza kolumienki odpowiednim buforem).
5. Elucja DNA (wymycie DNA ze ztoza wodg lub odpowiednim buforem).

niewaz w procesie krzepniecia krwiw prébéwce komérki
podlegaja mechanicznemu zgnieceniu przez tworzacy
sie skrzep.

Wydajna izolacja DNA to drugi, po odpowiednim opraco-
waniu materiatu klinicznego, kluczowy etap diagnosty-
ki molekularnej NDRP. Standardowa obrébka materiatu
tkankowego przez utrwalanie w 10-procentowej buforo-
wanej formalinie i zatapianie w bloczkach parafinowych
(FFPE) obniza analityczna jako$¢ kwaséw nukleinowych.
Czas inkubacji w formalinie ma bezposrednie przetozenie
na stopien degradacji DNA i jest proporcjonalny do wiel-
kosci materiatu (formaldehyd wysycajacy tkanke stopnio-
wo utlenia sie do kwasu mréwkowego, ktéry hydrolizuje
DNA). W zwiagzku z powszechnym wykorzystywaniem
preparatéw FFPE do oznaczen molekularnych zaleca-
na jest standaryzacja postepowania z réznymi typami
materiatéw, np. do 6-12 godzin inkubacji w formalinie
w przypadku matych biopsji oraz 8-18 godzin przy
utrwalaniu duzych fragmentéw tkanki (formalina wysy-
ca tkanke w tempie okoto 1 mm/h). Niektére procedury
stosowane w przypadku zestawdw odczynnikowych do
izolacji DNA z preparatéw FFPE obejmuja etap inkubacji
lizatu komorkowego w temperaturze 90°C w celu zerwa-
nia niespecyficznych wiagzan pomiedzy biatkami i DNA,
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spowodowanych dziataniem formaliny, co znaczaco
poprawia jakos¢ izolowanego materiatu genetycznego.
Fragmentacja kwaséw nukleinowych, zmniejszajaca
wydajnosc reakcji PCR i w efekcie reprezentatywnos¢
probki materiatu diagnostycznego, stwarza wymog za-
stosowania szczeg6lnie wydajnych procedur izolacji DNA,
zwlaszcza dla materiatéw skapokomérkowych. Podob-
nie w przypadku izolacji cfDNA z osocza krwi zalecane
jest stosowanie odczynnikéw przeznaczonych dla tego
rodzaju materiatu biologicznego, z uwagi na jego unikal-
na charakterystyke biochemiczna. Obecnie dostepne sg
liczne zestawy komercyjne oparte na réznych systemach
izolacji kwaséw nukleinowych, pozwalajace na wysoki
stopien standaryzacji procedury dla konkretnego rodzaju
materiatu biologicznego. Procedury dla wigkszosci metod
izolacji DNA zawieraja te same etapy (ryc. 1).
Obiektywne badania poréwnawcze, biorace pod
uwage odzysk DNA z materiatu biologicznego, jego frag-
mentacje i stopiern hamowania reakcji PCR, wskazuja na
relatywnie wysoka jakos¢ DNA otrzymywanego metodg
oparta na kolumienkach ze ztozem krzemionkowym. W tej
metodzie izolacji wykorzystuje sie wigzanie DNA do ztoza
krzemionkowego w warunkach wysokiego stezenia soli
chaotropowych. Ujemnie natadowane czasteczki DNA
facza sie wtedy z dodatnio natadowang krzemionka,
dzieki czemu mozliwe jest bezpieczne odptukanie za-
nieczyszczen (przede wszystkim biatek). Nastepnie DNA
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wymywane jest ze ztoza roztworem o niskim stezeniu soli
(woda lub bufor o niskim stezeniu).

W innej popularnej metodzie DNA oddziela sie od
zanieczyszczen przy pomocy kuleczek paramagnetycz-
nych, optaszczonych specjalnym ligandem (pochodzenia
naturalnego lub syntetycznego), wykazujacym wysokie
powinowactwo do izolowanej czasteczki kwasu nukle-
inowego. Po przytozeniu magnesu do prébdéwki z lizatem
komorkowym kulki paramagnetyczne ze zwigzanym DNA
osadzaja sie na Scianie probéwki od strony magnesu;
nadsacz usuwa sie za pomoca pipety, DNA przytwier-
dzone do kulek przemywa sie kilkakrotnie, a nastepnie
odzyskuje w postaci eluatu. Obydwie metody zautoma-
tyzowano; dostepne sg laboratoryjne urzadzenia o du-
zej mocy przerobowej, izolujagce DNA z réznego rodzaju
tkanek i preparatéw. Do izolacji cfDNA z osocza krwi
mozna wykorzystywac zaréwno metode kolumienkowa,
jak i magnetyczng, cho¢ nie zawsze sg one rbwnowazne
pod wzgledemiilosci i czystosci materiatu genetycznego.
Istotne jest zatem, aby stosowana metoda izolacji DNA
dobrana byta w sposéb optymalny do danego rodzaju
materiatu biologicznego (np. do materiatéw FFPE, do
cfDNA z osocza krwi itd.).

Nieodzowny etap konczacy kazda procedure izolacji
DNA stanowi ocena czystosci molekularnejiilosci materia-

Technika biologii molekularnej

Techniki oparte na sekwencjonowaniu DNA
Sekwencjonowanie Sangera
Pirosekwencjonowanie

Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)
Allelospecyficzne testy real-time PCR
Real-time PCR z sondami hydrolizujagcymi
Cobas EGFR Mutation Test

Scorpion-ARMS

PNA-LNA PCR clamp (+ sekwencjonowanie produktu)
Techniki ultraczufe

Droplet Digital PCR (ddPCR)

BEAMing

tu genetycznego w eluacie. Najpowszechniej stosowana
i najtanszg metoda jest spektrofotometryczny pomiar
absorbancji zawiesiny DNA oraz oszacowanie stopnia
czystosci i stezenia z uzyciem odpowiednich wzordéw.
Wyniki tych pomiaréw umozliwiaja dobér odpowiednich
warunkéw amplifikacji materiatu genetycznego i detekgji
zmian genetycznych w jego sekwencji technikami opar-
tymi na metodzie real-time PCR. Metody wysokoprzepu-
stowe (NGS) oraz ultraczute (ddPCR) wymagaja bardziej
precyzyjnego pomiaru stezenia - tu zaleca sie stosowanie
metod fluorymetrycznych. Izolowany materiat genetyczny
moze zostac zamrozony w temperaturze -20°C (DNA) lub
-80°C (RNA) i by¢ przechowywany przez okres co najmnie;j
kilkunastu miesiecy bez znaczacego ubytku nailoscii ja-
kosci, o ile nie bedzie poddawany wielokrotnym cyklom
rozmrazania i zamrazania.

Diagnostyka molekularna raka ptuca dysponuje szere-
giem technik laboratoryjnych umozliwiajacych skutecz-
na analize zmian genetycznych o znaczeniu klinicznym,
przede wszystkim mutacji somatycznych genu EGFR.
W ciagu ostatniej dekady metody wykorzystujace am-
plifikacje DNA technika PCR w czasie rzeczywistym (ang.

Czutos¢ detekcji Wykrywane = Komercyine Analiza
(% allelu yrryws v <fDNA
mutacje testy IVD
zmutowanego)* zosocza
~20% Znane i nowe X
2-10% Znane i nowe v
1-0,1% Znane i nowe 4 4
1-5% Tylko znane 4 X
1-5% Tylko znane 4 4
1-5% Tylko znane v v
1-0,1% Znane i nowe 4 4
0,01-0,001% Tylko znane v
0,01-0,001% Tylko znane X

* Wartosci limitu czutosci detekcji (ang. limit of detection, LOD) na podstawie danych publikowanych przez producentéw

zestawow odczynnikowych do diagnostyki in vitro (IVD) lub dostepnego pismiennictwa naukowego. Wartosci LOD réznia sie

dla poszczegdinych mutaciji.

Popularne techniki biologii molekularnej wykorzystywane w diagnostyce mutacji genu EGFR
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real-time PCR, quantitative PCR, qPCR) oraz sekwencjono-
wanie DNA metoda Sangera uwazano za ztoty standard
w analizie mutacji genu EGFR. W tym czasie opracowa-
no i wprowadzono na rynek komercyjny szereg testéw
diagnostycznych opartych na technice real-time PCR, jak
réwniez rozwinieto kilka nowych technik analizy gene-
tycznej, ktérych faktyczna przydatnos¢ diagnostyczna jest
obecnie przedmiotem wielu badan walidacyjnych (tab. 2).

Reakcja fancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain
reaction, PCR) to podstawowa technika biologii moleku-
larnej, wykorzystywana do powielania kopii czasteczek
DNA w badanej prébce w warunkach laboratoryjnych.
Obecnie w diagnostyce genetycznej najpowszechniej
wykorzystywana technika jest real-time PCR, czyli mo-
dyfikacja klasycznej metody PCR, w ktérej do Srodowiska
reakcji wprowadzane sa znakowane barwnikami fluore-
scencyjnymi oligonukleotydy (sondy) tgczace sie z DNA
w stosunku stechiometrycznym, dzieki czemu mozna na
podstawie odczytéw intensywnosci emitowanej fluore-
scencji w kolejnych cyklach PCR okresli¢ ilos¢ matrycy
(badanej prébki DNA) uzytej do reakcji, jak réwniez sle-
dzi¢ przyrost ilosci powstajacego produktu (liczby kopii
badanej czasteczki DNA) w trakcie trwania reakgji (real-
-time) - stad nazwa,,ilosciowy PCR". Gtéwna zaletga testow
diagnostycznych opartych na PCR w czasie rzeczywistym
jest bardzo wysoka czutos¢ detekgji, siegajaca 1% allelu
zmutowanego w mieszaninie DNA genomowego (allelo-
specyficzna amplifikacja PCR), przy jednoczesnie bardzo
wysokiej specyficznoscii szerokim zakresie dynamicznym,
pozwalajacym analizowac prébki o r6znym stezeniu DNA
(réznica 6-8 rzeddéw wielkosci).

Wysoka czutosc i specyficzno$é najpopularniejszych
testow diagnostycznych (certyfikowanych IVD) wyko-
rzystywanych w analizie mutacji genu EGFR wynika z za-
stosowania w nich jednej ze strategii allelospecyficznej
amplifikacji PCR, dzieki czemu podczas reakcji selektywnie
zwiekszana jest liczba kopii zmutowanego allelu DNA,
przez co mierzony sygnat (fluorescencyjny) nie jest ma-
skowany przez tfo (pochodzace od allelu typu natywne-
go - wild type). Cel ten moze zostac osiggniety poprzez
pozytywna selekcje zmutowanej sekwencji DNA z wyko-
rzystaniem starteréw i sond specyficznych dla poszuki-
wanego allelu (np. sondy typu Scorpion-ARMS, Scorpion
Amplified Refractory Mutation System) lub droga selekcji
negatywnej poprzez blokowanie amplifikacji DNA typu
natywnego (np. metoda PNA-LNA PCR clamp z uzyciem
kwasu peptydonukleinowego, PNA). Ponadto amplifikacja
krétkich fragmentéw DNA, zwykle ponizej 100 par za-
sad, zapewnia wysokg skutecznos¢ badania materiatéw

Wiapomosct ONKoLOGICZNE W PiGutce. RAK Pruca NR 3/2017

16

o niskiej jakosci DNA, takich jak utrwalone w bloczkach
parafinowych skrawki tkanki nowotworowej lub materiat
cytologiczny z biopsji cienkoigtowej (cytobloki).

Inng waznga zaletg real-time PCR jest mozliwo$¢ mul-
tipleksowania reakgji, to jest jednoczesnej amplifikacji
dwoch i wiecej matryc DNA w tej samej mieszaninie re-
akcyjnej (proboéwece), co znaczaco skraca czas i zmniej-
sza koszt wykonania oznaczen (zamiast kilku reakcji PCR
wykonywana jest jedna), pozwala zuzy¢ mniej matrycy
DNA (szczegdlnie wazne, gdy dysponujemy minimalnymi
ilosciami unikatowego materiatu genetycznego), a takze
daje mozliwo$¢ zastosowania wewnetrznej kontroli am-
plifikacji w reakcjach, w ktérych stwierdza sie obecnos¢
lub brak produktu (dodatni/ujemny). Obecnie najbar-
dziej zaawansowane multipleksy allelospecyficznego PCR
w czasie rzeczywistym pozwalaja na jednoczesng analize
ponad 40 réznych mutacjiw 18, 19,20i 21 eksonie genu
EGFR w 30 prébach DNA podczas jednego cyklu pracy
aparatu.

Nalezy podkresli¢, ze pomimo szeregu zalet metody
real-time PCR cechuje stosunkowo niska przepustowos¢,
umozliwiajaca analize kilku do kilkudziesieciu wytacz-
nie znanych (zdefiniowanych przez producenta testu)
zmian molekularnych w obrebie zaledwie jednego genu
i w ograniczonej liczbie prébek (zwykle im wieksza liczba
wykrywanych zmian molekularnych, tym mniejsza liczba
prébek badanych w jednym cyklu pracy), co przektada
sie na 0gdlIny koszt badania.

Metody bezposrednie to techniki molekularne umozli-
wiajace ustalenie sekwencji wybranego fragmentu DNA
bezposrednio poprzez odczyt kolejnosci nukleotyddw,
dzieki czemu moga by¢ stosowane zaréwno do analizy
genetycznej znanych mutacji, jak i jako narzedzie od-
krywania nowych zmian genetycznych. Sekwencjono-
wanie DNA, w ogdlnym pojeciu, obejmuje zbiér technik
laboratoryjnych wykorzystywanych w genetyce i biologii
molekularnej do odczytywania sekwencji, czyli kolejnosci
par nukleotydowych w czasteczce DNA.

1. Sekwencjonowanie DNA metoda Sangera

Metoda opracowana przez zespét Fredericka Sangera
w latach 70. XX wieku byta przez niemal trzy dekady naj-
popularniejsza technika sekwencjonowania DNA, po-
wszechnie wykorzystywang w badaniach naukowych
i diagnostyce genetycznej. Najnowoczesniejsze sekwe-
natory kapilarne mogg analizowa¢ sekwencje 384 préb
DNA w jednym cyklu pracy, cho¢ najpopularniejsze sg
aparaty 8-i 16-kapilarne. Przyblizony czas odczytu 1000
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nukleotyddéw w czasteczce DNA to 125 minut. Mozliwos¢
odczytu stosunkowo dtugich fragmentéw w pojedynczej
reakcji (100-1000 par zasad) przy jednoczesnej bardzo
duzej trafnosci i jednoznacznosci uzyskiwanych wynikéw
powoduje, Zze metoda Sangera jest szeroko stosowana
do analizy sekwencji DNA w poszukiwaniu mutacji po-
jedynczych nukleotydéw, a takze niewielkich delecjiiin-
sercji. W diagnostyce molekularnej raka ptuca ta metoda
sekwencjonowania DNA jest czesto wykorzystywana do
potwierdzania wynikéw analizy somatycznych mutacji
genu EGFR z uzyciem testow diagnostycznych opartych
na technice real-time PCR. Z raportu EMQN (European
Molecular Genetics Quality Network) za rok 2016 pod-
sumowujgcego rezultaty zewnetrznej kontroli jakosci
w zakresie diagnostyki mutacji EGFR, w ktorym udziat
wzieto 295 laboratoriéw diagnostycznych z catego $wiata,
wynika, ze sekwencjonowanie Sangera jest nadal po-
wszechnie stosowana metodg (zaraz po komercyjnych
testach opartych na technice real-time PCR), najczesciej
w pofaczeniu z innymi technikami molekularnymi.

Pomimo wysokiej specyficznosci podstawowym pro-
blemem ograniczajacym zastosowanie metody Sangera
w diagnostyce mutacji somatycznych nowotworéw jest
relatywnie niska czutos¢. W optymalnych warunkach
przy wykorzystaniu matrycy DNA o wysokiej jakosci se-
kwencjonowanie metoda Sangera moze osiggac czutos¢
detekcji do 20-25% allelu zmutowanego na tle wariantu
natywnego dla danego genu. Wiele materiatéw diagno-
stycznych, przede wszystkim utrwalonych FFPE, charak-
teryzuje sie jednak wysokim stopniem degradacji DNA,
co maistotnie negatywny wptyw na odczyt i interpretacje
analizowanej sekwencji. We wczeséniej wspomnianym
raporcie EMQN analiza mutacji EGFR metoda Sangera
obarczona byta duzym odsetkiem wynikéw fatszywie
ujemnych, cho¢ ani jednym wynikiem fatszywie dodat-
nim, ktére z kolei dotyczyly niektérych komercyjnych
testow diagnostycznych. Zaleca sie zatem, aby w praktyce
diagnostycznej metoda sekwencjonowania kapilarnego
analizowac jedynie materiaty zawierajace przynajmniej
50% komérek nowotworowych. Z danych uzyskanych
w 2015 roku od 10 wiodacych laboratoriéw diagnostycz-
nych w Polsce wynika, ze tak wysokie utkanie nowotwo-
rowe prezentuje az 70% materiatéw klinicznych badanych
pod katem mutacji genu EGFR.

2. Pirosekwencjonowanie DNA

W 2005 roku wprowadzono na rynek biotechnologiczny
nowa technologie zwang pirosekwencjonowaniem DNA.
Metoda ta nadal wykorzystuje sangerowskie sekwen-
cjonowanie poprzez synteze, lecz w reakcji wykrywany
jest pirofosforan (PPi), uwalniany podczas przytaczania
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nukleotydu do nowo syntetyzowanej nici DNA. Odczyt
sekwencji mozliwy jest dzieki zapisaniu w pamieci kom-
putera kazdego zdarzenia uwolnienia PPi i przypisaniu
go w czasie dla rodzaju nukleotydu (A, G, C, T), aktualnie
dodanego do mieszaniny reakcyjnej w celu syntezy DNA.

Giéwna zaleta analizy mutacji EGFR metoda pirose-
kwencjonowania DNA jest mozliwos¢ detekcji szerokiego
spektrum zmian genetycznych, rozmieszczonych w obre-
bie eksonéw 18-21 genu, z czutoscia znacznie przewyz-
szajaca parametry oferowane przez klasyczng metode
Sangera. Mimo dostepnosci zwalidowanych systeméw
diagnostycznych IVD do analizy mutacji EGFR pirosekwen-
cjonowanie nie jest nawet w potowie tak popularne jak
metoda Sangera lub NGS (wedtug raportu EMQN za rok
2016). Wynika to m.in.z gorszego zaplecza komercyjnego
i technicznego (dostepnos¢ odczynnikéw i urzadzen od
réznych producentéw) dla tej metody, a jednoczeénie
dtugiej historii i silnej pozycji sekwencjonowania sange-
rowskiego na rynku laboratoryjnym.

Badania poréwnujace parametry analityczne trzech
metod analizy mutacji genu EGFR w materiatach resek-
cyjnych utrwalonych FFPE: sekwencjonowania Sangera,
allelospecyficznej amplifikacji real-time PCRi pirosekwen-
cjonowania wykazaty ponad 82-procentowa zgodnos¢
wynikéw, co nalezy po czesci przypisac wysokiej jakosci
badanych preparatéw tkankowych. Z drugiej strony czu-
tosc¢ i specyficznos¢ pirosekwencjonowania okazaty sie
wystarczajace do badania skapokomérkowego materiatu
cytologicznego w diagnostyce mutacji EGFR.

3. Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)
Sekwencjonowanie sangerowskie oraz pirosekwen-
cjonowanie doskonale nadaja sie do analizy sekwencji
pojedynczych genéw, sa jednak zbyt kosztowne i praco-
chtonne, aby mozna je byto efektywnie zastosowa¢ do
badania kilkudziesieciu czy kilkuset genéw w standar-
dowych warunkach laboratoryjnych. Najnowsze techniki
sekwencjonowania, zwane ogdlnie sekwencjonowaniem
nowej generacji (ang. next generation sequencing, NGS)
lub réwnolegtym sekwencjonowaniem wielu fragmen-
téw DNA (ang. massively parallel sequencing, MPS), cha-
rakteryzuje o wiele wyzsza przepustowos¢, pozwalajgca
sekwencjonowad w tym samym czasie wiele regionéw
w obrebie genomu, w duzej liczbie prébek DNA (np. od
réznych pacjentéw) pod katem réznych zmian genetycz-
nych (mutacje punktowe, insercje, delecje, CNV) w ciggu
jednego cyklu pracy maszyny. Ponadto techniki NGS sg
znacznie czulsze od sekwencjonowania sangerowskie-
go, wymagdaja prébek o wielokrotnie nizszym stezeniu
DNA. Czuto$¢ detekcji najpopularniejszych systemdw NGS
pozwala wykrywac 1-5% allelu zmutowanego w tle wa-
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riantu natywnego. W dodatku NGS jest metoda zaréwno
jakosciowa (odczyt sekwencji DNA, wykrycie mutacji), jak
i ilosciowa, gdyz zapewnia doktadny pomiar liczby kopii
fragmentéw DNA zawierajacych dana mutacje. Procedury
analityczne wiekszosci dostepnych systeméw NGS zawie-
rajg te same etapy, z ktérych najbardziej praco- i czaso-
chtonne to przygotowanie tzw. bibliotek DNA (lub RNA)
oraz analiza bioinformatyczna surowych danych. Na rynku
dostepnych jest wiele réznych zestawéw odczynnikowych
dla danego systemu NGS, przeznaczonych do réznych
aplikacji diagnostycznych i naukowych, w tym do analizy
mutacji EGFR (najczesciej w panelu z innymi genami).
Liczne prace badawcze opublikowane w ostatnim
5-leciu dowodzg, ze wprowadzenie metody NGS do
praktyki klinicznej raka ptuca moze znaczaco poprawié
skutecznos¢ leczenia. Dla przyktadu Lim et al. wykazali,
ze 58% z badanej grupy chorych na NDRP z negatywnym
wynikiem badania molekularnego na obecnos¢ zaburzen
somatycznych w genach EGFR, KRAS, ALK, przeprowadzo-
nego za pomocg metod podstawowych, po powtérzeniu
badania metoda NGS nadal prezentowato szereg innych
zmian molekularnych, dla ktérych obecnie rozwijane sg
terapie celowane (mozliwos¢ uczestniczenia w badaniu
klinicznym). Z kolei Scarpa et al. juz w 2013 roku dowiedli
skutecznosci badania molekularnego metoda NGS w ska-
pokomérkowym materiale cytologicznym od chorych na
NDRP typu gruczotowego, pomimo ze wiekszo$¢ zesta-
woéw odczynnikowych byta wéwczas optymalizowana
pod katem tkanek FFPE. Stworzyto to szanse na pogtebio-
na diagnostyke molekularng i analize setek zaburzen ge-
netycznych w oparciu o bardzo mata ilos¢ DNA (> 10 ng),
co do tej pory nie byto mozliwe przy uzyciu metod pod-
stawowych. W szerszej perspektywie nawet 60% chorych
na NDRP mogtoby skorzysta¢ z diagnostyki opartej na
metodzie NGS, poniewaz taki odsetek pacjentéw jest
diagnozowany w p6znych stadiach zaawansowania cho-
roby, kiedy mozliwosci uzyskania tkanki nowotworowej
do badania droga resekcji sg ograniczone, a biopsja nie
dostarcza materiatu w odpowiedniej jakosci lub ilosci.
Techniki NGS juz na obecnym etapie rozwoju umoz-
liwiaja skuteczng analize pozakomérkowego DNA z krwi
chorych na raka ptuca pod katem szeregu zaburzen gene-
tycznych o potwierdzonym badzZ potencjalnym znaczeniu
klinicznym. Dostepne sg komercyjne zestawy odczyn-
nikowe o podwyzszonej czutosci detekcji (ponizej 1%
zmutowanego allelu) przeznaczone do analizy cfDNA
na konkretnych platformach NGS. Przewaga metody
NGS nad testami opartymi na real-time PCR jest moz-
liwos¢ identyfikowania nie tylko zdefiniowanych, lecz
wszystkich zmian w obrebie genu, w tym szczegdlnie
rzadkich mutacji EGFR, ktére nie s wykrywane techni-
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kami podstawowymi (np. mutacji C797S, warunkujacej
opornosc¢ na leczenie ozymertynibem). Badania ostatnich
lat wykazaly bardzo wysoka zgodnos¢ (60-95%) profi-
6w zaburzen genetycznych oznaczanych metodg NGS
w preparatach tkanki nowotworowej i prébach krwi od
tych samych chorych.W badaniu poréwnujacym metoda
NGS status mutacji 70 genéw w cfDNA z krwi oraz mate-
riatach tkankowych od 102 chorych naraka ptuca ogélna
zgodno$¢ dla mutacji EGFR wykrytych w tkance i krwi
wyniosta 79%, co potwierdza duza warto$¢ diagnostycz-
na ptynnej biopsji. Mutacje genu EGFR byty najczesciej
obserwowanymizmianami; zidentyfikowano 50 mutacji
o charakterze aktywujacym i 12 mutacji warunkujacych
opornos¢. Sekwencjonowanie DNA z materiatu tkanko-
wego z réznych przyczyn technicznych i klinicznych nie
powiodto sie u ponad potowy chorych (51%), dla ktérych
analiza cfDNA z krwi stanowita jedyng mozliwo$¢ spraw-
dzenia statusu mutacji genu EGFR i ewentualng szanse
na zakwalifikowanie do terapii celowane;.

Bardzo interesujaca metoda detekcji mutacji somatycz-
nych w onkogenach jest BEAMing (ang. beads, emulsion,
amplification and magnetics). Wykorzystuje ona wigzanie
pojedynczych czasteczek DNA do powierzchni magne-
tycznych kuleczek i ich klonalng amplifikacje za pomoca
emulsyjnego PCR oraz odczyt sygnatu fluorescencyjnego
zwykorzystaniem cytometru przeptywowego. Niezwykle
wysoka czuto$¢ detekcji prezentowana przez te technike
pozwala na wykorzystanie w badaniu materiatéw bio-
logicznych o szczegdlnie niskiej zawartosci nowotwo-
rowego DNA, przede wszystkim cfDNA z osocza krwi.
W miedzynarodowym badaniu klinicznym AURA, w kt6-
rym oceniano skuteczno$¢ kliniczna inhibitora kinazy
tyrozynowej EGFR Ill generacji, AZD9291, wykorzystano
BEAMing jako metode referencyjng do walidacji para-
metréw diagnostycznych dwéch komercyjnych testéw
opartych na real-time PCR pod katem analizy mutacji EGFR
w cfDNA. Niestety analiza genetyczna metodg BEAMing
dostepna jest na razie jedynie w postaci komercyjnej
ustugi w kilku o$rodkach na $wiecie, co wigze sie z ko-
niecznoscia transportu materiatu klinicznego.

Inng nowoczesng metoda wysokoczutej detekcji mu-
tacji wystepujacych w niewielkiej liczbie kopii w analizo-
wanej mieszaninie DNA jest Droplet Digital PCR (ddPCR).
Technika ta opiera sie na namnazaniu klonéw pojedyn-
czych czasteczek DNA w wielokrotnych, réwnolegtych
reakcjach PCR zachodzacych w mikroskopijnych kroplach
roztworu reakcyjnego o objetosci nanolitréw. Pozwala to
nie tylko z wysoka czutoscig wykrywac obecnos$¢ w ob-
rebie guza nielicznych klonéw komérek zawierajacych



METODY BIOLOGI MOLEKULARNEJ W DIAGNOSTYCE MUTACJI GENU EGFR
U CHORYCH NA NIEDROBNOKOMORKOWEGO RAKA PLUCA

mutacje genu EGFR, lecz takze moze stuzy¢ do pomiaru
ilosciowego zawartosci zmutowanego allelu oraz liczby
kopii genu. Podczas gdy konwencjonalne testy diagno-
styczne, oparte na real-time PCR, pozwalaja wykry¢ pier-
wotna mutacje opornosciT790M w materiale tkankowym
u zaledwie 3% chorych na NDRP przed leczeniem IKT
EGFR, analiza metoda ddPCR dowiodta wystepowania
tej mutacji az u 83% chorych kwalifikowanych do terapii
celowanej. Im wyzszy byt procentowy udziat allelu z muta-
cja T790M w materiale genetycznym izolowanym z tkanki
nowotworowej pozyskanej od chorego przed leczeniem
IKT EGFR, tym czesciej wykrywano te mutacje w materiale
tkankowym pochodzacym z powtérnej biopsji pacjenta
z progresja choroby w trakcie terapii celowanej. Wynika
to z procesu powolnej selekcji rzadkich klonéw komérek
zmutacjg T790M w masie guza nowotworowego podczas
leczenia IKT EGFR, jako jednego z gtéwnych mechani-
zméw nabywania opornosci komérek NDRP na ten rodzaj
terapii (dotyczy to blisko 60% chorych leczonych IKT EGFR
| generacji). Metoda ddPCR, podobnie jak BEAMing, cze-
sto wykorzystywana jest do analizy genetycznej cfDNA;
aparatura i odczynniki dostepne sg komercyjnie. Nieste-
ty spory odsetek wynikéw fatszywie dodatnich oraz ko-
niecznosc rozlegtej optymalizacji procedur analitycznych
ograniczajg powszechne stosowanie technik ultraczutych
w rutynowej diagnostyce mutacji EGFR, co czyni z tych
metod narzedzia pomocnicze, stosowane przede wszyst-
kim w celu pogtebionej analizy genetycznej materiatéw
wstepnie przebadanych metodami konwencjonalnymi.

Zgodnie z aktualnymi zaleceniami polskimi i miedzyna-
rodowymi wykrywanie mutacji somatycznych genu EGFR
powinno by¢ nieodzownym etapem rutynowej diagno-
styki chorych na zaawansowang postac gruczotowego
raka ptuca, u ktérych rozwazana jest terapia inhibitorami
kinazy tyrozynowej. Posréd dostepnych metod molekular-
nych nie mozna jednoznacznie wskazac standardu w dia-
gnostyce laboratoryjnej mutacji genu EGFR, poniewaz
mimo okreslonych zalet kazda metoda prezentuje takze
szereg ograniczen, wptywajacych na jej ogélng przydat-
nos¢ diagnostyczna. Problem ten najlepiej uwidaczniaja
cykliczne raporty z wynikami zewnetrznej kontroli jako-
sci w laboratoriach wykonujacych diagnostyke mutacji
EGFR, nadal prezentujace przypadki wynikéw fatszywie
dodatnich i ujemnych. Optymalnym rozwigzaniem wyda-
je sie korzystanie z przynajmniej dwéch r6znych metod
molekularnych do detekcji mutacji, uzupetniajacych sie
nawzajem w zakresie czutosci i specyficznosci (np. se-
kwencjonowanie Sangera i allelospecyficzny real-time
PCR). Bez wzgledu na wybor techniki biologii moleku-
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larnej kluczowe znaczenie dla wykonywania wiarygod-
nych oznaczen ma zawsze odpowiednia walidacja catego
procesu diagnostycznego, wiacznie z przygotowaniem
materiatu biologicznego, izolacja DNA oraz analizg ge-
netyczna mutacji EGFR, przeprowadzona wewnatrz da-
nego laboratorium czy osrodka klinicznego. Zaleca sie
rowniez udziat laboratorium w programach zewnetrznej
kontroli jakosci lub miedzylaboratoryjng walidacje pro-
cedur. Punktem wyjscia przy wdrazaniu procedur dia-
gnostycznych lub wyborze ustugodawcy zewnetrznego
powinno by¢ przestrzeganie miedzynarodowej normy
ISO 15189 (dotyczacej systemu jakosci i kompetencji
technicznych laboratoridow medycznych), zasad dobrej
praktyki laboratoryjnej (ang. good laboratory practice,
GLP) oraz aktualnych zalecen towarzystw naukowych
i organizacji zrzeszajacych specjalistéw w dziedzinie
onkologii klinicznej, patomorfologii, diagnostyki labo-
ratoryjnej i biologii molekularnej, opisujacych ogélnie
przyjete zasady przygotowania materiatu biologicznego
i analizy mutacji EGFR.
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