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wigze sie ze skutecznoscig dziatania niektorych inhibitorow kinazy tyrozynowej (TKI). Okreslenie statusu
genu EGFR jest kluczowe w doborze najbardziej odpowiedniego schematu leczenia chorych z NDRP.
Celem tej pracy jest wykazanie, czy osrodki zaangazowane w diagnostyke molekularng choréb no-
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Onkologia w Praktyce Klinicznej do 18., 19., 20. i 21.; 5. Od momentu wypisania skierowania na badanie diagnostyczne do momentu
2011, tom 7, nr 3, 138-145 przekazania wyniku badania nie powinno uplyng¢ wiecej niz 10 dni roboczych.
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ABSTRACT

Lung cancer is one of the most common cancers in Poland and abroad. According to statistics, it cau-
ses the death of 1.3 million people per year worldwide. In a nonsmall cell lung cancer (NSCLC), some
patients have somatic mutations in the gene for epidermal growth factor receptor (EGFR), resulting in
a constant activity of this receptor (10-15% patients of North American and Western European origin,
and 30-35% of patients from Japan and Eastern Asia). The occurrence of such mutations is closely
associated with efficacy of tyrosine kinase inhibitors (TKI). Thus, determination of EGFR status is crucial
in selecting the most appropriate treatment of patients with NSCLC.

The aim of this paper is to show whether the laboratories involved in molecular diagnostics for cancer
have the potential to effectively determinate the mutation status (in exons 19 and 21) of the EGFR7 gene.
An additional objective is to develop appropriate standards for mutation testing in non-small cell lung
cancer. As the result of valiadtion process conducted in the study, the following recommendations for
diagnostic laboratories were approved: at least 50% of cancer cells should be present in a tissue for
DNA isolation; 2. The method of DNA isolation should be standardized, the most appropriate is usage
of DNA isolation kits; 3. In case of equivocal results two independent molecular methods should be em-
ployed, one of them should be direct sequencing; 4. It is recommended to extend the panel of analyzed
exons to 18, 19, 20 and 21; 5 The turnaround time (TAT) should not take more than 10 working days.

Key words: lung cancer, EGFR mutations, EGFR mutational status, targeted therapy, molecular diagnostic
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Wstep

Cecha charakterystyczna komérek nowotworo-
wych jest zaburzenie rownowagi w mechanizmach
rzadzacych proliferacja [1]. Jest ono wynikiem aku-
mulacji zmian w genomie komérki. W prawidtowo
funkcjonujacej komdrce proliferacja jest pod kontrolg
trzech gtéwnych szlakéw. W komoérkach nabtonko-
wych gléwnym regulatorem proliferacji jest Sciezka
EGFR/RAS/RAF/MAP/ERK. Jej zaburzenie prowadzi
nie tylko do niekontrolowanego rozrostu, ale takze do
zahamowania procesu apoptozy oraz nabycia przez
komérki nowotworowe zdolnoSci do rozprzestrzeniania
si¢ po organizmie i zasiedlania nowych obszaréw zaj-
mowanych normalnie przez inne typy komoérek. Jedna
z obecnie stosowanych metod terapii jest wykorzystanie
lekéw, ktére w swoim zalozeniu powinny przywracad
kontrole nad proliferacja. Do nich zalicza si¢ inhibitory
aktywnos$ci EGFRI. Biatko to jest btonowym recepto-
rem nalezagcym do rodziny receptoréw naskérkowego
czynnika wzrostu (EGFR, epidermal growth factor
receptor) [2]. Rodzina ta sklada si¢ z czterech biatek
EGFR1, 2, 3 i 4 (inne nazwy dla tych receptoréw to:
HERI, 2,314 lub ERB Bl, 2, 3 i 4). Receptor, taczac
si¢ z ligandem, ulega dimeryzacji, co z kolei powoduje
zmiang¢ konformacji receptora i wzajemna autofosfory-
lacje przeksztaltcajaca receptor w aktywna funkcjonalnie
kinaze tyrozynowa. W wyniku dimeryzacji moga powstac
zaréwno homodimery, jak i heterodimery. Dodajac do
tego fakt, ze receptory moga by¢ aktywowane przez
kilka réznych ligandéw: naskérkowy czynnik wzrostu
(EGE, epidermal growth factor), transformujacy czyn-
nik wzrostu beta (TGE, transforming growth factor

beta), nabtonkowy czynnik wzrostu wiazacy heparany
(HB-EGF, heparin binding epithelial growth factor)
amfireguliny, hereguliny, neureguliny, betaceluliny
to okazuje si¢, ze jest to potezna sie¢ informacyjna
napedzajaca proliferacj¢ [2, 3]. Stosowane obecnie
inhibitory EGFR1 mozna podzieli¢ na dwie grupy. Do
pierwszej zalicza si¢ przeciwciala monoklonalne, takie
jak cetuksymab czy panitumumab. Wiaza si¢ one z ze-
wnatrzkomérkowa domeng EGFR1 w obszarze wigzania
liganda, uniemozliwiajac utworzenie funkcjonalnego
dimeru zdolnego do przylaczenia liganda [4]. To z kolei
oznacza, ze zablokowana zostaje mozliwos¢ aktywacji
kinazowej funkcji receptora, przez co jest on niezdolny
do aktywacji (fosforylacji) biatek efektorowych. W sumie
oznacza to zahamowanie przekaznictwa sygnatu. Do
drugiej grupy inhibitoréw zalicza si¢ drobnoczastecz-
kowe zwiazki, takie jak erlotynib czy gefitynib. Leki te,
faczac sie ze znajdujaca si¢ w czeéci cytoplazmatycznej
aktywnoScia ATPazowa receptora, konkuruja z cza-
steczka ATP o miejsce wigzania w centrum katalitycznej
aktywnosci kinazy tyrozynowej EGFR1. Blokowanie
dostepu dla ATP, czasteczki uczestniczacej w procesie
fosforylacji, prowadzi do utraty zdolnosci do fosforylacji
biatek efektorowych, a w konsekwencji do przerwania
szlaku przekazywania sygnatu. Mutacje wystepujace
w receptorze EGFR powoduja zmiany przestrzenne
w obrebie centrum katalitycznego kinazy tyrozynowej,
w efekcie czego preferencyjnie przytaczane sg inhibitory
drobnoczasteczkowe [5].

W Polsce z powodu raka pluca umiera rocznie
okoto dwadziescia kilka tysigcy osdb, co stanowi okoto
24% wszystkich zgondéw z powodu nowotwordéw. Wiek-
szo§¢ pierwotnych nowotwordéw ptuca (ponad 80%)
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to niedrobnokomérkowy rak ptuca (NDRP). Jedynie
we wcezesnych stopniach zaawansowania (co stanowi
10-15% przypadkéw) nowotwor ten moze byé skuteczne
leczony chirurgiczne [6]. W pdZniejszych stadiach za-
awansowania stosuje si¢ gtéwnie chemioterapie. Jednak
wykorzystywane dotychczas schematy leczenia, ktérych
podstawa sg zwiazki platyny w potaczeniu z innymi cy-
tostatykami, s3 mato skuteczne. Odpowiedz obserwuje
si¢ maksymalnie u 50-60% chorych (25-30% odpo-
wiedzi obiektywnych i okoto 30% stabilizacji choroby).
Ostatnio do instrumentarium leczenia wprowadzono
leki celowane hamujace aktywno$¢ przekazywania sy-
gnatu za posrednictwem EGFRI1. Z dotychczasowych
doswiadczen wynika, ze leki te sa skuteczne jedynie
wowczas, gdy podaje si¢ je pacjentom, u ktorych biologia
nowotworu ukierunkowana jest zgodnie z mechanizmem

dziatania leku [7]. Oznacza to, zZe nalezy wstepnie wy-
selekcjonowaé grupe chorych, ktéra odniesie korzysé
ze stosowane]j terapii. Taka selekcja jest dodatkowo ko-
nieczna ze wzgledu na wysokie koszty tego typu terapii.
Do niedawna podstawowa metoda selekcji byto badanie
ekspresji EGFR1 metoda immunohistochemiczng [8].
Obecnie coraz cze¢sciej uznaje si¢, ze nie jest to metoda
optymalna [8]. Badania molekularne przeprowadzone
w grupie pacjentéw, u ktérych uzyskano odpowiedz
na leczenie antyEGFR1, wykazaly obecno$¢ mutacji
w eksonach 18.-24. (eksony kodujace domene aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej receptora). Zaobserwowano,
ze wigkszo$¢ mutacji nastepuje w eksonie 19. (45-50%)
121. (35-45%). Niektore z mutacji (np. T790M) w ekso-
nie 20. maja negatywny efekt terapeutyczny (tab. 1)
[9-12]. Dodatkowo w przypadkach, w ktérych wystepuja

Tabela 1. Mutacje w genie EGFR w niedrobnokomérkowym raku ptuca (NDRP) [15]

Table1. Mutations in EGFR gene in non-small cell lung cancer (NSCLC) [15]

EGFR ekson 18. EGFR ekson 19.

EGFR ekson 20. EGFR ekson 21.

Mutacje warunkujace wrazliwosc¢ na lek

p. G719C p. E746_A750del p. V765A p. L858R
p. G719S p. E746_T751del p. T783A p. N826S
p. G719A p. E746_A750delinsRP (< 1%) p. A839T
p. V689M p. E746_T751delinsA/I p. K846R
p. N700D p. E746_T751delinsVA p. L861Q
p. E709K/Q p. E746_S752delinsV p. G863D
p. S720P p. L747_E749del (A750P) (40-45%)
(5%) p. L747_A750delinsP
p. L747_T751del
p. L747_T751delinsP/S
p. L747_S752del
p. L747_S752del(E746V)
p. L747_S752del(P753S)
p. L747_S752delinsQ
p. L747_P753del
p. L747_P753delinsQ
p. L747_P753delinsS
p. S752_1759del
(45%)
Mutacje warunkujgce niewrazliwos¢ na lek
p. D761Y p. T790M (50%)
(<1%) p. D770_N771insNPG

p. D770_N771insSVQ
p. D770_N771insG, N771T
p. V769L
p. S768I
(5%)
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mutacje w EGFRI, nie wykryto mutacji w genie K-RAS.

Uznano wiec, ze s3 to mutacje wzajemnie wykluczajace

si¢. Ponadto do rzadkos$ci nalezy amplifikacja genu

EGFRI. Wedlug obecnie obowiazujacych zalecen bada-

nie molekularne nalezy wykona¢, gdy pacjenci spetniaja

nastepujace kryteria:

— podwzgledem histologicznym stwierdza si¢ nacieka-
jacego adenocarcinoma lub raka niedrobnokomor-
kowego not otherwise specified (NOS);

— wocenie typu histologicznego zaleca si¢ stosowanie
panelu przeciwciat (p63, CK5/6, TTF11 CK7) w celu
wyeliminowania niskodojrzatych postaci raka ptasko-
nablonkowego;

— nie zaleca si¢ stosowania oceny amplifikacji genu
EGFR.

W takich przypadkach nalezy wykonac analize statu-
su genu EGFR, co najmniej w eksonach 19. i 21. Opty-
malne jest jednak przeprowadzenie takiej analizy
w eksonach 18., 19., 20. 1 21.

Celem tej pracy jest wykazanie, czy o§rodki zaanga-
zowane w diagnostyke molekularng choréb nowotwo-
rowych posiadaja odpowiedni potencjal, aby skutecznie
przeprowadzi¢ analize statusu genu EGFR1 w zakresie
zmian w eksonach 18.-21. lub przynajmniej w eksonach
19. 1 21. Dodatkowym celem jest wypracowanie odpo-
wiednich standardéw postepowania.

Materialy i metody
Osrodki uczestniczgce w procesie walidaciji

W przeprowadzonym tescie udziat wzigly nastgpu-
jace osrodki: Zaktad Biologii Molekularnej (oSrodek
referencyjny), Zaktad Patologii i Klinika Nowotwordw
Phuca i Klatki Piersiowej Centrum Onkologii — Instytut;
Pracownia Immunologii i Genetyki Katedry i Kliniki
Pneumonologii, Onkologii i Alergologii Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie; Katedra i Zaktad Biologii
i Genetyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,
Zaktad Klinicznej Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku; Pracownia Diagnostyki
Molekularnej Swietokrzyskiego Centrum Onkologii
w Kielcach; NZOZ GeneSys we Wroctawiu.

|zolacja DNA z bloczkéw parafinowych

Na potrzeby procesy walidacyjnego wytypowano
20 preparatéw pochodzacych od pacjentéw ze zdia-
gnozowanym zaawansowanym, niedrobnokomaorko-
wym rakiem ptuca, leczonych lub objetych obserwacja
w Centrum Onkologii — Instytucie w Warszawie.
Wybrane preparaty histopatologiczne (bloki parafino-
we) zostaly zweryfikowane przez patologa z Zaktadu
Patologii Centrum Onkologii — Instytutu w Warszawie

(WPO), pod katem zawartosci utkania nowotworowego
naciekajacego raka pluca tak, aby zawarto$¢ komorek
nowotworowych w preparacie nie byla mniejsza niz
50% [13]. Nastepnie bloczki zaszyfrowano. Z kazdego
z bloczkéw skrojono kilka skrawkéw o grubosci 5-10 mi-
krometréw do izolacji DNA. Prébéwkom zawierajacym
skrojony materiat nadano numery od 1 do 20 w spos6b
przypadkowy.

Procedure izolacji DNA wykonano w Zaktadzie
Biologii Molekularnej Centrum Onkologii — Instytu-
cie w Warszawie. DNA wyizolowano z catosci przekaza-
nego materiatu. Skrawki parafinowe poddano 3-krotne;j
ekstrakcji z uzyciem ksylenu w celu usunigcia parafiny.
Resztki ksylenu usunigto przez przeptukanie skrawkow
w alkoholu bezwodnym. Nastepnie preparat suszono
w wiréwce prozniowej (SpeedVac) w celu usunigcia
resztek alkoholu. Odparafinowane fragmenty tkanki
poddano izolacji DNA z wykorzystaniem zestawu QIA-
amp® DNA Mini Kit firmy Qiagen. Preparaty DNA
powtdrnie zaSlepiono poprzez nadanie im nowych
numerdw réznych od numeréw skrawkéw, z ktérych
byly izolowane.

Przed wystaniem preparatéw do analizy w Zaktadzie
Biologii Molekularnej wykonano doktadna analiz¢ sta-
tusu eksonéw 18.-21. genu EGFR. Metodyka stosowana
do amplifikacji badanych eksonéw genu EGFR byta tak
zoptymalizowana, aby wydajnie amplifikowa¢ materiat
pochodzacy z blokéw parafinowych, ktéry niejednokrot-
nie jest znacznie zdegradowany i zawiera inhibitory re-
akcji enzymatycznych. Mieszanina reakcyjna do reakcji
fancuchowej polimerazy (PCR, polymerase chain reac-
tion) (25 ul) zawierata: 1 x bufor PCR, 200 uM kazdego
dNTP, 2 mM MgCl,, 0,4 uM kazdego z pary starterow,
50-100 ng matrycowego DNA oraz 0,5 jednostki poli-
merazy Ampli-Taq Gold (Applied Biosystems). Reakcje
przeprowadzano w termocyklerze GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems). Warunki reakcji
byly nast¢pujace: 95°C przez 5 min, 40 cykli (95°C przez
305s,57°Cprzez 30, 72°C przez 30 s), 72°C przez 7 min.
Produkty reakcji PCR rozdzielano w 2-procentowym
roztworze zelu agarozowego w buforze TBE przy na-
pieciu 5 V/em (60-80 V). Produkt PCR oczyszczano en-
zymatycznie, stosujac odczynnik ExoSAP-it zawierajacy
egzonukleaze i fosfataze (Affymetrix, Santa Clara, Stany
Zjednoczone). Oczyszczony produkt PCR znakowano
przy uzyciu zestawu BigDye® Terminator v. 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
Stany Zjednoczone) wedtug zalecen producenta. Warun-
ki reakcji byly nastepujace: 95°C przez 2 min, 25 cykli
(96°C przez 105, 55°C przez 5 s, 60°C przez 4 min). Pro-
dukt reakcji sekwencjonowania oczyszczano zestawem
Exterminator (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska).
Sekwencjonowanie prowadzono w aparacie Abi Prism
3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, Stany Zjednoczone). Uzyskane fluorogramy
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analizowano manualnie oraz za pomocg oprogramowa-
nia stuzacego do analizy mutacji. W przypadku zidenty-
fikowania préby z mutacja caly proces dla danej probki
ponawiano w celu weryfikacji oznaczenia.

Wszystkie zespoly uczestniczace w procesie wali-
dacji otrzymaly 0,5-1 pg kazdego z 20 analizowanych
preparatow DNA. Zadaniem kazdego z zespoléw bylo
okresleniu statusu genu EGFR na podstawie analizy
obecnosci mutacji w eksonach 19. i 21. tego genu.

Techniki molekularne zastosowane
do oznaczenia statusu genu EGFR

Kazde laboratorium mogto zastosowacé preferowang
przez siebie technike analizy DNA do wykrywania zmian
molekularnych. Laboratoria uczestniczace w walidacji
zastosowaly nastgpujace techniki: sekwencjonowanie
bezposrednie (Zaktad Biologii Molekularnej Centrum
Onkologii, Katedra i Zaktad Biologii i Genetyki Gdan-
skiego Uniwersytetu Medycznego, Zaktad Kliniczne;j
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku, Pracownia Diagnostyki Molekularnej
Swigtokrzyskiego Centrum Onkologii w Kielcach); ana-
liz¢ dlugosci fragmentéw amplifikowanego DNA i alle-
lospecyficzny PCR (Pracownia Immunologii i Genetyki
Katedry i Kliniki Pneumonologii, Onkologii i Alergologii
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie); minisekwencjo-
nowanie z wykorzystaniem zestawu SNaPshot firmy Life
Technologies oraz analiz¢ dtugosci fragmentéw metoda
wysokorozdzielczej analizy krzywych topnienia (HRM,
high resolution melting) (NZOZ GeneSys we Wroctawiu).

Wyniki

Analizie poddano status mutacji genu EGFR
w 20 preparatach DNA wyizolowanych z bloczkéw
parafinowych chorych na niedrobnokomoérkowego raka
ptuca. Analizowano jedynie obecno$¢ mutacji w eksonie
19. i 21. Otrzymane preparaty cechowaly si¢ wysokim
stopniem czystosci. WartoS¢ A, /A,q, we wszystkich
przypadkach miescita si¢ w zakresie 1,8-2,0. Stezenie
otrzymanych preparatéw wynosito 40-470 ng/ul. Wszyst-
kie preparaty przed rozestaniem do zespotdw testujacych
poddano analizie molekularnej. We wszystkich przy-
padkach, stosujac polimeraz¢ DNA AmpliTaq Gold
(Applied Biosystem), uzyskano produkty amplifikacji.
Wszystkie 20 preparatéw DNA poddano bezpoS§rednie-
mu sekwencjonowaniu nici sensownej i antysensownej
w Zaktadzie Biologii Molekularnej Centrum Onkolo-
gii — Instytucie w celu ustalenia wzorca statusu genu
EGFR. Spoéréd 20 analizowanych preparatow DNA
w 15 przypadkach nie wykryto mutacji. Mutacje w eks-
onie 19. wykryto w 4 przypadkach (prébki nr 3, 8, 11,
13). W jednym przypadku stwierdzono mutacje w eks-

onie 21. (prébka nr 19). Preparaty zawierajace mutacje
charakteryzowatly si¢ wysokim odsetkiem komorek
nowotworowych, dzigki czemu interpretacja zmian nie
pozostawiata zadnych watpliwosci.

Zespotom testujacym pozostawiono swobode w za-
kresie wyboru metody oznaczania statusu genu EGFR.
Trzy zespoly postuzyly sic metoda sekwencjonowania
bezposredniego. Wyniki uzyskane przez te zespoty byly
w 100% zgodne z wzorcem. Podobnie zgodne z wzorcem
byly wyniki uzyskane z wykorzystaniem alternatywnych
do sekwencjonowania metod. Zestawienie uzyskanych
wynikow przedstawiono w tabeli 2.

Dyskusja

Chorzy na zaawansowanego niedrobnokomérko-
wego raka pluca przed zakwalifikowaniem do terapii
celowanej z uzyciem drobnoczasteczkowych inhibitoréw
kinazy tyrozynowej musza zosta¢ poddani diagnostyce
molekularnej, majacej na celu okreslenie statusu genu
EGFR. Tylko w przypadku stwierdzenia obecnoS$ci
mutacji chory moze odnie$¢ korzys$¢ terapeutyczna
po podaniu takiego leku. Odsetek pacjentéw ze zmu-
towanym genem EGFR waha si¢ na poziomie 10%
w populacji europejskiej. Wszystkie istotne mutacje
znajduja si¢ w obregbie kodowania domeny kinazy tyro-
zynowej — eksony od 18. do 21. Ponad 90% wszystkich
zmian molekularnych to aktywujace delecje w eksonie
19. i zmiany punktowe w kodonie 858 (ekson 21.)
(ryc. 112). Pozostate 10% przypada na mutacje aktywu-
jace w kodonie 719 eksonu 18. oraz zmiany w obre¢bie
eksonu 20. prawdopodobnie warunkujace wrazliwos¢ lub
brak wrazliwosci [mutacja p. T790M (ryc. 3), p. S768I]
na leczenie inhibitorami drobnoczasteczkowymi [14,
15]. W Centrum Onkologii — Instytucie w Warszawie
w ramach rutynowej diagnostyki molekularnej ocenie
podlegaja eksony od 18. do 21. Natomiast w wielu
oSrodkach w celu zmniejszenia kosztow analizy bada
si¢ jedynie eksony 19.121. Dlatego w poczatkowej fazie
walidacji zdecydowano si¢ na ustalenie statusu jedynie
w tych dwoch eksonach. Autorzy niniejszej pracy podjeli
probe sprawdzenia, czy osrodki, w ktérych odbywa si¢
leczenie chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca
lub placéwki wykonujace oznaczenia molekularne na
potrzeby szpitali nieposiadajacych wlasnych zaktadéw
diagnostycznych, sa w stanie wykonywac¢ rutynowe
oznaczenia pozwalajace na okreSlenie statusu mutacji
w tym genie dla celéw diagnostycznych.

W procesie walidacji uczestniczylto 6 zespotow.
W sumie do wykrywania mutacji wykorzystano 5 réz-
nych metod pozwalajacych na wykrycie zmian w eksonie
19.121.: sekwencjonowanie bezposrednie, analiz¢ dhu-
gosci fragmentéw, PCR allelospecyficzny, minisekwen-
cjonowanie i HRM.
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Tabela 2. Zestawienie wynikéw walidacji

Table 2. Summary of validation results

Nr probki Wzorzec Gdansk Lublin Kielce Biatystok Wroctaw
1 - - - - —
2 - — - - -
3 p. E746_A750del + + n ¥
4 - — - - -
5 — — — — —
6 - - - - -
7 — — — — —
8 p. E746_A750del + + + +
9 - - - - _
10 - - - - _
11 p. E746_A750del + + n +
12 - - - - _
13 p. E746_A750del + + ¥ +
14 - - - - _
15 - - - - —
16 - - - - —
17 - - - - _
18 - - - - —
19 p. L858R + + + +
20 - - - - _

Wzorzec statusu mutacji we wszystkich 20 preparatach
DNA opracowano w Zaktadzie Biologii Molekularnej
Centrum Onkologii — Instytucie. Do oznaczania obecno-
$ci mutacji wykorzystano sekwencjonowanie bezpoSrednie
obu nici — metode referencyjna wykrywania mutacji [13].
Mutacje wykryto w 5 spo§rdd 20 analizowanych probek (nr
3,8, 11, 131 19). Wszystkim zespolom udato si¢ zampli-
fikowa¢ DNA pochodzace ze skrawkéw parafinowych,
korzystajac z opracowanych przez siebie metod diagno-
stycznych (co w przypadku Zle dobranej metodyki moze
przysparzac wiele trudnoSci) i poprawnie okresli¢ status
genu EGFR. Reakcja bezposredniego sekwencjonowania
jest technika najlepiej obrazujaca wystepowanie zabu-
rzefi w DNA i umozliwiajaca doktadne opisanie zmiany
z uwzglednieniem nukleotydowego wariantu mutacji.
Nalezy jednak uwzglednic fakt, ze produkty uzyskane po
amplifikacji materialu wyizolowanego z parafiny prze-
znaczone do sekwencjonowania nie powinny przekraczaé
200 pz [13]. Jest to istotne, gdyz jako$¢ preparatow pa-
rafinowych, na ktéra laboratorium diagnostyczne nie ma
wplywu, moze by¢ bardzo rézna. Nieprawidlowe utrwa-
lenie materiatu w bloku parafinowym moze prowadzi¢ do
znaczne] degradacji DNA, co skutkuje albo catkowitym
brakiem amplifikacji, albo otrzymywaniem dodatkowych
niespecyficznych produktéw reakcji. To z kolei uniemozli-

wia przeanalizowanie wyniku sekwencjonowania ze wzgle-
du na bardzo wysokie tto. Ponadto nalezy mie¢ réwniez na
uwadze, ze klony komérek z mutacjami moga wystgpowac
w malej ilosci, co uwidocznia si¢ obecnoscig niewielkich
pikéw w obrazie sekwencjonowania, stabo wyrdzniajacych
si¢ z tla (sygnat z komoérek z mutacja jest zdominowany
przez sygnal z komoérek nowotworowych bez mutacji
lub komorek zdrowej tkanki obecnych w preparacie).
Dlatego w takich przypadkach sekwencjonowanie obu
nici sensowne;j i antysensownej wydaje si¢ najwlasciwsze.
Chociaz sekwencjonowanie bezposrednie nie odznacza
si¢ wyjatkowo duza czutoscia, jednak z powyzej opisa-
nych wzgledow (idealne obrazowanie molekularne) jest
technika dobrze nadajaca si¢ do oznaczania calego panelu
mutacji w EGFR. W przeciwienstwie do testow dostegp-
nych komercyjnie sekwencjonowanie pozwala na znale-
zienie wszystkich zmian. Pozostate metody zastosowane
w walidacji sa ukierunkowane na detekcje najbardziej
typowych zmian w receptorze naskérkowego czynnika
wzrostu. Charakteryzuja si¢ one podobnym poziomem
czulosci, ale nizszymi kosztami. Uniemozliwiaja jednak
detekcje mniej typowych wariantéw mutacji, co jest ich
istotng wada.

Nalezy jeszcze wspomniec o teScie komercyjnym
firmy DxS Diagnostic, ktérego dystrybutorem jest firma

www.opk.viamedica.pl
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Rycina 3. Mutacja p. T790M w 20. eksonie genu EGFR zwigzana z brak

Figure 3. The p. T790M mutation in exon19 of the EGFR gene, associated with drug resistance
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Qiagen. Jest to jedyny test dostepny w Europie posiada-
jacy certyfikat CE-IVD. Charakteryzuje si¢ duza (nawet
nadmierng) czulodcig i wysoka specyficznoscia. Ukie-
runkowany jest na detekcje niektorych typowych, zmian
wystepujacych w eksonach 18, 19., 20. i 21. (3 typowe
zmiany w eksonie 18. G719A/C/S, 19 delecji w eksonie
19., 3 insercje oraz zmiang T790M i S7681 w eksonie
20., a takze mutacje L858R i L861Q w eksonie 21
w sumie 29 zmian). Zastosowanie tego testu nie jest
jednak powszechne ze wzgledu na jego wysokie koszty
i konieczno$¢ posiadania odpowiedniego wyposazenia
sprzetowego.

Podsumowanie

Wszystkie jednostki uczestniczace w procesie wali-
dacji w koficowym efekcie w spos6b prawidtowy ozna-
czyly status genu EGFR we wszystkich 20 preparatach
DNA. W praktyce oznacza to, ze sa one odpowiednio
przygotowane do tego, aby podjac dziatalnos¢ diagno-
styczng w zakresie oznaczania statusu genu EGFR. Pro-
ces walidacji ujawnit jednak potrzebe uwiarygodniania
stosowanych w diagnostyce molekularnej procedur.
Okazato si¢, ze nawet jezeli w badaniach naukowych
powszechnie wykorzystuje si¢ metody molekularne,
to stosowane procedury nie sa na tyle jednolite, aby
mozliwe bylo ich proste przeniesienie do rutynowej
diagnostyki klinicznej. Wynikiem przeprowadzonego
procesu walidacji sa nastepujace zalecenia dla labora-
toriow diagnostycznych:

— materiat do izolacji DNA powinien zawiera¢ nie
mniej niz 50% utkania nowotworowego. W przy-
padku izolacji materiatlu z bloczkéw parafinowych
lub rozmazéw cytologicznych patolog powinien
wstepnie oceni¢ preparat, zanim material zosta-
nie przekazany do izolacji DNA. Jezeli preparat
zawiera mniej niz 50% utkania nowotworowego
zaleca si¢ mikrodysekcje lub przynajmniej makro-
dysekcje. Inng metoda jest wydtubywanie materiatu
z bloczku parafinowego. Poniewaz jest to niszczenie
materiatu diagnostycznego, nie moze by¢ przyjete
jako zalecana procedura; alternatywa jest wykorzy-
stanie innego bloczka, jezeli laboratorium takim
dysponuje;

— procedura izolacji DNA ze skrawkéw parafinowych
powinna by¢ ujednolicona. W tym celu zaleca si¢
korzystanie z gotowego zestawu do izolacji DNA ze
skrawkéw parafinowych;

— w przypadku braku jednoznacznego wyniku,
uwzgledniajac czutos¢ i precyzje stosowanych metod,
powinno si¢ wykorzysta¢ dwie metody oznaczania
mutacji. Stosujac zasady dobrej praktyki labora-
toryjnej, zaleca si¢, aby jednego z wykonywanych

oznaczen dokonac przy wykorzystaniu metody se-
kwencjonowania bezposredniego z obu nici;

— zaleca si¢ rozszerzenie panelu analizowanych ekso-
noéw do 18, 19.,20.121.;

— od momentu wypisania skierowania na badanie dia-
gnostyczne do momentu przekazania wyniku badania
nie powinno uplynaé wiecej niz 10 dni roboczych.

Podziekowania

Autorzy pragna wyrazi¢ podzigkowanie firmie Astra
Zeneca Sp. z 0.0. za inicjatywe przeprowadzenia procesu
walidacji.
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