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Wspatczesne metody wykrywania mutacji genu EGFR jako czynnika
predykcyjnego dla terapii ukierunkowanej molekularnie chorych
na niedrobnokomorkowego raka ptuca — czy istnieje ,,zfoty
standard” diagnostyczny?

Current methods to detect EGFR gene mutations as predictive factor for targeted

therapies in non-small cell lung cancer — is there a , golden standard” in diagnostics?
Dziatalnos$¢ statutowa IGIChP, zadania nr 3/16 i 3/18

Abstract

According to current Polish and international recommendations, detection of EGFR gene somatic mutations is the essential part of
routine diagnostic algorithm in advanced NSCLC patients considered for tyrosine kinase inhibitor therapy. Molecular heterogeneity
of tumor tissue and cytology materials used for molecular diagnostics is challenging for classic methods of genetic analysis,
such as Sanger sequencing, driving the development and implementation of specialized, highly sensitive techniques for mutations
detection. Constant, dynamic progress in molecular biology techniques, particularly development of next-generation sequencing,
should enable clinical implementation of simultaneous multiple therapeutic biomarkers analysis as well as non-invasive EGFR
mutations diagnostic based on free-circulating DNA isolated from blood of non-small cell lung cancer patients.

Key words: £GFR mutations, molecular diagnostics, lung cancer, diagnostic methods
Pneumonol. Alergol. Pol. 2014; 82: 311-322

Streszczenie

Zgodnie z aktualnymi zaleceniami polskimi i migdzynarodowymi, wykrywanie mutacji somatycznych genu EGFR powinno by¢
nieodzownym etapem rutynowej diagnostyki chorych na zaawansowang posta¢ gruczotowego raka ptuca, u ktérych rozwazana
jest terapia inhibitorami kinazy tyrozynowej. Klasyczne metody analizy genetycznej, takie jak sekwencjonowanie metoda Sangera,
prezentuja jednak ograniczong efektywno$¢ diagnostyczng ze wzgledu na molekularng heterogenno$¢ materiatéw tkankowych/
/cytologicznych od chorych na raka ptuca. Coraz wigksze znaczenie w praktyce laboratoryjnej zdobywajg natomiast specjali-
styczne techniki analizy mutacji o wysokiej czutosci detekcji, przede wszystkim oparte na PCR w czasie rzeczywistym. Staty,
dynamiczny rozwdj technologii stosowanych w biologii molekularnej, zwtaszcza opracowanie metod sekwencjonowania nowej
generacji, pozwala oczekiwaé stosunkowo szybkiego wdrozenia réwnolegtej analizy wielu biomarkeréw predykcyjnych dla
nowych terapii ukierunkowanych molekularnie, a takze nieinwazyjnej diagnostyki mutacji genu EGFR w pozakomérkowe;j frakcji
DNA izolowanego z krwi obwodowe;.
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Wstep

Wykrywanie aktywujacych mutacji genu re-
ceptora naskdérkowego czynnika wzrostu (EGFR,
epidermal growth factor receptor) metodami bio-
logii molekularnej jest obecnie standardowym
etapem prawidlowego postepowania diagno-
stycznego u chorych na gruczotowego raka ptuca
lub tez posta¢ mieszang niedrobnokomérkowego
raka ptuca (NDRP) z dominujagcym utkaniem
gruczolowym, u ktérych rozwazana jest terapia
inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR (EGFR-
IKT). Mutacje EGFR to zmiany somatyczne typu
substytucji pojedynczych nukleotydéw (SNV,
single nucleotide variant), niewielkich delecji lub
insercji, zlokalizowane w eksonach 18-21 genu,
kodujacych fragment domeny kinazowej biatka
receptora [1]. Najczesciej wykrywanymi muta-
cjami aktywujacymi, warunkujacymi skuteczne
dziatanie EGFR-IKT, sa delecje kilku-kilkuna-
stu nukleotydéw w obrebie kodonéw 746-753
w eksonie 19 genu EGFR oraz mutacja punktowa
w kodonie 858 w eksonie 21, powodujaca substy-
tucje leucyny w arginine (L858R), ktére stanowig
okoto 85-90% wszystkich mutacji znajdowanych
w NDRP (ryc. 1) [2]. Ze szczeg6lnie silng odpowie-
dzig na leczenie TKI zwigzane jest wystepowanie
delecji w eksonie 19 oraz doé¢ rzadkich podwéj-
nych mutacji aktywujgcych [3]. U chorych pocho-

dzenia azjatyckiego mutacje EGFR wykrywa sig
najczesciej, u 30-67% badanych. Z kolei w nie-
jednorodnej etnicznie populacji amerykanskiej
czesto§¢ wystepowania mutacji EGFR jest szaco-
wana na 3-25% chorych na NDRP [4]. W niese-
lekcjonowanej populacji chorych na NDRP rasy
kaukaskiej, takze w Polsce, mutacje aktywujace
EGFR wykrywa sie u okolo 10% chorych na raka
gruczotowego pluca [5]. U wszystkich chorych
leczonych EGFR-IKT z czasem rozwija sie nabyty
brak wrazliwo$ci (opornoéé) na te terapie, a jej
mechanizm w co najmniej potowie przypadkow
jest wynikiem wystgpienia dodatkowej mutacji
T790M w eksonie 20 w uprzednio zmutowanym
allelu genu EGFR [6, 7]. Mutacja T790M bywa
réwniez (< 5%) wykrywana konwencjonalnymi
metodami jako zmiana pierwotna przed podje-
ciem terapii EGFR-IKT [8]. Innym typem mutacji
warunkujacym pierwotny brak wrazliwosci na
terapie sa insercje w eksonie 20 [9].

Materiat biologiczny do diagnostyki molekularnej
genu EGFR

Do diagnostyki mutacji genu EGFR wyko-
rzystywane sa materialy tkankowe oraz réznego
typu materiaty cytologiczne pochodzace z biopsji
cienko- i gruboiglowych (transbronchialne, tran-
storakalne), wymazy szczoteczkowe z oskrzela,
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Rycina 1. Schemat prezentujacy najczestsze mutacje aktywujace i opornosci w obrebie eksondw 18-21 genu EGFR [2]; *mutacja T790M jest
najczestsza (~50% przypadkéw) zmiang warunkujgcg wtérng oporno$¢ na leczenie EGFR-IKT

Figure 1. Scheme presenting the most common activating and resistance mutations within the EGFR gene exons 18-21 [2]; *T790M mutation is
the most common (~50% cases) genetic alteration determining acquired resistance to EGFR-TKI therapy
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osady komérek pochodzacych z plynu z optucne;j,
popluczyn oskrzelowo-pegcherzykowych czy ptynu
osierdziowego. Czynnikami kluczowymi dla sku-
tecznej diagnostyki sa: odpowiednia liczba komé-
rek nowotworowych w materiale oraz ich odsetek
w stosunku do komérek prawidlowych [10-12].
Aktualne zalecenia wskazujg, ze pelng wiarygod-
no$¢ diagnostyczng zapewnia obecnosé¢ 200-400
komoérek nowotworowych w materiale [10]. W co-
dziennej praktyce diagnostycznej kryterium to
bywa trudne do spelnienia, poniewaz calkowita
liczba komoérek, nowotworowych i prawidtowych,
uzyskiwanych za pomocg biopsji iglowych jest
zwykle ograniczona do zaledwie 100-500 na jed-
no naklucie [10]. Dlatego za minimalng warto$¢
graniczng, wystarczajaca do diagnostyki mutacji
EGFR przyjmuje sie liczbe 100 komérek nowotwo-
rowych [13]. Nie mniej istotna niz liczba komérek
nowotworowych jest ich procentowa zawarto$é
w materiale, na tle pozostalych, prawidtowych
komoérek jadrzastych. Ten parametr ma krytyczne
znaczenie dla doboru odpowiednio czutej metody
diagnostycznej. W materialach o zawartosci ko-
morek nowotworowych nizszej niz 50%, czultosé
konwencjonalnego sekwencjonowania DNA me-
toda Sangera jest znaczaco ograniczona. W celu
zapewnienia wiarygodnej diagnostyki zaleca sie
woéwczas makro- lub mikrodysekcje komérek no-
wotworowych z materialu lub stosowanie metod
o wyzszej czuloéci detekcji [10]. Jest to realny
problem w praktyce klinicznej, dlatego wiele la-
boratoriéw stosuje do wykrywania mutacji EGFR
metody molekularne charakteryzujace sig wyzszg
niz sekwencjonowanie czuloscig detekcji zmian
somatycznych (tab. 1). Z tego samego powodu
wszystkie materiaty tkankowe i cytologiczne wy-
korzystywane do diagnostyki mutacji genu EGFR
powinny byé bezwzglednie poddane badaniu
patomorfologicznemu celem oceny obecnoéci ko-
mérek nowotworowych oraz ich odsetka w ogélnej
populacji komérek w preparacie.

Istotnym zagadnieniem, dodatkowo kompli-
kujacym diagnostyke mutacji genu EGFR w nie-
drobnokomérkowym raku ptuca jest potencjalna
heterogennoéé molekularna populacji komoérek
nowotworowych w obrebie guza, a takze moz-
liwa niezgodno$¢ genotypu zmiany pierwotnej
i przerzutéw pod wzgledem obecnosci mutacji
EGFR [15, 16]. Mimo to, zgodnie z najnowszymi
zaleceniami do oznaczania mutacji genu EGFR
u chorych na raka pluca mogg by¢ wykorzysty-
wane materialy zaré6wno z guza pierwotnego, jak
i przerzutu odlegtego lub do wezt6w chlonnych,
przy czym zawsze preferowany jest materiat uzy-
skany podczas ostatniego zabiegu [11]. Nalezy

zauwazy¢, ze analiza materialéw z wezlé6w chton-
nych moze by¢ utrudniona ze wzgledu na czestg
obecnos¢ duzej liczby jadrzastych komoérek lim-
foidalnych. Aktualne zalecenia nie wskazujg na
praktyczna potrzebe analizy wiecej niz jednego
fragmentu tej samej zmiany nowotworowej [11].

W praktyce klinicznej, diagnostyka muta-
cji genu EGFR jest przeprowadzana najczesciej
w materiale biopsyjnym lub tkankowym utrwa-
lonym w formalinie i zatopionym w bloczku
parafinowym (FFPE, formalin-fixed paraffin-em-
bedded), a takze w materiale cytologicznym
w postaci cytoblokéw i rozmazéw. Standardowa
obrébka materialu tkankowego przez utrwala-
nie w 4-procentowej buforowanej formalinie
i zatapianie w bloczkach parafinowych obniza
analityczng jako$¢ kwas6w nukleinowych. Czas
inkubacji w formalinie jest proporcjonalny do
wielko$ci materiatu i ma bezposrednie prze-
lozenie na stopienh degradacji DNA. W zwigzku
z powszechnym wykorzystywaniem preparatéw
FFPE do oznaczen molekularnych, zalecana jest
standaryzacja postepowania z r6znymi typami
materiatéw, na przyktad do 6-12 godzin inkubac;ji
w formalinie w przypadku matych biopsji oraz
8-18 godzin przy utrwalaniu duzych fragmentéw
tkanki [10, 11]. Fragmentacja kwaséw nukle-
inowych, zmniejszajaca wydajnos¢ reakcji PCR
i w efekcie reprezentatywnos¢ prébki materialu
diagnostycznego, stwarza wymog zastosowania
szczegblnie wydajnych procedur izolacji DNA,
zwlaszcza dla materiatéw skapokomoérkowych.
Obecnie dostepne sg liczne zestawy komercyjne
oparte na r6znych systemach izolacji kwaséw
nukleinowych, pozwalajace na wysoki stopien
standaryzacji. Obiektywne analizy, biorace pod
uwage odzysk DNA z materialu biologicznego,
jego fragmentacje i stopien hamowania reakcji
PCR, wskazujg na relatywnie wysoka jako§é DNA
otrzymywanego metodg opartg na kolumienkach
ze zlozem krzemionkowym [17].

Metody wykorzystywane w diagnostyce mutacji
genu EGFR

Nowoczesna diagnostyka mutacji genu EGFR
jest oparta przede wszystkim na technikach mo-
lekularnych, wykorzystujacych amplifikacje DNA
metoda tancuchowej reakcji polimerazy (PCR,
polymerase chain reaction), zré6znicowanych pod
wzgledem sposobu detekcji zmutowanego allelu,
co z kolei ma bezposrednie przetozenie na ich
czulosé¢ analityczng. Najogélniej mozna je podzie-
li¢ na metody bezposrednie, umozliwiajace detek-
cje dowolnych zmian w analizowanej sekwencji,
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oraz metody posrednie, pozwalajace jedynie na
wykrywanie mutacji wczesniej zdefiniowanych.
Metody bezposrednie polegajg na analizie sekwencji
nukleotydowej genomowego DNA i nalezg do nich
klasyczne sekwencjonowanie metoda Sangera,
a takze nowoczesne i wprowadzane obecnie do
diagnostyki sekwencjonowanie nowej generacji
(NGS, next-generation sequencing). Metody po-
srednie opierajg sie przede wszystkim na r6znego
typu sondach molekularnych, analizie konformacji
DNA lub cigciu enzymami restrykcyjnymi w celu
eliminacji DNA o sekwencji allelu natywnego
(wild-type). Zaréwno optymalizacja lub modyfikacja
istniejacych, jak réwniez rozwdéj wielu nowych me-
tod molekularnych i ich skuteczne wykorzystanie
w diagnostyce mutacji somatycznych nowotworéw
ma na celu eliminowanie typowych bted6w i trud-
no$ci technicznych zwiazanych z detekcjg zmian
genetycznych w materialach biologicznych wy-
korzystywanych rutynowo w praktyce kliniczne;j.

Wiele sposréd obecnie stosowanych metod
molekularnych charakteryzuje sie poréwny-
walng efektywnos$ciag diagnostyczng, a aktualne
zalecenia nie wskazuja zadnej z nich w sposéb
jednoznaczny, zwracajac jednak uwage na klu-
czowy parametr czulosci detekcji w stosunku do
zawarto$ci komérek nowotworowych w materiale
[10]. Wybér metody diagnostyki mutacji EGFR
pozostaje zatem w gestii laboratorium i wynika
Z jego wyposazenia oraz doS§wiadczenia persone-
lu. Jednoczes$nie nalezy podkresli¢, ze warunkiem
niezbednym do prowadzenia diagnostyki w za-
kresie mutacji EGFR jest odpowiednia walidacja
testu i/lub korzystanie z metody certyfikowanej do
diagnostyki in vitro (CE-IVD) [10]. Poszczeg6lne
metody réznig sie takze czasem trwania i stop-
niem zlozono$ci procedury wykonania, znajdu-
jacymi odzwierciedlenie w czasie oczekiwania
na wydanie wyniku diagnostycznego (TAT, turn
-around time) (ryc. 2) [18].

W dalszej czeéci niniejszego artykutu przed-
stawiono systematyczne oméwienie metod i tech-
nik molekularnych stosowanych obecnie w dia-
gnostyce mutacji EGFR.

Metody bezposrednie

Jako metody bezposrednie detekcji mutacji
okreslamy techniki molekularne umozliwiaja-
ce ustalenie sekwencji wybranego fragmentu
DNA bezposrednio poprzez odczyt kolejnosci
nukleotyd6éw, przez co moga by¢ stosowane do
analizy genetycznej zaré6wno znanych mutacji,
jak i jako narzedzie odkrywania nowych zmian
genetycznych.

Sekwencjonowanie DNA metoda Sangera
(dideoksy)

Metoda sekwencjonowania DNA poprzez ter-
minacje wydtuzania tanicucha DNA z wykorzysta-
niem dideoksynukleotyd6w zostata opracowana
w roku 1977 przez Fredericka Sangera [19]. Jest
ona klasyczng i najszerzej obecnie wykorzysty-
wang metodg detekcji zmian w sekwencji DNA
(direct sequencing, Sanger sequencing), przede
wszystkim w przypadku analizy mutacji w dzie-
dzicznych zaburzeniach genetycznych. Idealnie
nadaje sig do analizy produktéw reakcji PCR,
poniewaz umozliwia odczyt sekwencji nukle-
otydéw we fragmencie DNA o dlugosci od okolo
100 do ponad 1000 par zasad. Jest to technika
szeroko stosowana do analizy sekwencji DNA
w poszukiwaniu mutacji pojedynczych nukle-
otydéw, a takze niewielkich delecji i insercji.
Sekwencjonowanie metodg Sangera pozwala na
bezposrednie wykrycie dowolnej mutacji w ana-
lizowanej sekwencji DNA, zaréwno w przypadku
znanych, jak i nowych zmian genetycznych.
Mimo wysokiej specyficznosci, posiada ona
szereg wad ograniczajacych jej wykorzystanie
w detekcji mutacji somatycznych w nowotwo-
rach. Metoda ta jest praco- i czasochtonna, gdyz
wymaga wykonania wielu nastepujacych po
sobie procedur (amplifikacja DNA, reakcja se-
kwencjonowania, rozdziat elektroforetyczny
w sekwenatorze kapilarnym, analiza sekwencji
DNA) (ryc. 2). Podstawowym problemem ograni-
czajacym jej zastosowanie w diagnostyce mutacji
somatycznych genu EGFR jest jednak relatywnie
niska czuto$é. W optymalnych warunkach, wy-
korzystujac matryce DNA o wysokiej jakosci,
sekwencjonowanie metoda Sangera moze osiggac
czulosé¢ detekcji do 20-25% zmutowanego allelu
genu EGFR. Wiele materialéw diagnostycznych,
przede wszystkim utrwalonych FFPE, charakte-
ryzuje sig jednak wysokim stopniem degradacji
DNA, co ma istotnie negatywny wplyw na odczyt
iinterpretacjg analizowanej sekwencji. Zaleca sie
zatem, aby w praktyce diagnostycznej metoda se-
kwencjonowania kapilarnego analizowac jedynie
materiaty zawierajace przynajmniej 50% komorek
nowotworowych [10].

Sekwencjonowanie nowej generacji

Wprowadzane do diagnostyki techniki se-
kwencjonowania nowej generacji (NGS, next-
generation sequencing) pozwalaja na osiagniecie
wyzszej niz metoda Sangera czultosci detekcji
zmian genetycznych oraz réwnoczesng analize
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Rycina 2. Poréwnanie procedur analizy mutacji EGFR z wykorzystaniem wybranych metod molekularnych: PNA-LNA PCR clamp, Scorpion ARMS,
pirosekwencjonowania, analizy dfugo$ci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP), PCR-Invader, sekwencjonowania produktéw PCR metoda Sangera oraz
mutant-enriched PCR (ME-PCR) z odczytem sekwencji metoda sekwencjonowania [18]

Figure 2. Comparison of the procedures of EGFR mutation analysis by molecular methods: PNA-LNA PCR clamp, Scorpion ARMS, pyrosequencing,
restriction fragments length polymorphism (RFLP), PCR-Invader, Sanger sequencing and mutant-enriched PCR (ME-PCR) with Sanger sequencing

detection [18]

wszystkich mutacji w eksonach 18-21 genu
EGFR. Umozliwiajg réwniez mozliwos¢ iloScio-
wego pomiaru zawarto$ci zmutowanego allelu
w badanym materiale. Wysoka przepustowo$é
platform sekwencjonowania nowej generacji
pozwala na analize nie tylko mutacji EGFR, ale
takze jednoczesne wykrywanie zmian w se-
kwencjach kilkudziesieciu lub nawet kilkuset
genow.

Obecnie najpopularniejszymi platformami
sekwencjonowania nowej generacji, wykorzysty-
wanymi miedzy innymi w diagnostyce mutacji
EGFR, sa sekwenatory GS Junior, (pirosekwen-
cjonowanie), Ion Torrent PGM (semicinductor
sequencing, sekwencjonowanie na podstawie
technologii pétprzewodnikowej) oraz MiSeq (se-
kwencjonowanie przez synteze). Ich zaleta jest
wysoka wydajno$é i mozliwoéé ro6wnoczesnej

analizy wielu materialéw, co pozwala znaczaco
obnizy¢ koszty. Dostepne sg zestawy umozli-
wiajace amplifikacje eksonéw 18-21 genu EGFR
w pojedynczej reakcji PCR (multiplex PCR), ale
réwniez jednoczesng amplifikacje fragmentow
DNA zawierajacych sekwencje szeregu innych
genow potencjalnie istotnych z klinicznego punk-
tu widzenia.

Ze wzgledu na wcigz wysoki koszt apara-
tury i oznaczen, faktyczna dostepno$é metod
opartych na sekwencjonowaniu nowej generacji
jest obecnie znikoma [20]. Opracowanie i wpro-
wadzenie nowych lekéw dla ukierunkowanych
molekularnie terapii chorych na NDRP spowoduje
jednak w przyszlosci koniecznos$é oznaczania
wigkszej liczby markeréw genetycznych, a tym
samym wymusi stosowanie metod o wysokiej
przepustowosci.
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Metody posrednie

Ograniczona czulo$é¢ detekcji mutacji soma-
tycznych EGFR charakteryzujaca sekwencjono-
wanie metoda Sangera znaczgco utrudnia analize
mutacji w materialach tkankowych i cytologicz-
nych od chorych na NDRP. Zgodnie z aktualnymi
wytycznymi, alternatywg dla sekwencjonowania
moga by¢ metody charakteryzujgce sie wysoka
czuloscig detekcji zmutowanego allelu genu
EGFR, identyfikujace nie kolejno$¢ wystepowania
nukleotydéw w DNA, lecz konkretne mutacje.
Metody te wykorzystuja: 1) selektywne namna-
zanie zmutowanego allelu; 2) fluorescencyjne
sondy molekularne specyficznie rozpoznajace
sekwencje zmutowanego allelu; 3) analizg zmian
struktury DNA (dlugosci fragmentéw, masy,
konformacji) lub 4) detekcje biatka receptora
EGF o zmienionej sekwencji aminokwasowej.
Wiekszos¢ posrednich metod detekcji pozwala
na wykrycie jedynie znanych mutacji genu EGFR.
Badane sg przede wszystkim mutacje najczestsze
inajlepiej scharakteryzowane z farmakogenetycz-
nego i klinicznego punktu widzenia w kontekscie
odpowiedzi na leczenie IKT.

Allelospecyficzna amplifikacja

Metody oparte na allelospecyficznej ampli-
fikacji PCR znaczaco podnoszg czutosé detekcji
zmutowanego allelu dzieki selektywnemu zwigk-
szeniu liczby jego kopii w roztworze reakcyjnym.
Cel ten moze zosta¢ osiggniety r6znymi metoda-
mi, na przyklad poprzez pozytywna selekcje zmu-
towanej sekwencji DNA z wykorzystaniem starte-
row PCR specyficznych dla poszukiwanego allelu

(ASP-PCR, allele-specific primer PCR), hybrydo-
wych sond fluorescencyjnych selektywnie am-
plifikujacych i wykrywajacych zmutowany allel
(Scorpion-ARMS, Scorpion Amplified Refractory
Mutation System), a takze poprzez wykorzystanie
réznic w temperaturze topnienia homo- i hete-
roduplekséw DNA (COLD-PCR, CO-amplification
at Lower Denaturation temperature-Polymerase
Chain Reaction) [21-23]. Selekcja zmutowanego
allelu bywa tez negatywna i dokonuje sie poprzez
blokowanie amplifikacji DNA typu natywnego, na
przyklad przez uzycie antysensownych czaste-
czek kwasu peptydonukleinowego (PNA, peptide
nucleic acid) w metodach PNA-LNA PCR clamp,
PNA clamp oraz PNA-SmartAmp2 czy tez elimi-
nacje DNA o sekwencji natywnej za pomocg en-
zymu restrykcyjnego (ME-PCR, mutant-enriched
PCR) [24-27].

Warto wspomnie¢, ze w przypadku allelospe-
cyficznej amplifikacji DNA, dla wykrycia zmuto-
wanego allelu wykorzystywane sg zr6znicowane
techniki detekcji, przede wszystkim PCR w czasie
rzeczywistym (PNA-LNA PCR clamp, Scorpion-
ARMS, PCR-Invader, COLD-PCR), a takze sekwen-
cjonowanie produktéw allelospecyficznej reakcji
PCR (PNA-LNA PCR clamp, ME-PCR, COLD-PCR)
czy elektroforeza kapilarna (SNaPshot, ASP-PCR).

Allelospecyficzna amplifikacja pozwala na
osiggniecie bardzo wysokiej czutosci detekcii,
siggajacej nawet ponizej 1% zmutowanego al-
lelu w mieszaninie DNA genomowego (tab. 1).
Wysoka czultos$é, w powigzaniu z szybkg i prostg
procedurg wykonania, zapewniaja wyjatkowa
efektywno$¢ metod wykorzystujacych allelo-
specyficzng amplifikacje DNA i fluorescencyjng
detekcje zmutowanego allelu EGFR réwniez

Tabela 1. Charakterystyka powszechnie stosowanych metod diagnostycznych z uwzglednieniem czutosci detekciji oraz
wykrywanych mutacji [14]. Angielskie nazwy metod podano z powodu braku polskich odpowiednikéw

Table 1. The features of common diagnostics methods with reference to their sensitivity and mutations identified [14]

Technika Czutos¢ detekcji (% zmutowanego allelu) Identyfikowane mutacje

Sekwencjonowanie metoda Sangera maks. ok. 20-25% Znane i nowe
Sondy hydrolizujace (real-time PCR) 5-10% Tylko znane

PCR-SSCP 5% Znane i nowe

dHPLC 5% Znane i nowe
PCR-RFLP 5% Tylko znane

PNA-LNA PCR clamp 1% Znane i nowe
Scorpion ARMS 1% Tylko znane
Mutant-enriched PCR 0,1% Tylko znane

PCR (polymerase chain reaction) — taficuchowa reakcja polimerazy; SSCP (single strand conformation polymorphism) — analiza polimorfizmu konformacji jednonicio-
wych fragmentéw DNA; dHPLC (denaturing high performance liquid chromatography) — denaturujgca wysokosprawna chromatografia cieczowa; ARMS — Amplifia-
cation-Refractory Mutation System; PNA-LNA PCR clamp — Peptide Nucleic Acid-Locked Nucleic Acid PCR clamp
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w materiatach drobnych i o niskiej jakosci DNA,
takich jak utrwalone FFPE biopsje przerzutéw do
osrodkowego uktadu nerwowego [28]. Umozliwia
to de facto analize diagnostyczng wszystkich ma-
terialéw zawierajacych odpowiednio reprezenta-
tywna liczbe komérek nowotworowych [10, 29].

Metody oparte na sondach molekularnych

Sondy molekularne sg klasyczna, powszech-
nie stosowana w biologii molekularnej technikg
detekcji okreslonej sekwencji DNA/RNA, wyko-
rzystywang zaré6wno w klasycznych technikach
typu ,,Southern blot” czy ,Northern blot” oraz
FISH (fluorescence in situ hybridization), jak
i nowoczesnych metodach opartych na PCR
w czasie rzeczywistym. Uzycie krétkich, wy-
znakowanych fluorescencyjnie fragmentéw DNA
o sekwencji komplementarnej do zmutowanego
allelu jako sond hydrolizujacych (typu TagMan"®)
lub hybrydyzujacych (typu LightCycler®) po-
zwala na osiagniecie czulosci detekcji rzedu
5-10% zmutowanego allelu EGFR w miesza-
ninie genomowego DNA typu natywnego (tab.
1). Dodatkowe modyfikacje sekwencji sondy,
na przyklad dodanie zasad LNA (locked nuc-
Ieic acid) lub znakowanie MGB (minor groove
binder probes), dodatkowo podnosza specyficz-
no$c i site wiagzania okreslonej sekwencji DNA,
a w konsekwencji czulo$¢ detekcji zmutowanego
allelu [30].

Bardzo interesujaca metodg detekcji muta-
cji somatycznych w onkogenach jest BEAMing
(Beads, Emulsion, Amplification and Magnetics).
Wykorzystuje ona wigzanie pojedynczych cza-
steczek DNA do powierzchni magnetycznych
kuleczek i ich klonalng amplifikacje za pomoca
emulsyjnego PCR oraz odczyt sygnatu fluorescen-
cyjnego z wykorzystaniem cytometru przeptywo-
wego [31, 32]. Niezwykle wysoka czulos¢ detekcji
prezentowana przez tg technike predestynuje jg
do detekcji zmutowanego allelu w mieszaninie
DNA zawierajgcej znaczng przewage allelu na-
tywnego.

Inng nowoczesng metodg wysokoczutej
detekcji mutacji wystepujacych w niewielkiej
liczbie kopii w analizowanej mieszaninie DNA
jest ,digital PCR”. Metoda ta oparta jest na
namnazaniu klonéw pojedynczych czasteczek
DNA w wielokrotnych réwnolegltych reakcjach
PCR zachodzacych w mikroskopijnych kroplach
roztworu reakcyjnego o objetosci nanolitréw.
Metoda ta pozwala nie tylko z wysoka czuloscig
wykrywaé obecnos$¢ nielicznych klonéw komo-
rek w obrebie guza, zawierajgcych mutacje genu

EGFR, ale takze moze sluzy¢ do pomiaru iloScio-
wego zawarto$ci zmutowanego allelu oraz liczby
kopii genu [33].

W diagnostyce mutacji EGFR stosowane sg
takze rozliczne wysokoczule metody detekcji
wykorzystujace, oprécz sond molekularnych,
wlasciwoséci enzymatyczne biatek rozpoznaja-
cych okreslone struktury kwas6w nukleinowych,
miedzy innymi RNAzy H (Cycleave PCR) oraz
endonukleazy FEN (Flap Endonuclease) w meto-
dzie PCR-Invader [34, 35].

Analiza struktury fragmentu czasteczki DNA

Wiele technik molekularnych i bio-
fizycznych pozwala na wykrycie mutacji
w sekwencji czasteczki DNA amplifikowanego
metodg PCR. Przykladowo, wystapienie delecji
w analizowanej sekwencji DNA prowadzi do
skrécenia produktu reakcji PCR o okreslong
liczbe nukleotydéw, co mozna potwierdzié¢ na
przyktad za pomoca elektroforezy kapilarnej
w zelu poliakrylamidowym. Réwniez bardziej
subtelne réznice, jak substytucja pojedynczego
nukleotydu, powodujg miedzy innymi zmiane
masy czasteczki i konformacji DNA wykrywane
odpowiednio wysokospecjalistyczng technikg
spektrometrii masowej MALDI-TOF (matrix-as-
sisted laser desorption ionisation-time of flight)
oraz podczas elektroforezy w zmiennym polu
elektrycznym (SSCP, single stand conformation
polymorphism) [36, 37]. Odmienny sktad nukle-
otydowy czgsteczki DNA powoduje takze zmiane
jej temperatury topnienia, co wykorzystywane jest
w detekcji mutacji metoda HRM (high-resolution
melting) lub wysokociénieniowej chromatografii
cieczowej (dHPLC, denaturing High-Pressure
Liquid Chromatography) [38-40].

Detekcja zmutowanego hiatka EGFR
metoda immunohistochemiczng

Poniewaz aktywujacy charakter mutacji EGFR
wynika ze zmiany sekwencji kodowanego biatka,
a przez to struktury domeny kinazowej recepto-
ra, potencjalng alternatywa dla molekularnych
metod diagnostycznych opartych na analizie
DNA moglaby by¢ identyfikacja zmutowanego
biatka EGFR z wykorzystaniem specyficznych
przeciwcial [41]. Hasanovic i wsp. osiggneli
100-procentowy dodatnig wartosé¢ predykcyjng
oraz specyficznosé¢ przeciwcial wykrywajacych
delecje w eksonie 19 EGFR oraz mutacje L858R
w materiatach cytologicznych, biopsyjnych,
a takze odwapnionych biopsjach przerzutéw do
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kosci [42]. Wyniki badanh w materiale pobranym
podczas zabiegu operacyjnego (resekcyjnym)
byly znacznie mniej zadowalajgce. Kitamura
i wsp., analizujac 238 materialéw resekcyjnych
raka pluca, wykazali czuto$é¢ 92% oraz specy-
ficznos$¢ 37% detekcji delecji w eksonie 19 oraz
mutacji L858R, a takze stwierdzili 4 falszywie
pozytywne wyniki (dodatnie barwienie w pre-
paratach bez potwierdzonej mutacji na poziomie
DNA). Przeciwciatla wykrywajace biatko z mu-
tacjag wykazywaly minimalnie wyzsza czulosé
i specyficzno$¢ diagnostyczng dla delecji niz dla
substytucji L858R (odpowiednio 99% i 40% v.
97% i 36%) [43]. Réwniez Brevet i wsp. wykaza-
li 95-procentowg czulosé¢ detekcji biatka EGFR
z substytucja aminokwasowa L858R przy pozio-
mie ekspresji biatka 1+ oraz 76% przy poziomie
2+. W przypadku bialek EGFR z delecjg inng niz
delE746-750, og6lna czulo$é wykrywania delecji
w eksonie 19 wynosita 85% przy poziomie wybar-
wienia 1+ i 67% przy 2+ [44]. Nalezy zauwazy¢,
ze w przypadku oznaczeni immunohistochemicz-
nych mozliwe jest efektywne wykrycie jedynie
najczestszych mutacji, L858R oraz delE746-A750,
a czulos¢ diagnostyczna zalezy w duzej mierze od
subiektywnej interpretacji wyniku badania [45].
Przeciwciala dla zmutowanego biatka EGFR nie
sg zatem obecnie stosowane w rutynowej diagno-
styce, wymagaja dalszej walidacji i standaryzacji
interpretacji wynikéw diagnostycznych.

Stosowanie metod wysokoczutych versus
sekwencjonowanie metoda Sangera

Stosowanie wysokoczulych metod detekcji
mutacji genu EGFR ma wiele zalet, do ktérych
mozna zaliczy¢ mozliwos¢ wykonywania wia-
rygodnej analizy w materiatach o skapej zawar-
tosci komérek nowotworowych. Istniejg jednak
obawy, ze stosowanie wysokoczulych technik
molekularnych do badania materialéw o wysokiej
zawarto$ci komérek nowotworowych (> 50%)
identyfikuje réwniez nieliczne klony komérkowe
ze zmutowanym EGFR na tle ogélnej populacji
komérek guza o natywnym genotypie, co moze
skutkowac nieadekwatna/brakiem odpowiedzi na
leczenie EGFR-IKT [46]. Zhou i wsp. przy uzyciu
wysokoczulej metody ARMS-PCR oraz konwen-
cjonalnego sekwencjonowania Sangera analizo-
wali materiaty tkankowe pobrane od 100 chorych
na NDRP, ktére charakteryzowala przynajmnie;j
50% zawarto$ci komérek nowotworowych [47].
W grupie chorych, u ktérych mutacje EGFR
potwierdzono dwiema metodami obserwowano
istotnie dtuzszy czas przezycia wolnego od pro-

gresji (PFS, progression-free survival) w stosunku
do grupy, w ktérej mutacje wykryto jedynie wyso-
koczulg technikg ARMS-PCR (negatywny wynik
sekwencjonowania; p = 0,014). Z kolei Taniguchi
i wsp. obserwowali, ze w grupie chorych na
NDRP z wysokim stopniem heterogennosci pod
wzgledem mutacji EGFR w materiale tkankowym
czas bez wznowy oraz przezycie po leczeniu gefi-
tynibem byly znaczaco krétsze niz w grupie bez
genetycznej heterogennoéci EGFR [14].

Réwniez w analizie najczestszej mutaciji
warunkujacej brak wrazliwosci na leczenie EGFR-
IKT, czesto$é¢ detekcji mutacji T790M byla bez-
posrednio uzalezniona od czutosci zastosowane;j
techniki molekularnej i wynosita odpowiednio
25,5% dla metody wysokoczulej (spektrometria
MALDI-TOF, sekwencjonowanie nowej generacji)
oraz zaledwie 2,8% dla sekwencjonowania meto-
da Sangera [36]. Wynik tego badania wykazal réw-
niez, ze obecno$¢ mutacji T790M przed leczeniem
EGFR-IKT jest niezaleznym negatywnym czynni-
kiem predykcyjnym, $cisle powigzanym z istotnie
krétszym czasem przezycia wolnego od progresji
[36]. Powyzsze wyniki zdaja sie jednoznacznie
potwierdza¢ mozliwo$¢ wystepowania de novo
w guzie pierwotnym niewielkiego odsetka klonéw
komoérek nowotworowych, zawierajacych muta-
cje aktywujaca genu EGFR lub mutacje T790M,
warunkujacg brak wrazliwosci na EGFR-IKT oraz
postulowany wptyw ich detekcji na skutecznosé
stosowania EGFR-IKT u chorych na raka pluca.
W mysl obecnych zalecen, badanie mutacji genu
EGFR ma charakter jakoSciowy (oceniana jest
obecnosé¢ lub brak mutacji EGFR). Coraz lepiej
rozumiana jest jednak potrzeba wdrozenia do
rutynowej diagnostyki metod umozliwiajacych
pomiar ilo§ciowy zmutowanego allelu, posrednio
dostarczajacych informacje na temat spodzie-
wanej efektywnosci leczenia ukierunkowanego
molekularnie.

Warto wspomnie¢, ze PNA-LNA PCR clamp
jest jedyna metodg wykorzystujagca PCR w czasie
rzeczywistym, ktéra pozwala na bezposrednie
sekwencjonowanie produktu reakcji PCR. Dzieki
temu mozliwa jest alternatywna weryfikacja
uzyskanego wyniku diagnostycznego za pomocg
metody bezposredniej, pozwalajaca miedzy in-
nymi na wysokoczula detekcje rzadkich mutacji
EGFR [48].

Interpretacja wynikéw rozbieznych
Ztozono$¢ molekularna materiatéw diagno-

stycznych i odmienna charakterystyka metod
detekcji mutacji genu EGFR mogg prowadzi¢ do
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rozbieznosci wynikéw otrzymanych réznymi me-
todami. Jak wspominano powyzej, rozbieznosci
moga wynikaé, z r6znej czutosci detekcji zmu-
towanego allelu prezentowanej przez stosowane
metody diagnostyczne.

Bardzo cennych informacji dotyczacych
realnej efektywnos$ci rutynowej diagnostyki mo-
lekularnej z wykorzystaniem r6znych metod
detekcji mutacji genu EGFR dostarczaja wyniki
wieloosérodkowych badan walidacyjnych. W ba-
daniu opublikowanym przez Tysarowskiego
i wsp. wroku 2010 bralo udziat 5 polskich osrod-
kéw, wykorzystujacych do diagnostyki mutacji
EGFR zréznicowane metody: sekwencjonowanie
metoda Sangera (3 osrodki), analize dtugosci frag-
mentéw i ASP-PCR (1 oérodek), SNaPshot i HRM
(1 osrodek). Wszystkie osrodki uzyskaty zgodne
wyniki analizy materiatéw, poprawnie identyfiku-
jac obecno$é 5 mutacji EGFR w DNA izolowanym
z materiatéw w bloczkach parafinowych [49].

Z kolei w badaniu prowadzonym przez
Wtloskie Towarzystwo Onkologi Medycznej
(AIOM, Italian Association for Medical Oncology)
oraz Wloskie Towarzystwo Patologii i Cytologii,
procedurze zewnetrznej kontroli jakosci (EQA,
External Quality Assessment) poddano 47 osrod-
kéw wykonujgcych diagnostyke mutacji EGFR,
wykorzystujac materialy tkanek utrwalonych
FFPE zwalidowane uprzednio przez 3 niezalezne
oérodki [50]. Trzydziesci siedem osrodkéw wyko-
rzystywato sekwencjonowanie metodg Sangera,
8 pirosekwencjonowanie, za$ 2 o$rodki metode
opartag na PCR w czasie rzeczywistym. W pierw-
szej czeSci badania az 14/47 (30%) laborato-
ri6w nie osiggneto wymaganego minimum 18/20
punktéw przyznawanych za poprawny wynik
diagnostyczny, wszystkie prowadzily diagnostyke
w oparciu o sekwencjonowanie metoda Sangera.
Z kolei 10/10 osrodkéw stosujacych metody
o wysokiej czutosci, pirosekwencjonowanie lub
PCR w czasie rzeczywistym, uzyskato ocene po-
zytywna [50].

Warto réwniez wspomnieé¢ o badaniu Goto
i wsp., w ktérym poré6wnano r6zne metody dia-
gnostyczne wykorzystywane do detekcji mu-
tacji EGFR, w tym sekwencjonowanie meto-
da Sangera oraz PNA-LNA PCR clamp, a takze
Scorpion-ARMS, PCR-Invader oraz Cycleave PCR.
Bezposrednia zgodnos¢ dwéch dowolnych metod
w analizie 116 materialéw utrwalonych FFPE wy-
nosita od 85,3% do 99,1%. W 3,4% przypadkéw
dwie metody niezaleznie wykryly r6zne mutacje
w tym samym materiale, natomiast w kolejnych
6,9% stwierdzono wystepowanie wynikow falszy-
wie ujemnych [51]. Najwyzszy odsetek wynikéw

watpliwych, wynikajacych z braku zgodnosci
metod, obserwowano w materiatach zawiera-
jacych ponizej 40% komérek nowotworowych,
o $rednicy analizowanego fragmentu tkanki do
9 mm oraz preparatach archiwalnych, przecho-
wywanych diuzej niz 3 lata [51]. Rozbieznosci
pomiedzy metodami diagnostycznymi dotycza
przede wszystkim wynikéw fatszywie ujemnych.
Podobny wniosek wynika z badania Ikedy i wsp.,
ktérzy analizowali materialy od chorych na NDRP
za pomocy trzech wysokoczulych metod: ME-
PCR, PNA-LNA PCR clamp oraz PCR-Invader.
Rozbieznos$¢ wynikéw stwierdzono w przypadku
5 material6w. Co wazne wszyscy chorzy pozy-
tywnie odpowiedzieli na leczenie EGFR-IKT [52].

Reasumujgc, podstawowym czynnikiem
wplywajgcym na czuto$¢ i specyficznosé detek-
cji mutacji genu EGFR sa r6znice w jakoSci DNA
i procedurach izolacji miedzy laboratoriami,
stosowanie réznych odczynnikéw, zréznicowana
konstrukcja samych testéw, zwtaszcza sekwencji
starteréw i wielkoéci amplikonéw PCR, a takze
zawarto$é komorek nowotworowych oraz we-
wnetrzna heterogennosé materialéw NDRP [51].

Detekcja mutacji genu EGFR w pozakomérkowym
DNA we krwi chorych na NDRP jako uzupetnienie
badania materiatu tkankowego i komérkowego

Analiza molekularna krwi obwodowej,
szczegoblnie pod katem marker6w genetycznych
zawartych w pozakomérkowej frakcji kwaséw
nukleinowych, jest obiecujacym rozwigzaniem,
ktére moze w niedalekiej przysztosci znalezé za-
stosowanie w diagnostyce. Podwyzszony poziom
pozakomoérkowego DNA stwierdzany jest juz we
wczesnych stadiach klinicznych choroby nowo-
tworowej uktadu oddechowego [53]. Ponadto,
w pozakomoérkowym materiale genetycznym
krazacym we krwi chorych na NDRP mozliwa jest
identyfikacja tych samych zmian genetycznych
(np. mutacji gen6w EGFR, KRAS) i/lub epigene-
tycznych (m.in. metylacja genéw supresorowych),
jakie sg wykrywane w DNA izolowanym bez-
posrednio z komoérek nowotworowych [54, 55].
Wykazano, ze wykrycie za pomocg wysokoczulej
metody Scorpion-ARMS aktywujacej mutacji
EGFR w osoczu chorych na NDRP jest zwigzane
z wydluzona mediana czasu przezycia wolnego
od progresji (PFS = 18,3 mies.) w stosunku do
chorych bez mutacji (4 mies.; p = 0,012) lub z wy-
stepujaca mutacjg T790M (3,9 mies.; p = 0,008),
u chorych leczonych docetakselem i erlotynibem
[56]. Rowniez w badaniu Brevet i wsp., gdzie do
detekcji mutacji wykorzystano metody spektrome-
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trii masowej oraz ME-PCR, stwierdzono istotnie
dluzszy czas przezycia catkowitego (OS, overall
survival) leczonych erlotynibem chorych na raka
pluca z mutacja aktywujaca genu EGFR wykryta
w materiale pozakomérkowego DNA z osocza i/
/lub tkance nowotworowej (p = 0,002) [57]. Warto
zauwazy¢, ze zgodno$¢ wynikéw genotypowania
mutacji EGFR w osoczu wzgledem tkanki wynosita
63% (18/31 chorych z mutacja). U dwd6ch chorych,
u ktérych stwierdzono obecnosé delecji w eksonie
19 genu EGFR jedynie w DNA z osocza uzyskano
jednak pozytywna odpowiedz na terapie IKT [57].

Istotnie nizsza czulo$¢ diagnostyczna ana-
lizy mutacji genu EGFR we krwi w poréwnaniu
z oceng materialu pochodzacego z guza nowotwo-
rowego nie pozwala obecnie na jej wykorzystanie
jako niezaleznego narzedzia diagnostycznego.
Prowadzone sg jednak obiecujace badania nad
detekcjg mutacji EGFR w pozakomo6rkowym DNA
z krwi obwodowej chorych na NDRP za pomocg
wysokoczulych metod wykorzystujacych PCR
w czasie rzeczywistym, sekwencjonowanie nowej
generacji czy technike BEAMing. Ich stosowa-
nie mogloby przedstawiaé¢ szczegdlng wartosé
w sytuacji braku tkankowego lub cytologicznego
materiatlu diagnostycznego, a takze potencjalnie
umozliwia¢ nieinwazyjne monitorowanie zmian
profilu mutacji w trakcie terapii, na przyktad
wystapienia mutacji T790M w toku leczenia
EGFR-IKT [32, 58, 59]. Wydaje sie réwniez, ze
zastosowanie detekcji mutacji genu EGFR w poza-
komérkowym DNA osocza chorych na niedrobno-
komérkowego raka pluca stanie sie w nieodleglej
przyszloéci warto$ciowym uzupelnieniem dia-
gnostyki prowadzonej w materiale tkankowym
i cytologicznym.

Podsumowanie

Pomimo braku jednoznacznie okreélonego
~zlotego standardu” w diagnostyce mutacji genu
EGFR, analiza molekularna materiatu tkankowego
i komérkowego od chorych na NDRP jest skutecz-
na, gdy wykonuje sie ja za pomoca odpowiednio
dobranych technik posrednich i/lub bezposred-
nich. Do niedawna najpopularniejsza w Polsce
metoda diagnostyki mutacji genu EGFR bylo
sekwencjonowanie metoda Sangera [49]. Obecnie
coraz wiecej osrodkéw wykorzystuje techniki
oparte na PCR w czasie rzeczywistym a na pol-
skim rynku dostepnych jest kilka komercyjnych
zestawOw diagnostycznych certyfikowanych do
diagnostyki in vitro (CE-IVD). Niewgtpliwie jed-
nak przyszloé¢ diagnostyki molekularnej nalezy
do technik wysokoprzepustowych. Warto wspo-

mnie¢, ze pod koniec 2013 roku amerykanska
Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA, Food and Drug
Administration) po raz pierwszy dopuscila do
sprzedazy jako wyroby medyczne system sekwen-
cjonowania nowej generacji oraz dedykowane
zestawy odczynnikowe do stosowania w diagno-
styce klinicznej [60]. Bez wzgledu na wybor tech-
niki biologii molekularnej, kluczowe znaczenie
dla wykonywania wiarygodnych oznaczen ma
zawsze odpowiednia walidacja diagnostyczna
wykorzystywanych testow, a takze stosowanie
zewnetrznej kontroli jakosci (EQA) badan gene-
tycznych. Punktem wyjécia przy opracowywaniu
i wdrazaniu procedur diagnostycznych powinna
by¢ zatem znajomo$¢ aktualnych zalecen, opi-
sujacych ogélnie przyjete zasady przygotowania
materiatu biologicznego i analizy mutacji EGFR,
opartych na wynikach prac doswiadczalnych oraz
opinii specjalistow w tej dziedzinie.
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