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Souhrn

Uvod: Mutaé¢ni analyza genu pro receptor epidermaélniho riistového faktoru (epidermal growth
factor receptor — EGFR) z nadorové tkané je v soucasnosti standardnim testem u pacientd s ne-
malobunécnym karcinomem plic. Molekularni testovani cirkulujici nadorové DNA (circulating
tumor DNA - ctDNA) z plazmy se ukazuje byt spolehlivou alternativou detekce mutaci v pfipa-
dech, kdy neni mozné ziskat biopticky ¢i cytologicky vzorek z nadoru ¢i je tieba monitorovat Ié-
¢ebnou odpovéd pomoci opakovanych vysetfeni. Navic dle recentnich praci ctDNA lépe odrazi
heterogenitu nadorového procesu nez odbér z izolované nadorové léze ¢i metastazy. Za Uce-
lem zhodnoceni analytické kvality testovéani mutaci v genu EGFR z ctDNA izolované z plazmy
bylo zorganizovano mezilaboratorni porovnani v rdmci referencnich laboratofi prediktivni dia-
gnostiky v Ceské republice. Materidl a metody: Celkem 7 laboratofim bylo zaslano 13 komeréné
dostupnych referen¢nich vzorkd 2ml plazmy obsahujici nej¢astéjsi senzitivni mutace genu
EGFR (delece v exonu 19, L858R) a rezistentni mutaci T790M s frekvenci mutaci 5; 0,5 a 0,05 %.
Jeden vysetiovany vzorek obsahoval nemutovanou DNA. Vzorky byly analyzovany metodami
standardné vyuzivanymi v diagnostické praxi. V 6 ze 7 laboratofi byl pouzit cobas® EGFR Mu-
tation Test v2, v 1 laboratofi Super-ARMS® EGFR Mutation Detection Kit. Vysledky: Uréeno bylo
91 genotypl s celkovou chybovosti 24,2 % (22/91). Na 0,5% a vy3si irovni mutacni frekvence ci-
nila celkové chybovost 3,2 % (2/63), na 5% Urovni 0 % (0/35). Nebyly detekovany zadné falesné
pozitivni vysledky. Platforma cobas® dosahla konzistentné Gspésné detekce na hladiné 0,05 %
pro deleci v exonu 19. Pro mutace L858R a T790M byl prah detekce nad hodnotou 0,5 %. Zdvér:
Nase vysledky poukazuji na limitovanou citlivost vy3etfeni mutaci EGFR z plazmy, a to zejména
mutace T790M. Obzvlasté pro vysetiovani ctDNA z plazmy, jejiz frakce mze byt velice nizka (az
0,01 %), je nutné klast ddiraz na pouzivani vysoce senzitivnich molekularnich metod. Vysledky
tohoto porovnani kvality potvrzuji nutnost pokusu o rebiopsii u pacientt s negativnim vysled-
kem, nebot oproti vysetieni solidniho vzorku tkané stoupa podil falesné negativnich pfipadd.
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Summary

Background: Detection of EGFR mutations in tumor tissue represents a standard testing procedure in patients with non-small cell lung cancer.
Molecular testing of circulating tumor DNA (ctDNA) in plasma enables detection of mutations in cases where tumor specimens are unavailable
or when monitoring of therapeutic responses is necessary. In addition, according to the recent literature, ctDNA better reflects the heterogeneity
of the neoplastic cell population than isolated tumor lesion or metastasis. We report a national interlaboratory evaluation aimed at assessing the
analytical quality of ctDNA EGFR testing in plasma across seven reference laboratories in the Czech Republic. Material and methods: Aliquots of
13 plasma samples were sent to 7 laboratories and consisted of commercially available 2 ml plasma specimens of genomic DNA with mutant alle-
lic frequencies of 5, 0.5, 0.05, and 0% of the most common sensitizing mutations (deletion in exon 19, L858R) and the resistance mutation T790M.
DNA extraction and EGFR testing were performed according to standard procedures. In 6/7 laboratories the cobas® EGFR Mutation Test v2 was
used. One laboratory employed the Super-ARMS® EGFR Mutation Detection Kit. Results: In total, 91 genotypes were determined with an overall
error rate of 24.2% (22/91). The overall error rates were 3.2% (2/63) for the 0.5% mutation frequency and 0% for the 5% mutation frequency (0/35),
respectively. No false positive results were reported. The cobas® method achieved consistent results with the 0.05% mutation frequency for the
exon 19 deletion. For L858R and T790M mutations, the threshold was above the 0.5% frequency. Conclusions: The results show that EGFR testing
for ctDNA in plasma has limited sensitivity, especially for detection of the T790M mutation. Particularly, in ctDNA testing of very low mutated
DNA plasma fractions (below 0.01%), emphasis should be placed on the use of highly sensitive molecular methods. The outcomes of this quality
assessment confirm the need for rebiopsy in patients with negative plasma results because of a higher false negative rate in comparison to tissue

testing.
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Uvod

Karcinom plic (lung cancer - LC) z0-
stava globalné hlavni pfi¢inou morta-
lity na nddorovd onemocnéni. Vétsina
pacientl je stale diagnostikovana v po-
krocilém stadiu s nepfiznivou progné-
zou [1]. Objeveni fidicich mutaci v genu
kédujicim receptor epidermélniho rls-
tového faktoru (epidermal growth fac-
tor receptor — EGFR) jako primarni on-
kogenni zmény u ¢asti adenokarcinomd
plic vedlo k vyvoji specifickych tyrozinki-
nazovych inhibitord (TKI) tohoto recep-
toru [2]. Mutace genu EGFR se vyskytuji
zejména v jeho intracelularni doméné,
v exonu 18-21. Celosvétové jsou pfi-
tomny u 10-30 % pacientl s nemalo-
bunéénym karcinomem plic (non-small
cell lung cancer - NSCLC) [3,4], v euro-
poidni (kavkazské) populaci jsou identi-
fikovany pfiblizné u 10 % nemocnych [5].
Delece v exonu 19 (del 19) a bodové mu-
tace L858R (c.2573T>G, ¢.2573_2574T-
G>GT; p.Leu858Arg) v exonu 21 genu
EGFR predstavuji 85-90 % vsech popsa-
nych mutaci genu EGFR a souviseji se
zvysenou senzitivitou pacientl k 1é¢bé
EGFR-TKI [2]. Oproti tomu bodova sub-
stituce ¢.2369C>T, vedouci k zaméné
aminokyseliny threonin za methionin
v kodonu 790 (p.Thr790Met, T790M), a in-
zerce v exonu 20 jsou asociovany s rezis-
tenci na EGFR-TKI [6,7]. U pacientl s po-
krocilym NSCLC a prokazanou senzitivni
mutaci EGFR, ktefi byli 1é¢eni EGFR-TKI

(gefitinibem, erlotinibem ¢i afatinibem)
zaznamenalo nékolik velkych klinickych
studii signifikantni prodlouzeni inter-
valu do progrese onemocnéni. Doslo téz
k prodlouzeni celkové délky preziti (na
vice nez 24 mésicu) a zlepseni kvality zi-
vota ve srovnani s pacienty lé¢enymi kon-
venc¢ni chemoterapii [8-12]. Pacienti s po-
krocilym NSCLC neskvamoézni histologie
by proto méli byt vysetieni na pfitomnost
mutaci genu EGFR pred zahajenim lécby
1. linie. V prdbéhu 10-14 mésich [écby
EGFR-TKI se u naprosté vétsiny pacientt
vyvine v dasledku nddorové heterogenity
klonélni evoluce a selekce rezistence vici
této terapii. Ta je az v 60 % piipadl zplso-
bena bodovou mutaci T790M v exonu 20
[3,13,14]. V nedavné dobé byly vyvinuty
ireverzibilni TKI 3. generace (osimerti-
nib, rociletinib) namirené téz proti EGFR
mutaci T790M a prekondvajici tuto rezis-
tenci [15]. Randomizované studie proka-
zaly vyznamny rozdil v preziti pacientd
s mutaci T790M lécenych osimertinibem
oproti chemoterapii [16], a proto posilil
vyznam opakovani biopsie pfi progresi
onemocnéni za Ucelem detekce této ge-
netické zmény.

Primarnim zdrojem materidlu pro mo-
lekuldrni analyzu u pacientd s pokroci-
lym LC jsou tradi¢né vzorky tkané zis-
kané bioptickym odbérem, pfip. vzorky
cytologické. Nicméné u velké casti
pacientd s metastatickym nadorovym
onemocnénim neni mozné tento mate-

rial pro nepfistupnost léze ziskat viibec
¢i s ohledem na jejich klinicky stav pro-
vadét vysetfeni opakované a monito-
rovat tak dynamicky vyvoj mutacniho
stavu nadoru v prabéhu terapie [17].
Rovnéz v ramci vhodné navrzenych
rozsahlych klinickych studii (IPASS, IN-
TEREST, FLEX) bylo pouze u 20-40 %
pacientll mozné ziskat k molekularnimu
vysSetteni dostatek materidlu ze solidni
Iéze [8,10,18,19]. Dalsim limitujicim fak-
torem odbéru z jednoho loziska (primar-
niho ¢i metastatického) je fakt, ze ne-
musi odrazet biologickou heterogenitu
nadoru a jeho metastaz [20,21].
Neinvazivnim zdrojem materidlu pro
detekci EGFR mutaci se v soucasnosti
ukazuje byt tzv. tekutd biopsie, resp.
jedna z jejich forem, stanoveni volné na-
dorové DNA cirkulujici v plazmé (circulat-
ing tumor DNA - ctDNA) [22,23]. Pres-
toze mechanizmus uvolfiovani ctDNA
do krve neni pfesné znamy, ziejmé se
jednd o proces Uzce spjaty s apoptézou
¢i nekrézou nadorovych bunék a z&asti
muze jit i o aktivni sekreci [23-25]. Vy-
hodou ctDNA je, ze dle experimental-
nich vysledkd obsahuje reprezentativni
slozky celého nddorového genomu [26].
Rovnéz cetné klinické studie prokazaly,
Ze jeji detekce v periferni krvi u pacient(i
s LC ve vysokém procentu piipadu kore-
luje s ndlezem mutace v nddorové tkani,
a tudiz mlze byt pouzita k uréeni mu-
ta¢niho stavu EGFR a predikci ucinnosti
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lécby EGFR-TKI [22,27-33]. TéZ aktuali-
zované doporucené postupy profesnich
spolec¢nosti College of American Patho-
logists, International Association for the
Study of Lung Cancer a Association for
Molecular Pathology uvadéji vysetieni
ctDNA ze vzorku plazmy jako alterna-
tivni test mutaéniho statusu v pfipadé,
Ze vzorek solidni tkdné neni dostacujici
anebo neni k dispozici [34]. Pfes viechny
vyhody testovani plazmy je nutno po-
dotknout, Ze plazmatickd DNA je vysoce
fragmentovana (nejcastéji o velikosti
okolo 180 bp), coz znesnadnuje Ucin-
nou amplifikaci cilové oblasti, a mize
byt pfitomna ve velmi nizké koncent-
raci. Frakce ctDNA z celkové volné DNA
v plazmé (circulating free DNA — cfDNA)
kolisd mezi 0,01 a 10 % [35,36]. Proto je
v poslednim desetileti vénovana velka
pozornost vyvoji vysoce citlivych, speci-
fickych a v neposledni fadé cenové do-
stupnych molekularnich metod k de-
tekci ctDNA [23,29,31,37-43].

Pro diagnostickou praxi byly regu-
la¢nimi organy Evropské unie i Spoje-
nych statd americkych (European Me-
dicine Agency, U.S. Food and Drug
Administration) v nedavné dobé schva-
leny prvni testy k provadéni testovani
EGFR z plazmy u pacientU s LC jako pre-

diktoru Ié¢ebné odpovédi na terapii ge-
fitinibem v pfipadech, kde neni mozné
ziskat diagnosticky vzorek tkané [25].
Mezi tyto testy patfi zejména cobas®
EGFR Mutation Test v2 [44] zaloZeny na
alelicky specifické polymerazové reté-
zové reakci (polymerase chain reaction —
PCR) a Therascreen® EGFR RGQ Plasma
PCR kit [45]. Navic se ukdzala metoda
detekce ctDNA vhodnd k monitorovani
vyvoje rezistence na lé¢bu EGFR-TKI a re-
lapsu onemocnéni [29,46,47].

Vzhledem ke skutec¢nosti, ze v Ev-
ropé nebylo do pocatku roku 2018 Sir-
Simu poctu laboratofi dostupné externi
hodnoceni kvality testovani mutaéniho
stavu EGFR ctDNA v plazmé u pacienta
s NCSLC, bylo zorganizovdano mezi-
laboratorni porovnani na urovni CR.
Cilem této studie bylo zhodnotit ucin-
nost metod pouzivanych v referenénich
laboratofich prediktivni diagnostiky
v CR k detekci EGFR mutaci v krevni
plazmé.

Material a metody

Vzorky

V ramci studie byly kaZzdou ze 7 zi¢astné-
nych referen¢nich laboratofi (tab. 1) vy-
Setfovany 2 totozné sady 13 standard
obsahujicich 2ml plazmy znacené ,EGFR

Tab. 2. Vysetiované standardy (Horizon Discovery Group plc — standard samples).

Cislo  Katalogové Mutace
vzorku cislo EGFR

1 HD-C1138 T790M

2 HD-C1139 T790M

3 HD-C1140 T790M

4 HD-C1141 L858R

5 HD-C1142 L858R

6 HD-C1143 L858R

7 HD-C1144 AE746_A750
8 HD-C1145 AE746_A750
9 HD-C1146 AE746_A750
10 HD-C1221 T790M/L858R
11 HD-C1220 T790M/L858R
12 HD-C1219 T790M/L858R
13 HD-C1147 wild type

Tab. 1. Seznam zucastnénych re-
ferencnich laboratofi prediktivni
diagnostiky.

Ustav patologie 1. LF UK a VFN
v Praze

Ustav patologie a molekularni medi-
ciny 2. LF UK a FN Motol

Oddéleni patologie a molekuldrni
mediciny, Thomayerova nemocnice,
Praha

Fingerlandlv Ustav patologie LF UK
a FN Hradec Kralové

Oddéleni onkologické patologie,
Masaryk(v onkologicky ustav, Brno

Ustav molekularni a transla¢ni medi-
ciny LF UP v Olomouci

Centrum molekuldrni biologie a ge-
nové terapie, Interni hematologicka
a onkologicka klinika LF MU a FN Brno

cfDNA Ring Trial Pack 1 Plasma DNA”
a ,EGFR cfDNA Ring Trial Pack 2 Plasma
DNA” (Horizon Discovery Group plc,
Velka Britanie). Testovany byly 4 sady rliz-
nych mutaci genu EGFR s frekvenci muto-
vané alely 5; 0,5 a 0,05 % a jeden vzorek
bez mutované DNA (wild type) (tab. 2).

Frekvence Celkovy pocet kopii Pocet mutovanych kopii
mutované alely v % EGFR ve 2 ml plazmy EGFR ve 2 ml plazmy
0,05 120 000 60
0,5 120 000 600
5 120 000 6000
0,05 120 000 60
0,5 120 000 600
5 120 000 6000
0,05 120 000 60
0,5 120 000 600
5 120 000 6000
0,05 120 000 60
0,5 120 000 600
5 120 000 6000
0 120 000 0

Pozn.: Standard AE746_A750 je registrovany v databazi COSMIC jako nejcastéjsi z deleci v exonu 19 genu EGFR [57].
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Tab. 3. Vysledky genotypizace vysetiovanych standardd plazmy v jednotlivych referen¢nich laboratoftich (I-VII).

Cislo

vzorku Standard I m v

1 T790M 0,05 % WT WT WT WT

2 T790M 0,5 % T790M T790M T790M T790M
3 T790M 5 % T790M T790M T790M T790M
4 L858R 0,05 % WT WT WT WT

5 L858R 0,5 % L858R L858R L858R L858R
6 L858R 5 % L858R L858R L858R L858R
7 AE746_A750 0,05 % del 19 del 19 del 19 del 19
8 AE746_A7500,5 % del 19 del 19 del 19 del 19
9 AE746_A7505 % del 19 del 19 del 19 del 19
10 T790M/L858R 0,05 % WT L858R L858R WT
" T790M/L858R 0,5 % TZ:SOQQ/ TL789508,\Q/ L858R TL7895?8’\£/
2 mewssmss W TW T T
13 (WT) WT WT WT WT

del 19 — delece v exonu 19 genu EGFR, WT — wild type, nemutovana DNA

Vzorky plazmy byly az do zpracovéni
uchovévany pfi-80 °C.

Extrakce DNA

K izolaci cfDNA z plazmy byl pouzit v 6 pfi-
padech certifikovany (in vitro diagnostics —
CE IVD) izola¢ni kit cobas® cfDNA Sample
Preparation Kit (Roche Molecular Systems
Inc., Svycarsko), v jednom pripadé pak CE
IVD kit QlAamp Circulating Nucleic Acid
Kit (Qiagen, Némecko). Postupovano bylo
dle instrukci vyrobce. Izolovana cfDNA
byla eluovédna do 100 ml DNA elu¢niho
pufru, z nichz bylo po findlni centrifugaci
k dalSimu pouziti odebrano 80 ml eluatu.
Koncentrace DNA byla kvantifikovéna
pomoci spektrofotometru NanoDrop®
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) ¢i
VivaSpec® (Sartorius Stedim Biotech, Né-
mecko) nebo semikvantitativné elektrofo-
reticky. Extrahovand cfDNA byla uchovéna
pfi —20 °C, pfip. byla analyzovana bezpro-
stredné po izolaci.

Mutacni analyza pomoci PCR
(COBAS®, Super-ARMS®)

Mutaéni stav genu EGFR v cfDNA izolo-
vané z plazmy byl stanoven pomoci PCR

vredlném case.V 6 laboratofich byl pouzit
kit cobas® EGFR Mutation Test v2 (Roche
Molecular Systems Inc., Svycarsko) na pfi-
stroji cobas® 4800 (Roche Molecular Sys-
tems Inc., SV)'/carsko). Tato sada detekuje
mutace G719A/C/S v exonu 18, 29 rlz-
nych deleci v exonu 19, mutace S768I,
T790M a 5 odliSnych inzerci v exonu
20 a mutace L858R a L861Q v exonu 21.
Pro kazdou reakci bylo pouzito 25 ml ne-
fedéného eluatu cfDNA. V jedné z refe-
renc¢nich laboratofi byly vzorky vysetio-
véany kitem Super-ARMS® EGFR Mutation
Detection Kit (AmoyDx, CLR) vyuzZivaji-
cim ARMS-PCR (amplification refractory
mutation system — ARMS) na pfistroji
Stratagene Mx3000P® (Agilent Techno-
logies, USA). Vysetfované mutace jsou
obdobné jako u predchoziho vyrobce,
navic sada umoznuje detekci jedné dalsi
inzerce v exonu 20. Reakéni smési a jejich
analyza byly provedeny podle instrukci
vyrobcu.

Vysledky

Vysledky genotypizace v jednotlivych
referencnich laboratofich jsou shrnuty
v tab. 3.

v Vi Vil
WT WT WT
T790M T790M WT
T790M T790M T790M
WT WT L858R
L858R L858R L858R
L858R L858R L858R
del 19 del 19 del 19
del 19 del 19 del 19
del 19 del 19 del 19
WT WT L858R
T790M/ T790M/ T790M/
L858R L858R L858R
T790M/ T790M/ T790M/
L858R L858R L858R
WT WT WT

Mutace T790M v exonu 20 ve stan-
dardu obsahujicim tuto mutaci s frek-
venci 0,05 % nebyla detekovéana ani jed-
nim kitem a zadnym z Ucastnik( studie.
Metodou cobas® byla ve vzorcich s frek-
venci 0,5 a 5 % detekovana vsemi zucast-
nénymi laboratofemi, metodou Super-
-ARMS® pak pouze ve vzorku s mutacni
frekvenci 5 %. Mutace L858R v exonu
21 nebyla metodou cobas® deteko-
vana ve vzorku s frekvenci 0,05 % zad-
nym ucastnikem, naopak vzorky s frek-
venci mutace 0,5 a 5 % byly spravné
identifikovany vsemi zucastnénymi la-
boratofemi. Metodou Super-ARMS® byla
anotovand varianta L858R detekovana
ve vsech vzorcich, tj. s frekvenci 0,05;
0,5 a 5 %. Delece v exonu 19 (c.2235_
2249del15, AE746_A750) byla obéma
metodami a viemi Ucastniky stanovena
ve vsech vzorcich s touto anotovanou
genetickou zménou, tj. s mutacni frek-
venci 0,05; 0,5 a 5 %. Kombinaci mutaci
T790M a L858R detekovali vichni ucast-
nici spravné ve vzorku s 5% frekvenci
obou mutaci. Spravné zaznamenalo obé
varianty ve vzorku s 0,5% frekvenci obou
mutaci 6 ze 7 laboratofi, pficemz v 1 la-
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boratofi byla detekovéna pouze varianta
L858R. Ve vzorku s frekvenci 0,05 % ne-
byly varianty detekovény na 4 pracovis-
tich. Ve 2 laboratofich byla detekovana
pouze varianta L858R, zadny z Gcastnikl
nezachytil v tomto vzorku anotovanou
variantu T790M. Vzorky s nemutovanou
(wild type) DNA byly shodné viemi zu-
¢astnénymi hodnoceny jako negativni.
Zadné fale$né pozitivni vysledky nebyly
zaznamenany.

Primérnd chybovost byla vypocitana
jako soucet vsech falesné pozitivnich
a falesné negativnich vysledka déleny
poctem viech vysetteni. Celkové bylo
stanoveno 91 genotypl s priimérnou
chybovosti 24,2 % (22/91). Prlmérna
chybovost Cinila v pfipadé vysetfeni sen-
zitivnich mutaci 14,3 % (6/42), pro mu-
taci T790M 38,1 % (16/42) a pro wild
type DNA 0 % (0/7). Vezmeme-li v Gvahu
pouze vysledky s frekvenci mutaci 0,5 %
a vyssi a vysetieni wild type DNA, ¢inila
celkova chybovost 3,2 % (2/63). Pro vy-
stupy na urovni 5% frekvence mutaci
a wild type DNA dosédhla chybovost
0 % (0/35). Ve vsech pripadech se jed-
nalo o falesné negativni vysledky.

P¥i porovnani obou pouzitych metod
byla chybovost obdobnd (24,4 % (19/78)
u testu cobas®, resp. 23,1 % (3/13) u me-
tody Super-ARMS®).

Diskuze

S rozvojem terapeutickych moznosti
v oblasti péce o pacienty s pokrocilym
NSCLC je kladen dlraz na precizni mo-
lekularni diagnostiku potencialnich |é-
¢ebnych cill u co nejvétsiho procenta
nemocnych. Jednd se zejména o pri-
marni detekci mutaci genu EGFR a moz-
nost monitorovani lé¢by EGFR-TKI s pfi-
padnym vznikem rezistence. Rezistentni
mutace T790M v exonu 20 genu EGFR se
vyskytuje aZ u 60 % pacientl jako sekun-
darni rezistence v dusledku lécby EGFR-
-TKI. Jeji detekce predstavuje novou
vyzvu, nebot hraje klicovou roli v in-
dikaci EGFR-TKI 3. generace (osimer-
tinibu) [14,48]. Molekuldrni vysetireni
z opakované biopsie v dobé progrese
onemocnéni tak ovliviiuje dalsi terapeu-
ticka rozhodnuti. Vzhledem k jednodu-
chosti a nizkému riziku odbéru periferni
krve pro naslednou separaci plazmy
v porovnani s invazivnim bioptickym

¢i cytologickym odbérem a u pacientd,
kde neni mozné ziskat material z primar-
niho nadoru, se detekce EGFR mutaci
z ctDNA izolované z plazmy (tzv. tekutd
biopsie) stava metodou prvni volby. Za-
timco maly biopticky vzorek nemusi
byt reprezentativni pro celkovou néa-
dorovou masu [49], vzorek tekuté bio-
psie je rychle dostupny, postihuje intra-
a intertumoralni heterogenitu, a mlze
tak predstavovat vyhodné feseni pro
monitorovani molekuldrnich zmén
v nadoru, |é¢ebné odpovédi ¢i sekun-
dérné vzniklé rezistence na cilenou
terapii [35].

Prediktivni vySetfeni ctDNA nicméné
skyta i fadu nevyhod. Frakce ctDNA ko-
lisd mezi 0,01 az vice nez 10 % cfDNA
v zavislosti na typu nadoru, stadiu nddo-
rového onemocnéni, celkovém mnozstvi
nadorovych bunéka jejich schopnostiin-
vadovat do cévniho fecisté [35,36]. K ob-
tizné detekci navic prispiva vysoka frag-
mentace ctDNA. K vysetfeni EGFR ctDNA
z plazmy byla v poslednich nékolika le-
tech vyvinuta celd fada metod zaloze-
nych primarné na PCR [37]. Pouze u ¢asti
z nich jsou vsak k dispozici spolehliva
data z prospektivnich valida¢nich studii
s porovnanim vysledkl s referencni na-
dorovou tkani. Aby mohlo dojit k rozsi-
feni detek¢nich platforem do praxe, mu-
seji tyto byt navic komfortni, efektivni
a soucasné ekonomicky unosné. Jednd
se jak o pfristupy digitdlni PCR (dro-
plet digital PCR; beads, emulsions, am-
plification and magnetics - BEAMing
dPCR; chip-based dPCR), tak platformy
nedigitalni (cobas®, therascreen®). Sa-
moziejmé nelze opomenout moznosti
sekvenovani nové generace (new gene-
ration sequencing — NGS). Metody digi-
talni PCR v kapickach reak¢ni smési do-
sahuji sice velmi nizkého limitu detekce
(limit of detection — LoD), a to az 0,01 %,
nicméné jsou pomérné financné i ca-
sové naroc¢né [38]. Senzitivita a specifi-
cita detekce ctDNA jednotlivych metod
se pfi porovnavani vici nadorové tkani
dle pouzité technologie do jisté miry lisi,
avsak konkordance vysledkl je vysoka
(okolo 90 %) [39,49]. Pro detekci deleci
v exonu 19 a mutace L858R se u rliznych
platforem pohybuje senzitivita mezi
67-93 % a specificita mezi 87-100 %. De-
tekce rezistentni mutace T790M ma sen-

zitivitu a specificitu o néco nizsi (61-81,
resp. 58-67 %) [29,31,36,40,41,43,50].

K zavedeni vysetiovani ctDNA do kli-
nické praxe je nutnd spolehlivost a re-
produkovatelnost vysledk( molekular-
niho vysetfeni, garantovana Uspésnymi
vysledky externi a interni kontroly kva-
lity. Evropsti poskytovatelé kontrol kva-
lity pod zastitou organizace Internatio-
nal Quality Network for Pathology v roce
2016 provedli prlizkum pouzivanych
metodik k testovani ctDNA z plazmy
u genll EGFR a RAS na 167 pracovistich
v rlznych zemich [51]. Na jeho zékladé
v |été 2017 zorganizovali za Ucasti 32 vy-
branych laboratofi z celého svéta spo-
lecné pilotni kolo externiho posouzeni
kvality (external quality assessment —
EQA) pro izolaci a analyzu EGFR ctDNA
z plazmy [52]. V letoSnim roce je orga-
nizovéno pilotni schéma EQA pro Siroky
okruh zdjemctl [53]. Vzhledem k do-
savadni nedostupnosti EQA vysetio-
vani EGFR ctDNA v plazmé bylo zorga-
nizovano mezilaboratorni porovnani na
arovni CR.V ramci nasi studie jsme v 7 re-
feren¢nich laboratotich CR za pouziti ko-
mercné dostupného standardizovaného
materidlu (s 5; 0,5 a 0,05% frekvenci mu-
taci) validovali metodiku testovani mu-
tacniho stavu EGFR u pacient s NSCLC.

Ke genotypizaci byly pouzity 2 rlizné
metodiky, pficemz jejich celkovd chy-
bovost byla obdobna (24,4 % (19/78)
u metody cobas®, resp. 23,1 % (3/13)
u metody Super-ARMS®). Platforma Su-
per-ARMS® vsak byla zastoupena pouze
jednou laboratofi a co se ty¢e porovnani
obou metodik, nelze z této prace vyvo-
zovat blizsi zavéry. Obé metody pouzité
ve studii jsou schopné pomérné spoleh-
livé spravné detekovat mutaci s vyssi
nez 0,5% frekvenci jak senzitivnich mu-
taci (del 19, L858R), tak rezistentni mu-
tace T790M. U vysetieni s frekvenci mu-
taci 0,5 % a vyssi a vysetieni wild type
DNA ¢inila celkova chybovost 3,2 %. Pfi
posouzeni vzorkU s frekvenci mutaci 5 %
byly viechny vysledky spravné (chybo-
vost 0 %, 0/35). Nejnizsi citlivost obou
metod pro detekci varianty T790M se
projevuje pfi typizaci vzorkd s velmi niz-
kym podilem (0,05 %) mutované ctDNA
(graf 1). Metoda cobas® dosahla v nej-
novéjsich publikovanych studiich pro
detekci T790M v plazmé senzitivity
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Detekce jednotlivych EGFR mutaci v referencnich laboratofich (n = 7)
v zavislosti na frekvenci mutace ve vzorku plazmy

del 19 L858R

= 5%

= (0,50%

T790M
0,05%

L858R + T790M

Graf 1. Prehled vysledkii genotypizace v zavislosti na typu a frekvenci detekované

mutace ve vzorku plazmy.
del 19 — delece v exonu 19 genu EGFR

60-73 % a specificity 67-81 % pii LoD
0,1 % [29,50]. V nasi srovnavaci studii
bylo pro detekci T790M dosazeno LoD
0,5 % v 100 % (6/6) laboratofi pouziva-
jicich tuto metodu. Pro samotné senzi-
tivni mutace dosahlo 0,5% LoD 83,3 %
(5/6) laboratofi, pro del 19 byl v 100 %
(6/6) pracovist LoD min. 0,05 %. Uka-
zalo se, ze analytickd senzitivita meto-
diky cobas® v ramci nasi studie je kon-
zistentni se senzitivitou udavanou
vyrobcem (0,75 % pro del 19 a 1 % pro
mutace L858R a T790M) [54]. Pro kit Su-
per-ARMS® EGFR Mutation Detection Kit
je analyticka senzitivita udana vyrobcem
0,2 % pro deleci E746_A750 v exonu
19, pro mutaci L858R a rovnéz pro mu-

esej detekujici  —— T790M+
senzitivni
EGFR mutace
aT790M v plazmé T790M-

taci T790M. Této citlivosti nebylo ve stu-
dii dosazeno v jednom pfipadé, a to
pro mutaci T790M. Mutace L858R a del
19 byly zachyceny ve vsech pfipadech,
tj.ive vzorcich s frekvenci mutantni alely
0,05 %.

Pomérné vysoké procento chybovosti
této studie oproti jinym bézné provadé-
nym molekularnim testim je mozné vy-
svétlit pouzitim metod s vy$Sim limitem
alelicka frekvence 0,05 %. Obzvlasté pro
vysetifovani ctDNA z plazmy s velice niz-
kou frakci (az 0,01 %) je k ziskani spo-
lehlivych vysledk( testovani nutné pou-
Ziti vysoce senzitivnich molekularnich
metod. Optimdlni senzitivita pro de-

lécba EGRF-TKI
3. generace bez
biopsie

biopticky odbér,
esej detekujici T790M
v nddorové tkani

tekci ctDNA v soucasné dobé viak nenf
zfejma. Pro pouziti v klinické praxi je rov-
néz treba vyresit standardizaci preanaly-
tické faze, zejména odbér vzorku periferni
krve (v¢. typu odbérové zkumavky) a jeho
zpracovani, predevsim dodrzeni ¢asovych
limitd mezi odbérem, oddélenim plazmy
a izolaci nukleovych kyselin, jejiz feSeni
viak presahuje ramec této publikace.

Z praktického hlediska z probéh-
lych studii i nasi prace vyplyva, ze stan-
dardné pouzivané metodiky detekce
EGFR ctDNA jsou schopné detekovat
nejcastéjsi senzitivni mutace (zejména
del 19) s vysokou spolehlivosti, a byt tak
podkladem pro l1é¢bu EGFR-TKI. V pfi-
padé detekce sekundarné vzniklé re-
zistentni mutace T790M v ctDNA je vy-
sledek mozné brat jako vychodisko pro
indikaci Ié¢by TKI 3. generace. Obdobna
Iécebna odpovéd u pacientl s touto mu-
taci v plazmé jako v primarnim nadoru
byla prokazéna v rdmci nékolika klinic-
kych studii [29,50]. Diky tekuté biopsii
by se tak s ohledem na frekvenci mu-
tace T790M a na senzitivitu vySetfeni
ctDNA mohlo vyhnout bioptickému ¢i
cytologickému odbéru vice nez 50 %
pacientl s rezistenci na lé¢bu TKI [55].
Detekce ctDNA muze byt negativné
ovlivnéna nizkou nddorovou nalozi, blo-
kadou cytotoxickymi léky ¢i preanalytic-
kymi a analytickymi faktory, predevsim
vybérem metody kvantifikace a analyzy
ctDNA [56]. V pfipadé negativniho vy-
sledku je proto vseobecné doporuco-
vana maximalni snaha o ziskani mate-
ridlu z nddorového loziska (schéma 1).

Ié¢ba EGRF-TKI
T790M+ — 3. generace
T790M- ——  chemoterapie

Schéma 1. Algoritmus vysetfovani sekundarni rezistentni mutace T790M genu EGFR z plazmy.
Genotypizace mutace T790M z plazmy pfi vzniku rezistence na léc¢bu EGFR-TKI u EGFR pozitivnich pacientt je moznd pred bioptickym odbé-
rem. K vysetieni T790M z nddorové tkdné ziskané rebiopsii je mozné pfistoupit az pfi negativnim molekuldrnim vysledku z plazmy. Modifiko-

vano dle Oxnard et al [55].
TKI - inhibitor tyrozinkindzového receptoru
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Zaveér

Tekuta biopsie se stava realitou kazdo-
denni klinické praxe. Testovani mutac-
niho stavu EGFR z ctDNA z plazmy ma
potencial ziskat si své trvalé misto v ru-
tinni diagnostice a monitorovani [écby
pacientd s NSCLC, zejména vezmeme-
-li v potaz, ze extrakci cfDNA a stano-
veni mutac¢niho stavu je mozné provést
v pribéhu jednoho pracovniho dne.
Diky vyvoji novych vysoce senzitivnich
metod a jejich zavedeni do praxe pred-
stavuje detekce ctDNA z plazmy vhod-
nou metodu v pripadech nedostatec-
ného mnozstvi tkané k molekuldrnimu
testovani nebo u pacientl, kde neni
mozné biopticky odbér provést ¢i vyset-
feni provadét opakované. Musime si nic-
méné uvédomit, ze tekutd biopsie neni
pro detekci EGFR statusu konkuren¢ni
metodou k odbéru bioptickému ¢i cy-
tologickému, ale jeho cennou alternati-
vou. Eseje uzivané k typizaci EGFR ctDNA
z plazmy prokazaly ve vétsiné publikova-
nych studii relativné vysokou specificitu
a pozitivni prediktivni hodnotu, avsak li-
mitovanou senzitivitu, zejména pro mu-
taci T790M. Rovnéz nase vysledky vzhle-
dem k nizsi citlivosti detekce rezistentni
mutace T790M potvrzuji nutnost po-
kusu o rebiopsii u pacientll s negativ-
nim vysledkem, nebot zde oproti vy-
Setfeni solidniho vzorku tkané stoupa
podil fale3né negativnich pfipadd. Je-
diné narodni ¢i mezinarodni schémata
kontroly kvality jsou schopnd vést k po-
souzeni, udrZeni, popfipadé zlepseni
urovné molekularniho vysetfovani EGFR
z ctDNA z plazmy, aby se mohlo stat ro-
bustnim opérnym bodem pro terapeu-
tické rozhodovani.
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