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Uvod

Cirkulujiica nadorova DNA (ctDNA) je cast’ vol'nej cirkulujucej DNA (cfDNA), ktora je
uvolnovana priamo z nadorového tkaniva, v coho dosledku je tato ctDNA geneticky identicka
s korespondujiicim primarnym tumorom (1). ctDNA ma potencial zmenit’ klinicku prax

v Styroch kI'aiCovych oblastiach, ktorymi st detekcia minimalneho rezidualneho ochorenia,
manazment pacientov s nadormi kone¢nika, monitorovanie odpovede na lie¢bu a sledovanie
klonélnej dynamiky v reakcii na cielené terapie a d’alSie systémové lieCby (2).

Analyza ctDNA sa u pacientov s metastatickym kolorektalnym karcindmom (mCRC) pouziva
na testovanie mutécii v génoch KRAS, NRAS a BRAF. V pripade génov KRAS a NRAS moze
analyza ctDNA identifikovat’ pacientov s horSou prognozou, ktori mézu profitovat’ z
agresivnejSieho rezimu chemoterapie, ktory mdze byt v pripade wild-type mutacného statusu
kombinovany s biologickou liecbou, nakol’ko z lie€¢by monoklonalnymi protilatkami
(cetuximab a panitumumab) profituju len pacienti bez mutacie v génoch KRAS a NRAS.
Mutécie v géne BRAF mozno pouzit’ ako negativny prognosticky biomarker pre celkové
prezivanie a rovnako mozu mat’ tlohu pri vybere vhodnej liecby (3).

V naSej praci sme pomocou plne automatizovaného diagnostického systému Idylla™
analyzovali mutacie v génoch KRAS, NRAS a BRAF v nadorovych tkanivach fixovanych vo
formaline (FFPE) a v cirkulujiicej nadorovej DNA (ctDNA) z krvnej plazmy u pacientov so
sporadickym mCRC. Analyzou ctDNA v krvi pacientov pocas terapie monoklonalnymi
protilatkami sme monitorovali potencidlnu zmenu muta¢ného statusu génov RAS a BRAF
medzi jednotlivymi odbermi, o nam nasledne umoznilo sledovat’ pokrok v liecbe
monoklonalnymi protilatkami, resp. progresiu ochorenia u jednotlivych pacientov.

Material a metody

Nas subor pozostaval zo 49 pacientov s diagnostikovanym mCRC vo vekovom rozpiti od 39
do 91 rokov. Vsetkym pacientom boli odobraté FFPE vzorky a vzorky periférnej krvi.
Prvotny DNA test bol u kazdého pacienta vykonany z FFPE vzorky ziskanej z chirurgicky
resektovaného nadorového tkaniva. Dalsie DNA testy boli vykonané z periférnej krvi (resp.
ctDNA) odobratej pred, pocas a po ukonceni terapie monoklonalnymi protilatkami. Pacientov
sme rozdelili podl'a po¢tu odberov krvnej plazmy (1-5 odberov), ktory bol u jednotlivych
pacientov stanoveny na zéklade rozhodnutia klinickych onkologov.

Pracovny postup izolacie krvnej plazmy z periférnej krvi

Vzorku krvnej plazmy sme pripravovali z 10 mL odobratej periférnej krvi dodanej v EDTA
skiimavke (izolaciu bolo nutné urobit’ do 4 hodin) alebo v STRECK skumavke (izolaciu bolo
nutné urobit’ do 72 hodin). Krv v skimavke sme centrifugovali pri 1500 g po dobu 10 minut
pri laboratornej teplote. Medzitym sme si pripravili 1,5 mL skimavky. Supernatant (krvnt
plazmu) sme rozpipetovali po 1,2 mL do pripravenych 1,5 mL skiimaviek, priCom sme davali
pozor, aby sme $pickou nenabrali krvné bunky z peletu. Nésledne sme skimavky
centrifugovali pri 15000 — 20000 g po dobu 1 minuty pri laboratornej teplote. Na zaver sme
supernatant (krvna plazmu) rozpipetovali po 1,1 mL do novych 1,5 mL skiimaviek.



Analyza vzoriek ctDNA pomocou diagnostického systému Idylla™

Otvorili sme prislusni Idylla™ kazetu (ctKRAS/ ctNRAS-BRAF) na analyzu ctDNA a
napipetovali sme 1 mL izolovanej krvnej plazmy. Na ovladacej konzole Idylla™ sme navolili
testovanie, vyplnili sme potrebné identifikacné udaje o analyzovanej vzorke a naskenovali
sme identifikacny kod na analyzacnej kazete a spustili sme analyzu. Po ukonceni ¢asu
potrebného na izolaciu a analyzu DNA sme vybrali analyza¢na kazetu a vyexportovali
vysledok analyzy ctDNA.

Pracovny postup analyzy FFPE vzoriek pomocou diagnostického systému Idylla™
Na krazky filtracného papiera sme napipetovali 60 uL nuclease-free vody. Na jeden z
krazkov filtracného papiera sme pomocou pinzety naniesli dostatoéné mnozstvo rezov z
tkaniv. Rezy z tkaniv sme prikryli druhym krazkom filtra¢ného papiera. Pripravené vzorky
sme vlozili pinzetou do komorky analyzac¢nej kazety, ktora sme nésledne zatvorili a spustili
sme analyzu.

Vysledky

Z celkového poctu pacientov bol vykonany prvy odber u 49 pacientov, z toho druhy odber u
13 pacientov, treti odber u 8 pacientov, Stvrty odber u 2 pacientov a piaty odber u 2 pacientov
(Tabulka 1). Spomedzi 49 pacientov malo 22 pacientov wild-type RAS a BRAF status a 27
pacientov malo mutéciu v niektorom z vySetrovanych génov, pricom sme identifikovali 12

diskrepancii v mutaénom statuse medzi vysledkom vysetrenia FFPE vzorky a vzorky krvnej
plazmy (Tabulka 2).

Tabul’ka 1. Zhody a diskrepancie muta¢ného statusu medzi jednotlivymi odbermi u pacientov, u ktorych
bola vySetrena vzorka FFPE a zarovei vzorka krvnej plazmy (ctDNA).

POCET PACIENTOV S VYSETRENOU ctDNA + FFPE: 49
Zhoda mutaéného | Zmena mutaéného
Poradie odberoy statusu statusu medzi
Pocet pacientov v jednotlivych jednotlivymi
odberoch odbermi
1. odber 49 - B
2. odber 13 9 3
3. odber 8 4 3
4. odber 0 2
5. odber 2 1 1

Tabulka 2. Diskrepancie v génoch KRAS, NRAS a BRAF medzi vzorkou FFPE a 1. odberom ctDNA.

Diskrepancie medzi FFPE a ctDNA:
. Gén | PEPE wt — 1. odber ctDNA mut | FFPE mut — 1. odber ctDNA wt
s identifikovanym
patogénnym

variantom 3 9
KRAS 2 4
NRAS 1 2
BRAF 0 3




Okrem kvalitativneho vyhodnotenia vysledkov analyzy cirkulujicej nddorovej DNA sme sa
zaoberali aj kvantitativnym monitorovanim jednotlivych odberov. Automaticky diagnosticky
systém Idylla™ je zaloZeny na principe metddy Real-time PCR, a teda umoziuje vizualizaciu
a kvantifikaciu amplifikdcie DNA v redlnom ¢ase. KIiCovym udajom bola pre nas hodnota
Cq, t.j. tzv. prahovy cyklus (treshold cycle), v ktorom zacina exponencialna faza, kedy sa
fluorescencia zvy$i na urovein optickej detekcie. Pre kazdy z odberov sme vypocitali hodnotu
A Cq, ktora zodpoveda rozdielu hodnoty Cq mutovanej vzorky a hodnoty Cq s wild-type
mutaénym statusom (A Cq = CqMut-CqWT). V pripade, ze vysledok vySetrenia bol
negativny, t.j. wild-type RAS a BRAF status, hodnota A Cq bola rovna 0 (4). V Tabulke 3 su
uvedené vysledky ctRAS testov a hodnoty Cq a ACq pacienta, u ktoré¢ho sme vysetrovali
krvné plazmy z 5 odberov periférnej krvi. Nasledne sme zostrojili graf (A Cq plot), ktory
znéazornuje konkrétne zmeny v mutacnom statuse medzi jednotlivymi odbermi (Graf 1).

Tabul’ka 3. Hodnoty Cq a ACq pacienta, u ktorého boli vySetrené krvné plazmy z piatich odberov
periférnej krvi.

Pacient 3 Vysledok Idylla™ Cq Mut Cq WT ACq
Poradie odberu ctRAS testu (CqMut-CqWT)*
1. odber KRAS G12V 33,54 25,39 8,15
2. odber wt -—- 253 0
3. odber wt -—- 249 0
4. odber KRAS A146T/V/P 36,06 23,51 12,55
5. odber KRAS G12V 28,77 23,69 5,08
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Graf 1. Delta Cq plot znizortujici monitorovanie R4S a BRAF muta¢ného statusu pacienta, u ktorého
boli vySetrené krvné plazmy z piatich odberov periférnej krvi.




Diskusia

Vyhodou diagnostiky zaloZenej na ctDNA pomocou diagnostického systému Idylla™ je je;
neinvazivnost’, rychlost’ ziskania vysledkov a ich jednoducha interpretacia bez nutnosti
analyzy zlozitych grafov. ctDNA poskytuje dostatocné informécie o biologickych
vlastnostiach nadoru, o jeho heterogenite a vysledky viacerych §tadii preukéazali zhodu so
vzorkami nadorového tkaniva (5, 6).

V naSej praci sme nevenovali pozornost’ konkrétnym typom mutacii, ale zaujimal nds najma
pomer diskrepancii k celkovému poctu vySetrenych vzoriek. V ramci inovativneho
monitorovania pacientov s mCRC nés zaujimali najma zmeny muta¢ného statusu u pacientov,
ktorym sme vySetrili sériu odberov krvnej plazmy (3 az 5 odberov). Takéto sériové vysetrenie
genetickych variantov vo vzorkéch krvnej plazmy ma potencial poskytnut’ informacie o
priestorovej a ¢asovej heterogenite nadoru v rozsahu, aky nie je mozné dosiahnut’ analyzou
samotnych vzoriek nddorového tkaniva. FFPE vzorky st ¢astokrat nevhodné a zamietnuté pre
analyzu genetickych variantov pomocou Sangerovho sekvenovania alebo metody NGS z
dévodu nedostatoéného mnozstva materidlu alebo nizkeho percenta nadorovych buniek vo
vzorke (7).

V ramci 12 pripadov diskrepancie muta¢ného stavu medzi FFPE vzorkou a prvym odberom
krvnej plazmy sme identifikovali 9 pripadov, kde bola FFPE vzorka pozitivna pre mutaciu v
niektorom z RAS onkogénov, zatial’ co prvy odber ctDNA vykazoval wild-type RAS status
(Tabulka 2).

Moznym vysvetlenim tychto diskrepancii je intratumoralna heterogenita. Je zname, ze
mutacie v génoch KRAS, NRAS a BRAF v kolorektalnom nadore su priestorovo heterogénne
(8). Vzorka nadorového tkaniva, v ktorej sme testovali RAS, resp. BRAF mutaény status
pravdepodobne pochédzala z nadorového fragmentu, ktory bol prave ndhodou zmutovany,
zatial’ Co vacSina zostavajucej nadorovej hmoty bola negativna. ctDNA, ktora odraza
priemernt hodnotu celého obsahu nadorovych buniek bola pre RAS, resp. BRAF mutacie
negativna v dosledku zriedenia mutovanych subklonov v nemutovanych klonoch nadorovych
buniek.

Zmenu mutacného statusu medzi jednotlivymi odbermi sme zaznamenali u 9 pacientov
(Tabul’ka 1). U tychto pacientov sme sledovali aj kvantifikaciu amplifikacie DNA v redlnom
case. Farmakogenomicka analyza buniek CRC, ktor¢ ziskali rezistenciu na cetuximab
ukazuje, Ze po vysadeni protilatok sa klony s KRAS mutaciou rozpadaju, zatial’ ¢o populacia
znovu ziskava citlivost’ na toto lie¢ivo. Profily ctDNA pacientov, ktori profituju z
viacnasobného podavania anti-EGFR protilatok, vykazuji pulzativne zmeny muta¢ného
statusu génu KRAS. Tieto vysledky ukazuju, ze genom CRC sa dynamicky adaptuje na
prerusSované davkovacie schémy a poskytuje molekularne vysvetlenie u¢innosti opakovanych
cyklov liecby zalozenej na EGFR inhibitoroch (9). Uvedena farmakogenomické analyza
vysvetl'uje zmeny muta¢ného statusu génu KRAS medzi jednotlivymi odbermi v pripade
pacienta z nasho vySetrovaného suboru, u ktorého sme vysetrili 5 odberov krvnej plazmy. U
tohto pacienta sme zaznamenali nasledujiice zmeny v mutacnom statuse: KRAS mut G12V (1.
odber ctDNA) — KRAS wt (2. odber ctDNA) — KRAS wt (3. odber ctDNA) — KRAS mut
A146T/V/P (4. odber ctDNA) — KRAS mut G12V (5. odber ctDNA) (Tabul’ka 3, Graf 1). U
tohto pacienta sa hodnota ACq medzi 4. a 5. odberom vyrazne liSila. V 4. odbere bola hodnota
ACq 12,55, ¢o poukazuje na niz$ie zastipenie nddorovych buniek s mutéciou v porovnani s 5.
odberom, kde hodnota ACq bola 5,08.

Nase vysledky ukazali, Ze sériové monitorovanie ctDNA ma potencial pomdct’ klinickym
lekarom pri prijimani rozhodnuti v personalizovanej liecCbe a ul'ahlit’ v€asné prisposobenie



lieCby tak, aby sa znizila miera toxicity neucinnych terapii, a taktiez aby sa umoznil rychlejsi
prechod na potencidlne ti¢innejsiu liecbu.

Tato praca vznikla vd'aka podpore v ramci Operacného programu Integrovana infrastruktura
pre projekt: Dlhodoby strategicky vyskum a vyvoj zamerany na vyskyt Lynchovho syndromu v
populacii SR a moznosti prevencie nadorov spojenych s tymto syndromom , kod ITMS:
313011V578, spolufinancovany zo zdrojov Europskeho fondu regiondlneho rozvoja.

Zoznam pouZzitej literatury

1. Khakoo S, Georgiou A, Gerlinger M, Cunningham D, Starling N. Circulating tumour DNA,
a promising biomarker for the management of colorectal cancer. Crit Rev Oncol Hematol
2018; 122: 72-82.

2. Dasari A, Morris VK, Allegra CJ, Atreya C, Benson AB 3rd, Boland P, Chung K, Copur
MS, Corcoran RB, Deming DA, Dwyer A, Diehn M, Eng C, George TJ, Gollub MJ, Goodwin
RA, Hamilton SR, Hechtman JF, Hochster H, Hong TS, Innocenti F, Igbal A, Jacobs SA,
Kennecke HF, Lee JJ, Lieu CH, Lenz HJ, Lindwasser OW, Montagut C, Odisio B, Ou FS,
Porter L, Raghav K, Schrag D, Scott AJ, Shi Q, Strickler JH, Venook A, Yaeger R, Yothers
G, You YN, Zell JA, Kopetz S. ctDNA applications and integration in colorectal cancer: an
NCI Colon and Rectal-Anal Task Forces whitepaper. Nat Rev Clin Oncol 2020; 17{12): 757-
770.

3. Kolenc¢ik D, Shishido SN, Pitule P, Mason J, Hicks J, Kuhn P. Liquid Biopsy in Colorectal
Carcinoma: Clinical Applications and Challenges. Cancers (Basel). 2020 May; 12(6):1376.

4. Melchior L, Grauslund M, Bellosillo B, Montagut C, Torres E, Moragon E, Micalessi 1,
Frans J, Noten V, Bourgain C, Vriesema R, van der Geize R, Cokelaere K, Vercooren N, Crul
K, Riidiger T, Buchmiiller D, Reijans M, Jans C. Multi-center evaluation of the novel fully-
automated PCR-based Idylla™ BRAF Mutation Test on formalin-fixed paraffin-embedded
tissue of malignant melanoma. Exp Mol Pathol 2015; 99{3): 485-91.

5. Thierry AR, El Messaoudi S, Mollevi C, Raoul JL, Guimbaud R, Pezet D, Artru P, Assenat
E, Borg C, Mathonnet M, De La Fouchardi¢re C, Bouché O, Gavoille C, Fiess C, Auzemery
B, Meddeb R, Lopez-Crapez E, Sanchez C, Pastor B, Ychou M. Clinical utility of circulating
DNA analysis for rapid detection of actionable mutations to select metastatic colorectal
patients for anti-EGFR treatment. Ann Oncol 2017; 28{9): 2149-2159.

6. Bachet JB, Bouché O, Taieb J, Dubreuil O, Garcia ML, Meurisse A, Normand C, Gornet
IM, Artru P, Louafi S, Bonnetain F, Thirot-Bidault A, Baumgaertner I, Coriat R, Tougeron D,
Lecomte T, Mary F, Aparicio T, Marthey L, Taly V, Blons H, Vernerey D, Laurent-Puig P.
RAS mutation analysis in circulating tumor DNA from patients with metastatic colorectal
cancer: the AGEO RASANC prospective multicenter study. Ann Oncol 2018; 29{5): 1211-
1219.

7. Samra H, Springborn S, Alexander Mackinnon A. The IdyllaTM Molecular Testing System
Is a Useful Option for the Detection of Clinically Actionable Variants in Challenging FFPE
Samples Not Suitable for Conventional Sanger and NGS Testing. Mod Pathol. 2019; 32:52.

8. Baker AM, Huang W, Wang XM, Jansen M, Ma XJ, Kim J, Anderson CM, Wu X, Pan L,
Su N, Luo Y, Domingo E, Heide T, Sottoriva A, Lewis A, Beggs AD, Wright NA, Rodriguez-
Justo M, Park E, Tomlinson I, Graham TA. Robust RNA-based in situ mutation detection
delineates colorectal cancer subclonal evolution. Nat Commun 2017; 8{1): 1998.



9. Siravegna G, Mussolin B, Buscarino M, Corti G, Cassingena A, Crisafulli G, Ponzetti A,
Cremolini C, Amatu A, Lauricella C, Lamba S, Hobor S, Avallone A, Valtorta E, Rospo G,
Medico E, Motta V, Antoniotti C, Tatangelo F, Bellosillo B, Veronese S, Budillon A,
Montagut C, Racca P, Marsoni S, Falcone A, Corcoran RB, Di Nicolantonio F, Loupakis F,
Siena S, Sartore-Bianchi A, Bardelli A. Clonal evolution and resistance to EGFR blockade in
the blood of colorectal cancer patients. Nat Med. 2015 Jul; 21(7):795-801. Erratum in: Nat
Med. 2015 Jul; 21(7). Erratum in: Nat Med 2015; 21{7): 827.



