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Στόχος: H αξιολόγηση της διαγνωστικής

απόδοσης της πλατφόρμας Idylla, σε σύγκριση με

την καθιερωμένη εργαστηριακή πρακτική, για την

ανίχνευση μεταλλάξεων κλινικής σημασίας στο

EGFR σε ιστολογικά δείγματα ΜΜΚΠ.

Μέθοδοι: Μεταξύ 2022-2023, συμπεριελήφθησαν

100 ασθενείς με ΜΜΚΠ που παρακολουθούνται

στην Παθολογική Ογκολογική Κλινική του

Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ηρακλείου. Η

ανάλυση σωματικών μεταλλάξεων στο γονίδιο

EGFR πραγματοποιήθηκε με τη πλατφόρμα

Idylla, και σε μια υποομάδα 41 ασθενών με

διαθέσιμο υλικό μέσω στοχευμένης αλληλούχισης

και προσδιορίστηκαν: Α) η συμφωνία των

μεθόδων, Β) η ευαισθησία και ειδικότητα, και Γ) ο

χρόνος διεκπεραίωσης της ανάλυσης από τη

λήψη του δείγματος μέχρι την αναφορά των

αποτελεσμάτων.

Αποτελέσματα: Στο 20% των δειγμάτων που

ελέγχθηκαν με το Idylla, ανιχνεύτηκαν μεταλλάξεις

στο γονίδιο EGFR. Συγκεκριμένα, στο 9%

ανιχνεύτηκαν ελλείψεις στο εξώνιο 19 (Del 19),

στο 6% η μετάλλαξη L858R στο εξώνιο 21, στο

3% ανιχνεύτηκαν ενθέσεις του εξωνίου 20 και στο

2% η G719X στο εξώνιο 18 του EGFR. Οι

μεταλλάξεις του EGFR βρέθηκαν συχνότερα σε

γυναίκες (P=0.007). Υπήρχε υψηλή συνολική

συμφωνία (~95.12%) μεταξύ του Idylla και της

στοχευμένης αλληλούχισης κατά Sanger. Σε 3

περιπτώσεις ανιχνεύτηκαν μεταλλάξεις μόνο με τη

πλατφόρμα Idylla και δεν ανιχνεύτηκαν ψευδώς

θετικά αποτελέσματα. Ο χρόνος διεκπεραίωσης

της εξέτασης με το Idylla ήταν σημαντικά

μειωμένος σε σχέση με τη στοχευμένη

αλληλούχιση.

Συμπέρασμα: Η χρήση του Idylla μπορεί να

καλύψει τις ανάγκες για την ταχεία και με υψηλή

αξιοπιστία μοριακή ανάλυση μεταλλάξεων με

κλινική σημασία στο EGFR για τους ασθενείς με

ΜΜΚΠ.

✓ Στο 20% των δειγμάτων που ελέγχθηκαν με το Idylla,

ανιχνεύτηκαν μεταλλάξεις στο γονίδιο EGFR. Οι πιο συχνές

μεταλλάξεις στο γονίδιο EGFR αφορούσαν ελλείψεις στο

εξώνιο 19 (Del 19),

✓ Οι μεταλλάξεις του EGFR βρέθηκαν συχνότερα σε

γυναίκες (P=0.007).

✓ Υπήρχε υψηλή συνολική συμφωνία (~95.12%) μεταξύ του

Idylla και της στοχευμένης αλληλούχισης κατά Sanger. Σε

3 περιπτώσεις ανιχνεύτηκαν μεταλλάξεις μόνο με τη

πλατφόρμα Idylla και δεν ανιχνεύτηκαν ψευδώς θετικά

αποτελέσματα. Επομένως η ανάλυση με την πλατφόρμα

Idylla αυξάνει το ποσοστό θετικότητας, λόγω αυξημένης

ευαισθησίας ανίχνευσης (5% MAF)

✓ Ο χρόνος διεκπεραίωσης της εξέτασης με το Idylla ήταν

σημαντικά μειωμένος σε σχέση με τη στοχευμένη

αλληλούχιση.

✓ Η χρήση του Idylla μπορεί να καλύψει τις ανάγκες για την

ταχεία και με υψηλή αξιοπιστία μοριακή ανάλυση

μεταλλάξεων με κλινική σημασία στο EGFR για τους

ασθενείς με ΜΜΚΠ.

Α) Η αξιολόγηση της απόδοσης του πλήρως αυτοματοποιημένου συστήματος Idylla

για την ανίχνευση κλινικά σημαντικών σωματικών μεταλλάξεων στο γονίδιο EGFR σε

δείγματα ιστού από ασθενείς με ΜΜΚΠ.

Β) Να εκτιμηθούν τα ποσοστά συμφωνίας και να συγκριθεί ο χρόνος μέχρι το

αποτέλεσμα μεταξύ της στοχευμένης αλληλούχισης κατά Sanger και της πλατφόρμας

Idylla για την ανάλυση των μεταλλάξεων στο γονίδιο EGFR
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Η μοριακή ανάλυση του όγκου για την ανίχνευση σωματικών μεταλλάξεων στα εξώνια

18-21 του γονιδίου EGFR, συνιστάται σε όλους ασθενείς με μη μικροκυτταρικό καρκίνο

του πνεύμονα (ΜΜΚΠ).

Οι μεθοδολογίες που χρησιμοποιούνται για τη μοριακή ανάλυση διακρίνονται σε δυο

ευρείες κατηγορίες: α) μεθοδολογίες αλληλούχισης όπως οι τεχνολογίες αλληλούχισης

νέας γενιάς (NGS) και β) μεθοδολογίες που βασίζονται στην PCR. Η αλληλούχιση

κατά Sanger θεωρείται η μέθοδος αναφοράς (gold standard) αν και το όριο ανίχνυεσης

της μεθόδου φτάνει σε συχνότητα μεταλλαγμένου αλληλομόρφου (MAF) 20%. Από την

άλλη, η τεχνολογία NGS, καθιστά δυνατή την ταυτόχρονη αλληλούχιση πολλαπλών

γονιδίων με βελτιωμένη ευαισθησία ανίχνευσης μεταλλάξεων, ωστόσο, αποτελεί

ιδιαίτερα απαιτητική διαδικασία όσον αφορά την ποσότητα και την ποιότητα του DNA,

την εξειδίκευση του προσωπικού και στο χρόνο πραγματοποίησής της.

Μια εναλλακτική λύση αποτελεί η πλατφόρμα Idylla της Biocartis που αποτελεί ένα νέο,

πλήρως αυτοματοποιημένο σύστημα μοριακής διαγνωστικής που βασίζεται στην PCR

πραγματικού χρόνου. Η πλατφόρμα Idylla έχει πιστοποιηθεί με CE-IVD για την

ανίχνευση 51 διαφορετικών μεταλλάξεων στα εξώνια 18-21 του γονίδιου EGFR, τόσο

σε τομές παραφινοποιημένου ιστού (FFPE) όσο και σε δείγματα υγρής βιοψίας.

Σημαντικό είναι επίσης το γεγονός ότι η ανάλυση με την πλατφόρμα Idylla έχει

ευαισθησία ανίχνευσης που φτάνει τουλάχιστον σε συχνότητα μεταλλαγμένου

αλληλομόρφου 5% όταν χρησιμοποιείται μια μόνο τομή FFPE ιστού 5μm με

περιεκτικότητα >10% σε καρκινικά κύτταρα

Ευχαριστούμε την εταιρεία AstraZeneca Greece για την ευγενική

χορηγία της πλατφόρμας Idylla και ττη δωρεά των ειδικών cartridges

για τον έλεγχο σωματικών μεταλλάξεων στο γονίδιο EGFR

Μέρος της έρευνας έλαβε χρηματοδότηση από τον ΕΛΚΕ του

Πανεπιστημίου Κρήτης (ΚΑ. 11026)

ΙΑΤΡΙΚΗ ΣΧΟΛΗ

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΚΡΗΤΗΣ

ΣΚΟΠΟΣ

Συλλογή βιολογικών δειγμάτων ασθενών με ΜΜΚΠ: Στη μελέτη συμπεριελήφθησαν

100 ασθενείς με ΜΜΚΠ που παρακολουθούνται στην Παθολογική Ογκολογική Κλινική του

Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Ηρακλείου (ΠαΓΝΗ) μεταξύ 2022-2023.

Σε μια υποομάδα 50 ασθενών έγινε και μοριακή ανάλυση του γονιδίου EGFR, με τη συνήθη

εργαστηριακή πρακτική χρησιμοποιώντας 5-10 τομές FFPE για μικροεκτομή και

εμπλουτισμό των καρκινικών κυττάρων και την απομόνωση DNA. Σε αυτή τη περίπτωση, ο

ιστός που θα χρησιμοποιηθεί για τη σύγκριση των μεθόδων προέρχεται από το ίδιο μπλοκ

για να έχει τα ίδια χαρακτηριστικά. Ανάλυση σωματικών μεταλλάξεων με την

αυτοματοποιημένη πλατφόρμα Idylla της Biocartis: Για τα δείγματα που θα αναλυθούν

με την πλατφόρμα Idylla, απαιτείται μια τομή FFPE 5μm με περιεκτικότητα >10% σε

καρκινικά κύτταρα η οποία τοποθετείται σε ειδική κασέτα λυοφιλοποιημένων

αντιδραστηρίων, για την αυτόματη απομόνωση DNA και την ανίχνευση των μεταλλάξεων

ενδιαφέροντος με PCR-based μέθοδο. Το λογισμικό του συστήματος Idylla μετατρέπει τα

σήματα φθορισμού, που παράγονται από το ενισχυμένο DNA, σε καμπύλες PCR και

υπολογίζει το ΔCq για κάθε μετάλλαξη που ανιχνεύεται σε σχέση με το πρότυπο δείγμα. Το

τελικό αποτέλεσμα είναι ποιοτικό για την ανίχνευση ή όχι μιας συγκεκριμένης μετάλλαξης

και όχι ποσοτικό. Σύγκριση μεθόδων ανάλυσης σωματικών μεταλλάξεων σε δείγματα

ΜΜΚΠ: Η συμφωνία των αποτελεσμάτων ανίχνευσης σωματικών μεταλλάξεων μεταξύ των

διαγνωστικών μεθόδων ρουτίνας και της πλατφόρμας Idylla θα αξιολογηθεί και θα

προσδιοριστεί ο χρόνος διεκπεραίωσης των αναλύσεων

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Sanger

Idylla Mutant Wild-type Total

Mutant 9 3 12

Wild-Type 0 38 38

Total 9 41 50

Cohen's kappa value =0.868 (good assay

concordance)

Εικόνα 1. Ροή εργασίας για την

πραγματοποίηση της ανάλυσης σωματικών

μεταλλάξεων με την πλατφόρμα Idylla. Μια

τομή 5μΜ τοποθετείται στην ειδική κασέτα

και φορτώνεται στην πλατφόρμα στην οποία

πραγματοποιούνται όλες οι διαδικασίες για

την απομόνωση του DNA, την ενίσχυση με

PCR και την ανίχνευση μεταλλάξεων με

ειδικούς φθορίζοντες ιχνηθέτες. Με τη

συγκεκριμένη πλατφόρμα μπορεί να

αναλυθεί και δείγμα υγρής βιοψίας (π.χ.

πλάσμα αίματος)

Sanger Analysis Idylla Analysis 

Εικόνα 2. Στο αριστερό μέρος της εικόνας φαίνεται το αποτέλεσμα της ανάλυσης κατά Sanger. Στο δεξί μέρος της εικόνας

φαίνεται το αποτέλεσμα της ανάλυσης με το Idylla. Το λογισμικό του συστήματος Idylla μετατρέπει τα σήματα φθορισμού, που

παράγονται από το ενισχυμένο DNA, σε καμπύλες PCR και υπολογίζει το ΔCq για κάθε μετάλλαξη που ανιχνεύεται σε σχέση με

το πρότυπο δείγμα. Το τελικό αποτέλεσμα είναι ποιοτικό για την ανίχνευση ή όχι μιας συγκεκριμένης μετάλλαξης

Εικόνα 3. Οι μεταλλάξεις του EGFR βρέθηκαν

συχνότερα σε γυναίκες (P=0.007) και σε μη

καπνιστές ή πρώην καπνιστές, αν και αυτή η

παρατήρηση δεν ήταν στατιστικά σημαντική

(P=0.135)

Πίνακας 1. Υπήρχε υψηλή συνολική συμφωνία (~95.12%) μεταξύ

του Idylla και της στοχευμένης αλληλούχισης κατά Sanger. Σε 3

περιπτώσεις ανιχνεύτηκαν μεταλλάξεις μόνο με τη πλατφόρμα

Idylla και δεν ανιχνεύτηκαν ψευδώς θετικά αποτελέσματα. Ο

χρόνος διεκπεραίωσης της εξέτασης με το Idylla ήταν σημαντικά

μειωμένος σε σχέση με τη στοχευμένη αλληλούχιση.
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