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SOUHRN

Molekularni metody pro detekci translokaci byly postupné zaclenény do rutinni diagnostiky nadorovych onemocnéni. Konvenéni metody, jako je fluorescencni
in situ hybridizace (FISH) a reverzné transkriptdzova-PCR, vSak maji i nékteré nevyhody. Sekvenovani nové generace (NGS) mlze poskytnout citlivou detekci
alteraci mnoha gent.

RNA NGS na principu Anchored multiplex PCR se ukazalo jako rychly a snadno analyzovatelny pfistup pro laboratore rutinni diagnostiky. Archer FusionPlex
panely jsou pfinosné jak v diagnostice nador(, tak v identifikaci novych fuznich gen(.

NGS je uzitecny nastroj pfi identifikaci cilitelnych molekularnich zmén (bodové mutace, fuzni geny atd.). U pacientd s pokrocilym onemocnénim muze NGS
napomoci k zafazeni téchto pacient k |écbé na zakladé stanoveni rizikovych markerd (risk udapted therapy) a/nebo pfi prikazu [é¢ebného cile k cilené lécbé.
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Next generation sequencing - a science tool or routine pathology?

SUMMARY

Molecular assays for translocation detection in different tumors have gradually been incorporated into routine diagnostics. However, conventional methods
such as fluorescence in situ hybridization (FISH) and reverse transcriptase-PCR come with several drawbacks.

Next-generation sequencing (NGS) can provide in-depth detection of numerous gene alterations.

The anchored multiplex PCR assay proved to be a fast and easy-to-analyze approach for routine diagnostics laboratories. Next-generation sequencing-based
anchored multiplex PCR technique (Archer FusionPlex Panels) is beneficial in both diagnosis for patient care and in identification of a novel fusion breakpoint

in tumors.

NGS is useful in identifying targetable molecular changes (point mutations, fusion genes, etc.) in tumors that can serve as a rationale for inclusion of patients
with advanced disease in ongoing clinical trials and allow for better risk stratification.
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Sekvenovani nové generace (NGS next-generation sequen-
cing) nebo také masivné paralelni sekvenovani (MPS) je me-
todika, ktera pfindsi obrovsky rozvoj v oblasti personalizované
mediciny. NGS je na rozdil od klasické Sangerovy sekvenacni
metody schopno detekovat pfidavani bazi jednu po druhé a za-
roven sekvenovat tisice az miliony rozdilnych molekul DNA ¢i
cDNA (komplementarni DNA prfevedena z RNA) najednou bé-
hem jednoho sekvena¢niho béhu.

Metoda NGS je jiz nedilnou soucasti fady pracovist patolo-
gie. Jde pfedevsim o univerzitni zafizeni a prediktivni labora-
tofe, kde se stala rutinni metodou vy3etfovani somatickych
zmén v nadorovych bunkdach. Pocatek vyuziti somatického
NGS v rdmci terapeuticko-indika¢ni patologie je spjat se zacat-
kem testovani somatickych mutaci v genech BRCAT a BRCA2
diky objevu cilené terapie PARP inhibitory u pacientek s ovarial-
nim karcinomem. Pokud bychom geny BRCA1/2 testovali kla-
sickou Sangerovou sekvenac¢ni metodou, trvalo by ndm to pfi

P< Adresa pro korespondenci:

RNDr. Lenka Krskovd, Ph.D.

Ustav patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol
V Uvalu 84, Praha 5, 15006

tel: 224435634

136

Cesk Patol 2021, 57(3): 136-143

poctu vice nez 20 exond kazdého z genli minimalné ¢tvrt roku.
Mutacni analyza v ramci indikace k terapii vSak musi byt rychld,
pfesnd a musi spliovat mezinarodni kritéria.

NGS technologie viak nenachdzi vyuZziti jen v ramci predik-
tivniho testovani, ale napomahd i v diagnostice onemocnéni,
uréeni progndzy, k detekci minimalni rezidualni/diseminované
nemoci (MRN/MDN) (1), ¢i umoznuje definovat jednotlivé sub-
klony at uz nddorovych bunék nebo bunék imunitniho systému,
pfipadné nddorového mikroprostredi. Pfi testovani somatickych
mutaci je vzdy dulezita citlivost metody. U technologie NGS do-
sahujeme poZzadované citlivosti pomoci vysokého poctu ¢teni.

Molekuldrni patologie vyuziva primarné vzorky nadorovych
tkani, v mensi mife se vysettuje i tzv. tekutd biopsie k detekci
volné nadorové DNA (ctDNA), ptipadné vzorky kostni diené
(KD)/ periferni krve (PK) k monitoraci MRN/MDN.

Tekutd biopsie znamena odbér PK u pacientll se solidnimi na-
dory, ve které analyzujeme pfitomnost ctDNA v krevni plazmé.
Mechanizmus uvolfiovani ctDNA do krve je spjaty s apoptdzou
a nekrézou nadorovych bunék a z¢asti jde i o aktivni sekreci.
Vysetieni v ramci identifikace molekularnich zmén nadoru se
standardné provadi z tkané histologicky verifikovaného primar-
niho nddoru a/nebo z metastaz. V nékterych pfipadech viak neni
tato tkan dostupna. Vzhledem k tomu, Ze odbér PK je nendro¢-
ny, s minimalni zatézi pro pacienta a lze ho provddét opakovang,
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