12.2. Stosowanie diagnostyki molekularnej w identyfikowaniu punktéw uchwytu...

kwalifikowani chorzy, ktérych nowotwory nie wykazujg mutacji w genach KRAS, NRAS
(mutacje w eksonach 2-4) i BRAF (mutacja BRAF V600E)¢. Obecnosc¢ tych mutacji wska-
zuje na brak wrazliwosci na przeciwciata anty-EGFR, gdyz produkty biatkowe zmuto-
wanych genéw KRAS, NRAS i BRAF powoduja ciagta aktywacje szlaku MAPK, co z kolei
sprawia, ze blokowanie EGFR, bedacego pierwszym ogniwem wymienionego szlaku, jest
nieskuteczne. Diagnostyke omawianych mutacji wykonuje sie na materiale pooperacyj-
nym (guz pierwotny i materiat z przerzutéw do narzaddw odlegtych) z wykorzystaniem
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) (ryc. 12.5) lub sekwencjonowania sangerow-
skigo (ryc. 12.3) badZ gPCR (ryc. 12.2).

W celu poznania doktadnej sekwencji nukleotyddw
w okreslonym amplikonie mozna zastosowac

SEKWENCJONOWANIE METODA SANGERA

PCR 1: (1) Polimeraza, PCR 2: (1) Polimeraza, (2) dNTP, (3) startery.

(2) dNTP, (3) startery. Do drugiej reakcji PCR oprécz dNTP domiareczkowywane
o~ sg ddNTP wyznakowane réznego koloru fluorochromami.

ddNTP sa wbudowywane w syntetyzowana ni¢ DNA przez

polimeraze, jednak ich wbudowanie doprowadza do

. . ™ TERMINACJI, czyli uniemozliwia dalsza synteze DNA.

Podczas drugiej reakciji
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G| i ddNTP sg wbudowywane
w syntetyzowany tancuch
DNA losowo, za$ terminacja
nastepuje tylko przy wbudowaniu
ddNTP.

Dzieki temu powstajg fragmenty
DNA roznej dtugosci, kazdy z nich
zakonczony ddNTP
wyznakowanym
odpowiednig
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s | Komplementarnym
\,‘___...-' do DNA matrycy.

Ostatecznie podczas elektroforezy kapilarnej nastepuje
rozdziat fragmentdéw i odczytanie sekwenciji nukleotydow w badanym DNA.
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RYCINA 12.3.
Sekwencjonowanie metoda Sangera - ogdlna zasada dziatania.

6 Wykazano, ze u pacjentéw, u ktérych nie stwierdzono mutacji w eksonie 2 KRAS i u ktérych jednoczes-
nie w analizie retrospektywnej wykryto mutacje w innych eksonach KRAS lub NRAS, leczenie przeciwciata-
mi anty-EGFR przyspieszato rozwdj choroby.
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