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Medycyna personalizowana w raku ptuca
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Terapia personalizowana jest obiecujgcag metodg leczenia chorych na nowotwory. Dynamiczny rozwdj biologii moleku-
larnej umozliwit identyfikacje podtypdw molekularnych nowotwordw i pozwolit ustali¢ leczenie optymalne dla pacjenta.
Diagnostyka molekularna jest réwniez niezbedna do rozpoznania nowotworu, prognozowania przebiegu choroby oraz
rokowania. W przypadku raka ptuca, ktéry jest jednym z najczestszych nowotwordw ztosliwych, gtéwnymi kandydatami
do leczenia celowanego sg pacjenci z lll oraz IV stopniem zaawansowania choroby, u ktérych nie mozna przeprowadzi¢
radykalnego leczenia miejscowego. W praktyce klinicznej sprawdzajg sie przede wszystkim inhibitory kinazy tyrozynowej
- receptora dla naskérkowego czynnika wzrostu (TKI-EGFR), inhibitory ALK, ROS1, BRAF oraz inne. Pomocna jest takze
immunoterapia z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych przeciwko punktom kontroli uktadu immunologicznego
PD-1 lubjego ligandowi PD-L1, ale tez w wysokim obcia-
Zeniu guza nowotworowego mutacjami somatycznymi (tumor mutational burden — TMB). Terapia celowana w poréwnaniu

— gféwnie przeciwko receptorowi programowanej Smierci typu 1

z chemioterapia niewatpliwie poprawia wyniki leczenia zaawansowanego niedrobnokomorkowego raka ptuca. Ze wzgledu
na mniejsza toksycznos¢ pozytywnie wptywa takze na jakos¢ zycia pacjentdw. W artykule przedstawiamy charakterystyke
badar molekularnych, ktére stosuje sie u chorych z niedrobnokomaérkowym rakiem ptuca, i ktére maja znaczenie w kwa-

lifikacji do terapii celowanych. Opisujemy metodyke badar oraz mozliwosci ich refundacji w Polsce.

Stowa kluczowe: rak ptuca, NSCLC, FISH, NGS, terapia celowana, TKI

Wstep

Terapia personalizowana w onkologii opiera sie na scistym
powigzaniu pomiedzy zmianami molekularnymi w nowo-
tworach a leczeniem. Pacjenci z tym samym rozpoznaniem,
ale o réznych profilach molekularnych nowotworu, moga
mie¢ rézny przebieg choroby i réznie reagowac na stoso-
wane leki. Najczesciej punktami dziatania lekow celowanych
sg biatka, ktére biorg udziat w kontroli aktywnosci komorki
nowotworowej, w tym w kontroli réznych sciezek przekazy-
wania sygnatow. Biatka te w komdrkach nowotworowych
wykazuja nieprawidtowa aktywnos¢ lub funkcje, co prowadzi
do zdarzen promujacych rozwdj nowotworu, m.in. do nad-

miernej proliferacji komarki, nieprawidtowej angiogenezy,
zahamowania apoptozy i innych zaburzen cyklu komorko-
wego [1, 2]. Celem charakterystyki podtypdw molekularnych
jest ustalenie optymalnego dla pacjenta postepowania te-
rapeutycznego.

Rak ptuca jest jednym z najczesciej wystepujacych no-
wotwordw ztosliwych, a piecioletnie przezycie dotyczy tylko
10-15% pacjentdw [3]. Na swiecie na niedrobnokomarkowego
raka ptuc (non-small cell lung cancer — NSCLC), ktéry stanowi
80-85% wszystkich przypadkow raka ptuca, zapada rocznie
ponad 1,5 miliona ludzi. W 2018 roku zdiagnozowano ponad
2 mIn nowych przypadkéw NSCLC i zarejestrowano ponad
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1,7 mln zgondw [4]. Obserwuje sie dwukrotng przewage za-
chorowan wéréd mezczyzn w stosunku do kobiet (13 798
vs. 7747 w 2017 roku — w Polsce), jednak przewaga ta z roku
na rok maleje. Od 15 lat mozna zauwazy¢ wsrdod mezczyzn
spadek zachorowalnosci i umieralnosci na nowotwory ptuca.
Natomiast liczba kobiet w Polsce, ktore w 2017 roku zmarty
z powodu tego nowotword, kolejny raz przekroczyta liczbe
chorych, ktére zmarty na skutek raka piersi (17,4% zgondw
vs. 14,8% zgondw). U mezczyzn nowotwory ztosliwe ptuca sg
nadal dominujacg przyczyna zgondw (okoto 30%) z powodu
chorob nowotworowych [4]. Ryzyko rozwoju NSCLC silnie
koreluje z paleniem papieroséw: 85-90% przypadkdéw raka
ptuca jest zwigzanych z tym natogiem [5].

Wedtug obowiazujacej klasyfikacji Swiatowej Organiza-
¢ji Zdrowia (World Health Organization — WHO) z 2015 roku
wyrdznia sie:

drobnokomarkowego raka ptuca (small-cell lung cancer

— SCLQ), ktoéry stanowi 15% pierwotnych nowotwordw

ptuca,

niedrobnokomadrkowego raka ptuca (NSCLQ), ktory jest

rozpoznawany w 85% przypadkdw [6].
Histopatologicznie NSCLC dzieli sig na:

raka gruczotowego (45% wszystkich rozpoznan pierwot-

nych nowotwordw ptuca),

raka ptaskonabtonkowego (okoto 30%),

raka wielkokomadrkowego (10%) oraz

inne, rzadkie typy morfologiczne (<1%) [6].

Nowotwor ztosliwy ptuca rzadko jest diagnozowany we
wczesnych stopniach zaawansowania. W Polsce diagnoza ta
jest stawiana najczesciej w IV stopniu (47-62%, w zaleznosci
od wojewddztwa) oraz w Il stopniu (24-38%) [71. U pacjen-
tow z zaawansowanym NSCLC leczenie z zastosowaniem
chemioterapii daje 25-30% obiektywnych odpowiedzi (ob-
Jjective response rate — ORR), natomiast mediana przezycia
catkowitego wynosi 10-12 miesiecy [8]. Tylko okoto 15% cho-
rych przezywa 5 lat od momentu rozpoznania choroby [9].

We wczesnych stopniach zaawansowania raka ptuca pod-
stawowg metoda leczenia jest zabieg chirurgiczny (mozliwy
u okoto 15-20% chorych na NSCLC). W Il stopniu zaawanso-
wania choroby resekcja guza jest rzadko mozliwa, a czes¢ pa-
cjentéw jest leczona radioterapia, chemioterapia lub w sposob
skojarzony za pomoca tych dwdch metod z uwzglednieniem
uzupetniajacej immunoterapii [10]. Pacjenci z Ill oraz IV stop-
niem zaawansowania choroby, przy braku mozliwosci rady-
kalnego leczenia miejscowego, sg kandydatami do leczenia
celowanego [6, 11].

Podtoze molekularne NSCLC jest coraz lepiej znane, jednak
nadal u okoto pofowy pacjentéw cel molekularny pozostaje
nieokreslony. Liczne prowadzone badania subpopulacji cho-
rych z r6znymi zmianami molekularnymi w tkance nowotwo-
rowej pozwalaja jednak na coraz lepsza charakterystyke tego
nowotworu [5, 12, 13].
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Badania molekularne w diagnostyce NSCLC dla
potrzeb terapii personalizowanej

Molekularna diagnostyka tkanki nowotworowej jest niezbedna
zaréwno do klasyfikacji nowotwory, jak i do prognozowania
przebiegu choroby oraz rokowania, a takze wyboru optymalnej
terapii. W przypadku raka ptuca materiat tkankowy uzyski-
wany od pacjenta zwykle jest skapy, co znacznie ogranicza
mozliwosci diagnostyczne i determinuje wybdr algorytmu
diagnostycznego [5].

Ciagte poszerzanie panelu badanych markeréw moleku-
larnych, zwigzane w gtéwnej mierze z wprowadzeniem do
diagnostyki techniki sekwencjonowania nastepnej generacji
(next generation sequencing — NGS), umozliwia coraz lepsza
i szersza kwalifikacje chorych na NSCLC do terapii celowanych
[14-16]. Obecnie do standardu diagnostycznego w raku ptuca
wchodzg badania wielogenowego profilu molekularnego.
Pozwalajg one wykry¢ okreslone mutacje czy tez rearanzacje
gendw majacych znaczenie predykcyjne. Identyfikacja tych
zmian umozliwia indywidualizacje terapii i wptywa na poprawe
wynikow leczenia przy akceptowalnym stopniu toksycznosci.
W praktyce klinicznej wykorzystuje sie inhibitory kinazy ty-
rozynowej — receptora dla naskérkowego czynnika wzrostu
(TKI-EGFR), inhibitory ALK, ROS1, BRAF, NTRK oraz immuno-
terapie z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych prze-
ciwko punktom kontroli ukfadu immunologicznego, gtéwnie
przeciwko receptorowi programowanej $mierci typu 1 (PD-1)
lub jego ligandowi (PD-L1) (tab. ) [17].

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS) nalezy do
trudnych metod diagnostycznych, ktére wymagaja od perso-
nelu nie tylko wysokich umiejetnosci manualnych, ale takze
analitycznych iinterpretacyjnych. NGS umozliwia jednak ana-

Tabela I. Zmiany genetyczne istotne w profilowaniu molekularnym
niedrobnokomdrkowego raka ptuca [11, 18]

[\ Gen Zmiana Odsetek w NSCLC
1 KRAS mutacje punktowe 15-25
2 EGFR amplifikacja 20
3 EGFR mutacje punktowe 10-15
4 PTEN mutacje punktowe 4-8
5 DDR2 mutacje punktowe 4

6 ALK rearanzacja 3-7
7 HER2 mutacje punktowe 4

8 MET amplifikacja 2-4
9 BRAF mutacje punktowe 1-3
10 PIK3CA mutacje punktowe 1-3
1 AKT1 mutacje punktowe 1
12 MEK1 mutacje punktowe 1
13 NRAS mutacje punktowe 1
14 RET rearanzacja 1
15 ROST rearanzacja 1



lize sekwencji wielu gendw i, zaleznie od typu stosowanego
sprzetu i odczynnikéw, badanie wielu pacjentéw w jednym
czasie. Sekwencjonowanie nastepnej generacji to obecnie
perspektywiczna oraz najbardziej nowoczesna, precyzyjna
i czuta technika pozwalajaca na wykrywanie zmian w materiale
genetycznym. Dostepne zestawy diagnostyczne dla NGS sa
zwykle przeznaczone dla poszczegdlnych nowotwordw i po-
zwalaja na petna charakterystyke molekularna tkanki badanej
w jednej reakcji wedtug wspdtczesnej wiedzy. Znacznie skraca
to czas badania i pozwala na ograniczenie ilosci materiatu
tkankowego, koniecznego do jego przeprowadzenia [13].
Badania molekularne w NSCLC moga by¢ przeprowadzo-
ne na materiale pooperacyjnym utrwalonym w formalinie
(zaledwie 15-20% pierwotnych rakéw ptuca kierowanych do
badar molekularnych), w materiale cytologicznym uzyskanym
w trakcie biopsji cienkoigtowej lub w materiale z tzw. biopsji
ptynnej, ktdéra opiera sie na uzyciu do badania pozakomarko-
wego krazgcego DNA (cell-free circulating tumour DNA — ctDNA)
i RNA uwalnianego z komorek nowotworowych. W ostatnim
czasie mozna zauwazyc¢ coraz wieksze zastosowanie ptynnej
biopsji do monitorowania terapii [1]. Przed wykonaniem badan
z materiatu cytologicznego i biopsji cienkoigtowej konieczna
jest ocena patomorfologiczna odsetka komaorek nowotworo-
wych w preparacie [1]. W Polsce Narodowy Fundusz Zdrowia
(NFZ) finansuje diagnostyke genetyczna u chorych na NSCLC.

Zmiany genetyczne w niedrobnokomérkowym
raku ptuca istotne w kwalifikacji do terapii
celowanej

EGFR

Mutacje (warianty patogenne) w genie EGFR (ERBB1) (epidermal
growth factor receptor), s dla NSCLC tzw. wiodgcymi zmianami
genetycznymi (driver mutations) i wystepuja u okoto 10% pa-
cjentow rasy kaukaskiej [19]. EGFR nalezy do rodziny gendw,
ktére koduja receptorowe kinazy tyrozynowe (receptor tyrosine
kinases — RTKs). Jego produkt biatkowy uczestniczy w sciezkach
PI3K-AKT-mTOR oraz RAS-RAF-MEK-ERK. Najczesciej mutacje
w EGFR wystepuja w rakach o typie gruczotowym [3].

Wiekszos¢ wariantéw patogennych EGFR to aktywujace
delecje w eksonie 19. niezaburzajgce ramki odczytu (in-frame
deletions) — czyli niepowodujace zmiany tréjkowego kodu
genetycznego, oraz punktowe mutacje typu hot-spot w eks-
onie 21. (np. L858R), a takze inktywujgca mutacja w eksonie
20. (T790M) [13].

W przypadku wykrycia w tkance guza mutacji aktywuja-
cej EGFR, jako pierwsza linie leczenia wdraza sie leczenie inhi-
bitorami kinazy tyrozynowej EGFR (tyrosine kinase inhibitors —
TKIs). Obecnie dysponujemy inhibitorami kinazy tyrozynowej
kolejnych generacji: pierwszej: erlotynib, gefitynib, drugiej:
afatynib, dakomitynib i trzeciej: ozymertynib. Ponadto wyka-
zano, ze w przypadku rzadziej wystepujacych delecji i mutadji
punktowych w EGFR w eksonach 18.-21. takze z dobrym

skutkiem mozna zastosowac terapie wybranymiinhibitorami
TKI[13]. Rzadkie mutacje w genie EGFR moga wspotwystepo-
wac z czestymi mutacjami tego genu. Wowczas mozliwe jest
uzyskanie odpowiedzi terapeutycznej po zastosowaniu TKI
pierwszej linii. Wyjatkowa sytuacje stanowi wykrycie mutacji
inaktywujacej (najczesciej T790M), warunkujacej opornos¢
na terapie TKI, wspofistniejacej z inng, aktywujaca, pierwot-
na mutacja. Oznacza to, ze badane komdrki nowotworowe
sg niewrazliwe na terapie TKI pierwszej i drugiej generacji
i pacjent nie odniesie korzysci z takiej terapii, ale mozna
uzyska¢ odpowiedz na leczenie TKI trzeciej generacji [13].
Nalezy jednak pamieta¢, ze materiat do badania musi byc¢
pobrany w momencie progresji choroby. Obecnie w Polsce,
od 1 stycznia 2021 roku, w programie lekowym leczenia raka
ptuca, refundowane jest w pierwszej linii leczenie ozymer-
tynibem i afatynibem, a w drugiej linii ozymertynibem przy
niepowodzeniu wczesniejszego leczenia innymi TKI i przy
obecnosci mutacji T790M w genie EGFR. Erlotynib i gefitynib
sg dostepne w katalogu.

Aby wykry¢ warianty patogenne E£GFR, stosuje sie gPCR
(Real-Time PCR, qPCR — quantitative polymerase chain reaction)
lub NGS. Pierwsza z metod umozliwia diagnostyke wybranego
zestawu mutacji (zwykle okoto 30-40 mutacji w eksonach
18-21.) i posréd metod stosowanych w diagnostyce genetycz-
nej nowotwordw jest stosunkowo fatwa — zwykle stosuje sie
zwalidowane, gotowe zestawy diagnostyczne z certyfikatem
CE IVD, a wynik badania wyrazony jest za pomocja wykresu flu-
orescencji dla poszczegdinych mutagji i wartosci liczbowych.
Technika gPCR umozliwia detekcje mutacji obecnych nawet
tylko w 1% komorek w badanej tkance, z uzyciem matych ilosci
DNA (np. o stezeniu 10 ng/ul). PCR w czasie rzeczywistym jest
rekomendowang technikg do oznaczerh mutacji genu £GFR.
Metoda ta jest obecnie standardem w laboratoriach molekular-
nych, ktére wykonujg badania genetyczne na materiale nowo-
tworowym. Czutos¢ stosowanej metody powinna zapewniac
wiarygodng ocene materiatu tkankowego zawierajacego co
najmniej 50% komaorek nowotworowych [20].

Druga technika, ktora jest uzywana do detekgji wariantow
zarbwno w genie EGFR, jak i pozostatych istotnych genach,
zwykle razem w panelach wielogenowych, jest NGS. Jej zaletg
w poréwnaniu z gPCR jest mozliwos¢ wykrycia wszystkich
patogennych i potencjalnie patogennych wariantéw danego
genu. Standardowo dla NGS jako granice wykrywalnosci dla
mutacji somatycznych przyjmuje sie obecno$¢ mutacji w >5%
badanych komérek (variant allele frequency — VAF), ale faktycz-
nie mozliwa jest detekcja w nizszym odsetku [21].

Odmienne postepowanie diagnostyczne stosuje sie
w przypadku mutacji inaktywujacej T790M (stanowigcej 60%
wszystkich mutacji EGFR). Uzywa sie technik, ktére umozli-
wiajg monitorowanie pojawienia sie tej zmiany U pacjenta
-z materiatu uzyskanego z ptynnej biopsji (liquid biopsy), czyli
w odpowiednio pobranej krwi zylnej, z ktérej izoluje sie wol-
nokrazacy DNA. W tym przypadku zwykle ocenia sie status
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mutacyjny przy uzyciu gPCR ale takze cyfrowego, emulsyjnego
PCR (droplet digital PCR — ddPCR), przeznaczonego do badania
znanych, pojedynczych mutacji w bardzo matej ilosci materiatu
genetycznego [22]. Oznaczanie ctEGFR (circulating tumour
EGFR) w ptynnej biopsji mozliwe jest takze dzieki zautomaty-
zowanej metodzie opartej na gotowych do uzycia kartridzach
Idylla™ (Biocartis), w ktérych zardwno proces izoladji, jak i gPCR
odbywa sie w jednym miejscu [23].

ALK

Rearanzacje (fuzje) genu ALK (anaplastic lymphoma kinase)
prowadzace do jego trwatej aktywadji, wystepuja u okoto 3-6%
pacjentow z gruczolakorakiem i naleza do mutacji wiodacych
[24,25]. Najczesciej obserwowana jest fuzja ALK z EML4 (echino-
derm microtubule-associated protein-like 4), ktéra jest efektem
inwersji w ramieniu krotkim chromosomu 2., gdzie zlokalizo-
wane s3 oba geny, i prowadzi do ekspresji chimerycznego
biatka EML4-ALK [25]. Ponadto ALK wchodzi takze w fuzje z TFG
(trafficking from er to golgi regulator) i KIF5B (kinesin family mem-
ber 5B). W przypadku wykrycia w tkance guza rearanzacji ALK
pacjenci kwalifikowani sg do terapii inhibiotorami ALK pierw-
szej (kryzotynib), drugiej (alektynib, cerytynib, brygatynib) lub
trzeciej generacji (lorlatynib). Pojawienie sie kolejnej mutacji
w ALK lub aktywacja innych éciezek: EGFR lub PI3K3 powoduje
jednak opornos¢ na te terapie [25]. W NSCLC, w przypadku
wystapienia rearanzacji ALK, istnieje zwiekszona predyspozycja
do wystapienia u pacjenta przerzutdw w mozgu.

W Polsce od stycznia 2021 roku sg refundowane terapie
kryzotynibem, alektynibem i cerytynibem w pierwszej linii
leczenia, ponadto kryzotynibem w drugiej i trzciej linii po nie-
powodzeniu wczesniejszej chemioterapii. Poza tym alektynib,
cerytynib i brygatynib sa refundowane po niepowodzeniu
terapii innym inhibitorem ALK.

W celu detekcji w komorkach nowotworowych ekspresji
biatka fuzyjnego EML4-ALK mozna stosowac badanie immu-
nohistochemiczne (IHC), ktore jest tania i szybka metoda
skryningu. W warunkach fizjologicznych ALK petni wazng
funkcje w procesie dojrzewania neuronéw i nie ulega eks-
presji w zdrowej tkance ptuca, wiec jego ekspresja w nowo-
tworze oznacza, ze ulegt on rearanzacji [26]. Wykonywanie
tego badania, aby zakwalifikowa¢ pacjenta do terapii celo-
wanej, podlega corocznej ocenie zewnatrzlaboratoryjnej
w ramach europejskiego programu kontroli jakosci. Nalezy
podkredli¢, ze niejednoznaczny wynik IHC w postaci stabe-
go, heterogennego odczynu cytoplazmatycznego biatka
ALK powinien by¢ potwierdzony badaniem rearanzacji genu
ALK za pomoca techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(fluorescent in situ hybridization — FISH) [1]. Ocene rearanzacji
genu ALK przy pomocy FISH wykonuje sie z zastosowaniem
dwukolorowych sond fluorescencyjnych — jednej dla 5'korica
idrugiejdla 3'korica ALK.W przypadku braku rearanzacji obie
sondy zlokalizowane sg blisko siebie (w badaniu widoczne
jako jeden dwukolorowy sygnat), natomiast w przypadku
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rearanzacji ALK sondy dla co najmniej jednej kopii genu ule-
gaja separacji i w jadrze komorkowym mozna obserwowac
odrebne sygnaty (tzw. sondy break-apart) lub delecje sygnatu
dla korica 5" genu, co takze oznacza obecno$¢ rearanzacji
[25]. W badaniu tym analizuje sie minimum 50 jader inter-
fazalnych (standardowo 100, ale nie zawsze jest to mozliwe
ze wzgledu na trudnosci techniczne i matg ilo$¢ materiatu
tkankowego), a granicg odciecia dla wyniku pozytywnego
jest obecnos¢ rearanzacji w >15% analizowanych komorek,
stwierdzona przez dwie osoby w niezaleznych analizach
[25]. Do terapii inhibitorami ALK moga by¢ zakwalifikowani
pacjenci z rearnazacja genu ALK obecng w co najmniej 15%
jader komorkowych [1].

Aby pacjent mogt zostac zakwalifikowany do programu
lekowego, wymagana jest obecnos¢ rearanzacji genu ALK
w komorkach nowotworowych stwierdzona w badaniu HC,
FISH lub NGS z wykorzystaniem walidowanego testu.

Inng metodg badania ALK jest gPCR z odwrotng trans-
krypcja RT-gPCR. Metoda ta pozwala na identyfikacje partne-
row fuzyjnych i wariantéw fuzyjnych tego genu, ale wymaga
uzyskania dobrej jakosci RNA z tkanki FFPE (formalin-fixed
paraffin-embedded), co nie zawsze jest mozliwe z powodu de-
gradacji materiatu genetycznego [27, 28]. Ponadto za pomoca
techniki gPCR nie jest mozliwa detekcja wszystkich wariantéw
fuzyjnych ALK. Metody tej nie rekomenduije sie w Polsce jako
testu kwalifikujgcego pacjentow do terapii i dlatego nie jest
powszechnie stosowana.

Rearanzacje genu ALK mozna takze badac technikg NGS,
przy czym na rynku dostepne sg zardwno zestawy tylko do ba-
dania ALK lub zestawy do badania kilku réznych genéw w jed-
nej probce. Znaczaco skraca to czas analizy, a takze pozwala
uzyskac wieksza liczbe danych, w tym nie tylko informacje
o rearanzacji, ale takze o innych wariantach patogennych, np.
bardzo istotnych dla pacjenta mutacjach punktowych wa-
runkujacych niewrazliwo$¢ na terapie. Zastosowanie NGS jest
ekonomiczne przy wiekszej liczbie probek i nieoptacalne dla
pojedynczych oznaczen [13-15]. Wykonywanie tego badania
w celu kwalifikacji do terapii celowanej, podobnie jak badan
IHC i FISH, podlega corocznej ocenie zewnatrzlaboratoryjnej
w europejskim programie kontroli jakosci.

ROST1

Rearanzacje genu ROST (ROS protooncogene-1, receptor tyrosine
kinase) wystepuja u 1-2% pacjentéw z NSCLC i warunkuja
odpowiedz na terapie inhibitorami ROS1 (np. kryzotynibem).
Podobnie jak w przypadku ALK, w genie ROST pojawiaja sie
mutacje punktowe, ktére powodujg niewrazliwos¢ na te tera-
pie mimo obecnych rearanzacji [13]. Diagnostyke, analogicznie
jak w przypadku genu ALK, mozna prowadzi¢ metodami FISH
i NGS, a kwalifikacja do leczenia jest mozliwa na podstawie
wynikéw uzyskanych w laboratorium z pozytywnym wynikiem
corocznego sprawdzianu w europejskim programie kontroli
jakosci.



PD-1iPD-L1

PD-L1 (programmed death-ligand 1) to ligand na powierzchni
komarek, a jego nadekspresja w komdérkach nowotworowych
warunkowana jest utratg genu PTEN iindukcja sciezki PI3K-AKT.
Z kolei PD-1 (programmed cell death protein 1) jest receptorem
na powierzchnilimfocytéw T CD81+, ktérego ekspresja wzrasta
przy naciekaniu komaorek guza (29). Zmniejsza to zdolno$¢
limfocytow do produkgji cytokin i proliferacji, co zaburza prace
uktadu odpornosciowego. Obecnos¢ ekspresji PD-L1 w 50%
lub wiekszym odsetku komdrek nowotworowych potwierdzo-
na w badaniu IHC z uzyciem koncentratu przeciwciata DAKO
PD-L1IHC 22C3 lub przeciwciata Ventana PD-L1 SP263 pozwala
zakwalifikowac pacjenta do leczenia przeciwciatami skiero-
wanymi przeciwko PD-1 w monoterapii (pembrolizumab),
przywracajac aktywnosc cytotoksyczng limfocytéw. Natomiast
przy obecnosci ekspresji PD-L1 ponizej 50%, pacjenci odnosza
korzy$¢ z leczenia za pomoca immunoterapii w skojarzeniu
z chemioterapia (obecnie refundowane w programie lekowym
w Polsce od stycznia 2021 roku).

Nalezy pamieta¢, ze ekspresja PD-L1 w komdrkach nowo-
tworowych nie jest niezbedna do uzyskania korzysciz leczenia
immunoterapia. Tak jest w przypadku niwolumabu, atezolizu-
mabu —w Polsce refundowanych w ramach programu lekowe-
go w drugiej linii leczenia, po niepowodzeniu chemioterapii.
Nie jest niezbedna takze do zastosowania durwalumabu — jako
leczenia konsolidujacego po radykalnej radiochemioterapii. Na
Swiecie zastosowanie kliniczne immunoterapii w NSCLC poja-
wito sie juz w 2015 roku — na podstawie badania CheckMate
017 [30]. Jednak immunoterapia wykazuje skuteczno$¢ tylko
u niewielkiego odsetka pacjentéw, co jest prawdopodobnie
zwigzane z bardzo ztozonym mikrosrodowiskiem immunolo-
gicznym guza.

Badania kliniczne wykazuja rozbiezne wyniki co do roli eks-
presji PD-L1 jako czynnika predykcyjnego do leczeniaimmuno-
terapia. Wynika to prawdopodobnie z réznic w ocenie ekspresji
i sposobu badania metodami immunohistochemicznymi. Na
zmiane ekspresji moze tez mie¢ wptyw wczesniejsze leczenie
(np. chemioterapia). Ponadto nowotwory charakteryzuja sie
heterogennoscig ekspresji PD-L1 w obrebie guza, a takze rézng
ekspresjg pomiedzy guzem pierwotnym a weztami chfonnymi.
[31-33].

Inne geny

Sekwencjonowanie nastepnej generacji umozliwia analize
catych sekwencji wielu gendw w jedym oznaczeniu, jednakze
liczba uzyskiwanych z takiego badania danych niesie tez ze
soba ryzyko ich btednejinterpretacjii trudnosci w interpretacji
ich znaczenia w odniesieniu do danych klinicznych. Dlatego,
wedtug najnowszych rekomendacji, u pacjentéw z NSCLC
badanie tkanki nowotworowej w celach diagnostycznych
powinno obejmowac okreslony panel gendw, ktorych warianty
patogenne maja znaczenie predykcyjne lub prognostyczne
[13]. Wedtug rekomendacji Europejskiego Towarzystwa On-

kologii Klinicznej (European Society for Medical Oncology
— ESMO) oraz Scale for Clinical Actionability of Molecular Tar-
gets (ESCAT) do takich gendw u pacjentéw z zaawansowa-
nym niepfaskonabtonkowym NSCLC, oprécz opisanych wyzej
zmian, naleza:

MET, ktory koduje receptor dla czynnika wzrostu hepato-

cytéw (hepatocyte growth factor receptor - HGFR). Najcze-

$ciej (u okoto 3% pacjentéw) wystepuje delecja eksonu

14. (exon 14 skipping) zwiazana ze ztym rokowaniem lub

amplifikacja genu (takze u okoto 3% pacjentéw) wywo-

tujgca opornos¢ na inhbitory EGFR - zwykle efekt selekcji
klonalnej komorek u pacjentéw po tej terapii. W probie
przetamania tej opornosci stosowany byt kapmatynib.

U chorych z wysoka amplifikacja genu MET wykazano

skutecznos$¢ kryzotynibu.

BRAF - najczesciej mutacja VEOOE wystepujaca u okoto 2%

pacjentow. Leki zarejestrowane w pierwszej linii leczenia

przy obecnosci tej mutacji to dabrafenib i trametynib.

NTRK = u 0,23-3% pacjentéw wystepuja fuzje gendw

NTRK/1/2/3, ktére warunkuja powstanie onkoprotein.

U 0,1-19% NSCLC nie wspdfistniejg z innymi zaburzeniami

genetycznymi. Lekami zarejestrowanymi do terapii w przy-

padku tych mutacji sg entrektynib i larotrektynib.

RET - fuzje wystepuja u 0,6-0,9% pacjentéw z NSCLC,

u 1-2% pacjentéw z rakiem gruczotowym. Rearanzacja

tego genu zwykle nie wspdtistnieje zinnymi zmianami ge-

netycznymiw komaorkach NSCLC. Od 10 grudnia 2020 roku

Europejska Agencja Lekéw (European Medicines Agen-

cy — EMA) zarejestrowata selperkatynib w monoterapii

w leczeniu RET-dodatniego niedrobnokomadrkowego raka

ptuca po wczesniejszej immunoterapii lub/i chemioterapii

opartej na zwiazkach platyny.

KRAS — u 12% pacjentow wystepujg mutacje, w tym 97%

w eksonach 2.1 3. (gtéwnie w kodonach G12, G131 Q61).

HER2 (ERBB2) — u 2-5% pacjentow amplifikacje genu

i mutacje punktowe typu hot-spot. U pacjentéw z tymi

mutacjami zaobserwowano efekt terapeutyczny lekow

afatynib i dakomitynib.

BRCA1/2 — mutacje punktowe zaobserwowano u 1,2%

pacjentow.

PIK3CA — gtdwnie mutacje typu hot-spot, ale takze amplifi-

kacje obecne u 1,2-7% pacjentow, czesto wspdtistniejgce

z mutacjami innych gendw.

NRGT - fuzje genu wystepuja u 1,7% pacjentéw.

U pacjentéw z zaawansowanym pfaskonabtonkowym
NSCLC wedtug ESCAT istotne diagnostycznie i klinicznie sg
fuzje genu NTRK (obecne u 0,23-3% chorych), mutacje PIK3CA
(16% chorych) i BRCA1/2 (1,2% chorych) [13].

Obcigzenie mutacyjne guza (TMB)

W ostatnim czasie coraz wieksze zainteresowanie, jako czynnik
predykcyjny w immunoterapii, zdobywa ilosciowy biomarker
TMB (tumour mutational burden) definiowany jako obcigzenie
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mutacyjne guza. Badanie TMB wykonywane jest z wykorzy-
staniem techniki NGS, a wartos¢ TMB okreslana jest przez
liczbe mutacji na milion par zasad w DNA izolowanym z guza
[34]. Wynik TMB raportowany jest jako: wysoki (TMB-high),
$redni (TMB-intermediate), niski (TMB-low) lub niezdefiniowany
(TMB-undetermined), w zaleznosci od liczby wykrytych mutacji
w guzie [35]. Wykazano, ze pacjenci z NSCLC z wysokim TMB
odnosili korzysci kliniczne po zastosowaniu immunoterapii
nakierowanej na punkty kontrolne uktadu odpornosciowego
(immune checkpoint inhibitors — ICls) [16]. Efekt ten wigze sie
ze zwiekszong ekspresjg neoantygendw indukowanych przez
obecno$¢ mutacji, ktéra mobilizuje uktad immunologiczny do
rozpoznawania i niszczenia komorek nowotworowych [36].
Wysoki TMB koreluje z wydtuzeniem czasu wolnego od pro-
gresji orazzwiekszeniem odsetka odpowiedzi po zastosowaniu
immunoterapii u pacjentow [37].

Perspektywy

U wybranych pacjentéw terapia celowana w poréwnaniu
z chemioterapig niewatpliwie poprawia wynikileczenia i kon-
troli zaawansowanego niedrobnokomarkowego raka ptuca.
Poprawia sie tezjakos¢ zycia chorych leczonych w ten sposob,
poniewaz toksycznosc tej terapii jest mniejsza. Zastosowanie
TKI pierwszej generacji ukierunkowanych na EGFR, poprawia
tez PFS (progression free survival) w poréwnaniu z chemiotera-
pig [38]. Jednak z czasem u pacjentéw nieuchronnie rozwija
sie lekoopornos¢. Do najczestszych mechanizmdw opornosci
naleza pojawienie sie mutacji T/90M EGFR, mutacje genu RAS
czy amplifikacja MET. Wykazano, ze opornos¢ na inhibitory
pierwszej i drugiej generacji wystepuje $rednio po okoto
10-14 miesigcach leczenia [39]. W ostatnich latach pojawita
sie trzecia generacja EGFR-TKI - lek, ktory jest aktywny zardw-
no w pierwszej linii przy obecnosci mutacji w genie EGFR,
jak i w drugiej linii leczenia po innych inhibitorach TKI, przy
obecnosci mutacji opornosci T790M w genie EGFR. Badania
wykazaty, ze wystepuje lekooporno$¢ na EGFR-TKI trzeciej
generacji pod postacia mutacji EGFR, PIK3CA, KRAS, BRAF
i MET. Inhibitor MET moze zwiekszy¢ wrazliwo$¢ na EGFR-TKI
pierwszej generacji [40]. Na ogot niezaleznie od mutacji EGFR
i KRAS u okoto 5% pacjentéw z NSCLC wystepuje rearanzacja
(fuzja) genu ALK. Obserwuje sie wowczas wieksze ryzyko
przerzutow do médzgu [41]. Okazato sie takze, Zze inhibitor ALK
drugiej generacji ma wysoka skutecznos¢ wewnatrzczasz-
kowa w poréwnaniu z inhibitorem ALK pierwszej generacji
[42], ale z czasem pojawiajg sie kolejne mutacje, warunkujgce
oporno$¢ na stosowane leczenie.

Aby zoptymalizowac terapie celowang, proponowane jest
stosowanie jej zinnymilekami celowanymi, w tym zimmuno-
terapia. Trwaja réwniez poszukiwania innych — poza PD-1/PD-
L1 —immunologicznych punktéw kontrolnych, aby zwiekszyc
grupe pacjentéw mogacych skorzystac z tej formy leczenia.
Innym kierunkiem jest stosowanie terapii w sposéb skojarzony,
np. chemioterapii z inhibitorami punktéw kontrolnych (takie
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potaczenie lekow jest juz zarejestrowane i dostepne w Polsce
w ramach programu lekowego — od 1 stycznia 2021 roku).

Obecnie trwa wiele badan klinicznych nad terapiami
celowanymi w NSCLC, zaréwno nad lekami stosowanymi
samodzielnie, jak i w skojarzeniu, oraz ich sekwencyjnym po-
dawaniem. Ponadto trwajg badania z zastosowaniem lekow
ukierunkowanych molekularnie i immunoterapia w leczeniu
neoadjuwantowym i adjuwantowym, a takze w leczeniu pod-
trzymujacym. Chemioterapia nie jest juz najlepsza dostepna
metodg leczenia systemowego dla wszystkich pacjentéw
7z NSCLC. Decyzje terapeutyczne powinny by¢ podejmowane
w oparciu o badanie cech molekularnych guza.

Oczekiwane korzysci dla pacjentow, takie jak m.in. wydtu-
Zenie czasu catkowitego przezycia, uzyskanie jak najdtuzszej
remisji w przysztosci, wynikng prawdopodobnie ze znalezienia
optymalnych sposobéw taczenia leczenia celowanego, immu-
noterapii i chemioterapii.
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