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Streszczenie
Iwosydenib jest silnym — stosowanym doustnie — inhibitorem szlaku zależnego od IDH1. Przed-
kliniczne dowody wartości iwosydenibu zostały potwierdzone przez wyniki prospektywnych badań 
klinicznych u chorych na ostrą białaczkę szpikową i raka dróg żółciowych z mutacją w genie IDH1. 
Optymalne wykorzystanie iwosydenibu — podobnie do innych ukierunkowanych leków przeciwno-
wotworowych — zależy od sprawnej i dokładnej diagnostyki morfologicznej i molekularnej. Artykuł 
został przygotowany w celu przedstawienia obecnych metod oceny stanu genu IDH1 i naukowego 
uzasadnienia dla stosowania iwosydenibu w ostrej białaczce szpikowej oraz raku dróg żółciowych.
Słowa kluczowe: gen IDH1, ostra białaczka szpikowa, rak dróg żółciowych, leczenie  
ukierunkowane molekularnie, iwosydenib

Hematologia — Edukacja 2022; 3–4: 113–124

Abstract
Ivosidenib is a potent — administered orally — inhibitor of IDH1-dependent pathway. Preclinical 
evidence of its efficacy has been confirmed by the results of prospective clinical trials in patients 
with IDH1-mutated acute myeloid leukemia and cholangiocarcinoma. Optimal use of ivosidinib — 
similarly to other targeted anti-cancer agents — depends on the efficient and precise morphological 
and molecular diagnostic procedures. Thea im of this publication is to present current methods of 
IDH1 testing and scientific evidence on the use of ivosidenib in patients with acute myeloid leuke-
mia as well as cholangiocarcinoma.
Key words: IDH1 gene, acute myeloid leukemia, cholangiocarcinoma, molecular targeted  
therapy, ivosidenib
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Wprowadzenie

Poznanie biologii komórek nowotworu i mi-
krośrodowiska wskazało możliwości blokowania 
wielu dróg przekazywania sygnałów wewnątrz-
komórkowych, co pozwala na hamowanie progre-
sji nowotworów. Przykładowymi zaburzeniami  
o istotnym znaczeniu w patogenezie nowotworów 
są mutacje w genie IDH1, który koduje dehydro-
genazę izocytrynianową. Mutacje w genie IDH1 
są wykrywane między innymi w komórkach ostrej 
białaczki szpikowej (AML, acute myeloid leukemia) 
i raka dróg żółciowych (CCA, cholangiocarcinoma). 
Rokowanie chorych na ostrą białaczkę szpikową 
z obecnością mutacji w genie IDH1 jest praw-
dopodobnie gorsze, co również dotyczy chorych  
z rozpoznaniem raka wewnątrzwątrobowych dróg 
żółciowych (iCCA, intrahepatic cholangiocarci-
noma) [1, 2] i uzasadnione jest szukanie nowych 
metod leczenia ukierunkowanego. Iwosydenib 
stosowany doustnie jest inhibitorem IDH1, który 
ma potwierdzoną skuteczność u chorych na oba 
wymienione wyżej nowotwory.

Celem niniejszego opracowania jest przed-
stawienie uzasadnienia dla określania stanu genu 
IDH1 oraz wskazanie metodyki badań naukowo 
uzasadnionej w klinicznej praktyce (w tym obej-
mującej badania patomorfologiczne i molekularne).

Zasady diagnostyki patomorfologicznej

Badanie patomorfologiczne obejmuje formu-
łowanie jednostki kliniczno-morfologicznej na 
podstawie dostępnych danych klinicznych, oceny 
makro- i mikroskopowej nadesłanego do badania 
materiału oraz — o ile niezbędne — w połącze-
niu z interpretacją odczynów histochemicznych, 
reakcji immunohistochemicznych i w wybranych 
przypadkach wyników badań technikami biologii 
molekularnej. Wymieniona wyżej podręcznikowa 
definicja niesie ze sobą różne wymagania, których 
spełnienie ma wpływ na jakość badania patomor-
fologicznego i — w dalszej perspektywie — możli-
wość wykorzystania materiału do celów medycyny 
personalizowanej, czyli leczenia ukierunkowanego 
molekularnie. Wskazania niezbędnych działań 
mających na celu możliwość przeprowadzenia 
badania patomorfologicznego wymaganej jakości 
przedstawiono poniżej.

Badanie patomorfologiczne jest wykonywane 
jako swoista konsultacja między lekarzami różnych 
specjalności, stąd skierowanie na badanie musi 
zawierać odpowiednią ilość danych. Zgodnie z ob-
wieszczeniem Ministra Zdrowia [3] w sprawie stan-

dardów akredytacyjnych dla jednostek diagnostyki 
patomorfologicznej (JDP), którymi są zakład lub 
pracowania patomorfologii/histopatologii, skiero-
wanie na badanie patomorfologiczne musi zawierać: 
• dane identyfikacyjne chorego;
• rozpoznanie kliniczne (wskazanie jednostki 

chorobowej lub jej podejrzenie);
• rodzaj materiału;
• typ zabiegu;
• lokalizację anatomiczną zmiany lub miejsce 

pobrania materiału;
• rodzaj zastosowanego utrwalacza;
• datę i godzinę pobrania materiału;
• datę i godzinę utrwalenia materiału

oraz — o ile dotyczy:
• informacje o uprzednim leczeniu (szczególnie 

o hormonoterapii, chemioterapii oraz radio-
terapii);

• informacje o wcześniej rozpoznanej innej cho-
robie nowotworowej;

• wyniki badań obrazowych;
• wyniki badań laboratoryjnych.

Większość wymienionych wyżej pozycji — 
związana z czysto klinicznymi danymi oraz wynika-
mi badań laboratoryjnych — nie budzi zastrzeżeń. 
Należy zwrócić uwagę, że wprowadzono wymóg 
określenia daty i godziny pobrania materiału do 
badania, daty i godziny utrwalenia materiału oraz 
rodzaju zastosowanego utrwalacza. Wymienione 
pozycje są niezwykle ważne dla jakości badania 
patomorfologicznego. 

Zgodnie z zaakceptowanymi wytycznymi  
i wprowadzonymi zasadami [4, 5] procedury w JDP 
podlegają poniższym wymaganiom.

Czas utrwalania materiału oraz rodzaj zasto-
sowanego utrwalacza mają bezpośredni wpływ na 
możliwość wykonania wiarygodnych odczynów 
immunohistochemicznych oraz wykorzystania 
materiału do badań z zakresu biologii molekularnej. 
Zbyt krótki lub zbyt długi czas utrwalania oraz nie-
odpowiedni utrwalacz mogą ograniczyć możliwości 
diagnostyczne, a odczyny immunohistochemiczne 
mogą zostać ocenione jako wyniki nieprawdziwie 
ujemne. Dodatkowo, przy złym utrwaleniu nie będą 
możliwe do wykonania badania z zakresu biologii 
molekularnej. 

Standardowym utrwalaczem jest 10% zbu-
forowana formalina (4% roztwór formaldehydu) 
o pH wynoszącym od 7,2 do 7,4 w temperaturze 
pokojowej. W celu właściwego utrwalenia objętość 
utrwalacza powinna być 10-krotnie większa od ob-
jętości utrwalanego materiału. W przypadku dużych 
materiałów, przy kontroli pH formaliny i zmianach 
parametrów wyjściowych, wymagana jest wymiana 
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na „świeży utrawalacz” w celu zapewnienia odpo-
wiedniego utrwalenia tkanek. Reakcje chemiczne 
zachodzące w czasie utrwalania prowadzą do de-
gradacji formaliny oraz zakwaszenia środowiska. 
W takiej sytuacji bez wymiany utrwalacza materiał 
podlega autolizie (zniszczeniu) i wykonanie badań 
molekularnych może być ograniczone ze względu 
na degradację materiału genetycznego, a czasem 
wręcz niemożliwe. Mając na uwadze potencjalne 
wykorzystanie materiału do badań molekularnych, 
nie stosuje się mieszanin formaliny z dodatkiem 
metali ciężkich (lit, rtęć) ani innych dodatków 
(cynk, EDTA, EGTA, roztwory kwasów). 

Czas utrwalania dla drobnego materiału wyno-
si od 8 do 48 godzin, a dla materiału dużego (np. 
cały narząd lub jego fragment) może być wydłużony 
do 72 godzin. Należy pamiętać, że czas utrwalania 
liczony jest od momentu umieszczenia materiału 
w utrwalaczu aż do chwili jego dalszej „obrób-
ki” w JDP. Oznacza to, że po pobraniu materiału  
i umieszczeniu w utrwalaczu należy go niezwłocz-
nie dostarczyć do JDP w celu podjęcia dalszych 
działań technologicznych. Materiały o średnicy 
przekraczającej 2 cm są w JDP dodatkowo prze-
krawane w celu umożliwienia dostępu utrwalacza 
i właściwego zabezpieczenia całej objętości mate-
riału tkankowego. Nie dopuszcza się utrwalania 
materiału tkankowego poniżej 6 godzin, ponieważ 
ma to negatywny wpływ na możliwość uzyskania 
dobrych jakościowo preparatów przeznaczonych do 
rutynowego barwienia HE (hematoksylina i eozy-
na) oraz ocenę wyników odczynów immunohisto-
chemicznych, a także badań metodą hybrydyzacji 
fluoroscencyjnej in situ (FISH, fluorescence hybri-
dization in situ). Utrwalanie materiału powyżej  
48 godzin może być natomiast związane z degrada-
cją DNA oraz RNA, co może uniemożliwić wyko-
nanie badania molekularnego lub — ze względu na 
suboptymalną „wartość” materiału genetycznego 
— znacznie je ograniczyć. 

Po właściwym utrwaleniu i pobraniu odpo-
wiednich — zgodnie z wytycznymi — fragmentów 
tkankowych, materiał podlega tak zwanemu prze-
prowadzeniu, czyli jest poddawany przeprowa-
dzeniu w procesorze tkankowym. Obecnie należy 
stosować wyłącznie protokoły zautomatyzowane, 
zapewniające stałe i powtarzalne warunki procesu, 
gwarantujące odpowiednie zabezpieczenie materia-
łu oraz zachowanie maksymalnie dobrego materiału 
do dalszych badań — między innymi immunohisto-
chemicznych oraz z zakresu biologii molekularnej. 
Procedura „przeprowadzania” materiału musi do-
prowadzić do całkowitego odwodnienia materiału, 
co jest warunkiem właściwego zabezpieczenia. 

Obecnie wprowadzane są protokoły bezksylenowe, 
co zwiększa bezpieczeństwo pracy. Kolejnym eta-
pem jest zatopienie materiału w parafinie. Mając na 
uwadze utrzymanie jak najlepszej jakości materiału 
genetycznego, materiał powinien być zatopiony  
w tak zwanej parafinie o niskiej temperaturze top- 
nienia, to znaczy będącej w stanie płynnym w za-
kresie temperatury od 55 do 60 stopni Celsjusza. 

Przedstawione powyżej szczegółowe wytyczne 
mają na celu zapewnienie optymalnej jakości mate-
riału do badania patomorfologicznego. Odpowiednio 
przygotowany materiał może zostać wykorzystany 
do wykonania dodatkowych procedur (np. odczyny 
immunohistochemiczne) oraz do badań z zakresu 
biologii molekularnej (np. FISH) i — po odzyskaniu 
materiału genetycznego — także z wykorzystaniem 
reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR, polymerase 
chain reaction) oraz sekwencjonowania metodą 
Sangera lub sekwencjonowania kolejnej generacji 
(NGS, next-generation sequencing).

Jeżeli materiał zatopiony w parafinie ma zostać 
wykorzystany do badań materiału kwasów nuklei-
nowych, należy pamiętać, że wybranie/wskazanie 
materiału odpowiedniego do dalszych procesów 
dokonuje patomorfolog, wskazując obszar w blocz-
ku parafinowym (na podstawie oceny adekwatne-
go preparatu mikroskopowego), zawierający co 
najmniej 40% (według niektórych autorów 30%) 
utkania nowotworowego tak zwanego żywego (tzn. 
bez martwicy oraz zmian wstecznych). W kolejnym 
etapie wykonywane są czynności uwzględniające 
oczyszczenie powierzchni bloczka (96% roztworem 
etanolu), a następnie skrojenie 3–5 skrawków 
(lub więcej w przypadkach bloczków starszych niż 
2 lata), które są utylizowane, a dopiero kolejne 
skrojenia (skrawki) są przeznaczone do badań mo-
lekularnych. Liczba i grubość skrawków do badań 
molekularnych zależy od „zawartości” utkania no-
wotworowego oraz potrzeb ilości izolowanego ma-
teriału. W celu uniknięcia kontaminacji obcym ma-
teriałem skrawanie materiału na potrzeby biologii 
molekularnej wykonuje się z każdorazową wymianą 
noża oraz wskazane jest stosowanie jednorazowych 
pojemników do przenoszenia materiału, a także 
eliminacja wykorzystania łaźni wodnej. Czynności 
należy wykonywać w odpowiednich rękawiczkach, 
a do celów dezynfekcyjnych nie stosuje się środków 
zawierających DNA-zę i/lub substancje wpływające 
na hamowanie reakcji PCR.

Wykorzystanie materiału archiwalnego
Po ogłoszeniu rozporządzenia Ministra Zdro-

wia w sprawie zasad organizacji ochrony zdrowia  
w dziedzinie patomorfologii [6] materiał w blocz-
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kach parafinowych jest przechowywany 20 lat. 
Mając na uwadze zachowanie jak najlepszej ja-
kości materiału, do ewentualnego przyszłego 
wykorzystania w terapii celowanej, zostały także 
określone warunki przechowywania. Dla bloczków 
parafinowych optymalne warunki przechowywa-
nia określono w zakresie temperatury od 14 do 
25 stopni Celsjusza, a wilgotność powietrza na 
poziomie 30–60% wilgotności względnej (RH, re-
lative humidity) przy dobowym wahaniu ± 5% RH. 
Zachowanie wskazanych warunków jest kluczowe 
dla utrzymania jakości diagnostycznej materiału 
archiwalnego. 

Kliniczne znaczenie mutacji genu IDH1  
w ostrej białaczce szpikowej

Ostra białaczka szpikowa jest agresywnym no-
wotworem układu krwiotwórczego, który charak-
teryzuje się niekontrolowaną i klonalną proliferacją 
niskozróżnicowanych komórek linii mieloidalnej 
[7]. Dynamiczny rozwój technik molekularnych 
— szczególnie wprowadzenie metody NGS — 
umożliwił lepsze poznanie mechanizmów leżących 
u podstaw patogenezy AML. Wyniki badań moleku-
larnych wskazują, że AML jest nowotworem bardzo 
zróżnicowanym pod względem genetycznym, który 
ma u podłoża szereg powtarzalnych aberracji geno-
mowych i epigenetycznych (m.in. regulatory cyklu 
komórkowego, kinazy, czynniki transkrypcyjne, 
kohezyny i tzw. regulatory epigenetyczne) [8]. 

Dehydrogenazy izocytrynianowe (IDH1, 
IDH2, IDH3) są grupą enzymów, które regulują 
metabolizm i adaptację do niedotlenienia komór-
ki oraz są regulatorem epigenetycznym, które-
go zaburzone funkcje stwierdza się w AML [1].  
W warunkach fizjologicznych izoforma IDH3 gene-
ruje fosforan zredukowanego dinukleotydu niko-
tynamidoadeninowego (NADPH) w cyklu Krebsa, 
podczas gdy IDH1 (izoforma zlokalizowana w cyto-
plazmie i peroksysomach) i IDH2 (izoforma zlokali-
zowana w mitochondriach) katalizują dekarboksyla-
cję oksydacyjną izocytrynianu w celu wytworzenia 
a-ketoglutaranu (a-KG) i dwutlenku węgla oraz 
zredukowanego NADPH z NADP+, odgrywając 
kluczową rolę w utrzymaniu wewnątrzkomórkowej 
zmniejszonej puli glutationu i zachowaniu homeo-
stazy komórkowej [9].

Mutacje w genie IDH1 występują u około 7–14% 
chorych na AML i najczęściej obejmują substytucję 
argininy przez cysteinę lub histydynę w miejscu 132 
(odpowiednio R132C i R132H) [1, 9, 10]. W wyniku 
mutacji IDH1 lub IDH2 dochodzi do zaburzenia re-
gulacji cyklu Krebsa i wytwarzania D-2-hydroksyhlu-

taranu (D-2HG), co powoduje zwiększoną metylację 
DNA i histonów, niestabilność genetyczną i zahamo-
wanie różnicowania komórkowego, które sprzyjają 
samoodnowie komórek prekursorowych i nowotwo-
rowej transformacji. Mutacje IDH1 są uważane za 
tak zwane mutacje kierujące (driver mutations), 
które odgrywają rolę w leukemogenezie i powstają 
na wczesnych etapach transformacji białaczkowej  
[1, 9, 10]. Warto zauważyć, że nabycie mutacji IDH1 
może sprzyjać transformacji zespołów mieodyspla-
stycznych lub przewlekłych zespołów mielopro-
liferacyjnych do AML. Mutacje IDH1 występują  
w prawie wszystkich podtypach AML wyróżnianych 
według klasyfikacji FAB (French-American-British). 
W porównaniu z AML bez mutacji IDH, chorzy  
z mutacjami są zazwyczaj starsi (mediana wieku 67 
lat wobec 61 lat) i mają tendencję do większej liczby 
płytek krwi, wyższego odsetka blastów w szpiku 
kostnym i krwi obwodowej oraz głębszej neutropenii  
w chwili rozpoznania. Ponadto mutacje IDH są częś-
ciej obserwowane u chorych z prawidłowym kario-
typem lub kariotypem pośredniego ryzyka (w tym  
z trisomią chromosomu 8 [1, 9].

Prognostyczne znaczenie mutacji IDH1 w AML  
nie jest jeszcze jednoznacznie określone, jednak 
w metaanalizie danych 12 747 chorych obecność 
mutacji IDH1 wiązała się z gorszym przeżyciem 
całkowitym (OS, overall survival) i wolnym od 
zdarzeń (EFS, event-free survival) oraz mniejszym 
prawdopodobieństwem osiągnięcia całkowitej re-
misji (CR, complete response) [11].

Identyfikacja powtarzalnych aberracji gene-
tycznych w AML umożliwiła wprowadzenie do 
badań klinicznych i praktyki wielu nowoczesnych 
związków i małych cząsteczek, które w sposób 
celowany blokują aktywowane szlaki sygnaliza-
cyjne leżące u podłoża choroby. Wyniki badań 
przedklinicznych potwierdziły, że iwosydenib — 
selektywny inhibitor IDH1 — skutecznie hamuje 
produkcję D2-HG w komórkach białaczkowych  
z mutacją IDH1 i indukuje ich różnicowanie [12]. 

W prospektywnym badaniu I/IB fazy oceniono 
bezpieczeństwo i skuteczność iwosydenibu w mo-
noterapii u chorych z oporną lub nawrotową AML 
(R/R AML, relapsed/refractory AML) z mutacją 
IDH1, którzy nie kwalifikowali się do intensywnej 
chemioterapii. Wykazano, że stosowanie iwosyde-
nibu w dobowej dawce 500 mg doustnie było dobrze 
tolerowane i prowadziło do uzyskania trwałych 
odpowiedzi u 33% chorych oraz uniezależnienia się 
od przetoczeń u 37% chorych [13]. U 34 chorych  
z nowo rozpoznaną AML i mutacją IDH1, którzy nie 
kwalifikowali się do standardowej terapii (mediana 
wieku 76,5 roku) i otrzymali iwosydenib, łączny 
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odsetek CR i CR z częściową regeneracją hemato-
logiczną (CRh) wynosił 42,4%. Mediana czasu trwa-
nia CR + CRh nie została osiągnięta, przy czym 
61,5% chorych pozostało w remisji ponad rok. Przy 
medianie czasu obserwacji 23,5 miesiąca mediana 
OS wynosiła 12,6 miesiąca. Klirens mutacji IDH1 
obserwowano u 9/14 chorych, którzy osiągnęli CR 
+ CRh. Działania niepożądane odnotowane u co 
najmniej 25% uczestników badania obejmowały 
głównie: nudności, biegunkę, zmniejszenie apety-
tu, zmęczenie, obrzęki, leukocytozę, bóle stawów, 
bóle brzucha, duszność, zespół różnicowania i bóle 
mięśni [14]. Na podstawie powyższych wyników 
Amerykańska Agencja FDA (Food and Drug Ad-
ministration) zatwierdziła iwosydenib do leczenia 
R/R AML i nowo rozpoznanej AML z mutacją IDH1  
u chorych w wieku ≥ 75. roku życia lub z choroba-
mi współistniejącymi wykluczającymi stosowanie 
intensywnej chemioterapii. 

Połączenie iwosydenibu i azacytydyny wykaza-
ło zachęcającą aktywność kliniczną w badaniu fazy 
Ib z udziałem chorych z nowo rozpoznaną AML.  
W badaniu fazy III AGILE porównano skuteczność 
i bezpieczeństwo leczenia azacytydyną w skojarze-
niu z IVO wobec azacytydyny i placebo u chorych 
nowo rozpoznaną AML z mutacją IDH, którzy nie 
kwalifikowali się do intensywnej chemioterapii 
indukcyjnej. Iwosydenib stosowano doustnie w 
jednorazowej dawce dobowej 500 mg w dniach od 
1. do 28., a azacytydynę w dawce 75 mg/m2 przez 
7 dni w cyklach 28-dniowych. Pierwszorzędowym 
punktem końcowym było EFS (czas od rando-
mizacji do niepowodzenia leczenia — to znaczy 
brak CR do 24. tygodnia, nawrotu lub śmierci  
z jakiejkolwiek przyczyny, w zależności od tego, co 
nastąpiło wcześniej). Przy medianie czasu obser-
wacji wynoszącej 12,4 miesiąca EFS było istotnie 
dłuższe w ramieniu z iwosydenibem i azacytydyną 
niż w grupie kontrolnej (p = 0,002). Mediana OS 
wynosiła 24 miesiące u chorych leczonych iwosy-
denibem i azacytydyną wobec 7,9 miesiąca w grupie 
kontrolnej (p = 0,001). Częste działania niepożąda-
ne stopnia 3. lub wyższego obejmowały gorączkę 
neutropeniczną i neutropenię. Zespół różnicowania 
dowolnego stopnia wystąpił u 14% chorych otrzy-
mujących iwosydenib z azacytydyną wobec 8% 
w grupie kontrolnej [15]. Na podstawie wyników 
badania AGILE stosowanie iwosydenibu z azacy-
tydyną jest obecnie rekomendowanym leczeniem 
I linii u chorych nowo rozpoznaną AML z mutacją 
IDH, którzy nie kwalifikują się do intensywnej che-
mioterapii indukcyjnej [7]. Obecnie trwają badania 
oceniające skuteczność iwosydenibu w skojarzeniu 
ze standardową chemioterapią indukującą 3 + 7. 

Zasady diagnostyki mutacji genu IDH1  
w ostrej białaczce szpikowej

Diagnostyka genetyczna chorych z rozpozna-
niem AML ma coraz większe znaczenie wobec 
obecnych kryteriów klasyfikacyjnych [16, 17] 
oraz nowych opcji terapeutycznych, w których 
zmutowane geny stają sie przedmiotem terapii 
celowanej. Historyczne systemy rokownicze 
powstawały głównie na podstawie tak zwanych 
pierwotnych rearanżacji genetycznych, którymi 
są najczęściej „duże” aberracje materiału ge-
netycznego na poziomie chromosomalnym (np. 
RUNX1T1-RUNX1, CBFb-MYH11, PML-RARA, 
monosomie i delecje m.in. chromosomu 5. i 7.  
i inne) [18]. Rozwój metod badań genetycznych, 
pozwalających określić aberracje DNA na pozio-
mie pojedynczej zmutowanej zasady, umożliwił 
diagnostykę chorych na AML pod kątem tak zwa-
nych wtórnych rearanżacji wewnątrzgenowych 
z uwzględnieniem mutacji punktowych (SNVs, 
single-nucleotide variants), mikrodelecji, inwer-
sji, insercji, duplikacji, aberracji „indel” (CNA, 
copy number alterations). Przez ostatnie dekady 
złotym standardem w diagnostyce wewnątrz-
genowych rearanżacji było sekwencjonowanie 
Sangera, które umożliwia rozpoznanie mutacji 
na poziomie jednej pary zasad z czułością zakła-
dającą obecność 15–25% blastów z daną mutacją 
w badanym materiale. W ciągu ostatnich 10 lat 
obserwuje się jednak rozwój dodatkowych metod, 
które umożliwiają wysokowydajne i jednoczesne 
oznaczanie wielu genów z czułością przekracza-
jącą dotychczasowy próg detekcji. Metoda NGS  
z zastosowaniem tak zwanych paneli diagno-
stycznych umożliwia wykrywanie danej mutacji  
w środowisku innych mutacji współwystępują-
cych (co-occuring mutations) oraz ocenę ilościo-
wą poziomu występowania każdej mutacji (VAF, 
variant allele frequency). Wdrożenie metody NGS 
podczas rutynowego badania stanowiło przełom 
diagnostyczny w AML.

Wdrażanie nowych metod leczenia ukierun-
kowanego na zaburzenia genetyczne zakłada każ-
dorazowo wdrożenie nowych standardów diagno-
stycznych. Konieczność możliwie jak najszybszego 
zastosowania leku (tzn. już w ramach leczenia 
indukcyjnego) nakłada na lekarza obowiązek prze-
prowadzenia badań w ramach tak zwanej krótkiej 
ścieżki diagnostycznej. Jednocześnie „krótkie 
okienko czasowe” od diagnostyki do podania leku 
dyktuje niejednokrotnie po stronie laboratoriów 
konieczność zastosowania mniej zaawansowanych 
technologii, które są w stanie sprostać czasowym 
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obostrzeniom. Celem niniejszego podrozdziału jest 
przybliżenie aktualnych standardów w dziedzinie 
diagnostyki mutacji genu IDH1 u polskich chorych 
na AML opartych na międzynarodowych wytycz-
nych. Podczas wyboru określonej metody — obok 
czynnika czasowego — istotne mogą być również 
uwarunkowania finansowe (dostępność aparatury  
i gotowość poniesienia kosztów zakupu odczyn-
ników w ramach systemu publicznej ochrony 
zdrowia). Proces diagnostyki mutacji IDH1 rozpo-
czyna się od izolacji DNA z aspiratu szpiku (przy 
braku możliwości oceny szpiku źródłem materiału 
badanego może być krew obwodowa) pobranego  
w momencie ustalenia rozpoznania.

Sekwencjonowanie metodą Sangera
Pierwszą metodą — pod względem dostępno-

ści aparatury w polskich ośrodkach referencyjnych 
do spraw diagnostyki genetycznej w AML — jest 
sekwencjonowanie metodą Sangera. Granica cza-
su, wynosząca 48 godzin w przypadku wymienio-
nej metody, teoretycznie jest możliwa do spełnie-
nia. Startery swoiste dla eksonów 4. i 5. pozwalają 
na namnożenie fragmentu IDH1 zawierającego 
kodon R132 (tab. 1) [19, 20]. Warto nadmienić, 
iż wymienione startery zostały wykorzystane 

w wieloośrodkowym badaniu populacji polskich 
chorych z rozpoznaniem AML, które potwier-
dziło odsetek mutacji w genie IDH1 u 7,5% osób 
[21]. Skład mieszaniny przedstawiono w tabeli 2.  
Reakcję przeprowadza się w następujących wa-
runkach termicznych: wstępna denaturacja 94°C 
przez 5 minut, amplifikacja 94°C — 1 minuta, 
60°C — 1 minuta, 72°C — 1 minuta, 35 cykli, koń-
cowe wydłużanie 72°C — 7 minut. Wykrywanie 
produktu polimerazy i ocenę obecności mutacji 
genu IDH1 można przeprowadzić za pomocą 
sekwencjonowania metodą Sangera w kapilarach 
sekwenatora ABI 3730 XL (Applied Biosystems). 
W reakcjach stosuje się zestaw ABI Prism BigDye 
Terminator (Life Technologies) oraz polimerazę 
AmpliTaq DNA, FS (Life Technologies). Otrzy-
mane sekwencje można poddać analizie z wyko-
rzystaniem oprogramowania SequenceAnalysis 
(Applied Biosystems) lub darmowego programu 
Chromas (Technelysium). Do analizy sugeruje 
się zastosowanie sekwencji referenecyjnej genu 
IDH1: NM_005896.3. Zaletą zastosowania me-
tody sekwencjonowania Sangera do oceny stanu 
genu IDH1 jest dostępność, niewielki koszt oraz 
potencjalna możliwość otrzymywania wyników 
w warunkach „krótkiej ścieżki diagnostycznej”. 
Wady obejmują stosunkowo małą czułość reakcji 
(15–25%) oraz brak możliwości jednoczesnej 
oceny mutacji współtowarzyszących. 

Reakcja łańcuchowej polimerazy  
w czasie rzeczywistym

Reakcja łańcuchowej polimerazy w czasie 
rzeczywistym (RT-PCR, real-time polymerase cha-
in reaction) umożliwia szybką ocenę obecności 

Tabela 1. Sekwencje starterów zastosowanych do oceny 
obecności mutacji genu IDH1

Rodzaj oligonukleotydu Sekwencja 5’-3’

Starter sensowny (F) CGGTCTTCAGAGAAGCCATT   

Starter antysensowny (R) TCACTTGGTGTGTAGGTTATC

Tabela 2. Skład mieszaniny reakcyjnej zastosowanej do oceny obecności mutacji genu IDH1

Składnik mieszaniny Stężenie początkowe Objętość (μl) Stężenie końcowe

H2O 15,5

Bufor PCR bez MgCl2 10 × 2,5 1 ×

Roztwór GC 5 × 1 1 ×

dNTP 10 mM 0,3 0,12 mM 

MgCl2 25 mM 2 2 mM 

Starter sensowny (F) 10 μM 0,5 0,2 μM

Starter antysensowny (R) 10 μM 0,5 0,2 μM

Polimeraza 5 U/μl 0,2 0,04 U/μl

DNA 50 ng 2,5

Całkowita objętość reakcji 25
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mutacji i ilościowe oszacowanie (w szczególności 
cyfrowa PCR — digital PCR, dPCR). Warto wspo-
mnieć, że FDA podczas zatwierdzania iwosydenibu 
w AML uznała jednocześnie zestaw dPCR (Abbott) 
za standardowy test diagnostyczny kwalifikujący do 
stosowania wymienionego leku. Czułość metody 
wynosi około 0,1%, czyli jest zdecydowanie wyższa 
niż sekwencjonowanie Sangera.

Inną wersją dPCR jest tak zwany deep digital 
PCR, który wykorzystuje technologię BEAM dPCR 
(beads, emulsion, amplification, magnetics). Zestaw 
OncoBEAM™ firmy Sysmex Inostics Inc. — dzięki 
połączeniu technologii emulsyjnego PCR z oceną 
cytofluorymetryczną produktów PCR — umożliwia 
wysoką czułości badania wynoszącą 0,02–0,04% 
(2–4 × 10–4) [13] i — oprócz wykorzystania w diag-
nostyce — nadaje się do monitorowania odpowiedzi 
chorych na leczenie. 

Wyżej wymienione testy (szczególnie referen-
cyjny test firmy Abbott) umożliwiają szybką ocenę 
i spełniają kryteria diagnostyki „krótkiej ścieżki”. 
Niewątpliwą ich zaletą jest możliwość wstępnego 
ustalenia VAF — obciążenia mutacją IDH1 (mu-
tational burden). Wadą natomiast jest większa 
cena odczynników oraz mniejsza dostępność do 
aparatury w ośrodkach dianostycznych w Polsce. 

Sekwencjonowanie kolejnej generacji 
Sekwencjonowanie kolejnej generacji (NGS, 

next-generation sequencing) stało się przeło-
mem i jest obecnie standardem diagnostycznym  
w AML, ponieważ umożliwia jednoczesną ocenę 
mutacji w wielu genach. Niestety, przeprowadzenie 
diagnostyki NGS zajmuje średnio około 4–6 ty- 
godni, nie spełnia zatem wymogów diagnostyki 
„krótkiej ścieżki”, a jedynie pozwala na wykorzy-
stanie otrzymanego wyniku do ustalenia lecze-
nia postremisyjnego u chorych z AML. Ostatnio 
udostępniony przez firmę ThermoFisher zestaw 
Oncomine Dx Express Test umożliwia uzyskanie 
wyniku w ciągu 24 godzin w całkowicie zautomaty-
zowanym protokole reakcji. Zestaw obejmuje panel 
genów, w którym obecny jest również gen IDH1, 
zatem nadaje się do ustalenia wskazań do leczenia 
ukierunkowanego podczas fazy indukcji. Należy 
zaznaczyć, iż panel genów obejmuje zestaw mutacji, 
dla których dostępne są obecnie leki celowane, 
których większość towarzyszy nowotworom litym. 
Obok zatem kryteriów czasowych oraz możliwości 
ilościowej oceny VAF badanie nie może zastąpić 
NGS z szerokim panelem genów „mieloidalnych”, 
których ocena wymagana jest do ustalenia ryzyka 
oraz decyzji na temat postępowania po remisji  
u chorych na AML. Zestaw może stanowić jednak 

cenną alternatywę przesiewowej diagnostyki mu-
tacji genu IDH1 w pracowniach, w których podej-
mowana jest równoległa diagnostyka onkologiczna 
i hematologiczna. 

Sekwencjonowanie Sangera jest obecnie 
masowo zastępowane przez badania NGS, ale  
w warunkach ograniczonego budżetu publicznej 
ochrony zdrowia metoda nie ulega dezaktualizacji 
i może być wykorzystywana w „krótkiej ścieżce 
diagnostycznej” podczas kwalifikowania do lecze-
nia ukierunkowanego chorych z mutacją IDH1. 
Pracownie, które mają dostęp do aparatury dPCR, 
mają możliwość wyboru testu RT-PCR (np. firmy 
Abbott) uwzględniając — z jednej strony — droższy 
koszt odczynników i — z drugiej strony — więk-
szą czułość badania, możliwość oceny ilościowej 
wyjściowego VAF oraz monitorowania minimalnej 
choroby resztkowej. Jakakolwiek metoda zostały-
by wybrana w pracowni referencyjnej zajmującej 
się diagnostyką genetyczną AML — obok jej 
wdrożenia — należy wziąć pod uwagę koniecz-
ność przeprowadzenia procesu wieloośrodkowej 
standaryzacji. Procesowi standaryzacji podlegałby 
nie tylko sam etap oceny jakościowej próbek, ale 
przede wszystkim aspekt logistyczny diagnostyki 
„krótkiej ścieżki” w warunkach praktyki klinicznej. 
W praktyce laboratoryjnej oznaczać to bowiem 
będzie konieczność wdrożenia nowych prioryte-
tów rutynowej pracy, co wiąże się między innymi 
z czasowym wstrzymaniem jednych testów, aby 
móc podjąć się wykonywania tych, które mogą mieć 
znaczenie w wyborze spersonalizowanego lecze-
nia indukcyjnego. Proces wdrożenia diagnostyki 
„krótkiej ścieżki” dla nowego markera zakłada 
również skoordynowanie współpracy między le-
karzami i diagnostami na nowym poziomie, który 
powinien zakładać szybką wymianę informacji  
z podejmowaniem adekwatnych decyzji diagno-
styczno-terapeutycznych. Dodatkowo, w momen-
cie wdrażania nowych standardów terapeutycznych 
należy wziąć pod uwagę konieczność zapewnienia 
szerokiej dostępności leku. Wiąże się to ściśle  
z dostępnością testów molekularnych (w tym — 
badania mutacji IDH1). Biorąc pod uwagę wyniki 
szacunkowej oceny liczebności populacji AML  
w Polsce — przeprowadzonej w ramach projektu 
„Centralny Rejestr AML PALG — dla chorych, 
od których został pobrany materiał na badanie 
genetyczne — można uznać, iż liczba diagnozo-
wanych przypadków z mutacją genu IDH1 wynosi 
około 100 na 900 rozpoznań AML zarejestrowanych  
w bazie danych Stowarzyszenia ds. Leczenia 
Ostrych Białaczek Osób Dorosłych (PALG, Po-
lish Adult Leukemia Group) w Polsce. Wskaźniki 
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zapadalności na AML w innych krajach (Niemcy, 
Szwecja), wskazują, iż realna populacja chorych 
na AML w Polsce powinna być zdecydowanie 
większa (ponad 2 razy), co przekłada się na ponad 
200 przypadków z mutacjami IDH1. Dane te wy-
raźnie sugerują, że prawdopodobnie jedynie niecała 
połowa z występujących w Polsce przypadków 
AML podlega obecnie diagnostyce genetycznej. 
Badanie PALG wykazało, iż głównym powodem 
niekierowania na badania molekularne jest wiek 
chorych, co powinno zdecydowanie ulec zmianie 
wobec dostępności leków ukierunkowanych mole-
kularnie stosowanych w ramach nieintensywnych 
protokołów indukcyjnych (np. iwosydenibu) przez 
podniesienie świadomości oraz zapewnienie do-
stępności do genetycznych testów przesiewowych 
dla wszystkich chorych. 

Kliniczne znaczenie mutacji genu IDH1  
w raku dróg żółciowych

Rak dróg żółciowych wywodzi się z komórek 
nabłonka wewnątrz- lub zewnątrzwątrobowych 
przewodów żółciowych. Cechuje się on złym 
rokowaniem — mediana OS chorych z postacią 
zaawansowaną jest krótsza niż 2 lata, a odsetek 
przeżyć 5-letnich nie przekracza 10% [22]. Stan-
dardem postępowania w I linii leczenia chorych na 
miejscowo zaawansowanego, nieoperacyjnego lub 
uogólnionego CCA jest chemioterapia oparta na 
skojarzeniu cisplatyny i gemcytabiny — podstawą 
są między innymi wyniki badania ABC-02, w któ-
rym zastosowanie leczenia skojarzonego w odnie-
sieniu do monoterapii gemcytabiną prowadziło do 
wydłużenia mediany OS o 3,6 miesiąca (11,7 wobec 
8,1 miesiąca, zmniejszenie ryzyka zgonu o 36%,  
p < 0,001) [23]. Skojarzenie oksaliplatyny z gem-
cytabiną w leczeniu I linii u chorych z zaawanso-
wanym CCA pozwalało na uzyskanie odsetka od-
powiedzi wynoszącego w zależności od badania od 
15 do 50% przy jednoczesnym, dość dobrym profilu 
toksyczności [23]. W przypadku chorych w gorszym 
stanie ogólnym monoterapia gemcytabiną pozostaje 
opcją terapeutyczną [23]. Wytyczne postępowania  
w II i kolejnych liniach leczenia nie zostały osta-
tecznie ustalone — wykorzystywane są schema-
ty z udziałem oksaliplatyny i fluorouracylu (np. 
mFOLFOX). Obserwacje z badania fazy III ABC-06 
wskazuje, że zastosowanie schematu mFOLFOX 
w stosunku do najlepszej opieki objawowej nie 
wiązało się z istotną poprawą mediany OS (6,2 
wobec 5,3 miesiąca), ale stwierdzono większy 
odsetek chorych żyjących w obserwacji 6-mie-
sięcznej (50,6% wobec 35,5%) oraz 12-miesięcznej 

(25,9% wobec 11,4%) [23]. Korzyści z zastosowania  
w II linii leczenia schematów z irynotekanem, 
docetakselem lub pochodnymi platyny są podob-
ne — w przeglądzie wyników badań fazy II oraz 
analiz retrospektywnych wykazano, że mediana OS 
osiągała od 6,6 do 7,7 miesiąca, a mediana czasu 
przeżycia wolnego od progresji (PFS, progression-
-free survival) wynosiła 2,8 miesiąca i była zbliżona 
dla większości schematów [23].

Mutacje w genie kodującym dehydrogenazę 
izocytrynianową są jednym najczęstszych zaburzeń 
molekularnych u chorych z rozpoznaniem CCA 
— częstość szacowana jest na około 13%. Dane 
przedkliniczne jednoznacznie wskazują na ich rolę 
w procesie transformacji nowotworowej komórek 
nabłonka dróg żółciowych, co jest wynikiem bezpo-
średniego wpływu nieprawidłowych metabolitów na 
proliferację i różnicowanie progenitorowych komórek 
nabłonka [24]. Wystąpienie mutacji w genie IDH1  
i w konsekwencji zaburzenie funkcji dehydrogenazy 
prowadzi do nagromadzenia w komórkach 2-hy-
droksyglutaminianu, zmniejszenia stężenia a-KG 
i w konsekwencji pobudzenia szeregu procesów 
związanych z transformacją nowotworową. Bloko-
wanie funkcji nieprawidłowego białka dehydrogenazy 
izocytrynianowej stanowi potencjalny cel leczenia 
ukierunkowanego molekularnie u chorych na CCA.

Iwosydenib jest wybiórczym inhibitorem ha-
mującym funkcję nieprawidłowej formy dehydro-
genazy izocytrynianowej, którego skuteczność wy-
kazano między innymi w leczeniu chorych na AML  
z nawrotem choroby lub wykazujących oporność na 
dotychczasową terapię. Lek stanowi również opcję 
terapeutyczną dla chorych pierwotnie nieleczonych, 
którzy nie kwalifikują się do zastosowania inten-
sywnej chemioterapii. Skuteczność i bezpieczeń-
stwo stosowania iwosydenibu oceniano również  
u chorych na iCCA oraz zewnątrzwątrobowych dróg 
żółciowych (eCCA, extrahepatic cholangiocarcino-
ma). W badaniu I fazy wykazano, że zastosowanie 
iwosydenibu prowadziło do uzyskania PFS na po-
ziomie 3,8 miesiąca, a bez progresji w obserwacjach  
6- i 12-miesięcznych żyło — odpowiednio 40,1%  
i 21,8% chorych otrzymujących leczenie. Mediana 
OS wyniosła 13,8 miesiąca. Objawami niepożądany-
mi, których częstość obserwowano u przynajmniej 
20% chorych otrzymujących iwosydenib były zmę-
czenie (3% w stopniu ≥ G3), nudności (1% ≥ G3), 
biegunka, ból brzucha (3% ≥ G3), utrata apetytu, 
wymioty. Najczęstszymi działaniami niepożądany-
mi w stopniu 3. lub większym — obserwowanymi  
w przebiegu leczenia iwosydenibem — były wo-
dobrzusze (5%), niedokrwistość (4%), zmęczenie 
(3%) [25]. Wyniki z badań faz wczesnych znalazły 
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swoje potwierdzenie w wieloośrodkowym badaniu 
fazy III ClarlDHy, które oceniało skuteczność i bez-
pieczeństwo stosowania iwosydenibu u chorych na 
CCA [24]. Badaniem objęto chorych z potwierdzoną 
mutacją genu IDH1, u których z powodu choroby 
nieresekcyjnej lub rozsianej zastosowano uprzed-
nio nie więcej niż 2 linie leczenia. Obecność mutacji 
w genie IDH1 potwierdzano przy użyciu NGS. 
Wcześniejsze wykonanie zabiegu embolizacji lub 
chemoembolizacji zmian w wątrobie nie stanowiło 
kryterium wyłączenia. Łącznie badaniem objęto 
185 chorych przydzielanych losowo w stosunku  
2 : 1 do ramienia z iwosydenibem w dawce 500 mg 
1 × doustnie przez 28 dni lub placebo. Pierwszo-
rzędowym punktem końcowym w badaniu był PFS 
w ocenie niezależnej, zaś drugorzędowe punkty 
końcowe stanowiły między innymi PFS w ocenie 
badacza, bezpieczeństwo stosowanego leczenia, 
OS, odsetek odpowiedzi obiektywnych oraz czas 
trwania odpowiedzi. Mediana PFS w ocenie nie-
zależnej wyniosła 2,7 miesiąca w grupie chorych 
otrzymujących iwosydenib i była istotnie dłuższa 
od obserwowanej u chorych otrzymujących pla-
cebo (1,4 miesiąca, zmniejszenie ryzyka o 63%,  
p < 0,0001). W obserwacji 6- i 12-miesięcznej bez 
progresji żyło odpowiednio 32% i 22% chorych.  
W ramieniu z placebo żaden z chorych nie pozo-
stawał bez progresji choroby przez okres 6 mie-
sięcy lub dłuższy. Analiza w podgrupach wykazała 
podobną skuteczność leku badanego niezależnie 
od linii, w której został zastosowany. Mediana OS  
w populacji wszystkich chorych objętych badaniem 
wyniosła 10,8 miesiąca dla iwosydenibu oraz 9,7 
miesiąca w ramieniu z placebo (zmniejszenie ry-
zyka zgonu o 31%, p = 0,060). Przeżycie całkowite  
w obserwacji 6- i 12-mesięcznej było udziałem 67% 
i 48% otrzymujących iwosydenib oraz 59% i 38%  
w grupie chorych przyjmujących placebo. Anali-
zując wyniki dotyczące OS, należy pamiętać, że  
w badaniu tym u 70% chorych pierwotnie leczonych 
w ramieniu z placebo w chwili stwierdzenia progre-
sji choroby zastosowano iwosydenib. Zastosowanie 
— w celu oceny mediany OS — analizy statystycz-
nej uwzględniającej efekt migracji chorych między 
grupami w badaniu (RPSFT, rank-preserving struc-
tural failure time) wykazało istotne skrócenie me-
diany OS w ramieniu z placebo względem chorych 
otrzymujących lek badany (odpowiednio — 10,8 
wobec 6,0 miesięcy; zmniejszenie ryzyka o 54%, 
p = 0,0008) [24]. W 2021 roku opublikowano ak-
tualizację wyników dla OS [22]. W grupie chorych 
otrzymujących iwosydenib mediana OS wyniosła 
10,3 miesiąca i była większa od stwierdzonej w 
grupie chorych pierwotnie otrzymujących placebo  

(7,5 miesiąca; zmniejszenie ryzyka o 21%, p = 0,09). 
Po ponownym uwzględnieniu migracji chorych mię-
dzy grupami mediana OS chorych otrzymujących 
wyłącznie placebo wyniosła 5,1 miesiąca i była 
nieznacznie mniejsza od obserwowanej pierwot-
nie (6,0 miesięcy, co oznacza zmniejszenie ryzyka  
o 51% wobec 54% w pierwotnej publikacji). 

Analiza odsetka odpowiedzi obiektywnych 
u chorych otrzymujących iwosydenib wykazała 
remisję częściową u 2% chorych oraz stabiliza-
cję procesu nowotworowego u kolejnych 51% 
chorych. W ramieniu kontrolnym nie stwier-
dzono remisji całkowitych lub częściowych, 
zaś stabilizacja procesu nowotworowego była 
udziałem 28% chorych. Mediana czasu trwania 
odpowiedzi wynosiła 2,8 miesiąca w ramieniu  
z iwosydenibem oraz 1,6 miesiąca w ramieniu  
z placebo [22]. Analiza profilu bezpieczeństwa le-
czenia nie ujawniła nowych działań niepożądanych  
o istotnym nasileniu. Najczęściej raportowanymi 
w badaniu działaniami niepożądanymi w stopniach 
1. i 2. były nudności, biegunka oraz uczucie zmę-
czenia. Działania niepożądane w stopniu 3. lub 
wyższym wystąpiły u mniej niż połowy chorych 
z każdej grupy (46% w całej grupie otrzymującej 
iwosydenib wobec 36% dla placebo), przy czym 
najczęściej obserwowane było wodobrzusze (8% 
w całej grupie otrzymującej iwosydenib wobec 
7% dla placebo). Konieczność przerwania leczenia  
z powodu toksyczności rzadziej obserwowano  
w całej grupie otrzymującej iwosydenib niż placebo 
(6% wobec 8%). Działania niepożądane prowadzą-
ce do zmniejszenia dawki leku (3% wobec 0%) lub 
czasowego wstrzymania leczenia występowały 
częściej w całej grupie otrzymującej iwosydenib 
niż dla placebo (odpowiednio — 26% i 17%). Wśród 
chorych otrzymujących iwosydenib w ciągu 30 dni 
od zastosowania ostatniej dawki zmarło 14 osób 
(12%) wobec 10 (17%) z grupy placebo, przy czym 
w ocenie badaczy zgony nie pozostawały w bezpo-
średnim związku z leczeniem. Wyniki stosowania 
iwosydenibu opublikowane na podstawie analiz 
danych z badania ClarIDHy korelują z wczesnymi 
obserwacjami z wykorzystywania leku w praktyce 
klinicznej w II lub trzeciej linii leczenia chorych 
na zaawansowanego CCA. Rimini i wsp. wykazali, 
że zastosowanie iwosydenibu prowadziło podczas 
9-miesięcznej obserwacji do uzyskania mediany 
PFS wynoszącej 4,4 miesiąca [26]. W przypadku 
prowadzonych analiz nie osiągnięto mediany OS. 
Co ciekawe, w cytowanej pracy nie wykazano 
istotnych różnic w zakresie mediany PFS w za-
leżności od linii, w której zastosowano leczenie 
(4,4 miesiąca — II linia i 4,3 miesiąca — III linia).
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Zasady diagnostyki mutacji genu IDH1  
w raku dróg żółciowych

Dotychczas przeprowadzone badania w mate-
riale genetycznym wyizolowanym z tkanki nowo-
tworowej chorych z rozpoznaniem CCA pozwoliły 
na wykrycie wielu zmian genomowych [27]. Wśród 
patogennych i prawdopodobnie patogennych wa-
riantów genetycznych u prawie 50% chorych z CCA 
występują zmiany, które mogą stanowić podstawę 
do podjęcia określonych decyzji terapeutycznych 
[28, 29]. Leki ukierunkowane molekularnie zostały 
zatwierdzone w postępowaniu w przypadku cho-
roby nieresekcyjnej i przerzutowej lub w sytuacji 
progresji po wcześniejszym leczeniu [30], co uza-
sadnia — według aktualnych wytycznych National 
Comprehensive Cancer Network (NCCN) — prze-
prowadzenie badań molekularnych mających na 
celu identyfikację wariantów punktowych, fuzji 
lub amplifikacji w genach IDH1, FGFR2, BRAF, 
ERBB2, NTRK i RET oraz analizę niestabilności 
mikrosatelitarnej (MSI, microsatelliate instability)  
i gęstości mutacji somatycznych (TMB, tumour 
mutation burden) [4]. Dodatkowo, u chorych na 
CCA z pozytywnym wywiadem rodzinnym wskaza-
ne jest wykonanie badań mających na celu identyfi-
kację wariantów germinalnych w genach BRCA1/2 
[30]. Ze względu na tak dużą liczbę potencjalnych 
biomarkerów — zgodnie z rekomendacjami Eu-
ropejskiego Towarzystwa Onkologii Medycznej 
(ESMO, European Society of Medical Oncology) 
— do diagnostyki molekularnej chorych na CCA 
wskazane jest wykorzystywanie metody NGS [31].

Mutacje w genach IDH1/2 wykrywane są 
u 10–30% chorych z rozpoznaniem iCCA oraz 
około 7% osób z eCCA, przy czym zdecydowaną 
większość identyfikowanych wariantów (do 90%) 
stanowią mutacje w genie IDH1 [29, 32–36]. Należy 
również zauważyć, że większość wykrywanych 
zmian stanowią substytucje w kodonie p.R132 genu 
IDH1 oraz p/Q140 i p.R172 genu IDH2 [37]. Wśród 
mutacji w kodonie 132 genu IDH1 najczęściej ob-
serwowane są substytucje R132C, R132L, R132G, 
R132S, R132H (wykryte odpowiednio u 71%, 14%, 
11%, 2% i 1,5% chorych) [22]. 

U chorych z CCA identyfikowane są również 
inne zmiany molekularne, które mogą mieć wpływ 
na leczenie tych osób [27, 38]:
• aberracje genów FGFR — zarówno amplifika-

cje, substytucje, jak i fuzje — identyfikowane 
w wielu nowotworach litych.

 U chorych na CCA najczęściej jest identyfiko-
wana fuzja genu FGFR2 z BICC1, przy czym do 
dzisiaj wykryto ponad 150 partnerów fuzyjnych 

genu FGFR2. Zaburzenia genów FGFR1-3 są 
identyfikowane zdecydowanie częściej u osób 
z rozpoznaniem iCCA (10-14%) niż u chorych 
z eCCA (1%);

• amplifikacje genów: ERBB2 (eCCA — 5–17%, 
iCCA — 4–8%), MET (eCCA — 1%, iCCA — 
2–7%);

• mutacje punktowe w genach: BRAF (eCCA 
— 3–7%, iCCA — 3–7%), PIK3CA (eCCA — 
5–7%, iCCA — 3–9%), MET (eCCA — 3–4%);

• fuzje genów: NTRK (eCCA — 4%, iCCA — 
4%), RET (eCCA — ?%, iCCA — ?%).
Ze względu na pojawiąjące się możliwości 

leczenia zalecane jest również przeprowadzanie 
analiz molekularnych mających na celu identyfika-
cję MS) oraz określenie TMB [27, 30]. 

Do wykrycia wariantów punktowych w genach 
IDH1, BRAF oraz PIK3CA można wykorzystać 
PCR i sekwencjonowanie metodą Sangera. Nato-
miast identyfikację wariantów strukturalnych (np. 
amplifikacja lub fuzja genów FGFR2, NTRK1-3, 
MET, RET) można przeprowadzić przy użyciu 
metody FISH lub techniki MLPA (multiplex liga-
tion-dependent probe amplification). Jeżeli dostępne 
możliwości terapeutyczne uzasadniają konieczność 
jednoczesnej analizy wielu różnych biomarkerów, to 
diagnostykę molekularną chorych z rozpoznaniem 
CCA można wykonać przy użyciu NGS [31]. Badanie 
metodą NGS pozwala na jednoczesną identyfikację 
punktowych i strukturalnych wariantów w genach 
IDH1, FGFR2, NTRK1-3, BRAF, ERBB2, PIK3CA, 
MET oraz RET. Możliwe jest również przeprowa-
dzenie analizy całej sekwencji kodującej genów 
BRCA1/2 oraz określenie MSI i TMB [27, 30, 31].

Diagnostyka molekularna chorych z rozpozna-
niem CCA powinna być prowadzona w uznanych 
medycznych laboratoriach diagnostycznych lub pra-
cowniach molekularnych zakładów patomorfologii 
posiadających odpowiedni personel, doświadczenie 
oraz sprzęt laboratoryjny niezbędny do przeprowa-
dzenia wymaganych analiz.

Do badań molekularnych należy wykorzy-
stać materiał tkankowy utrwalony w formalinie  
i zatopiony w parafinie [24, 25]. Materiał pozwala 
wówczas na identyfikację wariantów somatycznych  
w genach IDH1, FGFR2, NTRK1-3, BRAF, ERBB2, 
PIK3CA, MET i RET oraz germinalnych w genach 
BRCA1/2 [27, 31]. Przed przystąpieniem do analiz 
molekularnych materiał tkankowy powinien pod-
legać ocenie patomorfologicznej pozwalającej na 
wybór optymalnej próbki zawierającej niezbędną 
liczbę komórek nowotworowych. 

Do identyfikacji wariantów somatycznych 
można również wykorzystać krążące nowotwo-
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rowe DNA (ctDNA, circulating tumour DNA) 
[27]. W tym przypadku, konieczne jest użycie 
dedykowanych probówek do pobierana krwi ob-
wodowej chorych oraz odpowiednia preparatyka 
zabezpieczonego materiału. W badaniach można 
również wykorzystać kwasy nukleinowe wyizo-
lowane z wymazu szczoteczkowego lub biopsji 
cienkoigłowej.

Podsumowanie

Leki ukierunkowane na cele molekularne 
są przyszłością postępowania przeciwnowotwo-
rowego, co szczególnie może dotyczyć sytuacji  
z ograniczonymi możliwościami konwencjonalnych 
metod (chemioterapia i hormonoterapia). Obecnie 
leki ukierunkowane molekularnie są najczęściej 
wykorzystywane podczas leczenia chorych na 
nowotwory w stadium zaawansowanym, ale coraz 
częściej stanowią część postępowania skojarzonego 
o założeniu radykalnym. Przykładem leku ukierun-
kowanego, którego wartość została potwierdzona 
na podstawie wyników prospektywnych badań, jest 
iwosydenib — jego stosowanie uzupełnia obecnie 
dostępne możliwości leczenia chorych na AML 
oraz CCA.

Właściwe wykorzystanie leków ukierunkowa-
nych zależy od prawidłowej diagnostyki patomor-
fologicznej i molekularnej, która jest niezbędnym 
elementem kompleksowego postępowania. Bardzo 
istotne znaczenie ma odpowiednie pobranie i zabez-
pieczenie materiału tkankowego oraz zastosowanie 
właściwych metod diagnostycznych. Diagnostyka pa-
tomorfologiczna i molekularna powinna być sprawna 
i wykonana w określonych ramach czasowych, aby 
umożliwić szybkie rozpoczęcie leczenia. Konieczna 
jest ścisła współpraca klinicystów ze specjalistami  
w dziedzinach patomorfologii i biologii molekularnej.   
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