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Nalezy cytowaé powyzsze zrodio

Streszczenie

Twosydenib jest silnym — stosowanym doustnie — inhibitorem szlaku zaleznego od IDHI. Przed-
kliniczne dowody wartosci iwosydenibu zostaly potwierdzone przez wyniki prospektywnych badan
klinicznych u chorych na ostrg bialaczke szpikowq i raka drog zolciowych z mutacjg w genie IDH]I.
Optymalne wykorzystanie iwosydenibu — podobnie do innych ukierunkowanych lekow przeciwno-
wotworowych — zalezy od sprawnej i dokiadnej diagnostyki morfologicznej i molekularnej. Artykul
zostat przygotowany w celu przedstawienia obecnych metod oceny stanu genu IDH1 1 naukowego
uzasadnienia dla stosowania iwosydenibu w ostrej bialaczce szpikowej oraz raku drog zolciowych.

Stowa kluczowe: gen IDH1, ostra biataczka szpikowa, rak drég zétciowych, leczenie
ukierunkowane molekularnie, iwosydenib
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Abstract

Tvosidenib 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 tvosidinib —
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 wosidenib in patients with acute myeloid leuke-
mia as well as cholangiocarcinoma.
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Wprowadzenie

Poznanie biologii komoérek nowotworu 1 mi-
kro§rodowiska wskazalo mozliwoSci blokowania
wielu drog przekazywania sygnalow wewnatrz-
komorkowych, co pozwala na hamowanie progre-
sji nowotworow. Przykladowymi zaburzeniami
o istotnym znaczeniu w patogenezie nowotworow
sa mutacje w genie IDH]1, ktory koduje dehydro-
genaze izocytrynianowa. Mutacje w genie IDH]I
sa wykrywane miedzy innymi w komorkach ostrej
biataczki szpikowej (AML, acute myeloid leukemia)
1raka drog zotciowych (CCA, cholangiocarcinoma).
Rokowanie chorych na ostrg biataczke szpikowa
z obecno$cig mutacji w genie IDH1 jest praw-
dopodobnie gorsze, co rowniez dotyczy chorych
z rozpoznaniem raka wewnatrzwatrobowych drog
zotciowych (iICCA, intrahepatic cholangiocarci-
noma) [1, 2] 1 uzasadnione jest szukanie nowych
metod leczenia ukierunkowanego. Iwosydenib
stosowany doustnie jest inhibitorem IDH]1, ktory
ma potwierdzong skuteczno$§¢ u chorych na oba
wymienione wyzej nowotwory.

Celem niniejszego opracowania jest przed-
stawienie uzasadnienia dla okreS§lania stanu genu
IDH]1 oraz wskazanie metodyki badan naukowo
uzasadnionej w klinicznej praktyce (w tym obej-
mujacej badania patomorfologiczne i molekularne).

Zasady diagnostyki patomorfologiczne;j

Badanie patomorfologiczne obejmuje formu-
towanie jednostki kliniczno-morfologicznej na
podstawie dostepnych danych klinicznych, oceny
makro- 1 mikroskopowej nadestanego do badania
materialu oraz — o ile niezbedne — w polacze-
niu z interpretacja odczynoéw histochemicznych,
reakcji immunohistochemicznych i w wybranych
przypadkach wynikow badan technikami biologii
molekularnej. Wymieniona wyzej podrecznikowa
definicja niesie ze sobg r6zne wymagania, ktérych
spelnienie ma wplyw na jako$¢ badania patomor-
fologicznego 1 — w dalszej perspektywie — mozli-
wo$¢ wykorzystania materiatu do celow medycyny
personalizowanej, czyli leczenia ukierunkowanego
molekularnie. Wskazania niezbednych dziatan
majacych na celu mozliwo$é przeprowadzenia
badania patomorfologicznego wymaganej jako$ci
przedstawiono ponizej.

Badanie patomorfologiczne jest wykonywane
jako swoista konsultacja miedzy lekarzami r6znych
specjalno$ci, stad skierowanie na badanie musi
zawieraC odpowiednig ilo§¢ danych. Zgodnie z ob-
wieszczeniem Ministra Zdrowia [3] w sprawie stan-

dardow akredytacyjnych dla jednostek diagnostyki

patomorfologicznej (JDP), ktorymi sa zaklad lub

pracowania patomorfologii/histopatologii, skiero-
wanie na badanie patomorfologiczne musi zawierac:

* dane identyfikacyjne chorego;

* rozpoznanie kliniczne (wskazanie jednostki
chorobowej lub jej podejrzenie);

*  rodzaj materialu;

*  typ zabiegu;

* lokalizacje anatomiczng zmiany lub miejsce
pobrania materialu;

* rodzaj zastosowanego utrwalacza;

e date i godzine pobrania materiatu;

* date i godzine utrwalenia materiatu
oraz — o ile dotyczy:

* informacje o uprzednim leczeniu (szczegolnie
o hormonoterapii, chemioterapii oraz radio-
terapii);

* informacje o wczesniej rozpoznanej innej cho-
robie nowotworowej;

*  wyniki badan obrazowych;

*  wyniki badan laboratoryjnych.

Wiekszo$¢ wymienionych wyzej pozycji —
zwigzana z czysto klinicznymi danymi oraz wynika-
mi badan laboratoryjnych — nie budzi zastrzezen.
Nalezy zwroci¢ uwage, ze wprowadzono wymog
okreS§lenia daty 1 godziny pobrania materiatu do
badania, daty i godziny utrwalenia materiatu oraz
rodzaju zastosowanego utrwalacza. Wymienione
pozycje sa niezwykle wazne dla jako$ci badania
patomorfologicznego.

Zgodnie z zaakceptowanymi wytycznymi
1 wprowadzonymi zasadami [4, 5] procedury w JDP
podlegaja ponizszym wymaganiom.

Czas utrwalania materialu oraz rodzaj zasto-
sowanego utrwalacza majg bezpoSredni wplyw na
mozliwo$é wykonania wiarygodnych odczynow
immunohistochemicznych oraz wykorzystania
materialu do badan z zakresu biologii molekularne;.
Zbyt krotki lub zbyt dlugi czas utrwalania oraz nie-
odpowiedni utrwalacz mogg ograniczy¢ mozliwosci
diagnostyczne, a odczyny immunohistochemiczne
moga zostac¢ ocenione jako wyniki nieprawdziwie
ujemne. Dodatkowo, przy zlym utrwaleniu nie beda
mozliwe do wykonania badania z zakresu biologii
molekularne;j.

Standardowym utrwalaczem jest 10% zbu-
forowana formalina (4% roztwoér formaldehydu)
o pH wynoszacym od 7,2 do 7,4 w temperaturze
pokojowej. W celu wlasciwego utrwalenia objeto§¢
utrwalacza powinna by¢ 10-krotnie wieksza od ob-
jetosci utrwalanego materiatu. W przypadku duzych
materialow, przy kontroli pH formaliny i zmianach
parametrow wyjSciowych, wymagana jest wymiana
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na ,,Swiezy utrawalacz” w celu zapewnienia odpo-
wiedniego utrwalenia tkanek. Reakcje chemiczne
zachodzace w czasie utrwalania prowadza do de-
gradacji formaliny oraz zakwaszenia Srodowiska.
W takiej sytuacji bez wymiany utrwalacza materiat
podlega autolizie (zniszczeniu) 1 wykonanie badan
molekularnych moze by¢ ograniczone ze wzgledu
na degradacje materialu genetycznego, a czasem
wrecz niemozliwe. Majac na uwadze potencjalne
wykorzystanie materiatu do badan molekularnych,
nie stosuje sie mieszanin formaliny z dodatkiem
metali ciezkich (lit, rte¢) ani innych dodatkow
(cynk, EDTA, EGTA, roztwory kwasow).

Czas utrwalania dla drobnego materialu wyno-
si od 8 do 48 godzin, a dla materiatu duzego (np.
caly narzad lub jego fragment) moze by¢ wydtuzony
do 72 godzin. Nalezy pamietac, ze czas utrwalania
liczony jest od momentu umieszczenia materiatu
w utrwalaczu az do chwili jego dalszej ,,obrob-
ki” w JDP. Oznacza to, ze po pobraniu materiatu
1 umieszczeniu w utrwalaczu nalezy go niezwlocz-
nie dostarczyé do JDP w celu podjecia dalszych
dzialan technologicznych. Materialy o $rednicy
przekraczajacej 2 cm sa w JDP dodatkowo prze-
krawane w celu umozliwienia dostepu utrwalacza
1 wla§ciwego zabezpieczenia calej objeto$ci mate-
riatu tkankowego. Nie dopuszcza sie utrwalania
materialu tkankowego ponizej 6 godzin, poniewaz
ma to negatywny wplyw na mozliwoS¢ uzyskania
dobrych jako$§ciowo preparatow przeznaczonych do
rutynowego barwienia HE (hematoksylina i eozy-
na) oraz ocene wynikoOw odczynow immunohisto-
chemicznych, a takze badafn metoda hybrydyzacji
fluoroscencyjnej in situ (FISH, fluorescence hybri-
dization in situ). Utrwalanie materialu powyzej
48 godzin moze by¢ natomiast zwigzane z degrada-
cja DNA oraz RNA, co moze uniemozliwi¢ wyko-
nanie badania molekularnego lub — ze wzgledu na
suboptymalng ,,warto§¢” materialu genetycznego
— znacznie je ograniczyc.

Po wtasciwym utrwaleniu i pobraniu odpo-
wiednich — zgodnie z wytycznymi — fragmentow
tkankowych, material podlega tak zwanemu prze-
prowadzeniu, czyli jest poddawany przeprowa-
dzeniu w procesorze tkankowym. Obecnie nalezy
stosowaé wylacznie protokoly zautomatyzowane,
zapewniajace stale i powtarzalne warunki procesu,
gwarantujace odpowiednie zabezpieczenie materia-
tu oraz zachowanie maksymalnie dobrego materiatu
do dalszych badan — miedzy innymi immunohisto-
chemicznych oraz z zakresu hiologii molekularne;.
Procedura ,,przeprowadzania” materialu musi do-
prowadzi¢ do catkowitego odwodnienia materiatu,
co jest warunkiem wilaSciwego zabezpieczenia.

Obecnie wprowadzane sg protokoly bezksylenowe,
co zwieksza bezpieczenstwo pracy. Kolejnym eta-
pem jest zatopienie materialu w parafinie. Majac na
uwadze utrzymanie jak najlepszej jako$ci materiatu
genetycznego, material powinien by¢ zatopiony
w tak zwanej parafinie o niskiej temperaturze top-
nienia, to znaczy bedacej w stanie plynnym w za-
kresie temperatury od 55 do 60 stopni Celsjusza.

Przedstawione powyzej szczegdtowe wytyczne
maja na celu zapewnienie optymalnej jako$ci mate-
riatu do badania patomorfologicznego. Odpowiednio
przygotowany material moze zosta¢ wykorzystany
do wykonania dodatkowych procedur (np. odczyny
immunohistochemiczne) oraz do badan z zakresu
biologii molekularnej (np. FISH) i — po odzyskaniu
materiatu genetycznego — takze z wykorzystaniem
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, polymerase
chain reaction) oraz sekwencjonowania metoda
Sangera lub sekwencjonowania kolejnej generacji
(NGS, next-generation sequencing).

Jezeli material zatopiony w parafinie ma zostac
wykorzystany do badan materiatu kwaséw nuklei-
nowych, nalezy pamietaé, ze wybranie/wskazanie
materialu odpowiedniego do dalszych procesow
dokonuje patomorfolog, wskazujac obszar w blocz-
ku parafinowym (na podstawie oceny adekwatne-
go preparatu mikroskopowego), zawierajacy co
najmniej 40% (wediug niektérych autorow 30%)
utkania nowotworowego tak zwanego zywego (tzn.
bez martwicy oraz zmian wstecznych). W kolejnym
etapie wykonywane sa czynnoSci uwzgledniajace
oczyszczenie powierzchni bloczka (96% roztworem
etanolu), a nastepnie skrojenie 3-5 skrawkow
(lub wiecej w przypadkach bloczkow starszych niz
2 lata), ktore sg utylizowane, a dopiero kolejne
skrojenia (skrawki) sg przeznaczone do badan mo-
lekularnych. Liczba i grubo$¢ skrawkow do badan
molekularnych zalezy od ,,zawarto$ci” utkania no-
wotworowego oraz potrzeb iloSci izolowanego ma-
teriatu. W celu unikniecia kontaminacji obcym ma-
terialem skrawanie materialu na potrzeby biologii
molekularnej wykonuje sie z kazdorazowa wymiang
noza oraz wskazane jest stosowanie jednorazowych
pojemnikow do przenoszenia materialu, a takze
eliminacja wykorzystania tazni wodnej. Czynno$ci
nalezy wykonywac¢ w odpowiednich rekawiczkach,
a do celow dezynfekcyjnych nie stosuje sie Srodkow
zawierajacych DNA-ze i/lub substancje wplywajace
na hamowanie reakcji PCR.

Wykorzystanie materialu archiwalnego

Po ogloszeniu rozporzadzenia Ministra Zdro-
wia w sprawie zasad organizacji ochrony zdrowia
w dziedzinie patomorfologii [6] materiat w blocz-
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kach parafinowych jest przechowywany 20 lat.
Majac na uwadze zachowanie jak najlepszej ja-
koSci materiatu, do ewentualnego przysztego
wykorzystania w terapii celowanej, zostaly takze
okre§lone warunki przechowywania. Dla bloczkéw
parafinowych optymalne warunki przechowywa-
nia okre§lono w zakresie temperatury od 14 do
25 stopni Celsjusza, a wilgotno§¢ powietrza na
poziomie 30-60% wilgotnosci wzglednej (RH, 7e-
lative humidity) przy dobowym wahaniu + 5% RH.
Zachowanie wskazanych warunkow jest kluczowe
dla utrzymania jakoS$ci diagnostycznej materialu
archiwalnego.

Kliniczne znaczenie mutacji genu IDH1
w ostrej bialaczce szpikowej

Ostra biataczka szpikowa jest agresywnym no-
wotworem ukladu krwiotworczego, ktory charak-
teryzuje sie niekontrolowang i klonalng proliferacjg
niskozroznicowanych komorek linii mieloidalne;j
[7]. Dynamiczny rozwoj technik molekularnych
— szczegoblnie wprowadzenie metody NGS —
umozliwil lepsze poznanie mechanizmoéw lezacych
u podstaw patogenezy AML. Wyniki badan moleku-
larnych wskazuja, ze AML jest nowotworem bardzo
zroznicowanym pod wzgledem genetycznym, ktory
ma u podioza szereg powtarzalnych aberracji geno-
mowych i epigenetycznych (m.in. regulatory cyklu
komorkowego, kinazy, czynniki transkrypcyjne,
kohezyny i tzw. regulatory epigenetyczne) [8].

Dehydrogenazy izocytrynianowe (IDHI,
IDH2, IDH3) s grupa enzymow, ktore reguluja
metabolizm 1 adaptacje do niedotlenienia komor-
ki oraz sg regulatorem epigenetycznym, ktore-
go zaburzone funkcje stwierdza sie 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 1 peroksysomach) i IDH2 (izoforma zlokali-
zowana w mitochondriach) katalizuja dekarhoksyla-
cje oksydacyjng izocytrynianu w celu wytworzenia
a-ketoglutaranu (a¢-KG) 1 dwutlenku wegla oraz
zredukowanego NADPH z NADP+, odgrywajac
kluczowa role w utrzymaniu wewnatrzkomorkowej
zmniejszonej puli glutationu i zachowaniu homeo-
stazy komorkowej [9].

Mutacje w genie IDH1 wystepuja u okoto 7-14%
chorych na AML i najczeSciej obejmuja substytucje
argininy przez cysteine lub histydyne w miejscu 132
(odpowiednio R132C 1 R132H) [1, 9, 10]. W wyniku
mutacji IDHI lub IDH2 dochodzi do zaburzenia re-
gulacji cyklu Krebsa i wytwarzania D-2-hydroksyhlu-

taranu (D-2HG), co powoduje zwiekszong metylacje
DNA i histon6w, niestabilno$§¢ genetyczng i zahamo-
wanie roznicowania komoérkowego, ktore sprzyjaja
samoodnowie komorek prekursorowych i nowotwo-
rowej transformacji. Mutacje IDH1 sa uwazane za
tak zwane mutacje kierujace (driver mutations),
ktore odgrywaja role w leukemogenezie i powstajg
na wczesnych etapach transformacji bialaczkowe;j
[1,9, 10]. Warto zauwazy¢, ze nabycie mutacji I[DH1
moze sprzyjac transformacji zespotow mieodyspla-
stycznych lub przewleklych zespolow mielopro-
liferacyjnych do AML. Mutacje IDH1 wystepujg
w prawie wszystkich podtypach AML wyroznianych
wedtug klasyfikacji FAB (French-American-British).
W poréwnaniu z AML bez mutacji IDH, chorzy
z mutacjami sg zazwyczaj starsi (mediana wieku 67
lat wobec 61 lat) i maja tendencje do wiekszej liczby
plytek krwi, wyzszego odsetka blastow w szpiku
kostnym 1 krwi obwodowej oraz giebszej neutropenii
w chwili rozpoznania. Ponadto mutacje IDH s3 cze$-
ciej obserwowane u chorych z prawidiowym kario-
typem lub kariotypem poSredniego ryzyka (w tym
z trisomig chromosomu 8 [1, 9].

Prognostyczne znaczenie mutacji IDH1 w AML
nie jest jeszcze jednoznacznie okre§lone, jednak
w metaanalizie danych 12 747 chorych obecno$c
mutacji IDHI1 wiazala sie z gorszym przezyciem
calkowitym (OS, overall survival) 1 wolnym od
zdarzen (EFS, event-free survival) oraz mniejszym
prawdopodobienstwem osiagniecia calkowitej re-
misji (CR, complete response) [11].

Identyfikacja powtarzalnych aberracji gene-
tycznych w AML umozliwita wprowadzenie do
badan klinicznych i praktyki wielu nowoczesnych
zwigzkow 1 malych czasteczek, ktore w sposob
celowany blokuja aktywowane szlaki sygnaliza-
cyjne lezace u podioza choroby. Wyniki badan
przedklinicznych potwierdzily, ze iwosydenib —
selektywny inhibitor IDH1 — skutecznie hamuje
produkcje D2-HG w komorkach biataczkowych
z mutacja IDH]1 i indukuje ich roznicowanie [12].

W prospektywnym badaniu I/IB fazy oceniono
bezpieczenstwo i skuteczno$¢ iwosydenibu w mo-
noterapii u chorych z oporng lub nawrotowa AML
(R/R AML, relapsed/refractory AML) z mutacja
IDH]1, ktorzy nie kwalifikowali sie do intensywne;j
chemioterapii. Wykazano, ze stosowanie iwosyde-
nibu w dobowej dawce 500 mg doustnie bylo dobrze
tolerowane i1 prowadzilo do uzyskania trwalych
odpowiedzi u 33% chorych oraz uniezaleznienia sie
od przetoczen u 37% chorych [13]. U 34 chorych
znowo rozpoznang AML i mutacja IDHI, ktorzy nie
kwalifikowali sie do standardowe;j terapii (mediana
wieku 76,5 roku) i otrzymali iwosydenib, taczny
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odsetek CR 1 CR z czeSciowa regeneracja hemato-
logiczng (CRh) wynosit 42,4%. Mediana czasu trwa-
nia CR + CRh nie zostala osiggnieta, przy czym
61,5% chorych pozostato w remisji ponad rok. Przy
medianie czasu obserwacji 23,5 miesigca mediana
OS wynosita 12,6 miesigca. Klirens mutacji IDHI
obserwowano u 9/14 chorych, ktorzy osiagneli CR
+ CRh. Dzialania niepozadane odnotowane u co
najmniej 25% uczestnikow badania obejmowaly
glownie: nudno$ci, biegunke, zmniejszenie apety-
tu, zmeczenie, obrzeki, leukocytoze, bole stawow,
bole brzucha, duszno§¢, zesp6l roznicowania i bole
mieséni [14]. Na podstawie powyzszych wynikow
Amerykanska Agencja FDA (Food and Drug Ad-
ministration) zatwierdzita iwosydenib do leczenia
R/R AML i nowo rozpoznanej AML z mutacja IDHI
u chorych w wieku > 75. roku zycia lub z choroba-
mi wspolistniejacymi wykluczajacymi stosowanie
intensywnej chemioterapii.

Potaczenie iwosydenibu 1 azacytydyny wykaza-
to zachecajacg aktywnos§¢ kliniczng w badaniu fazy
Ib z udziatem chorych z nowo rozpoznang AML.
W badaniu fazy III AGILE poréwnano skuteczno$§c
1bezpieczenstwo leczenia azacytydyna w skojarze-
niu z IVO wobec azacytydyny i placebo u chorych
nowo rozpoznang AML z mutacja IDH, ktorzy nie
kwalifikowali sie do intensywnej chemioterapii
indukcyjnej. Iwosydenib stosowano doustnie w
jednorazowej dawce dobowej 500 mg w dniach od
1. do 28., a azacytydyne w dawce 75 mg/m? przez
7 dni w cyklach 28-dniowych. Pierwszorzedowym
punktem koncowym byto EFS (czas od rando-
mizacji do niepowodzenia leczenia — to znaczy
brak CR do 24. tygodnia, nawrotu lub $mierci
z jakiejkolwiek przyczyny, w zaleznoSci od tego, co
nastagpito wczesniej). Przy medianie czasu obser-
wacji wynoszacej 12,4 miesigca EFS bylo istotnie
dluzsze w ramieniu z iwosydenibem 1 azacytydyng
niz w grupie kontrolnej (p = 0,002). Mediana OS
wynosila 24 miesiace u chorych leczonych iwosy-
denibem i azacytydyna wobec 7,9 miesigca w grupie
kontrolnej (p = 0,001). Czeste dzialania niepozada-
ne stopnia 3. lub wyzszego obejmowaly goraczke
neutropeniczna i neutropenie. Zesp6l roznicowania
dowolnego stopnia wystapit u 14% chorych otrzy-
mujacych iwosydenib z azacytydyna wobec 8%
w grupie kontrolnej [15]. Na podstawie wynikow
badania AGILE stosowanie iwosydenibu z azacy-
tydyna jest obecnie rekomendowanym leczeniem
I linii u chorych nowo rozpoznang AML z mutacja
IDH, ktorzy nie kwalifikujg sie do intensywnej che-
mioterapii indukcyjnej [7]. Obecnie trwaja badania
oceniajace skuteczno$é iwosydenibu w skojarzeniu
ze standardowa chemioterapig indukujaca 3 + 7.

Zasady diagnostyki mutacji genu IDH1
w ostrej bialaczce szpikowej

Diagnostyka genetyczna chorych z rozpozna-
niem AML ma coraz wieksze znaczenie wobec
obecnych kryteriow klasyfikacyjnych [16, 17]
oraz nowych opcji terapeutycznych, w ktérych
zmutowane geny stajg sie przedmiotem terapii
celowanej. Historyczne systemy rokownicze
powstawaly glownie na podstawie tak zwanych
pierwotnych rearanzacji genetycznych, ktérymi
sa najczesciej ,,duze” aberracje materiatu ge-
netycznego na poziomie chromosomalnym (np.
RUNXITI-RUNX1, CBFb-MYH11, PML-RARA,
monosomie i delecje m.in. chromosomu 5. i 7.
1inne) [18]. Rozwoj metod badan genetycznych,
pozwalajacych okresli¢ aberracje DNA na pozio-
mie pojedynczej zmutowanej zasady, umozliwil
diagnostyke chorych na AML pod katem tak zwa-
nych wtornych rearanzacji wewnatrzgenowych
z uwzglednieniem mutacji punktowych (SNVs,
single-nucleotide variants), mikrodelecji, inwer-
sji, insercji, duplikacji, aberracji ,,indel” (CNA,
copy number alterations). Przez ostatnie dekady
zlotym standardem w diagnostyce wewnatrz-
genowych rearanzacji bylo sekwencjonowanie
Sangera, ktore umozliwia rozpoznanie mutacji
na poziomie jednej pary zasad z czuloScig zakia-
dajaca obecno$¢ 15-25% blastow z dang mutacja
w badanym materiale. W ciagu ostatnich 10 lat
obserwuje sie jednak rozwdj dodatkowych metod,
ktore umozliwiaja wysokowydajne i jednoczesne
oznaczanie wielu genow z czulo$cia przekracza-
jaca dotychczasowy prog detekcji. Metoda NGS
z zastosowaniem tak zwanych paneli diagno-
stycznych umozliwia wykrywanie danej mutacji
w $rodowisku innych mutacji wspotwystepuja-
cych (co-occuring mutations) oraz ocene iloScio-
wa poziomu wystepowania kazdej mutacji (VAE
variant allele frequency). Wdrozenie metody NGS
podczas rutynowego badania stanowilo przelom
diagnostyczny w AML.

Wdrazanie nowych metod leczenia ukierun-
kowanego na zaburzenia genetyczne zaktada kaz-
dorazowo wdrozenie nowych standardow diagno-
stycznych. Konieczno§é mozliwie jak najszybszego
zastosowania leku (tzn. juz w ramach leczenia
indukcyjnego) nakiada na lekarza obowiazek prze-
prowadzenia badan w ramach tak zwanej krotkiej
Sciezki diagnostycznej. Jednoczes$nie ,krotkie
okienko czasowe” od diagnostyki do podania leku
dyktuje niejednokrotnie po stronie laboratoriow
konieczno$¢ zastosowania mniej zaawansowanych
technologii, ktore sg w stanie sprostaé czasowym
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obostrzeniom. Celem niniejszego podrozdziatu jest
przyblizenie aktualnych standardéw w dziedzinie
diagnostyki mutacji genu IDH]I u polskich chorych
na AML opartych na miedzynarodowych wytycz-
nych. Podczas wyboru okre§lonej metody — obok
czynnika czasowego — istotne mogg by¢ rowniez
uwarunkowania finansowe (dostepno§¢ aparatury
1 gotowo$¢ poniesienia kosztow zakupu odczyn-
nikdw w ramach systemu publicznej ochrony
zdrowia). Proces diagnostyki mutacji IDH1 rozpo-
czyna sie od izolacji DNA z aspiratu szpiku (przy
braku mozliwo$ci oceny szpiku zrodiem materiatu
badanego moze by¢ krew obwodowa) pobranego
w momencie ustalenia rozpoznania.

Sekwencjonowanie metoda Sangera

Pierwsza metodg — pod wzgledem dostepno-
§ci aparatury w polskich o§rodkach referencyjnych
do spraw diagnostyki genetycznej w AML — jest
sekwencjonowanie metoda Sangera. Granica cza-
su, wynoszaca 48 godzin w przypadku wymienio-
nej metody, teoretycznie jest mozliwa do spetnie-
nia. Startery swoiste dla eksonéw 4.15. pozwalaja
na namnozenie fragmentu IDHI1 zawierajacego
kodon R132 (tab. 1) [19, 20]. Warto nadmienic,
1z wymienione startery zostaly wykorzystane

Tabela 1. Sekwencje starteréw zastosowanych do oceny
obecnosci mutacji genu IDH1

Rodzaj oligonukleotydu Sekwencja 5'-3’

Starter sensowny (F) CGGTCTTCAGAGAAGCCATT

Starter antysensowny (R)  TCACTTGGTGTGTAGGTTATC

w wieloo$rodkowym badaniu populacji polskich
chorych z rozpoznaniem AML, ktdre potwier-
dzito odsetek mutacji w genie IDH1 u 7,5% 0s6b
[21]. Sktad mieszaniny przedstawiono w tabeli 2.
Reakcje przeprowadza sie w nastepujacych wa-
runkach termicznych: wstepna denaturacja 94°C
przez 5 minut, amplifikacja 94°C — 1 minuta,
60°C — 1 minuta, 72°C — 1 minuta, 35 cykli, kof-
cowe wydiuzanie 72°C — 7 minut. Wykrywanie
produktu polimerazy i ocene obecno$ci mutacji
genu IDHI mozna przeprowadzi¢ za pomocg
sekwencjonowania metoda Sangera w kapilarach
sekwenatora ABI 3730 XL (Applied Biosystems).
W reakcjach stosuje sie zestaw ABI Prism BigDye
Terminator (Life Technologies) oraz polimeraze
AmpliTag DNA, FS (Life Technologies). Otrzy-
mane sekwencje mozna poddaé analizie z wyko-
rzystaniem oprogramowania SequenceAnalysis
(Applied Biosystems) lub darmowego programu
Chromas (Technelysium). Do analizy sugeruje
sie zastosowanie sekwencji referenecyjnej genu
IDHI1: NM _005896.3. Zaleta zastosowania me-
tody sekwencjonowania Sangera do oceny stanu
genu IDH] jest dostepno$¢, niewielki koszt oraz
potencjalna mozliwo$¢ otrzymywania wynikow
w warunkach ,krotkiej Sciezki diagnostycznej”.
Wady obejmuja stosunkowo matg czutos¢ reakcji
(15-25%) oraz brak mozliwoS$ci jednoczesne]
oceny mutacji wspoitowarzyszacych.

Reakcja tancuchowej polimerazy
W czasie rzeczywistym

Reakcja tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (RT-PCR, real-time polymerase cha-
in reaction) umozliwia szybka ocene obecnosSci

Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowanej do oceny obecnosci mutacji genu IDH1

Sktadnik mieszaniny

Stezenie poczatkowe

Objetosc (ul) Stezenie koncowe

H,0

Bufor PCR bez MgCl, 10 %
Roztwér GC 5 X
dNTP 10 mM
Mgdl, 25 mM
Starter sensowny (F) 10 uM
Starter antysensowny (R) 10 uM
Polimeraza 5 U/ul

DNA 50 ng

Catkowita objetos¢ reakcji

15,5
2,5 1%

1 1 X
0.3 0,12 mM
2 2 mM
0,5 0,2 uM
0,5 0,2 uM
0,2 0,04 U/ul
2,5
25
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mutacji 1 iloSciowe oszacowanie (w szczegolnoSci
cyfrowa PCR — digital PCR, dPCR). Warto wspo-
mnie¢, ze FDA podczas zatwierdzania iwosydenibu
w AML uznala jednoczes$nie zestaw dPCR (Abbott)
za standardowy test diagnostyczny kwalifikujacy do
stosowania wymienionego leku. Czulo§¢ metody
wynosi okolo 0,1%, czyli jest zdecydowanie wyzsza
niz sekwencjonowanie Sangera.

Inng wersja dPCR jest tak zwany deep digital
PCR, ktory wykorzystuje technologie BEAM dPCR
(beads, emulsion, amplification, magnetics). Zestaw
OncoBEAM™ firmy Sysmex Inostics Inc. — dzieki
polaczeniu technologii emulsyjnego PCR z ocena
cytofluorymetryczng produktow PCR — umozliwia
wysoka czulo$ci badania wynoszaca 0,02-0,04%
(2—4 x 10%) [13] i — oprocz wykorzystania w diag-
nostyce — nadaje sie do monitorowania odpowiedzi
chorych na leczenie.

Wyzej wymienione testy (szczegodlnie referen-
cyjny test firmy Abbott) umozliwiaja szybka ocene
1 spetniajg kryteria diagnostyki ,,krotkiej Sciezki”.
Niewatpliwg ich zaleta jest mozliwoS$¢ wstepnego
ustalenia VAF — obciazenia mutacja IDHI (mu-
tational burden). Wada natomiast jest wieksza
cena odczynnikow oraz mniejsza dostepno$é do
aparatury w oSrodkach dianostycznych w Polsce.

Sekwencjonowanie kolejnej generacji
Sekwencjonowanie kolejnej generacji (NGS,
next-generation sequencing) stato sie przelo-
mem 1 jest obecnie standardem diagnostycznym
w AML, poniewaz umozliwia jednoczesng ocene
mutacji w wielu genach. Niestety, przeprowadzenie
diagnostyki NGS zajmuje Srednio okolo 4-6 ty-
godni, nie spelnia zatem wymogow diagnostyki
,krotkiej Sciezki”, a jedynie pozwala na wykorzy-
stanie otrzymanego wyniku do ustalenia lecze-
nia postremisyjnego u chorych z AML. Ostatnio
udostepniony przez firme ThermoFisher zestaw
Oncomine Dx Express Test umozliwia uzyskanie
wyniku w ciggu 24 godzin w calkowicie zautomaty-
zowanym protokole reakcji. Zestaw obejmuje panel
genow, w ktorym obecny jest rowniez gen IDH]I,
zatem nadaje sie do ustalenia wskazan do leczenia
ukierunkowanego podczas fazy indukcji. Nalezy
zaznaczyc, iz panel genow obejmuje zestaw mutacji,
dla ktorych dostepne sa obecnie leki celowane,
ktorych wiekszo§¢ towarzyszy nowotworom litym.
Obok zatem kryteriow czasowych oraz mozliwoSci
iloSciowej oceny VAF badanie nie moze zastapic
NGS z szerokim panelem genéw ,,mieloidalnych”,
ktorych ocena wymagana jest do ustalenia ryzyka
oraz decyzji na temat postepowania po remisji
u chorych na AML. Zestaw moze stanowic jednak

cenng alternatywe przesiewowej diagnostyki mu-
tacji genu IDH1 w pracowniach, w ktorych podej-
mowana jest rownolegla diagnostyka onkologiczna
1 hematologiczna.

Sekwencjonowanie Sangera jest obecnie
masowo zastepowane przez badania NGS, ale
w warunkach ograniczonego budzetu publicznej
ochrony zdrowia metoda nie ulega dezaktualizacji
1 moze byé wykorzystywana w ,,krotkiej Sciezce
diagnostycznej” podczas kwalifikowania do lecze-
nia ukierunkowanego chorych z mutacja IDHI.
Pracownie, ktore majg dostep do aparatury dPCR,
majg mozliwo$¢ wyboru testu RT-PCR (np. firmy
Abbott) uwzgledniajac — z jednej strony — drozszy
koszt odczynnikdow 1 — z drugiej strony — wiek-
sza czulo§¢ badania, mozliwo$¢ oceny iloSciowej
wyjSciowego VAF oraz monitorowania minimalne;j
choroby resztkowej. Jakakolwiek metoda zostaty-
by wybrana w pracowni referencyjnej zajmujacej
sie diagnostyka genetyczng AML — obok jej
wdrozenia — nalezy wzia¢ pod uwage koniecz-
no$¢ przeprowadzenia procesu wielooSrodkowe;j
standaryzacji. Procesowi standaryzacji podlegathy
nie tylko sam etap oceny jako$ciowej probek, ale
przede wszystkim aspekt logistyczny diagnostyki
,krotkiej Sciezki” w warunkach praktyki kliniczne].
W praktyce laboratoryjnej oznacza¢ to bowiem
bedzie konieczno$¢ wdrozenia nowych prioryte-
tOw rutynowej pracy, co wigze sie miedzy innymi
z czasowym wstrzymaniem jednych testow, aby
moc podjaé sie wykonywania tych, ktére moga mieé
znaczenie w wyborze spersonalizowanego lecze-
nia indukcyjnego. Proces wdrozenia diagnostyki
,krotkiej Sciezki” dla nowego markera zaklada
rowniez skoordynowanie wspolpracy miedzy le-
karzami i1 diagnostami na nowym poziomie, ktory
powinien zaklada¢ szybka wymiane informacji
z podejmowaniem adekwatnych decyzji diagno-
styczno-terapeutycznych. Dodatkowo, w momen-
cie wdrazania nowych standardow terapeutycznych
nalezy wzig¢ pod uwage konieczno$¢ zapewnienia
szerokiej dostepnos$ci leku. Wiaze sie to SciSle
z dostepnoScig testow molekularnych (w tym —
badania mutacji IDH1). Biorac pod uwage wyniki
szacunkowe]j oceny liczebnoSci populacji AML
w Polsce — przeprowadzonej w ramach projektu
,Centralny Rejestr AML PALG — dla chorych,
od ktorych zostal pobrany material na badanie
genetyczne — mozna uznad, iz liczba diagnozo-
wanych przypadkéw z mutacja genu IDHI wynosi
okoto 100 na 900 rozpoznan AML zarejestrowanych
w bazie danych Stowarzyszenia ds. Leczenia
Ostrych Biataczek Oséb Dorostych (PALG, Po-
lish Adult Leukemia Group) w Polsce. Wskazniki
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zapadalno$ci na AML w innych krajach (Niemcy,
Szwecja), wskazuja, iz realna populacja chorych
na AML w Polsce powinna by¢ zdecydowanie
wieksza (ponad 2 razy), co przektada sie na ponad
200 przypadkoéw z mutacjami IDHI. Dane te wy-
raznie sugeruja, ze prawdopodobnie jedynie niecala
polowa z wystepujacych w Polsce przypadkow
AML podlega obecnie diagnostyce genetyczne;.
Badanie PALG wykazalo, iz glownym powodem
niekierowania na badania molekularne jest wiek
chorych, co powinno zdecydowanie ulec zmianie
wobec dostepnos$ci lekow ukierunkowanych mole-
kularnie stosowanych w ramach nieintensywnych
protokoloéw indukcyjnych (np. iwosydenibu) przez
podniesienie §wiadomos$ci oraz zapewnienie do-
stepno$ci do genetycznych testOw przesiewowych
dla wszystkich chorych.

Kliniczne znaczenie mutacji genu IDH1
w raku drog zotciowych

Rak drog zéiciowych wywodzi sie z komorek
nablonka wewnatrz- lub zewnatrzwatrobowych
przewodow zo6iciowych. Cechuje sie on ziym
rokowaniem — mediana OS chorych z postacia
zaawansowana jest krotsza niz 2 lata, a odsetek
przezy¢ 5-letnich nie przekracza 10% [22]. Stan-
dardem postepowania w I linii leczenia chorych na
miejscowo zaawansowanego, nieoperacyjnego lub
uogolnionego CCA jest chemioterapia oparta na
skojarzeniu cisplatyny i gemcytabiny — podstawa
sa miedzy innymi wyniki badania ABC-02, w kto-
rym zastosowanie leczenia skojarzonego w odnie-
sieniu do monoterapii gemcytabing prowadzito do
wydluzenia mediany OS o 3,6 miesigca (11,7 wobec
8,1 miesiaca, zmniejszenie ryzyka zgonu o 36%,
p < 0,001) [23]. Skojarzenie oksaliplatyny z gem-
cytabing w leczeniu I linii u chorych z zaawanso-
wanym CCA pozwalalo na uzyskanie odsetka od-
powiedzi wynoszacego w zalezno$ci od badania od
15 do 50% przy jednoczesnym, do$¢ dobrym profilu
toksycznosci [23]. W przypadku chorych w gorszym
stanie og6lnym monoterapia gemcytabing pozostaje
opcja terapeutyczng [23]. Wytyczne postepowania
w II 1 kolejnych liniach leczenia nie zostaly osta-
tecznie ustalone — wykorzystywane sg schema-
ty z udzialem oksaliplatyny i fluorouracylu (np.
mFOLFOX). Obserwacje z badania fazy III ABC-06
wskazuje, ze zastosowanie schematu mFOLFOX
w stosunku do najlepszej opieki objawowej nie
wigzalo sie z istotng poprawa mediany OS (6,2
wobec 5,3 miesigca), ale stwierdzono wiekszy
odsetek chorych zyjacych w obserwacji 6-mie-
siecznej (50,6% wobec 35,5%) oraz 12-miesiecznej

(25,9% wobec 11,4%) [23]. KorzySci z zastosowania
w II linii leczenia schematéw z irynotekanem,
docetakselem lub pochodnymi platyny sa podob-
ne — w przegladzie wynikow badan fazy II oraz
analiz retrospektywnych wykazano, ze mediana OS
osiagala od 6,6 do 7,7 miesigca, a mediana czasu
przezycia wolnego od progresji (PFS, progression-
-free survival) wynosila 2,8 miesigca 1 byla zblizona
dla wiekszosci schematow [23].

Mutacje w genie kodujacym dehydrogenaze
izocytrynianowa s3 jednym najczestszych zaburzen
molekularnych u chorych z rozpoznaniem CCA
— czestoS¢ szacowana jest na okolo 13%. Dane
przedkliniczne jednoznacznie wskazuja na ich role
w procesie transformacji nowotworowej komorek
nablonka drog zo6iciowych, co jest wynikiem bezpo-
Sredniego wplywu nieprawidiowych metabolitow na
proliferacje i roznicowanie progenitorowych komorek
nablonka [24]. Wystapienie mutacji w genie IDH1
1 w konsekwencji zaburzenie funkcji dehydrogenazy
prowadzi do nagromadzenia w komorkach 2-hy-
droksyglutaminianu, zmniejszenia stezenia a-KG
1 w konsekwencji pobudzenia szeregu procesow
zwigzanych z transformacjg nowotworows. Bloko-
wanie funkcji nieprawidiowego bialka dehydrogenazy
izocytrynianowej stanowi potencjalny cel leczenia
ukierunkowanego molekularnie u chorych na CCA.

Iwosydenib jest wybidrczym inhibitorem ha-
mujacym funkcje nieprawidtowej formy dehydro-
genazy izocytrynianowej, ktorego skutecznosé wy-
kazano miedzy innymi w leczeniu chorych na AML
z nawrotem choroby lub wykazujacych oporno$¢ na
dotychczasowa terapie. Lek stanowi rowniez opcje
terapeutyczng dla chorych pierwotnie nieleczonych,
ktorzy nie kwalifikuja sie do zastosowania inten-
sywnej chemioterapii. Skuteczno$¢ 1 bezpieczen-
stwo stosowania iwosydenibu oceniano rowniez
u chorych na iCCA oraz zewnatrzwatrobowych drog
zolciowych (eCCA, extrahepatic cholangiocarcino-
ma). W badaniu I fazy wykazano, ze zastosowanie
iwosydenibu prowadzilo do uzyskania PFS na po-
ziomie 3,8 miesiaca, a bez progresji w obserwacjach
6- 1 12-miesiecznych zylo — odpowiednio 40,1%
121,8% chorych otrzymujacych leczenie. Mediana
OS wyniosta 13,8 miesigca. Objawami niepozadany-
mi, ktérych czesto§¢ obserwowano u przynajmniej
20% chorych otrzymujacych iwosydenib byty zme-
czenie (3% w stopniu > G3), nudnosci (1% > G3),
biegunka, bél brzucha (3% > G3), utrata apetytu,
wymioty. Najczestszymi dzialaniami niepozadany-
mi w stopniu 3. lub wiekszym — obserwowanymi
w przebiegu leczenia iwosydenibem — byly wo-
dobrzusze (5%), niedokrwisto$§¢ (4%), zmeczenie
(3%) [25]. Wyniki z badan faz wczesnych znalazly
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swoje potwierdzenie w wieloo§rodkowym badaniu
fazy III ClarIDHy, ktore ocenialo skutecznos$¢ i bez-
pieczenstwo stosowania iwosydenibu u chorych na
CCA [24]. Badaniem objeto chorych z potwierdzong
mutacja genu IDHI, u ktérych z powodu choroby
nieresekcyjnej lub rozsianej zastosowano uprzed-
nio nie wiecej niz 2 linie leczenia. Obecno$¢ mutacji
w genie IDH]1 potwierdzano przy uzyciu NGS.
Weczesniejsze wykonanie zabiegu embolizacji lub
chemoembolizacji zmian w watrobie nie stanowifo
kryterium wytaczenia. Lacznie badaniem objeto
185 chorych przydzielanych losowo w stosunku
2 :1 do ramienia z iwosydenibem w dawce 500 mg
1 X doustnie przez 28 dni lub placebo. Pierwszo-
rzedowym punktem koncowym w badaniu byt PFS
W ocenie niezaleznej, za$ drugorzedowe punkty
koncowe stanowily miedzy innymi PFS w ocenie
badacza, bezpieczenstwo stosowanego leczenia,
OS, odsetek odpowiedzi obiektywnych oraz czas
trwania odpowiedzi. Mediana PFS w ocenie nie-
zaleznej wyniosla 2,7 miesiaca w grupie chorych
otrzymujacych iwosydenib 1 byla istotnie dluzsza
od obserwowanej u chorych otrzymujacych pla-
cebo (1,4 miesigca, zmniejszenie ryzyka o 63%,
p < 0,0001). W obserwacji 6- 1 12-miesiecznej bez
progresji zyto odpowiednio 32% 1 22% chorych.
W ramieniu z placebo zaden z chorych nie pozo-
stawal bez progresji choroby przez okres 6 mie-
siecy lub dtuzszy. Analiza w podgrupach wykazala
podobna skuteczno$¢ leku badanego niezaleznie
od linii, w ktorej zostal zastosowany. Mediana OS
w populacji wszystkich chorych objetych badaniem
wyniosla 10,8 miesigca dla iwosydenibu oraz 9,7
miesigca w ramieniu z placebo (zmniejszenie ry-
zyka zgonu o0 31%, p = 0,060). Przezycie calkowite
W obserwacji 6- 1 12-mesiecznej bylo udziatem 67%
1 48% otrzymujacych iwosydenib oraz 59% 1 38%
w grupie chorych przyjmujacych placebo. Anali-
zujac wyniki dotyczace OS, nalezy pamietac, ze
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 uwzgledniajacej efekt migracji chorych miedzy
grupami w badaniu (RPSFT, rank-preserving struc-
tural failure time) wykazalo istotne skrocenie me-
diany OS w ramieniu z placebo wzgledem chorych
otrzymujacych lek badany (odpowiednio — 10,8
wobec 6,0 miesiecy; zmniejszenie ryzyka o 54%,
p = 0,0008) [24]. W 2021 roku opublikowano ak-
tualizacje wynikow dla OS [22]. W grupie chorych
otrzymujacych iwosydenib mediana OS wyniosta
10,3 miesigca 1 byla wieksza od stwierdzone] w
grupie chorych pierwotnie otrzymujacych placebo

(7,5 miesigca; zmniejszenie ryzyka o 21%, p = 0,09).
Po ponownym uwzglednieniu migracji chorych mie-
dzy grupami mediana OS chorych otrzymujacych
wylacznie placebo wyniosta 5,1 miesigca i byla
nieznacznie mniejsza od obserwowanej pierwot-
nie (6,0 miesiecy, co oznacza zmniejszenie ryzyka
0 51% wobec 54% w pierwotnej publikacji).
Analiza odsetka odpowiedzi obiektywnych
u chorych otrzymujacych iwosydenib wykazala
remisje czeSciowa u 2% chorych oraz stabiliza-
cje procesu nowotworowego u kolejnych 51%
chorych. W ramieniu kontrolnym nie stwier-
dzono remisji catkowitych lub czeSciowych,
za$ stabilizacja procesu nowotworowego byla
udziatem 28% chorych. Mediana czasu trwania
odpowiedzi wynosila 2,8 miesigca w ramieniu
z iwosydenibem oraz 1,6 miesigca w ramieniu
z placebo [22]. Analiza profilu bezpieczenstwa le-
czenia nie ujawnila nowych dziatan niepozadanych
o istotnym nasileniu. NajczeSciej raportowanymi
w badaniu dziataniami niepozadanymi w stopniach
1.1 2. byly nudnoS$ci, biegunka oraz uczucie zme-
czenia. Dzialania niepozadane w stopniu 3. lub
wyzszym wystapily u mniej niz polowy chorych
z kazdej grupy (46% w calej grupie otrzymujacej
iwosydenib wobec 36% dla placebo), przy czym
najczesSciej obserwowane bylo wodobrzusze (8%
w calej grupie otrzymujacej iwosydenib wobec
7% dla placebo). Konieczno$¢ przerwania leczenia
z powodu toksyczno$ci rzadziej obserwowano
w calej grupie otrzymujacej iwosydenib niz placebo
(6% wobec 8%). Dzialania niepozadane prowadza-
ce do zmniejszenia dawki leku (3% wobec 0%) lub
czasowego wstrzymania leczenia wystepowaly
czeSciej w calej grupie otrzymujacej iwosydenib
niz dla placebo (odpowiednio — 26% i 17%). Wérod
chorych otrzymujacych iwosydenib w ciggu 30 dni
od zastosowania ostatniej dawki zmario 14 os6b
(12%) wobec 10 (17%) z grupy placebo, przy czym
w ocenie badaczy zgony nie pozostawaly w bezpo-
Srednim zwiazku z leczeniem. Wyniki stosowania
iwosydenibu opublikowane na podstawie analiz
danych z badania ClarIDHy korelujg z wczesnymi
obserwacjami z wykorzystywania leku w praktyce
klinicznej w II lub trzeciej linii leczenia chorych
na zaawansowanego CCA. Rimini i wsp. wykazali,
ze zastosowanie iwosydenibu prowadzito podczas
9-miesiecznej obserwacji do uzyskania mediany
PFS wynoszacej 4,4 miesigca [26]. W przypadku
prowadzonych analiz nie osiaggnieto mediany OS.
Co ciekawe, w cytowanej pracy nie wykazano
istotnych réznic w zakresie mediany PFS w za-
lezno$ci od linii, w ktorej zastosowano leczenie
(4,4 miesigca — II linia 1 4,3 miesiaca — III linia).
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Zasady diagnostyki mutacji genu IDH1
w raku drog zotciowych

Dotychczas przeprowadzone badania w mate-
riale genetycznym wyizolowanym z tkanki nowo-
tworowej chorych z rozpoznaniem CCA pozwolily
na wykrycie wielu zmian genomowych [27]. Wérod
patogennych i prawdopodobnie patogennych wa-
riantow genetycznych u prawie 50% chorych z CCA
wystepuja zmiany, ktore moga stanowic podstawe
do podjecia okreslonych decyzji terapeutycznych
[28, 29]. Leki ukierunkowane molekularnie zostaly
zatwierdzone w postepowaniu w przypadku cho-
roby nieresekcyjnej i przerzutowej lub w sytuacji
progresji po wczeSniejszym leczeniu [30], co uza-
sadnia — wedlug aktualnych wytycznych National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) — prze-
prowadzenie badan molekularnych majacych na
celu identyfikacje wariantow punktowych, fuzji
lub amplifikacji w genach IDHI, FGFR2, BRAF,
ERBB2, NTRK i RET oraz analize niestabilno$ci
mikrosatelitarnej (MSI, microsatelliate instability)
1 gestoSci mutacji somatycznych (TMB, tumour
mutation burden) [4]. Dodatkowo, u chorych na
CCA z pozytywnym wywiadem rodzinnym wskaza-
ne jest wykonanie badan majacych na celu identyfi-
kacje wariantow germinalnych w genach BRCA1/2
[30]. Ze wzgledu na tak duza liczbe potencjalnych
biomarkerow — 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 IDHI1/2 wykrywane sa
u 10-30% chorych z rozpoznaniem iCCA oraz
okolo 7% osob z eCCA, przy czym zdecydowang
wiekszo$¢ identyfikowanych wariantow (do 90%)
stanowig mutacje w genie IDH1 [29, 32-36]. Nalezy
rowniez zauwazyé, ze wiekszo§¢ wykrywanych
zmian stanowig substytucje w kodonie p.R132 genu
IDH]1 oraz p/Q1401p.R172 genu IDH2 [37]. Wsrod
mutacji w kodonie 132 genu IDH1 najczeSciej ob-
serwowane sa substytucje R132C, R132L, R132G,
R132S, R132H (wykryte odpowiednio u 71%, 14%,
11%, 2% 1 1,5% chorych) [22].

U chorych z CCA identyfikowane sg roéwniez
inne zmiany molekularne, ktére moga mie¢ wplyw
na leczenie tych osob [27, 38]:

e aberracje gendw FGFR — zar6wno amplifika-
cje, substytucje, jak 1 fuzje — identyfikowane

w wielu nowotworach litych.

U chorych na CCA najczeSciej jest identyfiko-

wana fuzja genu FGFR2 z BICC1, przy czym do

dzisiaj wykryto ponad 150 partneréw fuzyjnych

genu FGFR2. Zaburzenia genow FGFRI1-3 sa

identyfikowane zdecydowanie czeSciej u osoh

z rozpoznaniem iCCA (10-14%) niz u chorych

z eCCA (1%);

e amplifikacje genéw: 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%,1CCA — 3-9%), MET (eCCA — 3-4%);

* fuzje genow: NTRK (eCCA — 4%, iCCA —
4%), RET (eCCA — ?%, iCCA — ?%).

Ze wzgledu na pojawiajace sie mozliwoSci
leczenia zalecane jest rowniez przeprowadzanie
analiz molekularnych majacych na celu identyfika-
cje MS) oraz okreslenie TMB [27, 30].

Do wykrycia wariantow punktowych w genach
IDH1, BRAF oraz PIK3CA mozna wykorzystac
PCR 1 sekwencjonowanie metoda Sangera. Nato-
miast identyfikacje wariantow strukturalnych (np.
amplifikacja lub fuzja genow FGFR2, NTRKI1-3,
MET, RET) mozna przeprowadzié przy uzyciu
metody FISH lub techniki MLPA (nultiplex liga-
tion-dependent probe amplification). Jezeli dostepne
mozliwoS$ci terapeutyczne uzasadniajg konieczno$é
jednoczesnej analizy wielu réznych biomarkerow, to
diagnostyke molekularng chorych z rozpoznaniem
CCA mozna wykonaé przy uzyciu NGS [31]. Badanie
metoda NGS pozwala na jednoczesng identyfikacje
punktowych 1 strukturalnych wariantow w genach
IDHI, FGFR2, NTRKI-3, BRAF, ERBB2, PIK3CA,
MET oraz RET. Mozliwe jest rowniez przeprowa-
dzenie analizy calej sekwencji kodujacej gendow
BRCA1/2 oraz okreSlenie MSI 1 TMB [27, 30, 31].

Diagnostyka molekularna chorych z rozpozna-
niem CCA powinna byé prowadzona w uznanych
medycznych laboratoriach diagnostycznych lub pra-
cowniach molekularnych zakiadéw patomorfologii
posiadajacych odpowiedni personel, dos§wiadczenie
oraz sprzet laboratoryjny niezbedny do przeprowa-
dzenia wymaganych analiz.

Do badan molekularnych nalezy wykorzy-
staé material tkankowy utrwalony w formalinie
1 zatopiony w parafinie [24, 25]. Material pozwala
woweczas na identyfikacje wariantow somatycznych
w genach IDHI1, FGFR2, NTRKI-3, BRAF, ERBB2,
PIK3CA, MET 1 RET oraz germinalnych w genach
BRCA1/2 (27, 31]. Przed przystapieniem do analiz
molekularnych material tkankowy powinien pod-
legaC ocenie patomorfologicznej pozwalajacej na
wybor optymalnej probki zawierajacej niezbedna
liczbe komorek nowotworowych.

Do identyfikacji wariantéw somatycznych
mozna rowniez wykorzysta¢ krazace nowotwo-

122 https://journals.viamedica.pl/hematologia_edukacja



Andrzej Marszatek 1 wsp., Mutacje genu IDH1 — stanowisko ekspertow

rowe DNA (ctDNA, circulating tumour DNA)
[27]. W tym przypadku, konieczne jest uzycie
dedykowanych probéwek do pobierana krwi ob-
wodowej chorych oraz odpowiednia preparatyka
zabezpieczonego materialu. W badaniach mozna
rowniez wykorzystaé kwasy nukleinowe wyizo-
lowane z wymazu szczoteczkowego lub biops;ji
cienkoigtowe;.

Podsumowanie

Leki ukierunkowane na cele molekularne
sg przyszloScia postepowania przeciwnowotwo-
rowego, co szczegblnie moze dotyczyC sytuacji
z ograniczonymi mozliwo§ciami konwencjonalnych
metod (chemioterapia i hormonoterapia). Obecnie
leki ukierunkowane molekularnie sa najczesSciej
wykorzystywane podczas leczenia chorych na
nowotwory w stadium zaawansowanym, ale coraz
czesScie] stanowia czeSE postepowania skojarzonego
o zalozeniu radykalnym. Przyktadem leku ukierun-
kowanego, ktorego warto$¢ zostala potwierdzona
na podstawie wynikow prospektywnych badan, jest
iwosydenib — jego stosowanie uzupelnia obecnie
dostepne mozliwoSci leczenia chorych na AML
oraz CCA.

Wiasciwe wykorzystanie lekow ukierunkowa-
nych zalezy od prawidiowej diagnostyki patomor-
fologicznej i molekularnej, ktora jest niezbednym
elementem kompleksowego postepowania. Bardzo
istotne znaczenie ma odpowiednie pobranie i zabez-
pieczenie materialu tkankowego oraz zastosowanie
wlasciwych metod diagnostycznych. Diagnostyka pa-
tomorfologiczna i molekularna powinna by¢ sprawna
1 wykonana w okreSlonych ramach czasowych, aby
umozliwié szybkie rozpoczecie leczenia. Konieczna
jest Scista wspolpraca klinicystow ze specjalistami
w dziedzinach patomorfologii i biologii molekularne;j.
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