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do terapii ukierunkowanych molekularnie

Methodological recommendations for the diagnostics of EGFR gene mutations
and ALK gene rearrangement in the selection of non-small-cell lung cancer patients
to molecularly targeted therapies
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ABSTRACT

Testing for EGFR gene mutations and ALK gene rearrangement is routinely used in advanced non-small-cell
lung cancer for adequate patient selection to molecularly targeted therapies. We present Polish methodological
recommendations for molecular analysis of EGFR and ALK genetic abnormalities. Recommendations specify
clinical indications for testing, sample types and handling, as well as requirements for laboratories performing

Onkologia w Praktyce Klinicznej molecular diagnostics.
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Wprowadzenie

Wytyczne prezentuja opinie polskich ekspertéw
dysponujacych znaczacym doswiadczeniem w zakresie
diagnostyki patomorfologicznej i molekularnej niedrob-
nokomorkowego raka ptuca (NDRP). Wraz z szybkim
rozwojem ukierunkowanej molekularnie farmakoterapii
chorych na NDRP znaczaco wzrasta w Polsce liczba dia-
gnostycznych badan genetycznych shuzacych prawidtowej
kwalifikacji chorych do leczenia. Wytyczne maja na celu
wnikliwe oméwienie metodyczne wszystkich etapow wia-
Sciwie prowadzonej diagnostyki. Z zatozenia maja umoz-
liwi¢ eliminacje¢ niewlasciwych praktyk laboratoryjnych,
skutkujacych btednym wynikiem badania genetycznego
lub op6znieniem procesu diagnostycznego.

Zgodnie z obwieszczeniem Ministra Zdrowia w spra-
wie wykazu refundowanych lekéw, Srodkow spozywcezych
specjalnego przeznaczenia Zywieniowego oraz wyrobow
medycznych (z 1 marca 2014 r.) ukierunkowane moleku-
larnie leczenie chorych na NDRP prowadzone w ramach
programu lekowego obejmuje stosowanie dwdch inhibi-
toréw kinazy tyrozynowej (IKT) receptora czynnika wzro-
stu naskorka (EGFR, epidermal growth factor receptor),
ktérymi sa erlotynib i gefitynib [1]. Oba leki moga by¢
stosowane w 1. i 2. linii leczenia u chorych na niektére
podtypy morfologiczne NDRP w stadium miejscowego
zaawansowania (chorzy poza mozliwoSciami leczenia rady-
kalnego) lub uogdlnienia z obecnoscia mutacji aktywujacej
w genie EGFR [2]. W najblizszej przysztosci spodziewane
jest poszerzenie mozliwoSci leczenia ukierunkowanego
molekularnie chorych na miejscowo zaawansowanego
i uogdlnionego NDRP o leki zarejestrowane w Unii
Europejskiej, ale nieobjete dotad systemem refundacji
w Polsce. Naleza do nich: nieodwracalny IKT EGFR,
HER?2 i HER4 — afatynib oraz inhibitor kinazy tyrozy-
nowej ALK (anaplastic lymphoma kinase) — kryzotynib.

1. Wskazania kliniczne do oceny
mutacji w genie EGFR i rearanzacji
genu ALK u chorych na NDRP

A. Rekomendacja: Potwierdzenie obecnosci mutacji
w genie EGFR lub rearanzacji genu ALK w komor-
kach nowotworowych jest kluczowym kryterium
kwalifikacji chorych na NDRP do terapii ukierunko-
wanych molekularnie z wykorzystaniem IKT EGFR
lub IKT ALK [2].

B. Rekomendacja: Decyzje o wykonaniu badania gene-
tycznego u chorego na NDRP powinien podjaé lekarz
onkolog lub pulmonolog na podstawie indywidualnej
oceny stanu chorego oraz wskazan klinicznych do lecze-
nia ukierunkowanego molekularnie. Oznaczenie muta-
cji genu EGFR nalezy wykonac u chorych z rozpozna-
niem NDRP o innym utkaniu niz ptaskonabtonkowe,

natomiast badanie rearanzacji genu ALK —u chorych
zrozpoznaniem raka gruczotowego lub zawierajacego
komponent utkania gruczolowego. Stopiefn zrdzni-
cowania histologicznego (grade) nie ma wplywu na
wskazania do diagnostyki molekularnej [3-8].

Nie zaleca si¢ wykonania badania genetycznego, jesli
w ocenie histopatologicznej wycinkéw guza uwidocz-
niono jedynie komorki raka plraskonablonkowego,
raka drobnokomoérkowego pluca lub rakowiaka.
W sytuaciji, gdy na podstawie standardowego barwienia
hematosylina + eozyna (H + E) nie mozna okresli¢
podtypu NDRP, konieczne jest wykonanie barwien
histochemicznych (na obecno$¢ §luzu w komoérkach
raka) i/lub immunohistochemicznych (IHC). Wska-
zane jest oznaczenie ekspresji co najmniej dwoch
markeréw: TTF-1, ktérego obecno§¢ wskazuje na
roznicowanie gruczotowe raka, i p63 lub p40, ktérego
ekspresja przemawia za réznicowaniem plaskonabton-
kowym raka. W przypadku preparatow cytologicznych
badanie IHC powinno kazdorazowo poprzedzaé
kwalifikacje do diagnostyki genetycznej [3-8].
Dopuszczalne jest wykonanie badania molekularne-
go w kierunku mutacji genu EGFR, je§li ustalenie
typu morfologicznego NDRP nie jest mozliwe (NOS,
not othervise specified) [5-8].

C. Rekomendacja: Kryteria demograficzne, takie jak
pte¢, rasa i wywiad w kierunku palenia tytoniu, nie
maja wplywu na wskazania do poszukiwania mutacji
genu EGFR i rearanzacji genu ALK u chorych na
NDRP. Dopuszczalne jest uwzglednienie wywiadu
odnos$nie palenia tytoniu, jesli diagnostyka pro-
wadzona jest na podstawie materiatu tkankowego
ubogokomérkowego lub materiatu cytologicznego,
w ktérym nie wykluczono obecnoSci komponentu
gruczotowego (NDRP NOS) [6-8].

D. Rekomendacja: Materiat tkankowy pochodzacy z guza
pierwotnego i materiat tkankowy pochodzacy z prze-
rzutéw NDRP nalezy traktowac jako réwnowartoScio-
we dla oznaczenia mutacji genu EGFR i rearanzacji
genu ALK. Nie ma uzasadnienia dla rGwnoczesnego
badania kilku wycinkéw z jednego nowotworu [6-8].

2. Zasady prowadzenia diagnostyki
molekularnej w kierunku mutacji
genu EGFR i rearanzacji genu ALK

A. Rekomendacja: Zaleca si¢, aby lekarz onkolog lub
pulmonolog kierujacy do oceny patomorfologicznej
material pochodzacy od chorego z podejrzeniem
miejscowo zaawansowanego lub uogdlnionego NDRP
— stadium IIIB i IV wedlug 7. edycji klasyfikacji
guz-wezet—przerzuty (TNM, tumor-nodes—-metastases)
[9, 10] — pisemnie zlecat kontynuowanie diagnosty-
ki w zakresie badan genetycznych, o ile uzasadnia
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to rozpoznanie morfologiczne, objetos¢ i jakos¢
dostgpnego materiatu. W tym przypadku zaleca sig,
aby patomorfolog w momencie ustalenia rozpoznania
mikroskopowego podejmowat decyzje o ewentualnym
kontynuowaniu diagnostyki genetycznej w kierunku
mutacji genu EGFR irearanzacji genu ALK. W razie
braku stosownego zalecenia lekarskiego zabezpie-
czony material powinien by¢ przekazany do badania
genetycznego niezwlocznie po uzyskaniu pisemnego
skierowania od lekarza prowadzacego [6-8].
Konieczne jest wykonanie badanie genetycznego
u chorych na mniej zaawansowane postaci NDRP
w momencie nawrotu choroby lub w przypadku bra-
ku mozliwosci leczenia radyklanego, o ile rozwazana
jest kwalifikacja do leczenia ukierunkowanego mo-
lekularnie.

B. Rekomendacja: Zaleca si¢, aby w postgpowaniu dia-
gnostycznym w pierwszej kolejnosci oceni¢ mutacje
genu EGFR. Oznaczenie rearanzacji genu ALK
u chorych z rozpoznaniem raka gruczolowego nalezy
wykonac po uprzednim potwierdzeniu braku mutacji
somatycznych w genie EGFR. Obecnie brak wystar-
czajacych dowodoéw klinicznych uzasadniajacych
analiz¢ innych markeréw molekularnych u chorych
na NDRP [6-8].

C. Rekomendacja: Czas oczekiwania na wynik ozna-
czenia mutacji genu EGFR i/lub rearanzacji genu
ALK nie powinien przekracza¢ 10 dni roboczych od
momentu dostarczenia materiatu tkankowego do
laboratorium genetycznego. Zaleca si¢ jednak, aby
czas oczekiwania na wynik badania genetycznego
wynosil maksymalnie 5 dni roboczych [6-8].

D. Rekomendacja: Zaleca si¢ aby laboratoria, w ktorych
czas oczekiwania na oznaczenie mutacji genu EGFR
irearanzacji genu ALK przekracza 10 dni roboczych,
dostosowaly swoje procedury i techniki badawcze do
powyzszych wymagan [6-8].

E. Rekomendacja: Czas przygotowania materiatu
archiwalnego przez pracowni¢ patomorfologii
i dostarczenia go do laboratorium genetycznego
nie powinien przekracza¢ 3 dni od momentu otrzy-
mania skierowania. Akceptowalne jest wydtuzenie
tego okresu w razie koniecznosci ponownej oceny
morfologicznej materiatu [6-8].

3. Wymagania stawiane diagnostycznym
laboratoriom genetycznym
wykonujgcym badania mutaciji

genu EGFR i rearanzacji genu ALK

A. Rekomendacja: Zasady funkcjonowania labora-
toriow wykonujacych diagnostyke genetycznych
czynnikéw predykceyjnych dla terapii ukierunkowa-
nych molekularnie w chorobach nowotworowych

musza by¢ zgodne z zapisami Ustawy z dnia 27 lip-
ca 2001 roku o diagnostyce laboratoryjnej (wraz
z pdzniejszymi zmianami) oraz Rozporzadzeniem
Ministra Zdrowia z dnia 21 stycznia 2009 roku,
zmieniajacym rozporzadzenie w sprawie standardow
jakosci dla medycznych laboratoriow diagnostycz-
nych i mikrobiologicznych (Zatacznik nr 3) [11, 12].
Ponizsze rekomendacje B-D uszczegdtowiaja zasady
funkcjonowania laboratorium zawarte w Zalaczniku
nr 3 do Rozporzadzenia Ministra Zdrowia.

. Rekomendacja: Badanie genetyczne moze by¢ wyko-
nywane wyltacznie pod nadzorem diagnosty laborato-
ryjnego lub lekarza, ktory jest zatrudniony w pracowni
wykonujacej to badanie oraz: 1) posiada tytut specja-
listy medycznej genetyki laboratoryjne;j i jest zatrud-
niony nieprzerwanie w pracowni wykonujacej badania
genetycznej lub 2) posiada co najmniej dwuletni staz
pracy w laboratorium genetycznym i jest w trakcie
specjalizacji z medycznej genetyki laboratoryjnej lub
3) w ciggu ostatnich 5 lat jest zatrudniony nieprzerwa-
nie w laboratorium genetycznym prowadzacym bada-
nia mutacji w genie EGFR i rearanzacji genu ALK.

C. Rekomendacja: Badanie mutacji w genie EGFR oraz

rearanzacji genu ALK jest rutynowa procedurg oceny
niedziedzicznych nieprawidtowosci genetycznych
w komarkach nowotworowych. Nie jest wigc koniecz-
ne uzyskanie odrebnej $wiadomej zgody pacjenta
na wykonanie badania genetycznego. Ogdlna zgoda
na przeprowadzenie badan diagnostycznych, w tym
badania mutacji genu EGFR i rearanzacji genu ALK,
powinna by¢ uzyskiwana przy przyjeciu do szpitala
i przechowywana razem z catg dokumentacja chorego.

D. Rekomendacja: Zaleca si¢, aby laboratoria gene-

tyczne, wykonujace diagnostyke mutacji genu EGFR
i rearanzacji genu ALK, prowadzily okresowa we-
wnetrzna kontrole jakosci wykonywanych badan oraz
uczestniczyly w programach zewnetrznej oceny jako-
sci (EQA, external quality assessment) [12]. Polskie
laboratoria genetyczne maja dostep do programéw
EQA prowadzonych przez uznane mi¢dzynarodowe
os$rodki badania jakoSci w diagnostyce genetycznej
(np. European Molecular Quality Network, European
Society of Pathology) i powinny posiada¢ certyfikaty
jakosci wydane przynajmniej przez jeden z nich.

E. Rekomendacja: Zaleca si¢ opracowanie polskiego

programu zewngtrznej kontroli jakosci obejmujace-
go badanie mutacji genu EGFR i rearanzacji genu
ALK w materiale od chorych na NDRP.

4. Wymagania dotyczace technik oraz
zakresu badania mutacji genu EGFR

A. Rekomendacja: Badanie genetyczne w kierunku

mutacji genu EGFR powinno by¢ wykonywane je-
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dynie w materiale zabezpieczonym odpowiednimi
technikami: 1) fragmentach tkanek utrwalonych
w formalinie i zatopionych w parafinie (materiat
preferowany ze wzgledu na stabilno$¢, przydatny
do badania genetycznego nawet po kilku latach od
pobrania materiatu); 2) Swiezo pobranych fragmen-
tach tkanek; 3) tkankach zamrozonych; 4) tkankach
utrwalonych w alkoholu. Materialy utrwalone w inny
sposéb, zwlaszcza z zastosowaniem utrwalaczy za-
wierajacych zwiazki metali ciezkich lub roztworéw
o wiladciwoSciach odwapniajacych i w Srodowisku
kwasnym, nie powinny by¢ wykorzystywane do oceny
mutacji genu EGFR. Zaleca si¢ Sciste przestrzeganie
czasu utrwalania tkanek w 10-procentowym zbuforo-
wanym roztworze formaliny, ktéry powinien wynosi¢
6-48 godzin. Kazde odstepstwo od rutynowych
procedur laboratoryjnych, zwtaszcza zalecanego
czasu utrwalania oraz metody zatapiania tkanek
w parafinie, nalezy odnotowac w raporcie patomor-
fologicznym ze wzgledu na ich ewentualny wplyw na
integralno$¢ DNA komorek nowotworowych [5-8].
. Rekomendacja: Material cytologiczny, zwlaszcza
utrwalony w postaci cytoblokéw lub jako rozmaz
na szkietku podstawowym, jest wlasciwy do analizy
mutacji genu EGFR. Zawiesina komoérek do sporza-
dzenia cytobloku powinna by¢ utrwalona w 10-pro-
centowym zbuforowanym roztworze formaliny lub
w 70-procentowym roztworze etanolu przez 6-48 go-
dzin. Zaleca sig, aby laboratorium przeprowadzito
walidacje pelnej procedury opracowania materiatu
cytologicznego, w tym jego utrwalania i analizy gene-
tycznej w kierunku mutacji genu EGFR [5-8, 13, 14].
. Rekomendacja: Zaleca si¢, aby wybor reprezen-
tatywnego materiatu do oznaczenia mutacji genu
EGFR byt dokonywany przez patomorfologa. Ko-
nieczna jest ocena procentowej zawartoSci komorek
nowotworowych i ognisk martwicy, a w przypadku
preparatéw cytologicznych takze liczby komoérek no-
wotworowych. Wskazane jest przygotowanie seryjnie
skrojonych preparatéw z bloczkéw parafinowych
lub cytoblokéw wedtug nastepujacego schematu:
pierwszy preparat gruboSci 3 um przeznaczony do
oceny zawartoSci komodrek nowotworowych w ba-
danym materiale (barwienie hematoksyling i eozy-
na — H+E); drugi preparat o grubo$ci minimum
8-10 wm przeznaczony do izolacji DNA (w przy-
padku materiatéw bogatokomdrkowych, dopuszcza
sie skrojenie kilku preparatéw o grubosci 8-10 wm);
preparaty trzeci i czwarty o grubosci 3-5 um przezna-
czone do oceny rearanzacji genu ALK [metoda flu-
orescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, fluorescent
in situ hybridization) i immunohistochemiczna (IHC,
immunohistochemistry)], jesli laboratorium uzywa
tych metod do wstepnej diagnostyki rearanzacji genu
ALK); piaty preparat o grubosci 3 um przeznaczony

D.

do ponownej oceny zawartos$ci komdrek nowotwo-
rowych [6-8].

Rekomendacja: Konieczne jest dokonanie oceny ilo-
$ci i jakoSci DNA po jego wyizolowaniu z materiatu
diagnostycznego [6-8].

Rekomendacja: Analiza genetyczna materiatu cyto-
logicznego utrwalonego na szkietku podstawowym
powinna by¢ wykonana w rozmazach wybarwionych
hemotoksyling i eozyng (H + E). Nie rekomenduje
si¢ wykorzystywania szkietek z barwiefi immunohi-
stochemicznych [6-8, 13, 14].

Zaleca sig¢, aby identyfikacja komérek nowotworo-
wych i ich lokalizacji w preparacie byta dokonywana
przez patomorfologa. Postepowanie w laborato-
rium genetycznym powinno obejmowac inkubacje
preparatu w roztworze ksylenu przez co najmniej
4-6 godzin (optymalnie 12 godzin), usunigcie szkiel-
ka nakrywkowego oraz izolacj¢ DNA z komérek
usuni¢tych mechanicznie ze szkietka podstawowego
wylacznie z miejsc uprzednio oznaczonych przez
patomorfologa [6-8, 13, 14].

Rekomendacja: Laboratorium genetyczne ma obo-
wiagzek ustalenia w drodze wewnetrznej kontroli
jako$ci minimalnego odsetka komérek nowotwo-
rowych w preparacie, ktory zapewnia wiarygodng
ocen¢ mutacji genu EGFR [6-8, 12].

Dopuszcza si¢ wykonanie mikrodyssekcji komdrek
nowotworowych z badanego materiatu w celu zwigk-
szenia ich odsetka [6-8].

. Rekomendacja: Do izolacji DNA nalezy wyko-

rzystywac zestawy odczynnikdw przeznaczone do
diagnostyki in vitro (oznaczone symbolem CE-IVD)
[6-8, 12].

. Rekomendacja: Laboratorium genetyczne moze wy-

korzystywac rézne techniki oznaczania mutacji genu
EGFR, pod warunkiem ze zostaly one poddane wa-
lidacji i doktadnie opisane zgodnie z obowiazujacym
w Polsce prawem (Ustawa z dnia 18 marca 2011 r.
o Urzedzie Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wy-
robow Medycznych i Produktéw Biobdjczych).
Wskazane jest stosowanie metod przeznaczonych do
diagnostyki in vitro (oznaczone symbolem CE-IVD)
[6-8, 12, 15-17].

Zaleca si¢ korzystanie z technik opartych na reakcji
polimerazy tahcuchowej (PCR, polymerase chain
reaction), w tym przede wszystkim PCR z analiza
w czasie rzeczywistym (RT-PCR, real time polymerase
chain reaction). Konieczne jest, aby czuto$¢ stosowa-
nej metody analizy mutacji genu EGFR zapewniata
wiarygodna analize materiatu tkankowego zawiera-
jacego co najmniej 50% komorek nowotworowych.
W takich materiatach dopuszczalna jest analiza
genetyczna z wykorzystaniem sekwencjonowania
metoda Sangera. Wskazane jest jednak stosowanie
bardziej czutych technik molekularnych umozliwia-
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jacych identyfikacje mutacji genu EGFR w materiale
zawierajacym co najmniej 10% komorek nowotwo-
rowych [6-8, 15-16].

Zaleca sig, aby laboratorium nieposiadajace tech-
nicznych mozliwoSci analizy genetycznej materiatu
o niskim odsetku komdrek nowotworowych nie-
zwlocznie przekazato go do osrodka referencyjnego,
informujac o tym réwniez zleceniodawcg [6-8].
Rekomendacja: Wymagane jest, aby laboratorium
dysponowalo metodyka umozliwiajaca identyfikacje
wszystkich mutacji genu EGFR, ktorych czestos¢ wy-
stgpowania wynosi co najmniej 1% (wsrod znanych
mutacji genu EGFR) (tab. 1) [6-8, 16].

. Rekomendacja: Zaleca si¢, aby badanie materiatu
tkankowego w kierunku mutacji T790M genu EGFR
(zwigzanej z opornoscig na IKT EGFR) byto wykony-
wane za pomocg technik o wysokiej czutosci, zapew-
niajacych wiarygodna analize materiatu zawierajace-
£o co najmniej 5% komoérek nowotworowych [6-8].
. Rekomendacja: Nie zaleca si¢ stosowania reakcji
IHC do okreslenia ekspresji biatka EGFR oraz
badania liczby kopii genu EGFR technika fluore-
scencyjnej lub chromogenicznej hybrydyzacji in situ

teriat histologiczny lub cytobloki). Nie ma mozliwosci
wiarygodnego oznaczenia rearanzacji genu ALK
w preparatach cytologicznych barwionych H + E
lub w reakcji immunohistochemicznej [6, 18-19].

D. Rekomendacja: Zaleca si¢, aby badanie rearanza-

cji genu ALK bylo wykonywane przez diagnoste
laboratoryjnego lub patomorfologa. Warunkiem
koniecznym jest réwnoczesne stosowanie kontroli
pozytywnej i negatywne;.
Zaleca si¢, aby ocena wizualna preparatéow byla
zawsze dokonywana przez dwéch niezaleznych
obserwatoréw posiadajacych do§wiadczenie w inter-
pretacji i odczycie wynikéw badan FISH oraz IHC
[6, 18, 19].
Zaleca sig¢, aby w ocenie preparatow uczestniczyt
patomorfolog posiadajacy doswiadczenie w inter-
pretacjii odczycie wynikéw barwienia metoda FISH.
. Rekomendacja: Nie s3 wymagane badania diagno-
styczne w kierunku mutacji genu ALK zwigzanych
znabytg opornoscia na inhibitory kinazy tyrozynowej
ALK [6, 19].

w celu kwalifikacji do terapii inhibitorami kinazy
tyrozynowej EGFR. Nie zaleca si¢ takze oznaczania
mutacji w genie KRAS w celu kwalifikacji do terapii
IKT EGFR [2, 6-8].

6. Sporzadzanie sprawozdan z badania
genetycznego oznaczania mutaciji
genu EGFR i rearanzacji genu ALK

A. Rekomendacja: Konieczne jest, aby sprawozdanie
z badania mutacji genu EGFR i rearanzacji genu
ALK zawierato wynik badania przedstawiony zgod-
nie z nomenklaturg Human Genom Variation Society
(HGVS) [20] oraz jego interpretacje sformutowang
w sposob zrozumialy dla lekarza onkologa lub pul-

5. Wymagania dotyczgce technik oraz
zakresu badania rearanzacji genu ALK

A. Rekomendacja: Konieczne jest potwierdzenie obec-

noSci rearanzacji genu ALK w materiale tkankowym
za pomoca techniki FISH z wykorzystaniem sond
dwukolorowych typu ,,break-apart”. Technika IHC
moze by¢ stosowana jako metoda przesiewowa
w kwalifikacji materiatéw tkankowych do oznaczenia
rearanzacji ALK technika FISH pod warunkiem
uprzedniej walidacji. Zaleca si¢ wykorzystywanie
zestawow posiadajacych certyfikat do diagnostyki
in vitro (oznaczone symbolem CE-IVD) [6, 15-19].
. Rekomendacja: Nie zaleca si¢ stosowania techniki
RT-PCR jako metody alternatywnej dla metody
FISH w ocenie rearanzacji genu ALK [6, 18, 19].

. Rekomendacja: Zaleca si¢, aby wybor reprezen-
tatywnego materialu do oceny rearanzacji genu
ALK byt dokonywany przez patomorfologa zgodnie
z zaleceniem zawartym w Rekomendacji C w pkt 4.
Konieczne jest rowniez okrelenie architektury
tkanki nowotworowej lub lokalizacji komo6rek nowo-
tworowych w materiale cytologicznym, jak rowniez
jakosci tego materiatu [6, 18, 19].

Material do badania rearanzacji genu ALK powinien
by¢ przechowywany w bloczkach parafinowych (ma-

monologa oraz patomorfologa.

. Rekomendacja: Zaleca si¢, aby sprawozdanie z ba-
dania genetycznego mutacji genu EGFR zawierato
w szczegOlnosci: 1) dane umozliwiajace niewatpliwg
identyfikacje pacjenta; 2) dane identyfikujace oSro-
dek zlecajacy badanie genetyczne oraz nazwisko
lekarza onkologa lub pulmonologa zlecajacego
badanie; 3) dane identyfikujace pracowni¢ patomor-
fologii, w ktérej przeprowadzono badanie patomor-
fologiczne oraz nazwisko wykonujacego to badanie
lekarza patomorfologa; 4) numer preparatu skiero-
wanego do badania genetycznego wraz z doktadnym
rozpoznaniem patomorfologicznym i odsetkiem
komérek nowotworowych zawartych w preparacie
oraz wynikami badan immunohistochemicznych,
jezeli byly przeprowadzane; 5) opis i czutos¢ tech-
niki wykorzystanej do oceny mutacji genu EGFR,;
6) wykaz badanych mutacji; 7) opisowa oceng jakosci
wyizolowanego DNA; 8) wynik badania genetyczne-
go wraz z interpretacja kliniczna; 9) date otrzymania
materialu i przeprowadzenia badania; 10) podpis
diagnosty laboratoryjnego wykonujacego oznaczenie
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Tabela 1. Znane mutacje w genie EGFR (NM_005228.3), ktérych czestos¢ wystepowania wynosi co najmniej 1% sposréd

wszystkich mutacji tego genu [16]

Ekson Kodon Mutacja Substytucje Szacowana czestos¢
genu genu EGFR nukleotydowe wystepowania wsréd
EGFR mutacji EGFR (%)
p-E709K c.2125G>A
p.E709A c.2126A>C
p.E709G c.2126A>G
E709 p.E709V c.2126A>T 1
p.E709D c.2127A>C,
18. C.2127A>T
p.E709Q c.2125G>C
p.G719S c.2155G>A
p-G719A c.2156G>C
G719 2-5
p.G719C c.2155G>T
p.G719D c.2156G>A
K739
1740
P741 Insercje 1
V742 18-pz
A743
1744
E746
19.
L747 i
Delecje (pz)
R748 9
E749 12
45
A750 15
1751 18
24
S752
P753
S768
V769
b770 Insercje (pz)
N771 3 4-10
20. P772 9
H773
V774
S768 p.S768I c.2303G>T 1-2
T790 p.T790M c.2369C>T 2
p.L858R €.2573T>G 40
L858
91 p.L858M c.2572C>A
' p.L861Q €.2582T>A
L861 2-5
p.L861R c.2582T>G

pz — pary zasad

oraz osoby autoryzujacej wynik: diagnosty labora-
toryjnego ze specjalizacja z laboratoryjnej genetyki
medycznej, lekarza patomorfologa lub lekarza ze
specjalizacja w zakresie genetyki klinicznej. Nie za-
leca si¢, aby sprawozdanie z badania genetycznego
zawieralo szczegdtowe sugestie odno$nie wyboru

konkretnego leku ukierunkowanego molekularnie
[6-8, 12].

C. Rekomendacje: Sprawozdanie z badania genetyczne-

go rearanzacji genu ALK powinno zawiera¢ dane wy-
mienione w punktach 1-4 oraz 6-7 Rekomendacji B
w pkt 6, a takze obligatoryjnie opis techniki wykorzy-
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stanej do oceny rearanzacji genu ALK, informacje
na temat liczby ocenionych jader komoérkowych
(technika FISH) i poziomu ekspresji biatka EML4-
-ALK (technika IHC) [6-8].
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