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STRESZCZENIE

W kwietniu 2018 roku ukazaly sig zalecenia ekspertow CAR IASCL i AMP dotyczace wykonywania badarn genetycznych
w kwalifikacji chorych na raka ptuca do terapii inhibitorami kinaz tyrozynowych. Zalecenia te obejmuja konieczno$¢
wykorzystania nowych technologii, badania niedawno odkrytych nieprawidtowosci genetycznych oraz badania szero-
kiej populacji chorych na raka ptuca. Predykcyjne biomarkery musza by¢ bezwzglednie oznaczone w celu kwalifikacji
do leczenia I- i lI-linii terapiami ukierunkowanymi u chorych na miejscowo zaawansowanego i zaawansowanego
niedrobnokomaorkowego raka ptuca (NDRP). U chorych na NDRP o typie innym niz ptaskonabtonkowy w pierwszej
kolejnosci wykonuije sig badanie mutacji w genie EGFR (wszystkie najczesciej wystepujace mutacje w eksonach
18.-21. genu EGFR), nastepnie badanie ekspresji nieprawidiowego biatka ALK metoda IHC i/lub rearanzacji genu
ALK metoda fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH). Po wykluczeniu tych nieprawidiowo$ci kolejnymi zaleca-
nymi badaniami jest ocena rearanzacji genu ROS1 metoda FISH i ekspresji biatka PD-L1 metoda IHC. Ponadto po
wykluczeniu wystepowania wyzej wymienionych nieprawidfowosci uzasadnione moze by¢ przeprowadzenie badania
mutacji i rearanzacji w genach BRAF, MET, HER2, RET, KRAS, jesli dostepne sg nowe terapie ukierunkowane mole-
kularnie, na przyktad w ramach badan klinicznych. W przypadku poszerzenia diagnostyki genetycznej uzasadnione
jest jednoczasowe zbadanie wszystkich nieprawidtowosci genetycznych za pomocg techniki sekwencjonowania
nowej generacji (NGS). Opisane nieprawidtowosci powinno sig bada¢ w materiale pobranym z pierwotnego lub
przerzutowego guza nowotworowego. W przypadku braku takiego materiatu lub u chorych progresujgcych w trakcie
terapii inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR, dopuszczalne jest badanie nieprawidtowosci genetycznych w wolnym
krazacym DNA, przy zastrzezeniu, ze metoda ta moze nie mie¢ wystarczajgcej czutosci. Badania genetyczne po-
winny umozliwi¢ wykrycie omawianych zmian genetycznych w przypadku obecnosci 20% komorek nowotworowych
w badanym materiale. Kryteria te spetniaja takie metody, jak allelospecyficzny real-time PCR, cyfrowy, kroplowy PCR
oraz NGS. Eksperci podsumowuia, ze rozwoj nowych technologii badan genetycznych oraz nowych metod leczenia,
w tym immunoterapii jest tak dynamiczny, ze nalezy dgzy¢ do corocznego opracowywania nowych rekomendaciji.
Stowa kluczowe: niedrobnokomarkowy rak ptuca, inhibitory kinaz tyrozynowych, mutacje genowe, rearanzacje
genowe, diagnostyka molekularna

ABSTRACT

In April 2018, the updated CAP, IASLC and AMP recommendations were issued to perform genetic testing in quali-
fication of lung cancer patients for tyrosine kinase inhibitors treatment. These suggested to use new technologies
to study recently discovered genetic abnormalities, as well as to expand population of lung cancer patients which
should be tested. In patients with locally advanced and advanced non-small cell lung cancer (NSCLC), predictive

biomarkers must be absolutely tested for qualification of these patients for I- and Il-line targeted therapies. In non-

197


mailto:krapa@poczta.onet.pl

ONKOLOGIA W PRAKTYCE KLINICZNEJ — EDUKACJA 2019, tom 5, nr 3

squamous NSCLC patients, EGFR gene mutations (the most frequent mutations in exons 18-21 of EGFR gene) should
be first tested, followed by abnormal ALK protein expression testing and/or ALK gene rearrangement analysis with
fluorescent in situ hybridization (FISH). After excluding these abnormalities, evaluation of ROS7 gene rearrangement
by FISH should be analysed. Moreover, BRAF, MET, HER2, RET and KRAS genes abnormalities could be diagnosed if
new molecular-targeted therapies are available, e.g. in clinical trials. When molecular diagnosis should be expanded,
all genetic abnormalities could be analysed by next generation sequencing (NGS) technique. The described ab-
normalities should be examined in material taken from the primary or metastatic tumor. Free circulating DNA could
be used, but with limited sensitivity, to test resistance mutations in patients progressing during EGFR TKI therapy.
The analytical techniques used for molecular analysis shall be sensitive enough to detect all genetic abnormalities
in materials containing at least 20% of tumor cells. The techniques such as allele-specific real-time PCR, digital-
droplet PCR and NGS meet these criteria. To conclude, the dynamic development of new technologies and new
treatment methods including immunotherapy enforces the necessity to write updated recommendations annually.
Key words: non-small cell lung cancer, tyrosine kinase inhibitors, genetic mutations, gene rearrangement,

molecular diagnosis

Copyright © 2019 Via Medica
ISSN 2450-1646

Wstep

Miejscowo zaawansowany i uogélniony rak ptuca
pozostaje nadal $miertelng choroba, a mediana prze-
zycia wielu chorych nie przekracza jednego roku. Jed-
nak u chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca
(NDRP) z nieprawidlowoS$ciami genetycznymi w takich
genach, jak EGFR, ALK lub ROS1, wskazane jest zasto-
sowanie terapii ukierunkowanych molekularnie, ktére
wielokrotnie przedtuzaja czas zycia chorych, nawet do
5 lat. Poniewaz nieprawidtowosci te wystepuja gtéwnie
u chorych na raka gruczolowego, zawezono wskazania do
badan genetycznych do tej populacji chorych na NDRP.
Obecnie wskazania do wykonania badan genetycznych
ulegly znaczacym zmianom w zwiazku z pojawieniem
si¢ nowych lekéw ukierunkowanych na nowe cele mo-
lekularne oraz immunoterapii, a takze w zwiagzku z ko-
nieczno$cig wykonania niektorych testow genetycznych
u chorych na inne typy patomorfologiczne raka ptuca.

W marcu 2018 roku ukazaly si¢ w Archivum of
Pathology and Laboratory Medicine uaktualnione zale-
cenia dotyczace wskazan do prowadzenia diagnostyki
genetycznej u chorych na raka pluca w kwalifikacji do
terapii ukierunkowanych molekularnie inhibitorami
kinaz tyrozynowych (IKT). Zalecenia stworzyli (podob-
nie jak pierwsze wydane w 2013 r.) eksperci z College of
American Pathologists (CAP), International Association
for the Study of Lung Cancer (IASLC) oraz Associa-
tion for Molecular Pathology (AMP). W stosunku do
poprzedniej wersji, standardy diagnostyki genetycznej
uzupetniono o konieczno$¢ wykorzystania nowych tech-
nologii, badania niedawno odkrytych nieprawidlowosci
genetycznych odpowiedzialnych za powstanie nowych
celow dla terapii ukierunkowanych molekularnie oraz
o badania szerszej populacji chorych na raka ptuca,
ktéra moze odnies$¢ korzys$¢ z personalizowanych metod
leczenia. W stosunku do 2013 roku powstato 18 nowych
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rekomendacji do wykonywania badan genetycznych,
a 3 rekomendacje zostaly znaczaco zmodyfikowane.

Zmiana zalecefi wynika miedzy innymi z koniecz-
nosci badania genetycznego materiatu cytologicznego
uzyskanego w drodze biopsji przezoskrzelowej wyko-
nywanej pod kontrola USG wewnatrzoskrzelowego
(EBUS-TBNA, endobronchial ultrasound — transbron-
chial needle aspirations) podczas zabiegu bronchoskopii
u chorych na miejscowo zaawansowanego lub przerzu-
towego NDRP. Materiat ten zawiera niewielka liczbe
komoérek nowotworowych, co wymaga zastosowania
czulych metod genetycznych do wykrycia wszystkich
nieprawidtowosci genetycznych, kwalifikujacych chorych
do terapii pierwszej linii z udziatem inhibitoréw kinaz
tyrozynowych (IKT) EGFR, ALK lub ROS1. Dotyczy to
takze metod wykorzystywanych do wykrywania mutacji
T790M w genie EGFR u chorych z wtérna opornoscia
na dziatanie IKT EGFR pierwszej i drugiej generacji
w kwalifikacji do terapii IKT EGFR trzeciej generacji.
W tym miejscu pojawia si¢ mozliwo$¢ zastosowania
technologii sekwencjonowania nowej generacji (NGS,
next generation sequencing) do badania nie tylko mutacji
irearanzacjiw genach EGFR, ALK i ROS1, ale réwniez
nieprawidlowosci genetycznych w genach HER2, MET,
BRAF, KRAS i RET. W przypadku braku dostepnosci
do tkanki lub komérek nowotworowych, eksperci
dopuszczaja mozliwo$¢ badania wolnego, krazacego,
nowotworowego DNA (cfDNA, cell-free DNA) we
krwi obwodowej w celu wykrycia nieprawidtowosci
genetycznych i kwalifikacji do terapii ukierunkowanych
molekularnie, zwracajac jednocze$nie uwage, ze metoda
ta moze nie posiada¢ wystarczajacej czutoéci. Ponadto
eksperci zalecaja metode immunohistochemiczna (IHC,
immunohistochemistry) jako alternatywna do metody
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, fluorescen-
ce in situ hybridisation) do badania nieprawidtowosci
w genie ALK.
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Zalecenia wspdlne i uaktualnione dia
rekomendacji z 2013 roku i 2018 roku

U wszystkich chorych na miejscowo zaawansowane-
go iuogdlnionego raka gruczotowego lub NDRP z kom-
ponenta raka gruczotowego nalezy wykona¢ badania
genetyczne w celu wykrycia mutacji w eksonach od 18.
do 21. genu EGFR. Zbadane powinny by¢ te mutacje
genu EGFR, ktore wystepuja z czestoScia wieksza niz
1% wsrdéd znanych mutacji tego genu (substytucje w ko-
donach 709, 719, 768, 790, 858, 861, delecje w eksonie
19 oraz insercje w eksonie 20). W przypadku zawarto-
$ci ponad 50% komorek nowotworowych w badanym
materiale mozliwe jest zastosowanie wszystkich metod
genetycznych umozliwiajacych wykrycie wymienionych
mutacji, ktore zostaly odpowiednio zwalidowane dla
danego laboratorium i sa zgodne z Clinical Laboratory
Improvement Act z 1988 roku oraz ich wykonanie nie
wymaga dtuzszego czasu niz 10 dni od daty otrzymania
materiatu. W 2018 roku obnizono minimalny odsetek
komérek nowotworowych, ktéry kwalifikuje do badania
mutacji EGFR do 20%, co wymusza zastosowanie czul-
szych technik niz sekwencjonowanie metoda Sangera.

Po wykluczeniu obecnoSci mutacji w genie EGFR
w tej grupie chorych nalezy takze wykona¢ badanie
rearanzacji genu ALK. W 2013 roku do badania re-
aranzacji genu ALK byta rekomendowana tylko metoda
FISH, co zostato zupetie zmienione w 2018 roku, kiedy
za niemal réwnorzedna uznano metodg ITHC (zostanie
to oméwione w dalszej czgsci tego opracowania).

W kwalifikacji do badafi genetycznych nie moga
by¢ wykorzystane takie czynniki jak ekspozycja na dym
tytoniowy, wiek, pte¢ i pochodzenie etniczne oraz wyste-
powanie mutacji w genie KRAS. Chociaz wystgpowanie
mutacji w genie KRAS wyklucza wystgpowanie mutacji
w pozostatych genach, to jednak wykonanie dodatko-
wego testu w celu wykrycia mutacji KRAS wydtuza czas
prowadzenia diagnostyki (czas do rozpoczecia lecze-
nia) oraz doprowadza do zuzycia cennego materialu
diagnostycznego z guza nowotworowego. Eksperci nie
zalecaja badania mutacji genu EGFR u chorych na raka
ptaskonabtonkowego, jesli w materiale pooperacyjnym
nie stwierdzono zadnej komponenty raka gruczotowego.
Metoda FISH nie powinna byé wykorzystana w celu ba-
dania nieprawidlowosci genu EGFR (powielenie liczby
kopii genu) w kwalifikacji do terapii IKT EGFR. Nadal
pozostaja otwarte pytania, czy badanie mutacji w genie
EGFR irearanzacji genu ALK nalezy wykonywac u cho-
rych we wezesnych stadiach zaawansowania. Przestanek
do wykonania takiego badania dostarcza potencjalny
dostep do badan klinicznych nad terapiami adjuwan-
towymi z udzialem IKT EGFR i ALK oraz wysokie
ryzyko nawrotow po leczeniu chirurgicznym. Nadal dys-
kusyjne jest wykonanie badaf genetycznych u chorych
na raka gruczolowo-ptaskonabtonkowego z niewielka
komponenta raka gruczotowego lub u chorych na raka

ptaskonabtonkowego, u ktérych, z uwagi na niska liczbe
komoérek nowotworowych w materiale z biopsji, nie
mozna wykluczy¢ komponenty raka gruczotowego.

W 2018 roku powyzsze zalecenia uzupetniono.
Przede wszystkim stwierdzono, ze wszystkie odpowied-
nio utrwalone preparaty cytologiczne, zawierajace odpo-
wiednig liczb¢ komé6rek nowotworowych, moga by¢ ba-
dane na obecno$¢ nieprawidlowosci genetycznych, przy
czym w przypadku poszukiwania mutacji w genie EGFR
wystarczajaca jest metoda allelospecyficznego real-time
PCR, a w przypadku badania rearanzacji w genach
ALK lub ROS1 — metoda NGS. Ponadto w zwiazku
zwykorzystaniem EBUS-TBNA w diagnostyce chorych
na NDRP, wymagane jest wykorzystanie technik gene-
tycznych (allelospecyficzny real-time PCR, kroplowy,
cyfrowy PCR lub NGS zamiast sekwencjonowania
bezposredniego metoda Sangera), ktére umozliwiaja
wykrycie mutacji w genie EGFR w preparatach zawie-
rajacych co najmniej 20% komodrek nowotworowych.
Podtrzymane zostato stanowisko, ze metoda IHC nie
moze by¢ dluzej wykorzystana w ocenie ekspresji biatka
EGFR w kwalifikacji do terapii IKT EGFR. Eksperci
podkreslaja, ze jedynie wykrycie mutacji w genie EGFR
jest czynnikiem predykcyjnym dla terapii IKT EGFR.
Ponadto metody IHC, ktére wykrywaja nieprawidtowe
biatko EGFR (powstate w skutek delecji w eksonie 19
lub substytucji w eksonie 21) musza zostaé zastapione
metodami genetycznymi. Wynika to z faktu, ze prze-
ciwciala przeciwko EGFR wykrywaja nieprawidiowy
receptor, tylko jesli powstat on w wyniku mutacji L858R
lub niektdrych rodzajéw delecji w eksonie 19, natomiast
nie sa specyficzne w stosunku do nieprawidtowego
biatka powstalego w wyniku rzadkich rodzajéw delec;ji
w eksonie 19 i innych rzadkich mutacji w genie EGFR.

Nowe zalecenia dotyczace
wykonywania badan genetycznych

u chorych na niedrobnokomérkowego
raka ptuca

Eksperci CAP, International Association for the Study
of Lung Cancer (IASLC) i AMP podzielili nowe rekomen-
dacje wedhug problemdw diagnostyczno-terapeutycznych
u chorych na NDRP, ktére pojawily sie w ostatnich latach.
Przedstawili 5 pytafi dotyczacych diagnostyki.

Pytanie 1. Jakie nowe geny powinny by¢ badane
u chorych na raka ptuca?

Wyrézniono dwie kategorie genow:

1. dla ktérych wykonanie badan genetycznych jest
niezbedne oraz,

2. dla ktérych wykonanie badan genetycznych ma
charakter badawczy i moze by¢ wykorzystane
w kwalifikacji do terapii w ramach badan klinicznych.
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Badanie rearanzacji genu ROS1 (1. kategoria genéw)

Eksperci podkreSlaja, ze mozliwo$¢ zbadania genow
EGFR, ALK i ROSI musi istnie¢ we wszystkich labora-
toriach zajmujacych si¢ molekularng diagnostyka raka
ptuca i wykonujacych testy jednogenowe (single-gene
assays). W odréznieniu od poprzednich rekomenda-
cji, obecnie uwaza sie, ze istniejq silne przestanki do
badania rearanzacji genu ROSI u chorych na raka
gruczolowego w kwalifikacji do terapii I linii za pomoca
kryzotynibu. Nieprawidlowos¢ ta wystepuje u 2-3%
chorych na raka gruczotowego, gléwnie niepalacych
papierosow. Brak jest mocnych danych dotyczacych
réznic w czestosci wystepowania rearanzacji genu ROS!
u chorych z réznych grup etnicznych oraz w zaleznoSci
od pfci i wieku.

Badanie rearanzacji genu ROS! wykonuje si¢ naj-
czesciej za pomoca metod cytogenetycznych (FISH)
oraz za pomoca metod molekularnych (NGS i technika
real-time PCR z zastosowaniem odwrotnej transkrypcji
(RT-PCR, reverse transcription PCR). Chociaz badanie
rearanzacji genu ROSI za pomoca metody RT-PCR
zostalo uznane za wiarygodne w niektérych krajach
azjatyckich i europejskich, to jego wyniki moga by¢
jednak falszywie ujemne z uwagi na wystgpowanie wielu
wariantow rearanzacji genu ROS! (partnerami do fuzji
dla genu ROS! sa miedzy innymi geny SLC34A42, CD74,
TPM3 i inne) niewykrywalnych technika RT-PCR.
Dlatego w Stanach Zjednoczonych czgsciej do badania
rearanzacji genu ROS1 wykorzystuje si¢ technik¢ FISH
z sondami molekularnymi typu break-apart. Natomiast
metoda immunohistochemiczna wykrywajaca ekspresje
nieprawidlowego biatka ROS1 na komérkach nowotwo-
rowych moze by¢ w USA wykorzystywana jako przesie-
wowa w kwalifikacji materialu do badan genetycznych.
Kazdy dodatni wynik badania IHC musi by¢ zawsze
potwierdzony metodami genetycznymi, natomiast wynik
ujemny badania IHC nie wymaga potwierdzenia. Zalece-
nie to wynika z faktu, ze 1/3 chorych bez rearanzacji genu
ROS1 posiada komo6rki nowotworowe wybarwiajace si¢
przeciwciatem anty-ROS1 (najczesciej wykorzystuje si¢
klon D4D6) w postaci stabego odczynu IHC, kropko-
wania i odczynéw wystepujacych tylko we fragmentach
guza i czgSciach komorek. Czuto$c¢ i specyficznosc testu
IHC w stosunku do metody FISH ocenia si¢ na poziomie
96% i1 94%, jesli jako dodatni odczyn IHC przyjmuje
si¢ umiarkowane, silne lub bardzo silne wybarwienie
komorek (+2-+4).

Rearanzacja genu ROSI nie wspdlistnieje z innymi
nieprawidlowosciami genetycznymi, dlatego w przypad-
ku sekwencyjnego badania czynnikéw predykcyjnych
testami jednogenowymi nalezy rozpocza¢ od oceny
mutacji genu EGFR, nastepnie nieprawidlowosci genu
ALK i zakoficzy¢ diagnostyke molekularna na badaniu
rearanzacji genu ROSI. U chorych bez nieprawidto-
wosci w obrebie gendw EGFR, ALK, KRAS i BRAF

czesto$¢ wystepowania rearanzacji genu ROSI wynosi
5-10%.

Rekomendacje dotyczace koniecznos$ci badania genu
ROS1 u chorych na raka gruczotowego zostaly postawio-
ne na podstawie 9 badan. W najwazniejszym z nich 50
chorych z rearanzacja genu ROS1 potwierdzona metoda
FISH Iub RT-PCR otrzymato kryzotynib, co umozliwito
uzyskanie odpowiedzi na leczenie u 72% chorych oraz
mediany czasu wolnego od progresji (PFS, progression
free survival) — 19,2 miesiaca. Na tej podstawie kryzoty-
nib uzyskat w 2016 roku rejestracje w USA do leczenia
chorych na raka gruczotowego z rearanzacja genu ROS1.
Europejskie badanie oceniajace skutecznos$¢ kryzotynibu
u 32 chorych z rearanzacja genu ROS1 udowodnito wy-
stapienie odpowiedzi u 80% chorych i ocenito mediane
PFS na poziomie 9,1 miesiaca, co réwniez umozliwilo
stosowanie tego leku w Unii Europejskie;j.

Badanie nieprawidtowosci w genach z kategorii 2.

Nieprawidlowosci w genach BRAF, MET, RET,
ERBB2 (HER?2) i KRAS moga by¢ badane w ramach
pojedynczych testow (single-gene assays: techniki PCR
lub FISH) w drugiej kolejnosci, po wykluczeniu niepra-
widtowosci w genach EGFR, ALK i ROSI, u chorych
na NDRP o typie innym niz ptaskonabtonkowy, jeSli
material jest wystarczajacy do badafh genetycznych,
a chorzy maja szans¢ zakwalifikowaé si¢ do nowych
metod leczenia. Innymi stowy, badanie tych genéw za
pomoca testow jednogenowych nie jest rekomendowane
przez ekspertow CAP, IASLC i AMP do rutynowej
diagnostyki genetycznej u chorych na NDRP prowa-
dzonej przed rozpoczeciem leczenia. Natomiast moze
by¢ wskazane jednoczasowe badanie wszystkich gendw
z kategorii 1. (geny EGFR, ALK i ROS1) i 2. (geny
BRAF, MET, RET, HER2, KRAS), jesli laboratorium
wykorzystuje w diagnostyce technike NGS (panele
genetyczne). Jesli wykorzystuje testy jednogenowe,
to po wykluczeniu nieprawidtowosSci w obrgbie gendw
EGFR, ALK 1 ROSI mozna zawe¢zi¢ populacje chorych,
u ktorych nalezy wykonac badanie gendw z kategorii 2.,
dzigki badaniu najpierw mutacji w genie KRAS (sto-
sunkowo najczestsza mutacja u chorych na NDRP nie
wspolistniejaca z innymi mutacjami, 20-30% chorych na
raka gruczolowego posiada t¢ mutacj¢), a w przypadku
jej wykluczenia — badania gendw BRAF, MET, RET,
HER?2 (dobér testu do mozliwosci terapeutycznych).
Jednak u chorych bez nieprawidtowosci w genach
EGFR, ALK i ROS1 zbadanych technikami jednoge-
nowymi najbardziej wlaSciwe jest wykorzystanie paneli
genetycznych NGS i jednoczesne zbadanie wszystkich
gendw kategorii 2., jeSli istnieja ku temu przestanki
kliniczne (mozliwos$¢ kwalifikacji do leczenia). Dane
demograficzne (wiek, pte¢, status palenia) nie sg czyn-
nikami, ktére moga by¢ wykorzystane w kwalifikacji do
badania gendw kategorii 2.
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Badanie mutacji genu BRAF

Mutacje aktywujace w genie BRAF wystepuja
u 0,5-4,9% chorych na raka gruczotowego. W komorkach
NDRP obserwuje si¢ najczg¢sciej substytucje V60OE,
ktora wystepuje tez czesto w komorkach czerniaka, raka
brodawkowego tarczycy i raka jelita grubego. U chorych
na NDRP pojawia si¢ takze mutacja V600K oraz mutacje
w eksonach 11 (kodony 466 1469) oraz 15. Dlatego w ba-
daniach klinicznych wykorzystuje sie techniki NGS, ktére
pozwalaja na wykrycie wszystkich tych nieprawidtowosci.
Z tego tezwzgledu i z powodu nieustalonej specyficznosci
i czutoSci nie ma rekomendacji do wykorzystania techniki
IHC z przeciwcialem specyficznym do nieprawidlowego
biatka BRAF (VE1) do diagnostyki nieprawidtowosci
BRAF. W wigkszoSci badaf wykazano, ze mutacje w ge-
nie BRAF wystepuja cze¢sciej u chorych niepalacych oraz
u kobiet. Mutacja V600E nie wspotistnieje z nieprawidlo-
woSciami w genach KRAS, EGFR i ALK, ale pozostale
mutacje genu BRAF moga wspOlwystepowaé z mutacjami
kierujacymi w innych genach.

Rekomendacje dotyczace koniecznosci badania
genu BRAF eksperci oparli na analizie wynikéw
9 badan. W badaniu II fazy wykazano, ze monoterapia
dabrafenibem (inhibitor BRAF) u chorych w IV stopniu
zaawansowania raka gruczolowego ptuca z substytucja
V600E umozliwia uzyskanie odpowiedzi na leczenie
u 33% chorych. Terapia z wykorzystaniem dabrafenibu
i trametynibu (inhibitor MEK) podnosi ten odsetek
do 63%. W badaniu tym nie wykorzystywano innych
standardowych metod leczenia jako komparatora
skutecznosci dla dabrafenibu i trametynibu. Dlatego
eksperci CAP, IASLC i AMP uzalezniaja swoja opini¢
o konieczno$ci wykonania badania mutacji genu BRAF
podczas pierwszorazowe] diagnostyki od ewentualnych
wynikow prospektywnego badania klinicznego z udzia-
tem chorych z mutacja genu BRAF leczonych dabrafe-
nibem w potaczeniu z trametynibem lub chemioterapia.

Pamigtaé jednak nalezy, ze w Stanach Zjednoczo-
nych i Unii Europejskiej dabrafenib i trametynib sa
zarejestrowane do leczenia chorych na NDRP z mutacja
V600 genu BRAF, wigc najnowsze rekomendacje Eu-
ropean Society for Medical Oncology (ESMO) zalecaja
badanie mutacji genu BRAF (kodon 600) w trakcie kwa-
lifikacji do terapii I linii u chorych na zaawansowanego
NDRP. W zwiazku z tym badanie mutacji genu BRAF
(jako pojedyncze badanie technikami PCR lub w ramach
paneli genetycznych NGS) powinno stac si¢ badaniem
niezbednym na poczatku diagnostyki u chorych na za-
awansowanego raka gruczotowego.

Badanie nieprawidlowosci genu MET

Gen MET koduje receptor dla czynnika wzrostu
hepatocytéw (HGFR, hepatocyte growth factor receptor).
HGFR jest nadmiernie aktywowany u chorych na NDRP
w wyniku wysokiej jego ekspresji (20-70% chorych) spo-

wodowanej amplifikacja genu MET (ok. 2-4% chorych
nieleczonych i 5-20% chorych leczonych weze$niej IKT
EGFR), mutacjami w domenie dla kinazy tyrozynowej
genu MET lub mutacjami miejsca splicingowego w in-
tronach 13-14 lub w eksonie 14 genu MET. Mutacje
miejsca splicingowego powoduja pominigcie eksonu 14
(exon 14 skipping mutation, ok. 3-4% chorych na raka
gruczotowego) podczas sktadania mRNA dla genu MET.
Najpowazniejsza w skutkach i najtrudniejsza do wykrycia
jest mutacja splicingowa. Jej powstanie skutkuje utrata
w HGFR miejsca wigzania protonkogenu CBL (Casitas
B-lineage lymphoma) niezbednego do degradacji biatek
zaleznej od ich ubikwitynizacji. Innymi stowy, HGFR
nie jest degradowany na powierzchni komoérek i wy-
kazuje nadekspresje. TrudnoSci w opracowaniu testu
badajacego mutacje splicingowe wiaza si¢ ze zmiennym
rejonem ich wystepowania. Mutacje te (najczeSciej
delecje lub insercje, ale mozliwe sa tez substytucje)
moga wystepowac zaréwno w intronie 13 (splice donor)
i 14 (splice acceptor), jak réwniez w samym eksonie 14
genu MET. Dotychczas opisano ponad 100 réznych
nieprawidtowosci tego rodzaju. Wszystkie wymienione
nieprawidtowosci wystepuja przede wszystkim u chorych
na raka gruczotowego.

Do badania ekspresji HGFR i fosforylowanej for-
my HGRF na powierzchni komérek nowotworowych
wykorzystuje si¢ technike THC. Jednym z najczesciej
wykorzystywanych przeciwciat anty-MET jest klon SP44.
Nie ma dowodéw na to, ze wysoka ekspresja HGFR
na komoérkach nowotworowych ma jakakolwiek role
onkogenna, a jej badanie moze by¢ uzyteczne w terapii
anty-HGFR.

Badanie réznych nieprawidlowos$ci w genie MET
wymaga zastosowania réznych metod genetycznych.
Metoda FISH stosowana jest do badania amplifikacji
genu MET. W tym przypadku stosuje si¢ dwie sondy
molekularne specyficzne do fragmentu genu MET
i centromeru chromosomu 7. O poSredniej amplifikacji
genu MET $§wiadczy stosunek liczby sygnatéw z sondy
specyficznej do MET do liczby sygnaléw z sondy spe-
cyficznej do centromeru o wartosci 2,25, a 0 wysokiej
— powyzej 5. O wysokiej amplifikacji genu MET moz-
na takze méwi¢ w przypadku liczby sygnaléw z sondy
specyficznej do genu MET wynoszacej powyzej 5 (bez
koniecznosci obliczania powyzej wspomnianego wskaz-
nika). Posrednia amplifikacja genu MET moze wspotist-
nie¢ z innymi mutacjami i rearanzacjami genowymi, ale
takiego wspdtwystepowania nie stwierdza si¢ u chorych
zwysoka amplifikacja omawianego genu, co §wiadczy, ze
taka amplifikacja odgrywa wiodaca rol¢ w onkogenezie
raka gruczolowego ptuca.

W zwiagzku z duzym zréznicowaniem mutacji w re-
gionie eksonu 14 genu MET do ich badania uzywa
si¢ wylacznie technik NGS, ktére pozwalaja na kom-
pleksowe zbadanie intronu 13 i 14 oraz eksonu 14.
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W niektérych przypadkach niezbedne jest badanie
mRNA w celu potwierdzenia czy mutacje te mialy
wplyw na splicing mRNA. U 20% chorych z mutacja-
mi w regionie eksonu 14 genu MET wystepuje takze
amplifikacja tego genu.

U chorych z wysoka amplifikacja genu MET wyka-
zano skuteczno$¢ kryzotynibu (inhibitor ALK, ROS1
i MET). Ponadto w niewielkich badaniach klinicznych
wezesnych faz u chorych z mutacjami w rejonie eksonu
14 genu MET badano skuteczno$¢ kryzotynibu, sawo-
litynibu, tepotynibu, glesatynibu oraz kapmatynibu.
Amplifikacj¢ genu MET opisano po raz pierwszy jako
jeden z mechanizméw opornosci na terapi¢ IKT EGFR.
Dlatego tez podjeto proby przetamania tej opornosci
za pomocg onartuzumabu (przeciwciato anty-HGFR)
i tiwantynibu (IKT HGFR). Badania te zakonczyly si¢
jednak niepowodzeniem, mimo Ze w podgrupie z am-
plifikacja genu MET, wykazano wyzsza skuteczno$¢
tych lekéw. Natomiast w badaniu II fazy u 40% chorych
z opornoscia na IKT EGFR i wysoka amplifikacja genu
MET stwierdzono odpowiedZ na terapi¢ z udzialem
gefitynibu i kapmatynibu. Dotychczas nie zarejestro-
wano zadnej terapii u chorych z nieprawidlowos$ciami
genu MET.

Badanie pozostalych genow kategorii 2.

Rearanzacja genu RET wystepuje u 0,6-0,9%
chorych na NDRP i u 1,2-2% chorych na raka gru-
czolowego. Nie stwierdza si¢ jej u chorych na raka
ptaskonablonkowego, ale moze wystapi¢ w raku gru-
czolowo-plaskonabtonkowym. Zmiane¢ ta obserwuje
si¢ czeSciej u mtodych chorych nigdy niepalacych pa-
pieroséw. Partnerami do fuzji dla genu RET sa KIF5B
(najczestszy wariant rearanzacji wystepujacy u 90%
chorych z nieprawidlowosciami genu RET), CCDCo,
NCOA41TRIMM33. Rearanzacja genu RET nie wspot-
istnieje z innymi nieprawidlowo$ciami genetycznymi
w komoérkach NDRP. W dwoch badaniach klinicznych
IT fazy wykazano skuteczno$§¢ wandetanibu lub kabo-
zantynibu u chorych z rearanzacja genu RET, ale leki
te stosowano w malych grupach chorych. Do badania
genu RET wykorzystuje si¢ technike FISH z sondami
typu break-apart, technike IHC, RT-PCR lub NGS
(w ramach paneli genetycznych). Najczesciej do dia-
gnostyki rearanzacji tego genu wykorzystuje si¢ tech-
nike FISH, chociaz wystgpuja trudnoSci w interpretacji
wynikow (rozdzielenie sygnatdw z sond molekularnych
moze by¢ nieczytelne). Wynik 15% (rzadziej 20%)
jader z rearanzacja genu RET uznaje si¢ za pozytyw-
ny (podobnie jak w przypadku badania rearanzacji
genu ALK). W jednym badaniu oceniono przydatno$¢
techniki IHC do badania obecnosci nieprawidtowego
biatka RET (klon przeciwciata ab134100), stwierdzajac
czuto$¢ i specyficznosé tej metody na poziomie 100%

188% w stosunku do badania FISH. Technika RT-PCR
moze by¢ wykorzystywana do wykrywania najczestszych
genoéw fuzyjnych, ale rzadkie warianty rearanzacji genu
RET moga zosta¢ przeoczone. Dlatego techniki NGS
wydaja si¢ alternatywa do badania FISH w diagnostyce
nieprawidtowosci genu RET.

Powielenie liczby kopii lub amplifikacja genu ERBB2
(HER2) wystepuje u 2-5% chorych na NDRP. Te¢
nieprawidlowos$¢ genetyczna bada si¢ technikami THC
i FISH. Natomiast insercja w eksonie 20 (duplikacja
12 par zasad w kodonach 775-778) lub substytucja
w kodonie 310 genu HER2 wystepuja u 1-2% chorych
na raka gruczotowego i nie wspoétistnieja z innymi muta-
cjami kierujacymi. Mutacje te moga wspotistnie¢ z am-
plifikacja genu HER2. Mutacje genu HER?2 wystgpuja
u mlodych chorych niepalacych papieroséw. Mutacje
genu HER2 mozna badaé technikami PCR lub w ramach
paneli genetycznych NGS. U chorych z mutacjami genu
HER? obserwowano efekt terapeutyczny stosowania da-
komitynibu i afatynibu, a u chorych z amplifikacja genu
HER?2 — trastuzumabu w malych badaniach klinicznych
iw seriach opiséw przypadkéw.

Mutacje w genie KRAS wystepuja u 20-30%
chorych na raka gruczotowego zwtaszcza u palaczy
tytoniu (5% chorych niepalacych takze moze posiadaé
mutacje w genie KRAS). Mutacje te wystepuja czgsciej
u mezezyzn i u chorych rasy kaukaskiej niz u kobiet
i Azjatow. Najczestsze mutacje dotycza kodondéw 12.
113., rzadziej kodonu 61. i bardzo rzadko kodonu 146.
genu KRAS i moga by¢ wykrywane réznymi odmianami
technik PCR (allelospecyficzny real-time PCR, czy
kroplowy, cyfrowy PCR) oraz technikami sekwencjo-
nowania (pirosekwencjonowanie, NGS). Nie istnieja
terapie, ktérych skutecznos¢ zostataby udowodniona
u chorych na NDRP z mutacjami w genie KRAS.
W badaniu III fazy SELECT-1 selumetynib (inhibitor
MEKT1) byt stosowany tacznie z chemioterapig II linii
z uzyciem docetakselu u chorych z mutacjami w genie
KRAS. Odsetek odpowiedzi na terapi¢ wynidst 37%),
ale nie udalo si¢ zwigkszy¢ mediany czasu przezycia
catkowitego i czasu wolnego od progresji. Poniewaz
mutacje w genie KRAS wykluczaja wystgpowanie
innych omawianych nieprawidtowoSci genetycznych,
to badanie genu KRAS moze mieé¢ pewna warto$¢
w kwalifikacji do pozostatych badafi genetycznych, co
zostalo omdéwione powyzej.

W wybranych przypadkach i w sytuacji dost¢pno-
Sci do terapii w badaniach klinicznych wskazane jest
takze badanie rearanzacji i amplifikacji genéw NTRK
i z rodziny FGFR. Do innych genéw, w ktérych wykry-
cie nieprawidlowosci moze w przysztoSci postuzy¢ do
kwalifikacji do terapii ukierunkowanych molekularnie
naleza: MEKI, NRG1, RITI, NFI1, PIK3CA, AKTI,
NRAS, MTOR, TSC1, TSC2, KIT, PDGFRA, DDR2.
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Pytanie 2: Jakie metody powinny by¢
wykorzystywane w diagnostyce genetycznej
czynnikéw predykeyjnych do terapii inhibitorami
kinaz tyrozynowych?

Badanie immunohistochemiczne w celu wykrycia
ekspresji biatka ALK

Eksperci CAP, IASLC i AMP uwazaja, ze badanie
IHC ekspresji nieprawidtowego biatka ALK dostarcza
rownie wiarygodnych wynikéw jak badanie rearanzacji
genu ALK metoda FISH. Rekomendacja ta zostata
oparta o analiz¢ 20 prospektywnych i retrospektywnych
badan dotyczacych zaré6wno metodologii oznaczef
nieprawidlowosci ALK, jak i skutecznosci inhibitoréw
ALK u chorych, u ktérych zdiagnozowano nieprawi-
dlowosci ALK metoda THC i FISH. W poprzednich
zaleceniach z roku 2013 w kwalifikacji do terapii kry-
zotynibem rekomendowano badanie rearanzacji genu
ALK w komorkach nowotworowych metoda FISH za
pomoca sond typu break-apart (utrata sygnatu z jednej
sondy lub rozdzielenie sygnatéw z obu sond, §wiadczace
o inwersji w obrgbie chromosomu 2). Kryzotynibem
mogli by¢ leczeni chorzy, u ktérych stwierdzono co
najmniej 15% jader komdrkowych z rearanzacja genu
ALK. Jednak badanie FISH ma wiele ograniczefi, do
ktérych zalicza si¢ trudnosci w interpretacji wynikéw
granicznych (15% jader z rearanzacjg genu ALK),
wysoki koszt i dtugi czas wykonania badania. Z drugiej
strony metoda IHC w diagnostyce ekspresji ALK, cho-
ciaz tafisza i prostsza, wykazywata duze rozbieznoSci
wynikéw w zaleznoSci od klonu przeciwciala anty-ALK
i protokotu badania oraz sposobu interpretacji wynikow
(charakter odczynu IHC).

W 2015 roku stwierdzono, ze klon przeciwciala
ALK1 wykorzystywany w diagnostyce ekspresji nie-
prawidtowego biatka ALK u chorych na chtoniaka
anaplastycznego nie powinien by¢ wykorzystywany
u chorych na NDRP. Komérki NDRP charakteryzowaty
si¢ bowiem nizszg ekspresja ALK niz komorki chionia-
ka. Mimo zmiany w systemie detekcji ekspresji ALK
za pomocg przeciwciala ALK1 (polimer przeciwciat)
czuto$¢ badania pozostawata niska (67-100%) przy wy-
sokiej swoistosci tego testu IHC (91-99%) w stosunku
do badania FISH u chorych na NDRP. Dlatego dwa
nowe przeciwciala zostaly wykorzystane w diagnostyce
ekspresji nieprawidtowego biatka ALK u chorych na
NDRP: klony 5A4 oraz D5F3. Oba testy IHC uzyskaly
czuto$¢ i swoisto$¢ na poziomie 97-99% w poréwnaniu
do badania FISH (faczna analiza 9 badan). W USA
w 2015 roku test IHC z klonem przeciwciata DSF3
zostat zarejestrowany do diagnostyki ekspresji biatka
fuzyjnego ALK na komdérkach nowotworowych w kwa-
lifikacji do terapii kryzotynibem. W Unii Europejskiej
badanie ekspresji ALK za pomoca testu IHC z klonem
przeciwciata DSF3 jako pojedynczy test (bez koniecz-

nosci potwierdzenia rearanzacji ALK metoda FISH)
jest takze dopuszczone do wykorzystania w kwalifikacji
do terapii inhibitorami ALK. Jednak istnieja pewne
zastrzezenia dotyczace interpretacji wyniku badania
IHC. Badanie IHC nieprawidtowego biatka ALK jest
pozytywne, jesli obserwowany jest silny, gruboziarnisty
odczyn cytoplazmatyczny (ktéremu najczesciej towarzy-
szy odczyn blonowy) w wigkszosci komérek nowotworo-
wych. Jednak drobnoziarnista i staba cytoplazmatyczna
i heterogenna ekspresja nieprawidlowego biatka ALK
wykryta technika ITHC musi by¢ zawsze potwierdzona
badaniem rearanzacji ALK metoda FISH, RT-PCR
lub NGS. Metody RT-PCR i NGS nie maja rejestracji
w USA do badania nieprawidtowosci genu ALK w kwali-
fikacji do terapii inhibitorami ALK, a metoda RT-PCR
wykorzystywana jest tylko w krajach azjatyckich z uwagi
na brak zdolnosci tej metody do wykrycia wszystkich
wariantéw fuzyjnych genu ALK. Pamigtac tez nalezy, ze
obecno$¢ rearanzacji genu ALK w granicznym odsetku
jader komdrkowych (15-20% jader) oraz utrata sygnatu
z jednej sondy (pojedyncze sygnaly, a nie rozdzielenie
sygnatéw) wykryte technika FISH moga skutkowad
ujemnymi wynikami badania ekspresji nieprawidtowego
biatka ALK metodg THC.

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)
Eksperci CAP, IASLCi AMP zalecaja wykorzystanie
technik NGS w celu kwalifikacji chorych na NDRP do
terapii w badaniach klinicznych po wykluczeniu u nich
nieprawidlowosci w genach EGFR, ALK i ROS1 testami
jednogenowymi. Metody NGS sa w stanie wykry¢ wiek-
szo$¢ wariantow fuzyjnych genéw ALK i ROS1 (badanie
DNA), a chorzy z pozytywnym wynikiem badania NGS
powinni by¢ w takich przypadkach leczeni inhibitorami
ALK i ROS1. Jednak ujemne wyniki badania NGS
powinny by¢ potwierdzone za pomoca bardziej czulych
metod genetycznych, takich jak badanie FISH. Z uwagi
na czas prowadzenia tego rodzaju diagnostyki, wyko-
nanie NGS nie zawsze powinno by¢ rekomendowane
w rutynowej diagnostyce, stuzacej kwalifikacji chorych
na NDRP w stadium IIIB lub IV do terapii I linii.
Mimo tych zastrzezef eksperci sa zgodni, Ze wpro-
wadzenie technik NGS na trwate zmienilo mozliwoSci
prowadzenia diagnostyki genetycznej w kwalifikacji do
terapii w chorobach nowotworowych. Techniki NGS
umozliwiaja jednoczasowe poznanie zaburzeh genetycz-
nych w wymienionych wczesniej genach oraz w setkach
czy tysigcach innych gendéw. Co wigcej mozliwe jest
w jednej reakcji NGS nie tylko badanie mutacji, ale
takze ocena rearanzacji genowych i liczby kopii po-
szczegblnych genéw. W wiekszoSci badan potwierdzono
wysoka czulo$¢ technik NGS w poréwnaniu z testami
jednogenowymi, zwlaszcza w odniesieniu do mutacji
punktowych. Z uwagi na jednoczasowe wykonanie
badania wielu gendw, techniki NGS nie wymagaja tak
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duzej iloSci DNA i zawarto$ci komérek nowotworowych
jak w przypadku zastosowania technik jednogenowych
(np. allelospecyficzny real-time PCR). Jednak do
przeprowadzenia badan technika NGS wymagany jest
kosztowny sprzet, bardzo dos§wiadczony personel oraz
czas na wykonanie i bioinformatyczng interpretacj¢
wynikéw. Sekwencjonowanie poprzedza tworzenie
bibliotek jednoniciowego DNA. W nastepnym etapie
przeprowadza si¢ amplifikacje fragmentéw DNA z wy-
korzystaniem metody PCR. W ostatnim etapie odbywa
sie sekwencjonowanie z zastosowaniem fluorescencyjnie
znakowanych nukleotydéw (sekwencjonowanie przez
synteze) lub ligacji znakowanych fluorescencyjnie frag-
mentdw oligoneukleotydowych (sekwencjonowanie
przez ligacje). Pierwsza z metod jest stosunkowo fatwa,
szybka i umozliwia wykrycie nieprawidlowosci genetycz-
nych przy niewielkiej zawartoSci zmienionego DNA, ale
moze nie radzi¢ sobie w diagnostyce rearanzacji geno-
wych i w analizie wiekszych fragmentéw DNA. Druga
metoda jest bardziej ztozona i wymaga zastosowania
wieloetapowych protokotéw oraz posiada nizsza czuto§¢
w przypadku materiatéw zawierajacych niewielka ilo§¢
nowotworowego DNA, jednak umozliwia lepsze pozna-
nie zaburzen genetycznych w dlugich fragmentach DNA.

Wprowadzenie do laboratorium metody NGS jako
techniki diagnostycznej w analizie czynnikéw predykcyj-
nych w kwalifikacji do terapii przeciwnowotworowych
wymaga doktadnej walidacji. Wszystkie wyniki uzyskane
w metodzie NGS, ktdre sa niespodziewane, dwuznaczne
lub niezgodne z danymi klinicznymi wymagaja weryfika-
cji innymi metodami genetycznymi o uznanej wartosci
diagnostyczne;j.

Pytanie 3: Czy badania genetyczne czynnikow
predykcyjnych do terapii inhibitorami kinaz
tyrozynowych powinny by¢ wykonywane u chorych
na NDRP o typie innym niz gruczotowym??

Zlecenie badan genetycznych u chorych na raka ptu-
ca o typie innym niz gruczotowy jest uzasadnione, jesli
dane kliniczne (mtody wiek zachorowania, brak wywiadu
palenia papierosow) wskazuja na mozliwos¢ wystapienia
onkogennych nieprawidlowoSci genetycznych. Dotyczy to
przede wszystkim chorych na raka ptaskonablonkowego,
drobnokomdérkowego i neuroendokrynnego bez jakiej-
kolwiek komponenty gruczotowej. Wyniki nielicznych ba-
dan, w ktérych wykryto mutacje genu EGFR u chorych na
raka plaskonabtonkowego moga by¢ niemiarodajne, gdyz
nie da si¢ wykluczy¢ obecnoSci komponenty gruczotowej
w przypadku braku mozliwoSci przebadania calego guza
nowotworowego. W sytuacji braku mozliwosci okre§le-
nia typu NDRP (NOS, not otherwise specified), badania
genetyczne nalezy przeprowadzi¢ tak, jak u chorych na
raka gruczolowego (nie mozna wykluczy¢, ze materiat
zawiera komorki raka gruczotowego).

Stwierdzenie, ze badania genetyczne u chorych na
NDREP o typie innym niz gruczotowy nalezy wykonac
u miodych chorych niepalacych papieroséw, nie ma silnej
podbudowy w opublikowanych wynikach badan. Rzeczy-
wiScie mutacje w genie EGFR u chorych na raka ptuca bez
komponenty gruczotowej stwierdzano jedynie u pacjentéw
niepalacych lub z wywiadem palenia papieroséw nie prze-
kraczajacym 10 paczkolat. Natomiast wiek zachorowania
u chorych na raka gruczotowego z mutacja w genie EGFR
jest tylko nieznacznie niZszy niz u chorych bez mutacji
w tym genie, ale nie stwierdza si¢ r6znic w wieku zacho-
rowania u chorych na raka gruczolowego z rearanzacjami
w genach ALK i ROSI oraz bez tych nieprawidtowosci.
Przektadajac te informacje na chorych na NDRP o typie in-
nym niz gruczotowy, eksperci doszli do wniosku, Ze wykona-
nie testow genetycznych moze by¢ uzasadnione u chorych
na raka ptaskonablonkowego i neuroendokrynnego ponizej
50 roku zycia. Jednak ostateczna decyzje o podjgciu badan
genetycznych w tej grupie chorych eksperci pozostawiaja
wielodyscyplinarnemu zespotowi w poszczegdlnych osrod-
kach onkologicznych. Jednoczes$nie zauwazaja, Ze panele
genetyczne NGS w przysztoSci bedzie mozna dostosowac
do profilu molekularnego komdrek nowotworowych o ty-
pie innym niz gruczotowy w przypadku dostepu do nowych
terapii w badaniach klinicznych.

Pytanie 4: Jakie badania genetyczne powinny
by¢ wykonywane u chorych z nawrotem choroby
w trakcie terapii inhibitorami kinaz tyrozynowych?

Silne dowody przemawiaja za konieczno$cia badania
mutacji T790M w genie EGFR u chorych z aktywujacymi
mutacjami genu EGFR z progresja choroby w trakcie
terapii IKT EGFR pierwszej i drugiej generacji. Mate-
riat do takiego badania musi by¢ pobrany w momencie
progresji choroby (nie jest mozliwe wykorzystanie w tym
celu materiatu, ktory shuzyt do diagnostyki w kwalifikacji
do I linii leczenia). Wykrycie mutacji T790M jest kluczo-
we dla mozliwosci kwalifikacji chorych do IKT EGFR
trzeciej generacji, takich jak ozymertynib. Laboratoria
prowadzace diagnostyke mutacji T790M musza dys-
ponowacé wysoko czulymi technikami umozliwiajacymi
wykrycie jej w przypadku obecnosci > 5% komorek
nowotworowych z ta mutacja w badanym materiale.
Czutos¢ technik allelospecyficznego real-time PCR
(wykazana w badaniach klinicznych z wykorzystaniem
IKT EGFR 111 generacji) umozliwia zazwyczaj przepro-
wadzenie takiej diagnostyki, ale techniki sekwencjono-
wania starszej generacji nie spelniaja takich wymogow.
Obecnos$¢ 5% klonu komdrek nowotworowych z mutacja
T790M zazwyczaj wystarcza do dalszej ekspansji tych
komorek mimo statej ekspozycji na IKT EGFR I lub
IT generacji, co, oprocz progresji klinicznej, przemawia
za koniecznoS$cia zmiany sposobu leczenia. Ponadto
material z powtdrnej biopsji moze zawiera¢ duzy odsetek

204



Pawet Krawczyk, Amerykanskie zalecenia dotyczace badan genetycznych

komérek nienowotworowych, co dodatkowo wymusza
uzycie technik allelospecyficznego real-time PCR w dia-
gnostyce takiego materialu. Dopuszczalne jest takze
wykorzystanie w tym celu kroplowego, cyfrowego PCR
i technik NGS.

Pojawienie si¢ klonéw komdrek nowotworowych
z mutacjg T790M jest najczgstsza przyczyna opornosci
na terapie IKT EGFR 11 II generacji (50% chorych).
Jednak przyczyny oporno$ci moga by¢ takze inne, na
przyktad amplifikacja genéw MET i HER2. Mozliwe
jest znalezienie terapii ukierunkowanych molekularnie
dla takich chorych w ramach badan klinicznych. Dlate-
go po wykluczeniu obecno$ci mutacji T790M w genie
EGFR w uzasadnionych przypadkach (dostep do terapii)
wskazane jest zbadanie innych genéw w ramach paneli
genetycznych NGS. Ponadto trwaja badania nad przy-
czynami opornosci na terapi¢ IKT EGFR trzeciej gene-
racji. Jedna z takich przyczyn moze by¢ selekcja klonu
komorek z mutacja C797S genu EGFR, jednak z uwagi
na slabe poznanie roli tej mutacji w rozwoju opornosci
oraz braku terapii dla takich chorych (w badaniach
wezesnych faz znajduje si¢ m. in. brygatynib) eksperci
nie rekomenduja koniecznoSci jej badania w rutynowej
diagnostyce genetyczne;.

Nie ma réwniez rekomendacji do badania aktywu-
jacych mutacji w genie ALK, ktére moga by¢ przyczyna
opornosci na inhibitory ALK u chorych na raka gru-
czolowego z rearanzacjami genu ALK. Istnieja jednak
doniesienia, w ktorych jako przyczyny opornosci na
kryzotynib okre§lono pojawienie si¢ komdrek nowotwo-
rowych zmutacjami L1152R, C1156Y, F1174L, L1196M,
L1198P, D1203N lub G1269A w genie ALK. Opornos¢
na terapi¢ inhibitorami ALK nowych generacji obser-
wuje si¢ u chorych z mutacjami G1202R, G1202del,
V1180L, S1206Y Iub E1201K w komodrkach nowo-
tworowych. Badania te jednak w opinii ekspertow nie
dostarczaja silnych dowodéw na znaczenie tych mutacji
w 10zwOju opornosci na inhibitory ALK (zbyt mala liczba
chorych, heterogenne grupy badane, r6zna metodologia
badan). Ich ocena nie moze warunkowac wyboru rodzaju
terapii r6znymi inhibitorami ALK. Kazdy z inhibitoréw
ALK drugiej generacji (cerytynib, brygatynib, lorlatynib
lub alektynib) moze by¢ zastosowany u chorych, ktérzy
przestali odpowiadac na kryzotynib niezaleznie od sta-
tusu mutacji w genie ALK.

Pytanie 5: Jaka jest rola badania wolnego
krgzacego DNA w diagnostyce chorych
na raka pfuca?

Wiele prac naukowych udowodnito, ze DNA uwol-
nione z rozpadajacych si¢ komdrek nowotworowych do
krwi obwodowej (cfDNA, circulating-free DNA) moze
zosta¢ wykryte i zbadane przy wykorzystaniu czutych
technik genetycznych, takich jak kroplowy, cyfrowy PCR,

allelospecyficzny real-time PCR i NGS. Istnieje zatem
mozliwo$¢ badania nieprawidtowoSci genetycznych
w cfDNA w kwalifikacji do terapii zar6wno w poczat-
kowym procesie diagnostycznym, jak i w przypadku pro-
gresji w trakcie terapii IKT, jako alternatywa w stosunku
do badania materialu pobranego bezpoSrednio z guza.
cfDNA moze dobrze reprezentowad wszystkie zmiany
genetyczne, jakie zaszty w komdrkach nowotworowych
(pochodzi z komérek rozpadajacych si¢ w réznych
fragmentach guza), co jest szczegdlnie istotne u chorych
z opornoscig na IKT z powodu powstawania u nich
roznych klonéw komoérek nowotworowych. U chorych
na raka gruczotowego badanie cfDNA prowadzone
w celu wykrycia mutacji genu EGFR ma wysoka specy-
ficznos$¢ (95%) z niskim odsetkiem wynikow falszywie
pozytywnych, ale takze niska czuto$¢ (60-70%). Wynik
negatywny badania mutacji genu EGFR w cfDNA nie
wyklucza obecnosci tej mutacji w guzie (dotyczy to takze
mutacji T790M diagnozowanej u chorych z opornoscia
na IKT EGFR I lub II generacji). Ponadto ilo§¢ nowo-
tworowego cfDNA zalezy od zaawansowania choroby
(wielko$¢ guza, obecno$¢ przerzutéw), biologii komoérek
nowotworowych oraz dynamiki eliminacji cfDNA z krwi
obwodowej. Jeszcze wigksze ograniczenia posiada bada-
nie wolnych krazacych komérek nowotworowych oraz
egzosomow zawierajacych nowotworowe DNA z uwagi
na skomplikowane techniki ich pozyskiwania i ich uni-
kalno$¢ we krwi obwodowej. Badanie wolnych krazacych
komoérek nowotworowych w diagnostyce genetycznej
u chorych na NDRP nie jest rekomendowane.
Eksperci CAP, IASLC i AMP nie rekomenduja
wykorzystywania cfDNA z osocza krwi obwodowej do
badania nieprawidlowosci genetycznych w kwalifikacji
do leczenia I linii u chorych na raka gruczotowego.
U takich chorych podstawowym materialem do badan
pozostaja komérki nowotworowe pobrane z pierwot-
nego lub przerzutowego guza. Jednak w wyjatkowych
sytuacjach, gdy materiat z guza jest niemozliwy do
pobrania z uwagi na jego lokalizacje i zostat zuzyty
w toku rutynowej diagnostyki, wykrycie mutacji akty-
wujacej genu EGFR w cfDNA moze kwalifikowaé do
terapii IKT EGFR pierwszej linii. Jeszcze silniejsze
przestanki istnieja za mozliwoscia wykorzystania ba-
dania mutacji T790M genu EGFR w cfDNA u chorych
z wtérng opornoscia na IKT EGFR I lub II generacji.
Jednak w tych przypadkach, jesli w cfDNA nie udato si¢
wykry¢ mutacji T790M, rekomendowane jest powtorne
pobranie materiatu z guza i badanie tej mutacji w ko-
moérkach nowotworowych. Ma to szczegdlne znaczenie
u chorych, u ktérych nie udato si¢ w cfDNA wykry¢
zaréwno mutacji T790M, jak i pierwotnej mutacji
aktywujacej genu EGFR (np. substytucji L858R lub
delecji w eksonie 19). W takich przypadkach cfDNA
najprawdopodobniej nie zawieralo nowotworowego
DNA, a wynik moze by¢ falszywie ujemny. Z drugie;j
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jednak strony wykrycie mutacji T790M w cfDNA jest
wystarczajacym czynnikiem predykcyjnym do rozpo-
czecia terapii ozymertynibem.

Podsumowanie

Eksperci stwierdzaja, ze rozwdj nowych terapii
ukierunkowanych molekularnie jest tak szybki, ze
nowe rekomendacje dotyczace badan genetycznych sa
konieczne niemal co roku. Jednak eksperci zwracaja
takze uwage, ze poszerzanie rekomendacji o nowe ba-
dania genetyczne jest niezwykle trudne, gdyz powinno
opierac si¢ na wynikach duzych, prospektywnych badan
klinicznych przeprowadzonych w jednorodnych grupach
chorych (evidence-based medicine). Tymczasem niektore
nieprawidlowosci genetyczne sa tak rzadkie, ze stworze-
nie odpowiednich badan klinicznych z nowymi lekami
prowadzonych na duzych populacjach jest praktycznie
niemozliwe. Jednocze$nie opracowanie ogdlnych za-
lecefr dotyczacych badan genetycznych na podstawie
opiséw przypadkoéw, w ktorych uzyskano spektakularne
efekty terapii u chorych z unikalnymi zmianami gene-
tycznymi, nie jest wlasciwe.

W stosunku do zalecefi z roku 2013 powstaly dwie
nowe rekomendacje dotyczace konieczno$ci badania
mutacji T790M genu EGFR u chorych z opornoscia
na IKT EGFR oraz rearanzacji genu ROSI. Ponadto
eksperci zwracaja uwage na obiecujace efekty terapii
u chorych z nieprawidlowoSciami w genach BRAF,
MET, HER?2 i RET oraz uwazaja, ze juz wkroétce badania
te wejda do rutynowej diagnostyki u chorych na raka
gruczotowego pluca dzigki zastosowaniu najnowszych
technologii sekwencjonowania nowej generacji.

W ostatniej czeSci rekomendacji duzy nacisk poto-
zono na konieczno$¢ archiwizacji materiatu pobranego
z guza NDRP po wykonaniu badaf genetycznych w celu
przeprowadzenia badania czynnikéw predykcyjnych dla
immunoterapii. Eksperci zwracajg uwage, ze immunote-
rapia u chorych na NDRP przezywa gigantyczny rozwoj
i konieczne bedzie opracowanie odrgbnych zalecen
w celu usystematyzowania wiedzy na temat immuno-
logicznych i genetycznych czynnikéw pozwalajacych
wlasciwie kwalifikowaé chorych do immunoterapii.
Wspdtczesne metody immunoterapii ukierunkowane
sa na zniesienie immunotolerancji limfocytéw T wobec
komorek nowotworowych w mikrosrodowisku guza.

Obecnie standardem w terapii I linii u chorych bez
nieprawidlowosci w genach EGFR, ALK i ROSI stalo
sie stosowanie przeciwciat przeciwko immunologicznym
punktom kontrolnym anty-PD1 (programmed death 1)
lub anty-PD-L1 (programmed death ligand 1). Immuno-
terapig I linii stosuje si¢ w pewnych wybranych grupach
chorych na NDRP najczesciej z ekspresja PD-L1 na
komorkach nowotworowych. Istnieja jednak duze roz-
bieznoSci na temat przydatnoSci i metodologii oceny
ekspresji PD-L1 na komérkach nowotworowych i im-
munologicznych (metoda IHC najczgsciej wykonywana
w kwalifikacji do immunoterapii), obecnosci naciekow
z limfocytéw T w obrebie i na obwodzie guza, obecnosci
neoantygendw powstatych w wyniku licznych mutacji
somatycznych w komdrkach nowotworowych (obcia-
zenie guza mutacjami, TMB, tumor mutation burden).
Ponadto materiat przekazywany do badan genetycznych
w kwalifikacji do terapii IKT by¢ moze powinien by¢ inny
niz material do badania czynnikéw predykcyjnych dla
immunoterapii. W pierwszym badaniu najistotniejsza jest
jak najwieksza liczba i odsetek komorek nowotworowych,
w drugim istotna jest architektura calego guza i jego
podicieliska (np. obecno$¢ naciekow z limfocytéw na ob-
wodzie guza). Eksperci zwracajg uwage, ze odpowiedz na
immunoterapi¢ I linii wystepuje u 20-30% chorych, a na
immunoterapi¢ I linii po przeprowadzeniu odpowiedniej
kwalifikacji do leczenia—u 50% chorych, co jest znacznie
gorszym wynikiem niz 80% odpowiedzi na terapie ukie-
runkowane molekularnie u chorych z odpowiednimi pre-
dyspozycjami genetycznymi. W zwiazku z tym pozostaje do
wykonania wiele badan nad opracowaniem wiarygodnych
czynnikéw predykcyjnych dla immunoterapii.

Fakty te pozwalaja przypuszczad, ze nowych reko-
mendacji ekspertow CAP, IASLC i AMP nalezy spo-
dziewac si¢ juz wkrotce.
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