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Diagnostyka z wykorzystaniem
sekwencjonowania nastepnej generaciji
(NGS) w miesakach — rekomendacje

Next generation sequencing (NGS) in sarcomas diagnostics — recommendations
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klas mutacji w pojedynczym oznaczeniu, przy minimalnym zuzyciu materiatu tkankowego. Szerokie profilowanie
genetyczne umozliwia, w wielu przypadkach, nie tylko postawienie prawidtowej diagnozy, ale réwniez identyfika-
cje potencjalnych celéw terapeutycznych dla nowoczesnych terapii celowanych w onkologii. W niniejszej pracy
przedstawiono rekomendacje dotyczace zastosowania metody NGS w zaawansowanej diagnostyce genetycznej
miesakow wystepujgcych u dorostych, dzieci i mfodziezy.

Stowa kluczowe: miesaki, NGS, rekomendacije, fuzje genowe, diagnostyka, terapie celowane, NTRK

ABSTRACT

Soft tissue and bone sarcomas are a group of rare, heterogeneous, high-mortality cancers, each with a different biology
and clinical course. They constitute 20% of all childhood cancers and about 1% of all adult malignancies. Advanced
pathomorphological-molecular diagnostics using classic methods is often insufficient to make the final diagnosis,
and thus implement the right therapy. In these cases, next generation sequencing technology (NGS) is helpful,
which allows for analysis of many genes and classes of mutations in one assay with minimal consumption of tissue
material. Wide genetic profiling enables, in many cases, not only to make the correct diagnosis, but also to identify
potential therapeutic goals for modern targeted therapies in oncology. In this paper, we present recommendations
on the use of the NGS method in advanced genetic diagnosis of sarcomas in adults, children and adolescents.
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Wprowadzenie

Migsaki to heterogenna grupa nowotworéw zlo-
§liwych, obejmujaca niemal 100 (70-100) r6znych
unikalnych podtypdéw histologicznych. Klasyfikacja
tych nowotworéw w duzej mierze opiera si¢ na dia-
gnostyce przy uzyciu narzedzi biologii molekularnej
oraz cytogenetyki. Co wiecej, niektore sposréd technik
biologii molekularnej przyczynily si¢ do zastosowania
osiagni¢¢ onkologii precyzyjnej u chorych na migsaki.
Klasycznym przyktadem jest profilowanie genetyczne
nowotworéw podscieliskowych przewodu pokarmo-
wego (GIST, gastrointestinal stromal tumours) w celu
przewidywania odpowiedzi na leczenie ukierunkowane
przy zastosowaniu imatynibu. Odkrycie w ostatnim
czasie fuzji genowych obejmujacych np. gen recep-
torowej kinazy tyrozynowej dla neurotrofin (N7RK,
neurotrophic tyrosine receptor kinase) jako onkogenéw
typowych dla wielu grup histologicznych nowotworéw
wiagze si¢ z rozwojem nowych opcji terapeutycznych
(larotrektynib, entrektynib) réwniez u chorych na
miesaki [1, 2].

Niniejsze rekomendacje koncentrujg si¢ na wskaza-
niach do diagnostycznego i terapeutycznego zastosowa-
nia technologii sekwencjonowania nast¢pnej generacji
(NGS, next-generation sequencing) u chorych na migsaki.

Wskazania do badania NGS i wybér
wiasciwego panelu genowego

Po pierwsze, zastosowanie NGS powinno dotyczy¢
tych rodzajéw migsakéw, w ktdrych takie postgpowanie
moze by¢ przydatne w doborze terapii (zmiana decyzji
terapeutycznej, gtéwnie przypadki nieresekcyjne lub
przerzutowe) oraz poglebieniu szczegbtowej diagno-
styki [3, 4]. Analiza technika NGS powinna by¢ wy-
konywana w trudnych przypadkach diagnostycznych,
w ocenie patologiczno-radiologicznej, badZ w wynikach
watpliwych otrzymanych inng metoda (np. FISH) [5].
Zastosowanie techniki NGS pozwoli na: analiz¢ wielu
genéw jednoczesnie, identyfikacje znanych, jak réwniez
scharakteryzowanie nowych zmian genetycznych istot-
nych do réznicowania i weryfikacji rozpoznania oraz
wykrycie potencjalnych celéw terapeutycznych.

Taka diagnostyka patomorfologiczno-genetyczna
powinna by¢ prowadzona catoSciowo w osrodkach refe-
rencyjnych dla chorych na migsaki, ktére w swej struktu-
rze posiadaja laboratoria genetyczne, przystepujace do
miedzynarodowych kontroli jakoS$ci w zakresie stosowa-
nych technik biologii molekularnej. Co wigcej, decyzje
dotyczace kwalifikacji oraz znaczenia wykrywanych za-
burzefn molekularnych powinny by¢ omawiane w ramach
utworzonego w o§rodku wielospecjalistycznego panelu
eksperckiego Molecular Tumor Board (MTB, konsylium
molekularne) [6]. Chociaz istotny odsetek migsakdw,

w ktorych wystepuja zaburzenia molekularne identy-
fikowane w NGS [7], moze potencjalnie poddawac si¢
dziataniom terapeutycznym, to wcigz brakuje dowodoéw,
aby zalecac te technologi¢ do rutynowego zastosowania
[8]. Wystepowanie reaaranzacji NTRK w migsakach typu
leiomyosarcoma (LMS), undifferentiated pleomorphic
sarcoma (UPS), pleomorphic liposarcoma/rhabdomyo-
sarcoma (P-LPS/P-RMS), angiosarcoma, malignant peri-
pheral nerve sheath tumor (MPNST), myxofibrosarcoma,
fibrosarcoma podlega ocenie w badaniu prospektywnym

RNASARC (NCT03375437), prowadzonym w Centre

Léon Bérard w Lyonie, ktére ma obja¢ 750 chorych

i zakonczy¢ si¢ w styczniu 2021 roku.

Obecnie wykonywanie badan NGS jest prze-
ciwwskazane i nie dostarcza dodatkowej informacji
diagnostyczno-terapeutycznej w przypadku miesakow
zwigzanych ze specyficznymi translokacjami (T-mie-
saki, jak migsak Ewinga czy synovial sarcoma), GIST
z obecnymi mutacjami KIT/PDGFRA lub zwigzanymi
z NF1, tluszczakomigsakow (liposarcoma) z amplifikacja
MDM?2/CDK4 oraz guza olbrzymiokomérkowego kosci
(GCT, giant cell tumor).

Wykonanie NGS mozna rozwazy¢ (w celu poszuki-
wania nowych celéw terapeutycznych) w nastepujacych
typach migsakow:

— inflammatory myofibroblastic tumor (IMT);

— GIST — wild type (poczwdrnie negatywny) niezwia-
zany z NF1 lub SDH-deficient;

— intimal sarcoma;

— uterine sarcoma high grade;

— infantile fibrosarcoma (IFS);

— niezréznicowane migsaki tkanek migkkich i koSci
(ztozony kariotyp bez zdefiniowanych rearanzacji),
takie jak:

* myxofibrosarcoma (migsak wtoknisto-mig$niowy),

* undifferentiated pleomorphic sarcoma (niezrozni-
cowany miesak pleomorficzny),

* leiomysarcoma/myogenic sarcoma, NOS (not
otherwise specified)/intimal sarcoma (mig$niako-
migsak gtadkokomoérkowy/migsak bez okreSlone-
go typu/migsak wyscidtkowy),

* malignant periphered nerve sheath tumor
(MPNST), ztosliwy nowotwor ostonek nerwéw
obwodowych.

Czesto$¢ fuzji genowych NTRK zidentyfikowanych

w miesakach przedstawiono w tabeli 1.

W przypadku niektérych sposrdd tych migsakéw
poszukiwanie zaburzeh genéw NTRK1/2/3 (ktore wy-
stepuja u chorych na miesaki z wyjatkiem IFS i IMT
ekstremalnie rzadko < 1%; tab. 1) mozna wzbogacié
o przesiewowe badania immunohistochemiczne. Za
wynik dodatni nalezy uznac ekspresje pan-TRK o do-
wolnej intensywnoSci powyzej tta w > 1% komorek
nowotworowych. Jednak od 2019 roku testowanie fuz;ji
genowych NTRK1/2/3 przy wykorzystaniu techniki NGS
opartej na RNA powinno by¢ wykonywane jako «zloty
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Tabela 1. Czestos¢ fuzji genowych NTRK zidentyfikowanych w miesakach

Podtypy miesakéw z wykrytymi Metoda Odsetek Geny NTRK Badanie
fuzjami NTRK analityczna zidentyfiko- i partnerskie fuzyjne
wanych
fuzji NTRK
Congenital fibrosarcoma (dzieciece) RT-PCR 91% (10/11) ETV6-NTRK3 Bourgeois i wsp.
(8]
GIST Celowane RNA NGS  3,2% (1/31) ETV6-NTRK3 Brenca i wsp. [9]
wszystkich
[11,9% (1/9) bez
innych mutagji]
Myopericytoma Celowane DNA NGS 0,66% (1/152) NR Bui i wsp. [10]
IMT Celowane RNA NGS  33% (3/9) ETV6-NTRK3 Chang i wsp.
(1]
Fibrosarcoma (n = 2), solitary fibrous tumor Celowane RNA NGS 1,2% (5/324) SQSTM1-NTRK1 (n = 1), Chmielecki
(n = 1), hemangioma (n = 1), bone sarcoma TGF-NTRK3 (n = 1) iwsp. [12]
(n=1) oraz inne geny fuzyjne
IFS FISH 96% (25/26) EML4-NTRK3 Church i wsp.
[13]
Fibrosarcoma macicy oraz pochwy Celowane RNA NGS  54% (7/13) 6 TPM3-NTRKT, Croce i wsp.
1 EML4-NTRK3 [14]

1 miesak tkanek miekkich o wysokim stopniu
ztosliwosci, 1 myksoidny miesak macicy
o wysokim stopniu ztosliwosci

Celowane RNA NGS

0,42% (2/478)

1 TPM3-NTRK1,
1 SPECCTL-NTRK3

Gatalica i wsp.
[15]

GIST

Celowane DNA NGS

0,54% (1/186)
ogotem [4,2%
(1/24) w poczwornie
ujemnych GIST]

ETV6-NTRK3

Yamazaki i wsp.
[16]

IFS (n = 2), ttuszczakowtokniakowatos¢

Celowane DNA

0,68% (13/1915)

LMNA-NTRKT (n = 4),

Solomon i wsp.

(n = 2), miesak macicy (n = 2), migsak lub/i RNA NGS TPM3-NTRK1 (n = 3), [17]
pleomorficzny macicy o wysokim stopniu ETV6-NTRK3 (n = 2),
ztosliwosci, miesak wrzecionowatokomorkowy TPR-NTRK1,
o wysokim stopniu ztosliwosci, ztosliwy TPMA4-NTRK3,
migsak wrzecionowatokomorkowy, EEF1A1-NTRK3,
miesak naczyniowy, S100 miesak PEAR1T-NTRK1
wrzecionowatokomorkowy, miesak o niskim (kazdy: n = 1)
stopniu ztosliwosci (kazdy: n = 1)
IMT 17,7% (3/17) ETV6-NTRK3
Miesak Wysokoprzepustowe 0,97% (1/103) TPM3-NTRK1 Stransky i wsp.
sekwencjonowanie [18]
RNA (RNA-seq)
Miesak Celowane RNA NGS  4,4% (2/45) 1 TFG-NTRK3, Surrey i wsp.
1 RBPMS-NTRK3 [19]
IMT NGS (TBC), IHC 5% (2/40) ETV6-NTRK3 Yamamoto
i wsp. [20]

Ttuszczakowtokniakowatosé¢ (n = 2), IFS
(n=1), IMT (n = 1), miesak NOS (n = 1)

Celowane NGS RNA

2,72% (5/184)

2 ETV6-NTRK3
2 TPM3-NTRK1
1 LMNA-NTRK1

Zhu i wsp. [21]

Fibrosarcoma macicy Celowane NGS RNA, 100% 4/4 RBPMS-NTRK3, TPR- Chiang i wsp.
FISH -NTRK1, LMNA-NTRK1, [22]
TPM3-NTRK1
Miesak tkanek migkkich Celowane NGS RNA  100% 1/1 LMNA-NTRK1 Doebele i wsp.
[23]
IFS, IMT Celowane NGS RNA  0,44% (9/2031) ETV6-NTRK3, Pavlick i wsp.

TFG-NTRK3, LMNA-
-NTRK1 warianty I-l1,
SQSTM1-NTRKT,

[24]

TPM3-NTRK1, TPR-NTRK1

GIST (gastrointestinal stromal tumours) — nowotwory podscieliskowe przewodu pokarmowego; IMT — inflammatory myofibroblastic tumor; IFS — infantile
fibrosarcoma; NOS (not otherwise specified) — niedajacy sie sklasyfikowac
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Probka tkankowa

Rozpoznanie
histopatologiczno-
-molekularne migsaka

A

Migsaki o wysokim
prawdopodobienstwie
wystepowania
fuzji NTRK, np. IMT, IFS

Migsaki o niskim
prawdopodobienstwie
wystepowania fuzji NTRK

Choroba zlokalizowana
kwalifikujaca sie
do leczenia radykalnego

Nie ma wskazan
do testow
w kierunku NTRK

A 4

Celowane NGS

Rozwazy¢ NGS po ocenie
w ramach Molecular

KIT-, PDGFRA-, BRAF-
lub SDH-zmutowane GIST,
miesaki z translokacjami,
MDM2/CDK4-
-zamplifikowany LPS

Tumor Board

v

Brak wskazan do testow
w kierunku NTRK

Rycina 1. Proponowany algorytm testowania fuzji genowych NTRK. GIST (gastrointestinal stromal tumours) — nowotwory

podscieliskowe przewodu pokarmowego; IMT — inflammatory myofibroblastic tumour; |FS — infantile fibrosarcoma; LPS

— liposarcoma; NGS (next-generation sequencing) — technologia sekwencjonowania nastepnej generacji; NTRK (neurotrophic

tyrosine receptor kinase) — receptorowa kinaza tyrozynowa dla neurotrofin; STS (soft tissue sarcoma) — miesaki tkanek miekkich

standard” m.in. ze wzgledu na mozliwo$¢ wykrywania

znanych i nowych fuzji z udziatlem tych genéw (reko-

mendacje m.in. z Europejskiego Zjazdu Patomorfologii;

Nicea 2019). Zastosowanie innych metod tj. metoda

immunohistochemiczna (IHC), reakcja tancuchowa

polimerazy z odwrotng transkryptaza (RT-PCR, reverse
transcriptase polymerase chain reaction) czy fluorescen-
cyjna hybrydyzacja in situ (FISH, fluorescence in situ
hybridization) rekomendowane sg tylko i wylacznie

w przypadku nowotwordéw, w ktorych z duzym prawdo-

podobiefistwem, spodziewane sa fuzje NTRK.
Obecnie w migsakach zastosowanie maja dwa ro-

dzaje paneli NGS:

— pierwszy — ukierunkowany na migsaki, stuzacy do
réznicowania, ktéry pozwala na wykrywanie fuzji
gendw zwigzanych z patogeneza migsakow, zawiera-
jacy m.in. takie geny, jak: ALK, CAMTAI, CCNBS3,
CIC, EPC1, EWSRI, FOXOI, FUS, GLI1, HMGA?2,
JAZFI1, MEAF6, MKL2, NCOA2, NTRK3, PDGFB,
PLAGI, ROS1, 8818, STAT6, TAF15, TCF12, TFE3,
TFG, USP6, YWHAE, BCOR,

— drugi — przeznaczony do diagnostyki guzéw li-
tych (panel terapeutyczny), w celu poszukiwania
punktéw uchwytu dla terapii celowanych. Panel
powinien pozwala¢ na identyfikacje znanych
i nowych fuzji z udziatem takich genéw, jak: ALK
ROS1, NTRKI, NTRK2, NTRK3, FGFRI, FGFR2,
FGFR3, BRAF.

Molecular Tumor Board na terenie placéwki referen-
cyjnej dla terapii i diagnostyki chorych na migsaki musi
dokona¢ wtasciwego wyboru panelu diagnostycznego.

Proponowany algorytm testowania fuzji genowych
NTRK przedstawiono na rycinie 1.

Rozliczenia zaawansowanych badan
genetycznych

Warunki, jakie nalezy spetni¢ w celu rozliczenia
badania genetycznego z materiatu archiwalnego

Badanie genetyczne z materiatu archiwalnego
musi by¢ zlecone w trybie ambulatoryjnym w ramach
odpowiednich zakresow w umowie leczenie szpitalne.
Warunkiem rozliczenia ww. badania jest modyfikacja
ustalonego planu leczenia, ktéra nalezy uzasadnic
w notatce lekarskiej w dokumentacji medycznej pa-
cjenta. Obowigzkowe jest wystawienie skierowania na
diagnostyczne badanie genetyczne (rekomendowane jest
generowanie skierowania w szpitalnym systemie infor-
matycznym) oraz podpisanie zgody przez pacjenta na
wykonanie badania genetycznego. Badania genetyczne
z materiatu archiwalnego rozliczane sa po uzyskaniu
wyniku. Warunkiem rozliczenia badania genetycznego
z materialu archiwalnego jest wskazanie produktu:
5.53.01.0005003 — Zaawansowane Badanie Genetycz-
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ne wraz z produktem: kod 5.52.01.0001511 — Badanie
genetyczne materialu archiwalnego z pierwotna data
pobrania materiatu oraz rozpoznania ICD10 zgodnego
z zalacznikiem nr 7 do zarzadzenia — Wykaz badan
genetycznych w chorobach nowotworowych.

Warunki, jakie nalezy spetni¢ w celu rozliczenia
badania genetycznego z materiatu pobranego

w trakcie hospitalizacii

Istnieje réwniez mozliwo$¢ rozliczenia badan ge-
netycznych (prostych, ztozonych i zaawansowanych
badan genetycznych w chorobach nowotworowych)
w odpowiednich zakresach w umowie szpitalnej z mate-
rialu pobranego w trakcie hospitalizacji. Po otrzymaniu
wyniku badania genetycznego mozna rozliczy¢ wskazane
produkty rozliczeniowe, wraz grupami z katalogu 1a,
w zakontraktowanych przez §wiadczeniodawce zakre-
sach, réwniez w pakiecie onkologicznym dla wskaza-
nych rozpoznan ICD10 z zatacznika nr 7 Zarzadzenia
Prezesa NFZ.

Wskazania do badania NGS i wyboér
panelu genowego u dzieci i miodziezy

Podobnie jak u chorych dorostych, panel NGS stuzy
poglebieniu diagnostyki, doprecyzowaniu rozpoznania
(w przypadkach niejasnych badz trudnych diagnostycz-
nie) — panel diagnostyczny, a takze jest wykorzystywany
w celu doboru terapii (przede wszystkim w przypadku
wznéw i progresji choroby) i niekiedy jej intensywnosci
(w I i kolejnej linii leczenia) — panel terapeutyczny.
WSréd dzieci wskazania do wykonania panelu diagno-
stycznego na poczatku terapii maja réwniez chorzy na
miesaka Ewinga, u ktérych uzyskany wynik moze mie¢
wplyw na intensyfikacje leczenia w I linii.

Ze wzgledu na to, ze migsaki wystepuja w populacji
dziecigcej rzadko, zawsze wskazana jest konsultacja
badania patomorfologicznego w innym oSrodku, ma-
jacym doSwiadczenie w ich diagnostyce. W przypadku
rozbieznoS$ci co do otrzymanych wynikéw konieczne
jest poszerzenie diagnostyki, w tym wykonanie badania
NGS. Algorytm postgpowania przedstawiono na ryci-
nach 2 oraz 3.

Diagnostyka molekularna, podobnie jak u dorostych,
powinna by¢ prowadzona w oSrodkach referencyjnych,
posiadajacych doSwiadczenie oraz odpowiedni sprzet do
wykonywania tego typu badafn. W przypadkach nieoczy-
wistych decyzja o wykonaniu badania, a takze o rodzaju
wykorzystanego panelu powinna zostaé podjeta przy
udziale onkologa dziecigcego, patomorfologa oraz spe-
cjalisty w dziedzinie laboratoryjnej genetyki medycznej
(MTB). Gwarantuje to najwieksza rzetelno$¢ i trafnosé
uzyskanego wyniku. Nalezy podkresli¢, Zze na wykona-
nie badania molekularnego u matoletniego pacjenta

konieczna jest odrgbna zgoda jego opiekuna, ktéra
powinna by¢ dotaczona do dokumentacji medyczne;.

Zlecajac badanie NGS, trzeba pamigtad, ze obecnie
jedynie w niewielkim odsetku dziecigcych migsakow
stwierdza si¢ wystepowanie zaburzen molekularnych
identyfikowanych w NGS i potencjalnie poddajacych
si¢ dziataniom terapeutycznym. Dodatkowo wiele
z tych preparatow nie ma rejestracji u pacjentéw poni-
zej 18. roku Zycia, o czym nalezy pamietaé, ordynujac
taka terapie.

Inhibitory NTRK

Larotrektynib i entrektynib w monoterapii sa
wskazane w leczeniu dorostych oraz dzieci i mlodziezy
z guzami litymi, ktére wykazuja fuzj¢ genu receptorowej
kinazy tyrozynowej dla neurotrofin NTRK i s3 miejscowo
zaawansowane, przerzutowe, lub w sytuacji, gdy resekcja
chirurgiczna nie jest mozliwa oraz nie istnieja zadowa-
lajace opcje leczenia. Entrektynib zostat zatwierdzony
przez amerykanska Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA,
Food and Drug Administration) 15 sierpnia 2019 roku,
a laroktrektynib — 26 listopada 2018 roku. We wrze$niu
2019 roku Komisja Europejska w ramach procedury
centralnej wydata decyzje o dopuszczeniu do obrotu
larotrektynibu (EMEA/H/C/004919).

Celem dzialania larotrektynibu jest rodzina bia-
tek TRK, tacznie z TRKA, TRKB i TRKC, ktore
sa kodowane odpowiednio przez geny NTRKI,
NTRK2 i NTRK3. Entrektynib to selektywny inhibitor
kinaz tyrozynowych kodowanych przez geny TRK A/B/C
oraz ROS1. Larotrektynib byl dotychczas oceniany w ba-
daniach LOXO-TRK-14001 (NCT02122913), SCOUT
(NCT02637687) oraz NAVIGATE (NCT02576431),
a entrektynib — w badaniach ALKA-372-001 (Eudra
CT 2012-000148-88), STARTRK-1 (NCT02097810)
oraz STARTRK-2 (NCT02568267).

Uwarunkowania techniczno-
-organizacyjne

Laboratorium wykonujace diagnostyczne badania
genetyczne u chorych na migsaki powinno by¢ umiej-
scowione w strukturze zaktadu patomorfologii lub Scisle
z nim wspotpracowaé w ramach jednego podmiotu
leczniczego. Umozliwia to prowadzenie zintegrowanej,
interdyscyplinarnej diagnostyki patomorfologiczno-
-molekularnej w ramach wspétpracy chirurgéw, on-
kologéw klinicznych, patomorfologéw oraz biologéw
molekularnych. Taka struktura i organizacja umozliwiaja
specjalistyczng i kompleksowa diagnostyke w jednym
miejscu bez koniecznoS$ci wysytania materiatu do jed-
nostek zewnetrznych. Dzieki temu czas badania zostaje
zredukowany do minimum, zapewniona jest mozliwos¢

5
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(technika FISH)
lub inny miesak

Badanie NGS

v

Brak wskazan do badania NGS

Rycina 2. Proponowany algorytm wykonania badania NGS u dzieci i mtodziezy na poczatku leczenia. ES (Ewing’s sarcoma)

— miesak Ewinga
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v
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w ramach MTB

UWAGA: Réwniez w przypadku wznowy (a szczegdlnie przypadkow watpliwych)
zawsze nalezy rozwazy¢ konsultacje drugiego, niezaleznego patomorfologa

v v
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molekularnych celéw molekularnych
terapeutycznych celow terapeutycznych
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Badanie NGS — konsultacja

w ramach MTB

Rycina 3. Proponowany algorytm wykonania badania NGS u dzieci i mfodziezy w przypadku wznowy lub progresji choroby.

MTB — Molecular Tumor Board

konsultacji przypadku przez specjalistow z réznych
dziedzin medycznych, jednoczes$nie zniwelowane zostaje
ryzyko zwigzane z transportem probki (np. utrata jakosci
materiatu), a takze — co niezwykle istotne — materiat
jest stale dostgpny w razie konieczno$ci ponownej ana-
lizy molekularne;.

Laboratorium genetyczne powinno mieé wielolet-
nie do$wiadczenie w pracy z materialem tkankowym
oraz z DNA/RNA, potwierdzone mi¢dzynarodowymi

certyfikatami zewnatrzlaboratoryjnej kontroli jako-
Sci badan genetycznych w zakresie przygotowania
materiatu do badania, analiz zmian somatycznych,
jak réowniez raportowania wynikéw w miegsakach.
Powinny zosta¢ opracowane i wdrozone procedury
i instrukcje laboratoryjne oraz wewngtrzne systemy
kontroli jako$ci. Laboratorium musi by¢ kierowane
przez specjaliste z zakresu laboratoryjnej genetyki
medycznej, posiadajacego udokumentowane doswiad-
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czenie (certyfikaty, publikacje) w wykonywaniu badan
mutacji somatycznych w onkologii. Laboratorium
musi spetnia¢ wymagania opisane w Rozporzadzeniu
Ministra Zdrowia w sprawie standardéw jakosci dla
laboratoriow diagnostycznych i mikrobiologicznych
(Dz.U. 2019, poz. 1923).

Kwalifikacja materiatu do badan molekularnych

Materiat do badafi genetycznych, po uprzednim
uzyskaniu zgody na diagnostyczne badanie genetyczne,
powinien by¢ kierowany bezpoS§rednio z gabinetow
konsultacyjnych, klinik lub z bloku operacyjnego do
specjalistow patomorfologéw, ktérzy zakwalifikuja ma-
terial do badaf molekularnych. W pierwszej kolejnosci
nalezy bada¢ tkanke pobrana z guza przerzutowego
lub nawrotowego, jednak w przypadku jej braku lub
niedostatecznej iloSci analizie mozna réwniez poddaé
guz pierwotny. Materialem referencyjnym w tym ba-
daniu jest tkanka zatopiona w bloczku parafinowym
o dobrej jakoSci. Technologie uzywane w badaniach
histopatologicznych moga mie¢ negatywny wplyw na
wyniki badaf molekularnych ze wzgledu na mozliwos§¢
degradacji DNA/RNA, dlatego zaleca si¢ nast¢pujace
postepowanie z materialem tkankowym przeznaczonym
do izolacji kwaséw nukleinowych. Materiat tkankowy
przeznaczony do izolacji DNA/RNA powinien by¢
utrwalony w roztworze formaliny 10% rozcieficzconym
roztworem soli fizjologicznej zbuforowanym fosforanem
(PBS, phosphate-buffered saline) (ph ~7) z zachowaniem
kontroli jakosci procedury (nalezy unikac zdegradowa-
nych utrwalaczy). Materiat przed utrwaleniem powinien
zostaé whasciwie przeciety, tak by zapewnic¢ odpowiednia
penetracj¢ utrwalacza (1 mm/h). Zalecana objetosé
utrwalacza wynosi 10:1. Nalezy unikaé¢ nadmiernego
utrwalenia (> 48-72 godzin) i zbyt dtugiego odwapnia-
nia materialu kostnego w kwasach — zalecany odwap-
niacz to kwas wersenowy (EDTA, ethylenediaminetetra-
acetic acid). Czas utrwalania jest zalezny od wielkosci
wycinka i wynosi co najmniej 6 godzin dla malych probek
(0,25 g) i ponad 12 godzin dla wickszych (0,25-1,0 g).
Tkanki powinny by¢ procesowane w odpowiednich
cyklach czasowych w procesorach automatycznych, z re-
gularna wymiang i kontrola odczynnikéw; wskazane jest
rozdzielenie matych i duzych wycinkéw. Do zatapiania
zaleca si¢ stosowanie parafin o niskiej temperaturze
topnienia (55-63°C). Zarchiwizowane bloczki parafi-
nowe powinny by¢ chronione przed wilgocia, cieptem
iSwiattem. Bloczki parafinowe przeznaczone do badan
molekularnych nie powinny by¢ starsze niz 5 lat, a czas
trwatoSci skrojonych preparatéw wynosi 4-6 tygodni.
Konieczne sa standaryzacja i dokumentacja procedur
czynno$ci technicznych w zaktadach patomorfologii
oraz przeprowadzanie kontroli wewnetrznych i ze-
wnetrznych. Do zadah patomorfologa w procesie pro-

filowania molekularnego naleza: precyzyjne ustalenie
rozpoznania histopatologicznego nowotworu zgodnie
z klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO,
World Health Organization), wybor probki stanowiacej
najlepsza reprezentacje choroby, ocena procentu utka-
nia nowotworowego, wybdr najbardziej odpowiedniego
obszaru do badania molekularnego (mikro- i makrody-
sekcja) oraz ocena artefaktow wynikajacych z btedow
przedanalitycznych, ktére moga znaczaco wplynaé na
profilowanie molekularne [26]. Przed przystapieniem
do izolacji kwaséw nukleinowych (DNA/RNA) z blocz-
ka parafinowego musi zosta¢ wykonany preparat HE,
ktéry umozliwia weryfikacje morfologiczna pod katem
zawartoSci i lokalizacji tkanki nowotworowej w pre-
paracie. Patomorfolog, ktory weryfikuje rozpoznanie,
zaznacza obszar, z jakiego nalezy pobra¢ komorki do
badafh molekularnych, umozliwiajac tym samym uzy-
skanie preparatu zawierajacego komorki pochodzenia
nowotworowego z mozliwie najmniejsza objetoScia
towarzyszacych komorek prawidlowych. Jest to nie-
zwykle istotny etap w sytuacji, gdy cel badania stanowi
detekcja mutacji somatycznych, obecnych z definicji
tylko w czeSci utkania nowotworowego.

Sprzet laboratoryjny

Sprawy dotyczace wyposazenia laboratorium w apa-
ratur¢ medyczna reguluje rozporzadzenie Ministra
Zdrowia z dnia 21 marca 2006 roku (Dz.U. 2006, nr 59,
poz. 422 z pézn. zm.) w sprawie wymagan, jakim powin-
no odpowiada¢ medyczne laboratorium diagnostyczne.
Laboratorium wyposaza si¢ w aparatur¢ pomiarowo-ba-
dawcza dostosowang do rodzaju wykonywanych badan,
umozliwiajaca stosowanie metod badawczych zgodnych
z aktualnym stanem wiedzy.

Laboratorium prowadzi dokumentacje¢ dotyczaca
aparatury pomiarowo-badawczej oraz sprzetu stanowia-
cych wyposazenie laboratorium, zawierajaca:

1. Karty gwarancyjne

2. Specyfikacje techniczne

3. Date rozpoczecia eksploatacji

4. Wykaz pracownikéw przeszkolonych i upowaznio-
nych do obstugi oraz bezpo§rednio odpowiedzialnych
za dang aparature lub sprzet

5. Instrukcje uzytkowania

6. Zapisy kalibracji

7. Instrukcje postgpowania przy dziataniach napraw-
czych i korygujacych

8. OsSwiadczenie o dopuszczeniu do uzytkowania po
usunieciu awarii

9. Dane o biezacej obstudze i kontroli

10. Dane o konserwacji biezacej i okresowej prowa-
dzonej zgodnie ze wskazaniami wytworcOw przez
uzytkownikéw lub podmioty autoryzowane przez
dystrybutoréw albo wytworcow.
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Techniki molekularne

Biorac pod uwage w szczegd6lnosci limitowana ilo§¢
materiatu do badan genetycznych, a takze stale powiek-
szajaca si¢ liczbe markeréw molekularnych koniecznych
do przeprowadzenia kompleksowej diagnostyki gene-
tycznej w miegsakach, laboratorium wykonujace takie
badania musi dysponowaé nastepujacymi metodami:
FISH — rutynowa diagnostyka rearanzacji genowych
oraz mozliwo§¢ weryfikacji wynikéw uzyskanych inng
metoda diagnostyczna. Do zalet metody nalezy zaliczy¢
tatwo$¢ wykonania oraz stosunkowo wysoka czuto$§¢
ispecyficzno$¢. Natomiast kluczowe wady to: ograniczo-
na liczba rearanzacji ocenianych w pojedynczym bada-
niu, mozliwo$¢ uzyskania wynikOw fatszywie dodatnich
z powodu identyfikowania zmian niefunkcjonalnych
(fuzje poza ramka odczytu — niefunkcjonalne) badz
nieprawidtowej hybrydyzacji sondy oraz brak mozliwosci
zidentyfikowania partnera fuzyjnego.

Sondy, ktére powinny by¢ wykorzystywane w diagno-
styce migsakOw, mozna podzieli¢ na dwie grupy:

— panel podstawowy: EWSRI, $SS18, FOXOI, FUS,
PDGFB, MDM?2 (amplifikacja), USP6;

— panelrozszerzony: TFE3, MAML2, YWHAE, JAZF1,
RBI1, PHF1, CAMTAI, DDIT3, ¢-MYC (amplifika-
cja), BCOR.

Sekwencjonowanie bezposrednie metoda Sangera

— mozliwo$¢ weryfikacji obecnosci istotnych klinicznie

wariantéw genetycznych (np. ocena statusu genéw:

H3F3A, H3F3B, GNAS, IDHI, IDH2) oraz weryfikacji

obecnosci wariantow fuzyjnych wykrytych technologia

NGS. Konieczna jest walidacja metody do preparatéw

archiwalnych, a dodatkowo odsetek analizowanych

komoérek nowotworowych nie powinien by¢ mniejszy
niz 20% wzgledem wszystkich komoérek w preparacie.

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS) — tech-

nologia przeznaczona do kompleksowej diagnostyki

molekularnej w migsakach, umozliwiajaca w zaleznoSci
od zastosowanego panelu jednoczasowa detekcje wielu
markeréw molekularnych oraz wielu klas zmian gene-
tycznych, tj. zmian punktowych, malych delecji/insercji,
amplifikacji, fuzji genowych przy minimalnym wyko-
rzystaniu materialu tkankowego. Jedna z najwickszych
zalet tej techniki w kontekscie analiz migsakéw jest
mozliwos¢ jej wykorzystania do analizy RNA (RNAseq),
umozliwiajac tym samym sekwencjonowanie wylacznie
regiondw kodujacych (analiza RNA po procesie wycina-
nia intronéw i sktadania eksonéw) i detekcje zaburzen
tego procesu. Analiza taka powinna posiada¢ mozliwos¢
wykrywania zaréwno znanych, jak i nowych wariantéw
fuzyjnych i mie¢ mozliwos$¢ odréznienia fuzji gendow

w transkrypcji w ramce od fuzji poza ramka odczytu

(fuzje funkcjonalne i niefunkcjonalne). Podstawowe

wady to: duza zalezno$¢ od jakosci RNA, ktéra moze

by¢ bardzo niska z tkanek utrwalonych w parafinie,

kosztowne wymagania sprzg¢towe, stosunkowo dlugi
czas wykonania badania, pracochlonno$¢ wymagajaca
personelu o wysokich kwalifikacjach z zakresu biologii
molekularnej i bioinformatyki.

W przypadku analizy fuzji genowych laboratoria
genetyczne powinny dysponowac technikami FISH oraz
NGS w celu wzajemnej weryfikacji.

Wynik badania genetycznego powinien by¢ gotowy
w najkrotszym mozliwym czasie, ktéry w przypadku
kompleksowego profilowania genetycznego technolo-
giag NGS nie powinien przekracza¢ 15 dni roboczych.
Raport z przeprowadzonego diagnostycznego badania
genetycznego powinien zawierac wynik, jego precyzyjna
interpretacje zrozumiata dla onkologa klinicznego oraz
patomorfologa, a takze opis i zakres zastosowanej me-
todologii.

Istotne akty prawne

1. Charakterystyka Produktu Leczniczego VITRAKVI
(https://www.ema.europa.eu/en/documents/pro-
duct-information/vitrakvi-epar-product-informa-
tion_pl.pdf).

2. Obwieszczenie Ministra Zdrowia z dnia 5 wrzes$nia
2019 r. w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu roz-
porzadzenia Ministra Zdrowia w sprawie standardéw
jakosci dla medycznych laboratoriéw diagnostycz-
nych i mikrobiologicznych (Dz.U. 2019, poz. 1923).

3. Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 21 marca
2006 r. zmieniajace rozporzadzenie w sprawie wyma-
gan, jakim powinno odpowiada¢ medyczne labora-
torium diagnostyczne (Dz.U. 2006, nr 59, poz. 422).

4. Zarzadzenie Nr 77/2019/DSOZ Prezesa Narodowe-
go Funduszu Zdrowia z dnia 27 czerwca 2019 r. zmie-
niajace zarzadzenie w sprawie okre§lenia warunkow
zawierania i realizacji uméw w rodzaju leczenie
szpitalne oraz leczenie szpitalne — §wiadczenia wy-
sokospecjalistyczne.
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