M

Kamila Wojas-Krawczyk!, Patryk Jasielski', Pawel Krawczyk!, Tomasz Jankowski',
Magdalena Wdjcik-Superczyfiska', Katarzyna Reszka?, Izabela Chmielewska!l,

Jarostaw Buczkowski!, Tomasz Kucharczyk!, Justyna Szumito?, Jarostaw Kolb-Sielecki*,
Youssef Sleiman®, Aleksandra Szczesna® Tomasz Ciszewski’, Rodryg Ramlau8,

Grazyna Jagielo®, Piotr Krudys'?, Janusz Milanowski'

IKatedra i Klinika Pneumonologii, Onkologii i Alergologii, Uniwersytet Medyczny w Lublinie
2Instytut Genetyki i Immunologii GENIM Sp. z 0.0. w Lublinie

3Katedra i Zaklad Patomorfologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie
4Samodzielny Publiczny Zesp6t Gruzlicy i Choréb Phuc w Olsztynie

SWojewddzki Szpital Specjalistyczny im. $w. Rafata w Czerwonej Gorze

®Mazowieckie Centrum Leczenia Chordb Phuc i Gruzlicy w Otwocku

7Szpital Wojewddzki im. $w. Ojca Pio w Przemyslu

SKlinika Onkologii, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
9Kujawsko-Pomorskie Centrum Pulmonologii w Bydgoszczy

0]zerskie Centrum Pulmonologii i Chemioterapii w Szklarskiej Porebie

Ocena rearanzacji genu ROS1 za pomoc3g
fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ
w niedrobnokomdérkowym raku ptuca

Analysis of ROS7 gene rearrangement incidence among NSCLC patients
with fluorescent in situ hybridization technique
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Dr hab. n. med. Kamila Wojas-Krawczyk Wstep. Rearanzacje genu kodujgcego protoonkogen ROS (ROS7) obserwuije sig u bardzo niewielkiego odsetka
Katedra i Klinika Pneumonologii, (1-2%) chorych na niedrobnokomadrkowego raka ptuca (NDRP). Charakterystyka kliniczna chorych z omawianym
Onkologil i Alergologii zaburzeniem genu ROST jest podobna jak w grupie chorych z rearanzacjg genu ALK. Wykrycie nieprawidiowosci
Uniwersytet Medyczny w Lublinie
ul. Jaczewskiego 8, 20-954 Lublin

Tel. +48 817244293

w genie ROS1 stanowi niezmiernie wazny czynnik predykcyjny, umozliwiajacy zastosowanie kryzotynibu w pierwszej
linii leczenia u chorych na NDRP w stopniu IlIB (chorzy poza mozliwos$cig leczenia radykalnego) lub IV. W zwigzku
z dodaniem kryzotynibu do listy lekéw refundowanych od stycznia 2019 roku analiza tej zmiany genetycznej
e-mail: Kamilawojas @wp.pl powinna by¢ czescig panelu badan molekularnych wykonywanych u chorych na miejscowo zaawansowanego
i zaawansowanego NDRP w ramach kwalifikacji do leczenia ukierunkowanego molekularnie.

Cel badania. Celem badania byla analiza czgsto$ci wystepowania rearanzacji genu ROS7 wsroéd chorych na
NDRP w stadium HlIB lub IV, kwalifikowanych do terapii ukierunkowanych molekularnie. Przedstawiono takze
trudno$ci metodologiczne badania fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH), wykonywanego w celu wykrycia
tej nieprawidtowosci genetyczne;j.

Materiat i metody. Analiza rearanzacji genu ROS1 zostata przeprowadzona za pomoca metody fluorescencyjnej
hybrydyzacijiin situ w prébkach materiatu pobranego od 573 chorych na NDRP o typie innym niz ptaskonabtonkowy
w trakcie rutynowej diagnostyki patomorfologiczne;j.

Wyniki. Analizie poddano materiat uzyskany z guza nowotworowego, utrwalony w formalinie i zarchiwizowany
w parafinie. U 408 chorych uzyskano materiaf histologiczny, a u 165 — cytologiczny (cytoblok). U 439 chorych
otrzymano wiarygodny (diagnostyczny) wynik badania rearanzacji genu ROS7 (76,61%). Gtéwnymi przeszkodami
w dokonaniu analizy w pozostatych przypadkach byty mata liczba komorek nowotworowych oraz wysokie zakidce-
nia fluorescencyjne tla i fragmentacja jgder komaérkowych. Rearanzacje genu ROS7 wykryto u 9 chorych na raka
gruczotowego (1,57% wszystkich chorych), w tym u 5 mezczyzn i 4 kobiet. U 19 chorych zaobserwowano inne
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nieprawidtowosci dotyczace genu ROS7, przede wszystkim polisomig badanego fragmentu genu ROS7 (3,32%).
Polisomia nie wspdtistniata z rearanzacjg genu ROST7.

Whioski. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ stanowi uzyteczne narzedzie w wykrywaniu rearanzacji genu
ROS1. Badanie moze byc¢ przeprowadzone w materiale zaréwno histologicznym, jak i cytologicznym (cytoblok).
Niezmiernie istotne dla uzyskania wiarygodnego wyniku sg jednak prawidiowe utrwalenie materiatu oraz odpo-
wiednia liczba komorek nowotworowych w badanym preparacie.

Stowa kluczowe: rearanzacja genu ROS1, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, niedrobnokomaorkowy rak ptuca,
kryzotynib

ABSTRACT

Introduction. The rearrangement of the gene encoding ROS protooncogene (ROS7) is observed in a very small
percentage (1-2%) of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). The clinical characteristics of ROS7-positive
patients are similar to those observed in the group of patients with ALK gene rearrangement. Detection of ROS7 gene
rearrangement is an extremely important predictive factor enabling the use of crizotinib in the 1%t line of NSCLC
patients with stage IlIB or IV. Due to the addition of crizotinib to the list of reimbursed drugs from January 2019,
the analysis of this genetic change should be part of a molecular tests panel performed in patients with locally
advanced and advanced NSCLC in the qualification for molecularly targeted treatment.

Aim of the study. Analysis of ROS7 gene rearrangement incidence among NSCLC patients in stage IlIB or IV
qualified for molecularly targeted therapies. Presentation of methodological difficulties with fluorescent in situ
hybridization (FIS H) technique which is used to detect ROS7 genetic abnormality.

Materials and methods. The analysis of ROS7 gene rearrangement was carried out using fluorescent in situ
hybridization technique in tissue samples taken from 573 NSCLC patients of non-squamous cell type during
routine pathomorphological diagnostics.

Results. The material obtained from the tumor was fixed in formalin and archived in paraffin. Histological mate-
rial was obtained from 408 patients, and from 165 — cytological (cytoblock). A reliable (diagnostic) result of the
ROS1 gene rearrangement was obtained in 439 patients (76.61%). The main difficulties for ROS7 gene analysis were
low number of cancer cells, as well as high background fluorescence interference and fragmentation of cell nuclei.
ROST1 gene rearrangement was detected in 9 patients with adenocarcinoma (1.57% among all patients), including
5 men and 4 women. In 19 patients, other abnormalities regarding the ROS7 gene were observed, primarily the
polysomy of the examined ROS7 gene fragment (3.32%). Polysomy did not coexist with the ROS 1 rearrangement.
Conclusion. Fluorescent in situ hybridization is a useful tool in detecting ROS7 gene rearrangement. The test can
be performed in both histological and cytological material (cytoblock). However, the correct fixation of the material
and the appropriate number of tumor cells in the tested samples is extremely important for obtaining a reliable result.
Key words: ROS7 rearangement, fluorescence in situ hybridization, non-small cell lung cancer, crizotinib

Onkol Prakt Klin Edu 2020; 6, 5: 364-370

Wprowadzenie

Rozpoczecie procesu karcynogenezy zwigzane jest
z pojawieniem si¢ somatycznej (niedziedzicznej), poje-
dynczej mutacji w onkogenie, ktora skutkuje zaburze-
niem podstawowych proceséw fizjologicznych, a w kon-
sekwencji prowadzi do niekontrolowanych podziatéw
komorki. W odniesieniu do tego podstawowego zato-
zenia terapia ukierunkowana molekularnie to leczenie
blokujace nieprawidlowy szlak sygnalowy w komorkach
nowotworowych. Skuteczno$¢ terapii ukierunkowanej
molekularnie zalezy zatem od obecnosci (lub braku)
mutacji kierujacej (driver mutation) (1, 2].

Obecnie dostepnych jest kilka terapii ukierunkowa-
nych molekularnie w leczeniu chorych na niedrobnoko-
morkowego raka ptuca (NDRP). Znaczaca odpowiedz
kliniczng po zastosowaniu inhibitoréw kinazy tyrozyno-

wej (IKT) EGFR (takich jak gefitynib, erlotynib, afaty-
nib, ozymertynib, dakomitynib) obserwuje si¢ u chorych
na NDRP z wykrytag mutacja aktywujaca w genie ko-
dujacym receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu
(EGFR, epidermal growth factor receptor). W Polsce
refundowane sa gefitynib, erlotynib, afatynib oraz —dla
wybranych chorych — ozymertynib. Inny rodzaj terapii
ukierunkowanej molekularnie polega na zastosowaniu
inhibitoréw kinazy chtoniaka anaplastycznego (ALK,
anaplastic lymphoma kinase) u chorych ze stwierdzona
rearanzacja genu ALK. W tej grupie lekéw refundacja
w Polsce objete sa kryzotynib, cerytynib i alektynib, na-
tomiast rejestracje na terenie Unii Europejskiej (UE)
maja jeszcze brygatynib i lorlatynib [3-5]. U chorych
na NDRP z mutacjami w genie BRAF w krajach UE
z powodzeniem stosuje si¢ inhibitory BRAF i MEK:
dabrafenib i trametynib, a w przypadku rearanzacji ge-
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néw NTRK — larotrektynib i entrektynib (leki w Polsce
nierefundowane) [5].

Kolejna grupe lekéw ukierunkowanych molekular-
nie, ktére znalazly zastosowanie u chorych na NDRP,
stanowig inhibitory ROS1. Gen ROSI, znajdujacy si¢
na chromosomie 6 (lokalizacja cytogenetyczna: 6p22),
koduje receptor o aktywnoSci kinazy tyrozynowej
ROS, nalezacy do rodziny receptoréw insulinowych,
ewolucyjnie spokrewniony z receptorem ALK [6-8].
Nieprawidtowosci molekularne stwierdzane u chorych
na NDRP to rearanzacja genu ROS!. Nieprawidlowos¢
ta wystepuje u zaledwie 1-2% chorych z rozpoznaniem
raka gruczolowego, a charakterystyka kliniczna chorych
z rearanzacja genu ROS] jest podobna jak u chorych
na NDRP ze stwierdzong nieprawidtowo$cia w genie
ALK [6-8]

W grupie chorych z rearanzacja genu ROS/ istnieje
mozliwo$¢ zastosowania inhibitora kinaz tyrozynowych
ALK, ROS1iMET — kryzotynibu. W prospektywnych
badaniach klinicznych na leczenie odpowiadato ponad
70% chorych na NDRP z rearanzacja genu ROS! otrzy-
mujacych kryzotynib w pierwszej linii leczenia, a media-
na czasu wolnego od progresji wynosita u nich 19,2 mie-
sigca [8, 9]. Z tych wzgledéw diagnostyka rearanzacji
genu ROSI powinna zosta¢ niezwlocznie wtaczona do
panelu badafn molekularnych oferowanych chorym na
miejscowo zaawansowanego i zaawansowanego NDRP.
W Polsce taka procedura diagnostyczna dostgpna jest
w coraz szerszym zakresie od stycznia 2019 roku, kiedy
to kryzotynib zostat objety refundacja dla chorych na
gruczolowego raka ptuca z rearanzacja genu ROS].

Cel badania

Celem prezentowanego badania byta ocena czgstosci
wystepowania rearanzacji oraz innych nieprawidlowosci
molekularnych genu ROS! oznaczonych przy pomocy
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, fluorescence
in situ hybridization) u chorych na miejscowo zaawanso-
wanego i zaawansowanego NDRP. Ponadto przedsta-
wiono trudno$ci metodologiczne badania FISH, stoso-
wanego w celu wykrycia nieprawidlowosci genu ROS]I.

Materiat i metody
Charakterystyka badanej grupy

Analizie poddano material uzyskany z guza nowo-
tworowego od 573 chorych na NDRP o typie innym
niz rak ptaskonablonkowy, utrwalony w formalinie
izarchiwizowany w parafinie. Badanie rearanzacji genu
ROS1 wykonywano po wykluczeniu obecnosci mutacji
w genie EGFR i rearanzacji genu ALK. U 408 chorych

Tabela 1. Analiza demograficzna pacjentéw poddanych
ocenie rearanzacji genu ROS1

Pteé [n (%)]

Kobiety 226 (39,44%)
Mezczyzni 347 (60,56%)
Wiek (lata, srednia + odchylenie 66,19 = 8,44
standardowe)

Kobiety 65,85 + 8,89
Mezczyzni 66,22 = 8,13

Rozpoznanie histopatologiczne NDRP

464 (80,10%)
109 (19,90%)

Gruczolakorak

Pozostate NDRP o typie innym niz
ptaskonabtonkowy

Ekspresja TTF1 na komérkach nowotworowych

270 (47,12%)
77 (13,44%)
226 (39,44%)

Ekspresja TTF1 obecna

Ekspresja TTF1 nieobecna

Ekspresja TTF1 nie byta badana

Rodzaj materiatu poddanego analizie

Materiat histologiczny (drobne wycinki 408 (71,20%)

i materiat operacyjny)

Cytoblok

165 (28,80%)

TTF1 (thyroid transcription factor type 1) — tarczycowy czynnik transkrypcji typu 1

badanie przeprowadzono w materiale histologicznym,
a u 165 — cytologicznym (cytoblok). Charakterystyke
demograficzna i kliniczng chorych podsumowano w ta-
beli 1.

Procedura analizy rearanzacji genu
ROS1 z wykorzystaniem metody FISH

Sposéb analizy rearanzacji genu ROS/ jest analogicz-
ny do sposobu analizy rearanzacji genu ALK. W trakcie
badania rearanzacji genu ROSI ocenia si¢ jego integral-
nos¢, czyli badamy fakt zaistnienia peknigcia nici DNA
1 przemieszczenia si¢ fragmentu genu ROSI w inne
miejsce w genomie, ale nie badamy rodzaju powstatej
fuzji genowej [8]. W metodzie FISH uzywamy sond
molekularnych, czyli krétkich odcinkéw DNA komple-
mentarnych do interesujacych nas sekwencji w badanym
DNA. W diagnostyce rearanzacji genu ROS1 stosuje si¢
dwie sondy: sond¢ z fluorochromem zielonym (green),
ktdra pokrywa sekwencje DNA proksymalne, blizej do
regionu wrazliwego na pekniecia genu ROS1, oraz sonde
z fluorochromem czerwonym (red lub orange), ktorej
sekwencje sa komplementarne dystalnie do regionu
wrazliwego na peknigcia w genie ROS! (na podstawie
ZytoLight® SPEC ROS1 Dual Color Break Apart Probe).
Wykonujac badanie metoda FISH, nalezy wzia¢ pod
uwage fakt, ze producenci sond molekularnych moga
znakowac je w rézny sposob, co ma ogromne znaczenie
przy interpretacji uzyskanych wynikow.
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Tabela 2. Mozliwosci wykonania oznaczenia rearanzacji genu ROST w réznych materiatach

Materiat Materiat Materiat Materiat Materiat cytologiczny Ptynna biopsja —
tkankowy  z biopsji z kriobiopsji cytologiczny H+E lub Papanicolaou — krew obwodowa
— bloczek  gruboigtowej — cytoblok szkietko mikroskopowe
parafinowy — bloczek

parafinowy
+++ +++ + ++ - -

(Metoda musi zo-
sta¢ zwalidowana
przez laboratorium)

(Tylko eksperyment
medyczny wyko-
rzystujacy wolne
krazace komorki
nowotworowe)

(Tylko eksperyment medyczny
wykorzystujgcy stabilnos¢

DNA w niektérych preparatach
cytologicznych wybarwionych
technikg Papanicolau lub H+E)

H+E — hematoksylina + eozyna

(D

Dwa sygnaty fuzyjne

Jeden sygnat fuzyjny oraz sygnat czerwony

w odlegtosci wigkszej niz srednia wielkos¢
jednego sygnatu od sygnatu zielonego

S,

Dwa sygnaty fuzyjne, w tym jeden widoczny jako
jednorodne $wiecenie zétte, powstate po natozeniu sie
sygnatéw czerwonego i zielonego

=

Dwa sygnaty fuzyjne oraz powielenie
pojedynczych sygnatéw zielonych

Powielenie sygnatow fuzyjnych

=

Sygnat fuzyjny jako jednorodne $wiecenie
26tte oraz sygnat czerwony w odlegtosci
wiekszej niz srednia wielko$¢ jednego
sygnatu od sygnatu zielonego

Rycina 1. Schematy mozliwych do obserwacji sygnatéw z sond fluorescencyjnych w przypadku: A — jader komérek

nowotworowych bez rearanzacji genu ROS7; B — jader komdérek nowotworowych z obecng rearanzacja genu ROS7

Procedura laboratoryjna postgpowania z materia-
lem do badania rearanzacji genu ROSI opiera si¢ na
zastosowaniu gotowych zestawdéw umozliwiajacych
odparafinowanie materiatu tkankowego, utrwalenie,
trawienie w buforze proteazowym, denaturacj¢ oraz
hybrydyzacje ze swoista sonda molekularng. W proce-
durze tej nalezy postepowac zgodnie z instrukcja podana
przez producenta oraz trzeba zwalidowa¢ zastosowana
metodyke w laboratorium. W prezentowanej pracy uzyto
sondy molekularnej ZytoLight® SPEC ROSI Dual Color
Break Apart Probe (ZytoVision, Niemcy), zestawu Vysis
Paraffin Pretreatment & Post-Hybridization Wash Buffer
Kit (Abbott, USA), natomiast oceny $wiecenia sygnatow
fluorescencyjnych dokonano w mikroskopie Axio Sco-
pe (Zeiss, Niemcy). Nalezy tez pamietac, ze podobnie
jak w przypadku analizy rearanzacji genu ALK, nie we
wszystkich materiatach mozliwe jest przeprowadzenie
analizy rearanzacji genu ROSI. W tabeli 2 zestawio-
no materialy, ktére sa dostarczane do laboratoriow

i w ktérych istnieje mozliwo$¢ wykonania oznaczenia
metoda FISH.

Jadro komérki nowotworowej jest oceniane jako po-
zytywne (z obecna rearanzacja genu ROS1), gdy przerwa
pomigdzy pomaranczowym lub czerwonym i zielonym
sygnalem jest wicksza niz Srednica najwickszego sygnatu
w parze lub gdy wystepuje izolowany sygnat zielony przy
wspotwystepowaniu sygnatéw fuzyjnych (na podstawie
ZytoLight® SPEC ROS1 Dual Color Break Apart Probe).
Schematy mozliwych do obserwacji sygnaléw z sond
fluorescencyjnych przedstawiono na rycinie 1.

Wynik badania rearanzacji genu ROSI uznaje si¢
za pozytywny, gdy w 15% badanych jader komorek no-
wotworowych stwierdza si¢ opisane nieprawidtowosci
sygnatéw. Jednak, aby zapobiec bledowi stronniczosci,
zaleca si¢, by badanie wykonywato dwdch laborantow
[8]. Schemat postepowania diagnostycznego przy
ocenie rearanzacji genu ROS! zaprezentowano na
rycinie 2.
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50 jader komorek nowotworowych poddanych analizie |

v

< 10% jader
pozytywnych

Preparat bez rearanzacji
genu ROST

< 15% jader
pozytywnych

v

10-50% jader
pozytywnych

Ponowne zliczenie
preparatu przez
drugiego obserwatora

v

> 50% jader
pozytywnych

Preparat z rearanzacja
genu ROST

v

> 15% jader
pozytywnych

v

Preparat
bez rearanzacji
genu ROS1

Preparat
z rearanzacja
genu ROS1

Rycina 2. Algorytm postepowania przy ocenie rearanzacji genu ROST metoda FISH (na podstawie [8])

W celu poréwnania §rednich z dwoch niezaleznych
od siebie grup uzyto testu t-Studenta oraz programu
Statistica v. 13.1. Oceny, czy zaobserwowany rozktad
danej cechy zalezy od innej zmiennej, dokonano przy
zastosowaniu testu y? Pearsona. Analize przezycia
przeprowadzono metoda Kaplana—Meiera za pomoca
MedCalcv. 18.11.6.

Wyniki

Analiza czestosci wystepowania nieprawidtowosci
genu ROS1

Badanie rearanzacji genu ROSI metoda FISH prze-
prowadzono u 573 chorych na NDRP o typie innym niz
ptaskonabtonkowy. W 439 przypadkach (76,61%) udato
si¢ otrzymac¢ wiarygodny wynik badania, natomiast az
w 134 (23,39%) przypadkach nie uzyskano wyniku
diagnostycznego. Wsrdd materialéw niediagnostycz-
nych znajdowato si¢ 55 materiatéw cytologicznych
utrwalonych w postaci cytoblokéw (co stanowito 33%
wszystkich cytoblokéw nadestanych do badania) oraz
79 materiatéw histologicznych (co stanowito 19,4%
wszystkich materiatéw histologicznych). W zwiazku
z tym niediagnostyczny wynik badania rearanzacji genu
ROS1 uzyskiwano istotnie czesciej w materiatach cytolo-
gicznych niz histologicznych (p = 0,00035; 2 = 12,798).

Ograniczenia analizy rearanzacji genu ROSI metoda
FISH wynikaly przede wszystkim ze zbyt matej liczby
komérek nowotworowych w badanym materiale oraz
z braku sygnatéw sond molekularnych, najprawdopo-
dobniej z powodu nieprawidtowego utrwalenia materia-
16w przestanych do badan. Przedlaboratoryjna obrébka
materialu histologicznego i cytologicznego ma niezwykle

wazny wplyw na mozliwos¢ uzyskania diagnostycznego
wyniku badania rearanzacji genéw metoda FISH.

W badanej grupie rearanzacj¢ genu ROSI wykryto
u 9 chorych, co stanowito 1,57% wszystkich badanych
osob. Rearanzacje wykryto u 5 mezezyzn i u 4 kobiet
(p = 0,757; x* = 0,096). U wszystkich chorych ROSI-
-pozytywnych rozpoznano gruczolakoraka ptuca (1,94%
chorych na raka gruczotowego). U 6 chorych ROS1-po-
zytywnych zaobserwowano ekspresj¢ biatka TTF1 na
komdrkach nowotworowych, a u pozostalych 3 nie
stwierdzono ekspresji tego markera gruczotowego raka
ptuca (p = 0,415; x*> = 0,664). U chorych ROSI-pozytyw-
nych mediana odsetka jader komérek nowotworowych
zrearanzacja genu ROS1 wynosita 18%, a mediana liczby
kopii genu ROSI — 2,6.

U 138 (24,08%) chorych zaobserwowano jadra
komoérek nowotworowych z rearanzacja genu ROSI,
jednak z wynikiem niespetniajacym kryteriéw wlaczenia
chorego do leczenia ukierunkowanego molekularnie
(< 15% jader komé6rek nowotworowych z rearan-
zacja genu ROSI). U 19 chorych (3,32% badanych)
odnotowano polisomi¢ genu ROSI (> 4 kopie genu
ROS1 w jadrze komdrkowym), ale w zadnym przypadku
nieprawidlowos$¢ ta nie wspolistniata z rearanzacja genu
ROSI1. W calej grupie badanej mediana liczby kopii genu
ROSI wynosita 2,4. Nie zalezala ona istotnie od pici,
wieku, diagnozy patomorfologicznej ani od obecnosci
ekspresji TTF1 i CK7 na komdérkach nowotworowych.

Czas zycia chorych z oznaczonym statusem genu
ROS1

W badanej grupie leczenie ukierunkowane mole-
kularnie za pomocg kryzotynibu otrzymato 6 chorych
z rearanzacja genu ROS! (u 3 pozostatych oséb z tej
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grupy przebieg choroby byt niekorzystny i uniemozliwit
zastosowanie leczenia systemowego). U chorych bez
rearanzacji genu ROSI leczenie pierwszej linii pem-
brolizumabem otrzymato 54 chorych wykazujacych
ekspresj¢ PD-L1 na ponad 50% komérek nowotworo-
wych (9,57%), a 412 chorych otrzymato chemioterapie
(73,05%), przy czym immunoterapi¢ drugiej linii otrzy-
mato 16 chorych (liczba ta znacznie wzrosnie w trakcie
obserwacji, gdyz obserwacje chorych autorzy rozpoczeli
od stycznia 2019 roku). Zadnego leczenia systemowego
ze wzgledu na zly stan sprawnosci i obecno§¢ choréb
towarzyszacych nie otrzymato 98 chorych (17,38%).

Mediana catkowitego przezycia (mOS, median of
overall survival) nie zalezata od plci, wieku, diagnozy pa-
tomorfologicznej, obecnosci rearanzacji genu ROSI ani
liczby kopii genu ROSI w jadrach komoérek nowotwo-
rowych. Warto§¢ mOS u chorych na NDRP typu ,,nie-
ptaskonabtonkowego” z ekspresja TTF1 na komoérkach
nowotworowych wynosita 13 miesiecy, a u chorych bez
ekspresji tego markera tylko 7 miesi¢cy [hazard wzgled-
ny (HR, hazard ratio) = 0,5634; p = 0,01]. Wartos¢
mOS u chorych otrzymujacych chemioterapie pierwszej
linii, a nastgpnie immunoterapi¢ drugiej linii wynosita
29 miesigcy [95-procentowy przedziat ufnosci (95% CI,
confidence interval): 20,0-29,0], natomiast u chorych
otrzymujacych tylko chemioterapi¢ — 14 miesigcy (95%
CI: 10,0-30,0), a u chorych bez leczenia systemowego
(z powodu ztego stanu sprawnosci) — 2 miesigce. Media-
na catkowitego przezycia u chorych z rearanzacja genu
ROS1 leczonych kryzotynibem oraz u chorych z eks-
presja PD-L1 na ponad 50% komdrek nowotworowych
otrzymujacych immunoterapie pierwszej linii przy uzyciu
pembrolizumabu nie zostala osiagnieta. Réznice te byly
istotne statystycznie (p < 0,0001). W grupie chorych
leczonych kryzotynibem w chwili przeprowadzenia ana-
lizy statystycznej 5 pacjentéw nadal zyto (2-13 miesigcy
leczenia), a 1 chory zmarl po 7 miesiagcach od wdrozenia
leczenia ukierunkowanego molekularnie.

Dyskusja

Rearanzacja genu ROS1 zostala po raz pierwszy wy-
kryta u chorego na raka ptuca w 2007 roku [10]. Obecnie
zmiana ta jest stosunkowo dobrze poznana — szacuje
sie, ze wystepuje u 1-2% chorych na NDRP. Chorzy
z rearanzacja genu ROS1 to zazwyczaj mtodzi chorzy na
raka gruczotowego (okoto 40.-50. roku zycia), zauwazal-
ny jest jednak wzrost czestoSci wystepowania rearanzacji
ROS]1 takze u chorych powyzej 70. roku zycia. Sposréd
pacjentéw z rearanzacja genu ROS1 70% nigdy nie palito
tytoniu, a 30% pali aktualnie lub palito w przesztosci
[9, 11]. Nie zaobserwowano znaczacych réznic w wyste-
powaniu rearanzacji w zaleznoSci od rasy chorych na
NDRP — w badaniu przeprowadzonym przez IASLC

(International Association for the Study of Lung Cancer)
rearanzacj¢ genu ROS1 stwierdzono u 2,3% chorych rasy
azjatyckiej, u 2% chorych rasy kaukaskiej oraz u 1,6%
chorych zamieszkujacych Ameryke P6inocna. Opisuje
si¢ jednak rdéznice lokalne w czgstoSci wystgpowania
rearanzacji ROS1 —w badaniu przeprowadzonym w pot-
nocnych Indiach nieprawidlowo$¢ t¢ wykryto u 2,8%
chorych na NDRP [12]. Jak do tej pory trudno okresli¢
czgstosé wystepowania tej nieprawidlowosci genetycznej
w polskiej populacji chorych na NDRP. W prezentowa-
nym badaniu rearanzacja genu ROSI zostala wykryta
u 1,57% chorych na NDRP o typie innym niz ptaskona-
btonkowy oraz u 1,94% chorych na raka gruczotowego,
co stanowi potwierdzenie ogélno§wiatowej czgstosci
wystepowania tej nieprawidlowosci genetycznej.

Mimo sporadycznego wystgpowania omawianej
rearanzacji genu ROS! korzysci z jej rozpoznawania
i wlaczania leczenia ukierunkowanego molekularnie
u chorych ROS1-pozytywnych moga by¢ znaczace. W ba-
daniu klinicznym PROFILE1001 leczeniu kryzotynibem
poddano 53 chorych na miejscowo zaawansowanego
i zaawansowanego NDRP z wykryta rearanzacja genu
ROS1. Odsetek odpowiedzi na terapi¢ wyniost 72%,
a mOS wyniosta 51,4 miesiaca [13]. W kolejnym bada-
niu skuteczno$¢ kryzotynibu w pierwszej linii leczenia
(n = 30) zostata poréwnana do chemioterapii opartej na
zwiazkach platyny i pemetreksedzie (n = 47) u chorych
na NDRP z rearanzacja genu ROS1. Mediana czasu ob-
serwacji wyniosta 28,1 miesigca. Odsetek obiektywnych
odpowiedzi w grupie otrzymujacej kryzotynib byl wyzszy
niz w grupie chorych otrzymujacych chemioterapi¢
(odpowiednio: 86,7% vs. 44,7%; p < 0,001). Ponadto,
w grupie chorych leczonych kryzotynibem obserwo-
wano istotne wydluzenie czasu wolnego od progresji
(18,4 miesigca) w odniesieniu do chorych otrzymuja-
cych chemioterapig¢ (8,6 miesiaca; p < 0,001). Mediana
czasu calkowitego przezycia dla chorych otrzymujacych
kryzotynib nie zostala osiagnieta, natomiast u chorych
otrzymujacych chemioterapi¢ wyniosta ona 28,4 miesia-
ca (efekt zjawiska cross-over) [14].

Od stycznia 2019 roku krytozynib uzyskal w Polsce
refundacje jako terapia ukierunkowana molekularnie
dla chorych na NDRP w stopniu ITIIB lub IV z rearanza-
cja genu ROSI. Problemem, z ktérym moga si¢ zetknaé
klinicySci planujacy terapie kryzotynibem u chorych
ROS1-pozytywnych, jest rozwijajaca si¢ w trakcie lecze-
nia oporno$¢ na ten lek. Gainor i wsp. zaobserwowali,
ze az 53% chorych poddanych leczeniu kryzotynibem
rozwija oporno$¢, ktéra najprawdopodobniej wiaze si¢
z pojawianiem si¢ nowych mutacji w genie ROS1 [15].
Problem opornosci na kryzotynib moga rozwiazaé bada-
nia nad druga generacjg inhibitor6w ROS1. Przyktadem
uzytecznosci tej grupy lekéw moze by¢ udowodniona
skuteczno$¢ lorlatynibu oraz repotrektynibu, obser-
wowana u pacjentow ROSI-pozytywnych, u ktérych
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wystapita progresja choroby po zastosowaniu kryzo-
tynibu [16].

W Polsce do diagnostyki rearanzacji genu ROS1 sto-
suje si¢ metode fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
z wykorzystaniem specyficznych sond molekularnych.
Jest to skuteczna i sprawdzona metoda diagnostyczna,
cechujaca si¢ wysoka czutoscig i swoistoScia, a zestawy
do tej diagnostyki posiadaja certyfikaty CE-IVD (franc.
Conformite Europeenne-ang. in vitro diagnostic). Opisywa-
ne w literaturze wyniki fatszywie dodatnie moga wynika¢
z wykrycia nieaktywnej fuzji w genie ROSI, powstalej
w wyniku obrébki posttranskrypcyjnej, ale jest to sytu-
acja kazuistyczna. W rezultacie zachodzacej rearanzacji
gen ROSI moze wchodzi¢ w fuzje z innymi genami,
np. TPD52L1, znajdujacym si¢ niedaleko lokalizacji genu
ROS]. Zaistnienie takiej fuzji genéw partnerskich moze
by¢ problemem diagnostycznym w metodzie FISH [8, 17].
Jednak do tej pory jest to technika najszerzej wykorzy-
stywana w diagnostyce rearanzacji genu ROSI, a jedyne
jej ograniczenia to mozliwo$¢ uszkodzenia materiatu
genetycznego komoérek nowotworowych w trakcie niepra-
widlowego utrwalenia i zabezpieczenia materialu tkan-
kowego oraz zbyt niska liczba komérek nowotworowych
w ocenianych materiatach. Trwaja badania nad mozli-
woscia wykrycia obecnosci nieprawidtowego, fuzyjnego
biatka zawierajacego ROSI na powierzchni komoérek
nowotworowych metoda immunohistochemiczna (IHC)
[8], ktéra w ostatnich miesiacach uzyskata certyfikat CE-
-IVD. W niekt6rych laboratoriach jest ona juz rutynowo
wykorzystywana w przesiewowym badaniu wystgpowania
nieprawidlowosci genu ROS1. Nalezy jednak pamietac,
ze wszystkie dodatnie wyniki badania IHC na obecnosé
biatka fuzyjnego zawierajacego ROSI musza by¢ nadal
potwierdzane metoda FISH. Kolejna technika, ktéra
moze by¢ stosowana w analizie nieprawidlowosci genu
ROS1, jest sekwencjonowanie nowej generacji (NGS,
next generation sequencing) [8].

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, Ze analiza rearan-
zacji genu ROSI u chorych na miejscowo zaawansowane-
go lub zaawansowanego niedrobnokomoérkowego raka
pluca powinna by¢ standardem w diagnostyce czynnikéw
predykeyjnych. Chorzy z rearanzacja genu ROS1, dzig-
ki nowym generacjom lekéw, maja szans¢ na istotne
wydluzenie czasu Zycia i poprawe jego jakosci. Metoda
FISH stanowi podstawowa metode¢ diagnostyczna, ale
nalezy przede wszystkim pamigtaé, ze przedlaboratoryj-
na obrébka materiatu histologicznego i cytologicznego
ma niezwykle istotny wpltyw na mozliwo$¢ uzyskania

diagnostycznego i wiarygodnego wyniku badania re-
aranzacji genow ta metoda.
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