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Molekularne prognostyczne  
i predykcyjne czynniki kwalifikacji 
chorych do immunoterapii
Prognostic and predictive molecular factors in qualification of patients to 
immunotherapy

STRESZCZENIE
Immunoterapia niedrobnokomórkowego raka płuca (NDRP) jest obecnie szeroko stosowana w Polsce i na świecie. 

Leczenie za pomocą inhibitorów immunologicznych punktów kontrolnych — najczęściej przeciwciał monoklonalnych 

anty-PD-1 (programmed death 1) lub anty-PD-L1 (programmed death ligand 1) — można zaplanować na podstawie 

badania czynników predykcyjnych. Pembrolizumab w monoterapii pierwszej linii stosuje się u chorych na przerzutowego 

NDRP po wykluczaniu obecności w komórkach nowotworowych mutacji w genie EGFR (epidermal growth factor receptor) 

i rearanżacji genów ALK (anaplastic lymphoma kinase) i ROS1 oraz po potwierdzeniu obecności ponad 50% komórek 

nowotworowych z ekspresją PD-L1 w guzie. Chemioimmunoterapię z udziałem pembrolizumabu można wykorzystać 

w leczeniu takich chorych, ale w przypadku wykrycia ekspresji PD-L1 na mniej niż 50% komórek nowotworowych. Plano-

wanie leczenia drugiej linii za pomocą atezolizumabu lub niwolumabu (leczenie dostępne w Polsce) nie wymaga oceny 

ekspresji PD-L1 na komórkach nowotworowych. Ponieważ ekspresja PD-L1 nie jest idealnym markerem predykcyjnym 

dla immunoterapii, trwają poszukiwania innych czynników związanych z wyższą efektywnością tej metody leczenia. 

Wśród nich można wymienić wysokie obciążenie mutacyjne nowotworów (TMB, tumor mutation burden), obecność 

niestabilności mikrosatelitarnej (MSI, microsatellite instability), immunoprofil odpowiadający tzw. „guzom gorącym”, 

obecność mutacji genetycznych, np. w genie KRAS (Kristen rat sarcoma viral oncogene homolog) i wiele innych.

Słowa kluczowe: niedrobnokomórkowy raka płuca, inhibitory immunologicznych punktów kontrolnych, czynniki 

predykcyjne, ligand dla cząsteczki programowej śmierci typu 1

ABSTRACT
Immunotherapy for non-small cell lung cancer (NSCLC) is now widely used in Poland and in the world. Treatment 

with immune checkpoint inhibitors — most often anti-PD-1 (programmed death 1) or anti-PD-L1 (programmed death 

ligand 1) (monoclonal antibodies) — may be planned based on predictive markers examination. Pembrolizumab 

monotherapy in first-line tretament is used in patients with metastatic NSCLC without EGFR (epidermal growth 

factor receptor) mutations and rearrangements of ALK (anaplastic lymphoma kinase) and ROS1 genes, and with 

the presence of more than 50% of tumor cells expressing PD-L1 molecule. Chemoimmunotherapy with pembroli-

zumab can be used in the treatment of such patients, but when PD-L1 expression is detected in less than 50% of 

tumor cells. Qualification of NSCLC patients to second-line treatment with atezolizumab or nivolumab (treatment 

available in Poland) does not require the assessment of PD-L1 expression on tumor cells. PD-L1 expression is 

not an ideal predictive marker for immunotherapy. Therefore, research on other predictive factors related to the 

higher effectiveness of immunotherapy are ongoing. These positive predictive markers could include the high 

tumor mutation burden (TMB), the presence of microsatellite instability (MSI), an immunoprofile corresponding to 

"hot tumors", the presence of different genetic mutations (e.g. in the KRAS gene) and much more.
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Diagnostyka czynników predykcyjnych 
w ramach Programu Lekowego 
Leczenia Niedrobnokomórkowego Raka 
Płuca

Kwalifikacja do immunoterapii chorych na niedrob-
nokomórkowego raka płuca (NDRP) w myśl programu 
lekowego B.6 opiera się między innymi na oznaczaniu 
molekularnych i immunologicznych czynników predyk-
cyjnych. W pierwszej linii leczenia od 1 stycznia 2021 roku  
refundacją została objęta terapia skojarzona z udziałem 
chemioterapii dwulekowej opartej na związkach platyny 
w połączeniu z pembrolizumabem u chorych na przerzu-
towego NDRP. Podtrzymano refundację pembrolizuma-
bu w monoterapii w pierwszej linii leczenia u chorych 
na zaawansowanego NDRP. Obie te metody leczenia 
mogą być zastosowane na podstawie wyników badań 
immunohistochemicznych i molekularnych. W pierwszej 
kolejności obowiązuje u chorych z rozpoznaniem NDRP 
o typie innym niż płaskonabłonkowy konieczność wy-
kluczenia obecności mutacji w genie EGFR (epidermal 
growth factor recpetor) oraz rearanżacji genów ALK 
(anaplastic lymphoma kinase) i ROS1. Według progra-
mu lekowego Narodowego Funduszu Zdrowia (NFZ) 
status mutacji w genie EGFR należy zbadać za pomocą 
„zwalidowanego testu”. W polskich warunkach niepra-
widłowości te bada się najczęściej za pomocą techniki 
real-time PCR (polymerase chain reaction). Do badania 
rearanżacji genu ALK można wykorzystywać techniki 
immunohistochemiczne (IHC), fluorescencyjną hybry-
dyzację in situ (FISH, fluorescent in situ hybridisation) 
oraz sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, next 
generation sequencing). W praktyce najprostszą, najszyb-
szą i najtańszą metodą jest technika IHC, a tylko wyniki 
niemiarodajne uzyskane tą metodą muszą być poddane 
weryfikacji techniką FISH. Rearanżację genu ROS1 
można zbadać techniką FISH lub NGS, przy czym ta 
pierwsza metoda jest w Polsce w powszechnym użyciu. 
W przypadku stwierdzenia nieprawidłowości w wymie-
nionych genach należy chorych leczyć odpowiednimi 
lekami ukierunkowanymi molekularnie i nie powinno 
się w tej populacji chorych stosować immunoterapii [1].

Wybór metody immunoterapii w pierwszej linii 
leczenia zależy od statusu ekspresji liganda cząsteczki 
programowanej śmierci 1 (PD-L1, programmed death 
ligand 1) na komórkach nowotworowych. Monoterapię 
pembrolizumabem należy stosować u chorych z eks-
presją PD-L1 na ≥ 50% komórek nowotworowych. 
Tego typu ekspresję stwierdza się u około 25% chorych 
na zaawansowanego NDRP. Natomiast u chorych, 
u których ekspresja PD-L1 występuje na mniej niż 50% 
komórek nowotworowych, powinno rozważyć się zasto-
sowanie skojarzenia chemioterapii i pembrolizumabu. 
Terapię skojarzoną można też stosować u chorych bez 
ekspresji PD-L1 (0% komórek nowotworowych z eks-
presją PD-L1). Istotne jest, żeby na wyniku badania 

immunohistochemicznego wpisywać precyzyjnie odsetek 
komórek z ekspresją PD-L1, a nie tylko konkluzję: wynik 
pozytywny lub negatywny (stwierdzenie ekspresji PD-L1 
na 1% komórek nowotworowych można uznać za wynik 
pozytywny) [1–4].

W drugiej linii leczenia, jeśli w pierwszej zastoso-
wano chemioterapię, nadal można stosować u chorych 
na miejscowo zaawansowanego lub zaawansowanego 
NDRP immunoterapię atezolizumabem lub niwolu-
mabem. Nie jest w tym przypadku wymagana ocena 
statusu ekspresji PD-L1, ale należy wykluczyć obecność 
mutacji w genie EGFR oraz rearanżację genu ALK. 
Niemniej jednak nieprzeprowadzenie diagnostyki tych 
nieprawidłowości genetycznych przed planowaniem 
pierwszej linii terapii należy uznać za nieprawidłowe 
postępowanie diagnostyczne. Planowanie terapii 
konsolidującej durwalumabem po zakończeniu jed-
noczesnej chemioradioterapii u chorych na miejscowo 
zaawansowanego NDRP nie wymaga badania czynni-
ków predykcyjnych [1, 5–9].

Inne czynniki predykcyjne 
i prognostyczne dla immunoterapii

Ocena ekspresji PD-L1 jest wymagana w kwalifikacji 
do innych metod immunoterapii, które w Polsce nie są 
refundowane, ale są zarejestrowane w Unii Europejskiej 
i/lub w USA. Chorzy z ekspresją PD-L1 na ≥ 1% komó-
rek nowotworowych mogą otrzymać immunoterapię sko-
jarzoną z niwolumabem i ipilimumabem w pierwszej linii 
leczenia lub pembrolizumab w monoterapii w pierwszej 
i drugiej linii leczenia. Natomiast kwalifikacja do tera-
pii atezolizumabem w pierwszej  linii leczenia wymaga 
stwierdzenia ekspresji PD-L1 na ≥ 50% komórek nowo-
tworowych. Zastosowanie terapii skojarzonej z udziałem 
niwolumabu, ipilimumabu i chemioterapii lub atezolizu-
mabu, bewacyzumabu i chemioterapii w pierwszej linii 
leczenia może być zastosowane w populacji chorych 
ze statusem PD-L1 < 50% [10]. W badaniach klinicz-
nych z atezolizumabem wykorzystywano jako marker 
predykcyjny ocenę ekspresji PD-L1 na komórkach 
immunologicznych naciekających tkankę nowotworową. 
Oceniano nie odsetek komórek immunologicznych, ale 
pole powierzchni guza nacieczone tymi komórkami. 
Marker ten w kombinacji z oceną ekspresji PD-L1 na 
powierzchni komórek nowotworowych nie znalazł za-
stosowania w rutynowej diagnostyce w kwalifikacji do 
immunoterapii [7].

Ocena ekspresji PD-L1 nie jest idealnym markerem 
predykcyjnym w kwalifikacji do immunoterapii. Odpo-
wiedź na immunoterapię obserwowana jest zarówno 
u chorych z ekspresją tego markera na komórkach 
nowotworowych, jak i jej pozbawionych. Z kolei nawet 
u chorych z wysoką ekspresją PD-L1 stwierdza się 
pierwotną oporność na immunoterapię. Dlatego poszu-
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kiwane są inne markery predykcyjne w kwalifikacji do 
immunoterapii u chorych na NDRP.

Markerem, który znalazł zastosowanie w praktyce 
klinicznej, jest oznaczanie obciążenia guza mutacjami 
somatycznymi (TMB, tumor mutation burden) w kwa-
lifikacji do terapii pembrolizumabem. Chorzy na guzy 
lite z wysokim TMB (≥ 10 mutacji na milion par zasad) 
mogą otrzymać takie leczenie w USA. Wysokie TMB 
wiąże się z powstawaniem dużej liczby nieprawidłowych 
białek, w tym neoantygenów (antygenów swoistych 
dla nowotworów). Wysokie TMB koreluje zazwyczaj 
z wieloletnim paleniem tytoniu i długotrwałym, agre-
sywnym oddziaływaniem karcynogenów. Tego rodzaju 
guzy nowotworowe są wysoce immunogenne, a komórki 
nowotworowe łatwiej identyfikowane przez układ immu-
nologiczny i usuwane przez limfocyty T cytotoksyczne. 
Immunoterapia wzmacnia tę aktywność niezależnie od 
ekspresji PD-L1 na komórkach nowotworowych [11].

W badaniach klinicznych jako czynnik prognostyczny 
i predykcyjny immunoterapii wykonywano także im-
munoprofilowanie guzów nowotworowych. W badaniu 
POPLAR, w którym stosowano atezolizumab w drugiej 
linii leczenia, oceniano ekspresję genów odpowiedzial-
nych za produkcję czynników prozapalnych, w tym 
przede wszystkim białek związanych z produkcją inter-
feronów. Ustalono, że zdolność do wysokiej produkcji 
czynników wzmacniających odpowiedź komórkową 
z udziałem limfocytów T pomocniczych typu 1 (Th1) 
i limfocytów T cytoksycznych (CTLs, cytotoxic T cells), 
zwłaszcza komórek pamięci o fenotypie EOMES+ 
(eomesodermin), CD69+, CD45RO+, jest korzystnym 
czynnikiem predykcyjnym immunoterapii. Ponadto 
w grupie chorych odpowiadających na takie leczenie 
obserwowano na limfocytach niską ekspresję innych 
ujemnych punktów kontroli układu immunologicznego, 
w tym przede wszystkim TIGIT (T cell immunoreceptor 
with Ig and ITIM domains), ICOS (inducible T-cell 
costimulator) i LAG3 (lymphocyte-activation gene 3). 
Znaczenie może mieć także udział różnych subpopulacji 
limfocytów T w naciekach tkanki nowotworowej: lim-
focytów T regulatorowych, CTLs o fenotypie komórek 
funkcjonalnie wyczerpanych (niekorzystne rokowniczo), 
końcowo zróżnicowanych CTLs o fenotypie aktywowa-
nym (korzystne rokowniczo), CTLs na wczesnym etapie 
różnicowania oraz opornych na apoptozę, wędrujących 
CTLs, a także limfocytów Th1, Th2 i Th17. Obecność 
innych komórek immunologicznych o właściwościach 
immunosupresyjnych (mieloidalne komórki dendry-
tyczne, makrofagi M2) może obniżać skuteczność 
immunoterapii [12].

Poziom TMB oraz immunoprofil guzów nowotworo-
wych przekładają się na ich immunofenotyp, który może 
być oceniany techniką IHC. Guzy tak zwane gorące, 
wysoce immunogenne, z wysokim TMB charakteryzują 
się intensywnymi naciekami ze strony komórek układu 

immunologicznego i wiążą się z możliwością uzyskania 
odpowiedzi na immunoterapię. Guzy, które wytwarzają 
dużą ilość czynników immunosupresyjnych (np. indolo-
dioksygenazę czy arginazę) z niskim TMB, charakteryzu-
je wykluczenie immunologiczne (nacieki z limfocytów na 
obwodzie guza) lub tak zwana pustynia immunologiczna 
(brak nacieków z komórek immunologicznych). Guzy 
„zimne”, mało immunogenne są najczęściej związane 
z brakiem odpowiedzi na immunoterapię. Zjawiska te 
mają wpływ na występowanie pierwotnej oporności na 
immunoterapię, ale także na ryzyko pojawienia się hiper- 
lub pseudoprogresji. W związku z tym mogą mieć duże 
znaczenie prognostyczne. Żadne z wymienionych badań 
nie weszło jednak do standardów diagnostyki NDRP 
w kwalifikacji do immunoterapii lub monitorowania 
skuteczności leczenia [12].

Metody badania czynników 
predykcyjnych dla immunoterapii

Metoda IHC jest powszechnie wykorzystywana 
do diagnostyki ekspresji PD-L1 u chorych na NDRP. 
Najczęściej wykorzystywane są dwa klony przeciwciał 
monoklonalnych anty-PD-L1: 22C3 (wykorzystywany 
w badaniach klinicznych z pembrolizumabem) oraz 
SP263. Oba przeciwciała są stosowane z dedyko-
wanymi do nich odczynnikami, a barwienie IHC 
przeprowadzane jest w automatycznych barwiarkach 
Autostainer lub Benchmark. Taki sposób przeprowa-
dzenia reakcji IHC zapewnia wysoką wiarygodność 
oznaczeń, a odczynniki posiadają certyfikat CE-IVD 
(do diagnostyki in vitro). W wielu laboratoriach 
wykorzystywany jest koncentrat przeciwciała 22C3 
i odczynniki dobierane z innych zestawów. Taka me-
toda nie posiada certyfikatu CE-IVD. Odpowiednio 
wybarwione preparaty (barwienie hematoksyliną 
i eozyną, kontrola negatywna, właściwe barwienie 
IHC), zawierające odpowiednią liczbę komórek no-
wotworowych, są oceniane w mikroskopie świetlnym 
przez doświadczonego patomorfologa [12].

Jak wspomniano na wstępie, w celu kwalifikacji do 
immunoterapii wymagane jest wykluczenie obecności 
mutacji w genie EGFR oraz rearanżacji genów ALK 
i ROS1. Obecność tych nieprawidłowości genetycz-
nych po pierwsze kwalifikuje do skutecznego leczenia 
ukierunkowanego molekularnie, a po drugie niemal 
zawsze wiąże się z niską skutecznością immunoterapii. 
Wynika to z faktu, że pojedyncze mutacje kierujące 
występują najczęściej u osób niepalących i wiążą się 
z niskim TMB. Jednak pojedyncze mutacje i rearanża-
cje występują także w innych genach, takich jak MET, 
NTRK 1-3, RET. Te nieprawidłowości genetyczne także 
kwalifikują do terapii ukierunkowanych zarejestrowa-
nych w Unii Europejskiej (UE), ale nierefundowanych 
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jeszcze w Polsce. Dlatego przyszłość diagnostyki mo-
lekularnej u chorych na NDRP leży w zastosowaniu 
technologii NGS. Coraz powszechniej wykorzystuje się 
krótkie panele genetyczne do badania od kilkunastu 
do kilkudziesięciu genów (sekwencjonowanie typu 
hot-spot). Do najczęściej używanych należy Archer 
(badanie mRNA) i Avenio (badanie DNA) przezna-
czone dla platform Illumina (np. miniSeq i miSeq) 
oraz OncoMine kierowany do platformy Ion Torrent 
(np. S5). Dzięki tej metodzie można w DNA (deoxyri-
bonucleic acid) lub RNA (ribonucleic acid) komórek 
nowotworowych wykryć najczęstsze nieprawidłowości 
kwalifikujące do terapii ukierunkowanych molekular-
nie. Ponadto dzięki niektórym panelom NGS wykry-
wa się mutacje w genach KRAS oraz STK11/LKB1.  
Według ostatnich danych obecność mutacji w genie 
KRAS, która występuje najczęściej u chorych na raka 
gruczołowego, może być korzystnym czynnikiem pre-
dykcyjnym dla immunoterapii. Natomiast współistnie-
nie mutacji KRAS i STK1/LKB1 jest niekorzystnym 
czynnikiem predykcyjnym dla tej metody leczenia [13]. 
W celu zbadania TMB oraz niestabilności mikrosate-
litarnej (MSI, microsatellite instability) konieczne jest 
wykorzystanie dłuższych paneli genetycznych obejmu-
jących kilkaset genów (CGP, comprehensive genomic 
profiling). Najczęściej wykorzystywany do tego celu jest 
komercyjny test FoundationOne CDx wykonywany na 
platformach Illumina (nextSeq i wyższych). Za jego 
pomocą można jednocześnie zbadać nieprawidłowości 
genetyczne w ponad 320 genach, TMB i MSI zarówno 
w materiale tkankowym w bloczku parafinowym, jak 
i we krwi obwodowej (płynna biopsja) [11].
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