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Szanowni Panstwo,

Oddajemy w Panstwa rece kolejne wydanie W gabinecie lekarza specjali-
sty” poswiecone onkologii. Tym razem poruszamy problemy zwigzane ze
stosowaniem terapii ukierunkowanych molekularnie u chorych na niedrob-
nokomdrkowego raka ptuca (NDRP). To wydanie jest w pewnym stopniu
kontynuacja publikacji, ktéra ukazata sie w 2019 roku pod redakcjg prof.
Dariusza M. Kowalskiego. W tamtym zeszycie zostaty omdwione inhibitory
osi EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) w leczeniu niedrobnoko-
morkowego raka ptuca. Tym razem opisujemy pozostate terapie ukierun-
kowane na inne niz EGFR cele molekularne, w tym przede wszystkim na
nieprawidtowe biatka szlakdw sygnatowych komaorek nowotworowych:
ALK (ang. anaplastic lymphoma kinase), ROS1, NTRK (ang. neurotrophic re-
ceptor tyrosine kinase) i BRAF. Przedstawiamy takze metodologie badan
molekularnych stosowanych w celu wykrycia nieprawidtowosci w genach
ALK, ROS1, NTRK, BRAFiinnych oraz molekularne przyczyny opornosci na
terapie ukierunkowane molekularnie. Jak wynika z tego krétkiego opisuy,
dotozylismy wszelkich staran, aby to wydanie W gabinecie lekarza specja-
listy” mogto zainteresowac jak najszersze grono specjalistow. Chociaz jest
ono dedykowane przede wszystkim onkologom klinicznym, to porusza-
my w nim szereg tematdw, ktére moga zainteresowac takze genetykdw,
patomorfologdw i pulmonologéw.

W gabinecie lekarza specjalisty” jest wydawnictwem adresowanym do
konkretnych lekarzy, ktérzy majg bardzo szeroka i ugruntowang wiedze
W swojej dziedzinie. Omdwienie problemdw dotyczacych skutecznosci
i bezpieczenstwa stosowania inhibitorow ALK i ROS1 wydaje sie miec
najwieksza wartos¢ praktyczng dla Czytelnikdw, gdyz terapie te sa zare-
jestrowane i dostepne w Polsce. Specjalistéw biorgcych do reki to wyda-
nie W gabinecie lekarza specjalisty” moga zdziwi¢ rozdziaty o terapiach
w Polsce nierefundowanych oraz o trudno dostepnych, kosztownych
i skomplikowanych metodach diagnostycznych, takich jak sekwencjono-
wanie nowej generacji (@ang. next generation sequencing — NGS). Wydaje
sig, ze te informacje nie maja wiegkszej wartosci praktycznej. W mojej opinii
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nie jest to jednak prawda. Po pierwsze niektére z omoéwionych terapii sa
zarejestrowane w krajach Unii Europejskiej, ale nie zostaty refundowane
w Polsce (np. inhibitory BRAF, MEK i NTRK). W przypadku wykrycia takich
nieprawidtowosci genetycznych polscy chorzy na NDRP moga liczy¢ na
dostep do tych nowoczesnych metod leczenia dzieki programom ratun-
kowego dostepu do technologii medycznych (RDTL). Po drugie wigkszosé
dobrych osrodkéw onkologicznych i pulmonologicznych prowadzi ba-
dania kliniczne z nowymi czasteczkami (np. inhibitory KRAS, NTRK, MET
i inne). Udziat w takich badaniach daje predysponowanym genetycznie
chorym na NDRP szanseg na dtugotrwata remisje. Po trzecie technolosgia
NGS wcale nie jest tak niedostepna, jak mogtoby sie wydawac. Kilka pol-
skich laboratoriéw zaczyna juz rutynowo wykonywac badania NGS u wy-
branych chorych, co umozliwia réGwnoczesne wykrycie u nich réznych
nieprawidtowosci genetycznych w komdrkach nowotworowych i kwa-
lifikacje do terapii w ramach programdw lekowych, RDTL lub badan kli-
nicznych. Wielu polskich chorych decyduje sie na komercyjne wykonanie
badania NGS, najczesciej w zagranicznych laboratoriach genetycznych.
Polscy specjalisci onkologii, pulmonologii czy genetyki klinicznej staja
przed problemem interpretacji wynikéw NGS i konsultacji chorych pod
katem dostepnosci terapii w Polsce, ale takze w krajach sasiednich.

To krétkie wprowadzenie uzmystawia, jak wazny i interdyscyplinarny jest
problem onkologicznych terapii ukierunkowanych molekularnie, opisanych
w tym wydaniu ,W gabinecie lekarza specjalisty”. Mam nadzieje, ze Czy-
telnicy znajda dla siebie, wsrdd tej réznorodnosci artykutéw, informacje
przydatne w rutynowej praktyce lekarskiej. Mitej lektury.

Prof. dr hab. n. med. Pawet Krawczyk
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Sekwencjonowania nowej generacji (NGS)
w kwalifikacji do terapii ukierunkowanych
molekularnie i immunoterapii u chorych

na nowotwory

Dr n. med. Anna Grenda
Katedra i Klinika Pneumonologii, Onkologii i Alergologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

WPROWADZENIE

Sekwencjonowanie nowej generacji (@ng. next generation sequencing
- NGS) jest zaawansowang technika badawczo-diagnostyczng. Jej roz-
wOoj przyczynit sie do sytuacji klinicznej, w ktdrej mozemy uzyskac bar-
dzo duza ilos¢ informacji na temat zmian genetycznych w komérkach
nowotworowych, ktérych obecnosé moze umozliwi¢ zastosowanie te-
rapii spersonalizowanych u chorych onkolosgicznych. Sekwencjonowanie
Sangera (inaczej sekwencjonowanie bezposrednie), nazywane obecnie
sekwencjonowaniem pierwszej generacji, umozliwia odczyt sekwencji
nukleotydowej pojedynczego fragmentu genu, co przed era NGS byto
zaawansowana technika o dos¢ duzej rozdzielczosci. Jednak do przepro-
wadzenia wiarygodnego badania sekwencjonowania bezposredniego
wymagany jest wysoki odsetek komdrek nowotworowych (= 50%), aby
wykryta zmiane genetyczng mozna byto zakwalifikowac jako prawdziwie
pozytywna. Ponadto analiza w sekwencjonowaniu metoda Sangera ogra-
nicza sie do wybranych odcinkdw gendéw, co moze by¢ niewystarczajgce
w diagnostyce choréb nowotworowych z udowodnionym wystepowa-
niem wielu réznych zmian genetycznych w réznych odcinkach catego
genomu. Miedzy innymi z tego wzgledu opracowywano technologie
umozliwiajaca jednoczasowe (w jednym badaniu, w jednej probdwce”)
poszukiwanie wszystkich zmian genetycznych w szerokich obszarach ge-
nomu, ktérych obecnos¢ uprawnia do wdrozenia nowoczesnych terapii
personalizowanych u chorych onkologicznych.

Terapie ukierunkowane molekularnie (ang. molecularly targeted therapies)
majg udowodniong skutecznos¢ w przedtuzaniu zycia chorych na nowo-
twory, poprawy jego jakosci, przy jednoczesnym minimalizowaniu dra-
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stycznych efektéw ubocznych, jakie sg zwigzane ze stosowaniem chemio-
terapii. Terapie ukierunkowane molekularnie sg skuteczne tylko u chorych,
u ktérych w komérkach nowotworowych doszto do istotnych zaburzen
genetycznych, najczesciej mutacji (ang. driver mutations) lub rearanzacji
genowych. Te nieprawidtowosci powodujg powstanie nadmiernie aktyw-
nych receptoréw komdrek nowotworowych lub wewnatrzkomérkowych
biatek sygnatowych. Najczesciej dochodzi do spontanicznej nadaktyw-
nosci enzymu kinazy tyrozynowej w wewnatrzkomorkowej czesci recep-
toréw powierzchniowych. Zastosowanie inhibitorow kinaz tyrozynowych
(IKT) u chorych z mutacjami lub rearanzacjami w genach kodujacych re-
ceptory powierzchniowe (domene kinazy tyrozynowej) zrewolucjoni-
zowato mozliwosci terapeutyczne u chorych na nowotwory, zwtaszcza
u chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca (NDRP).

Na bazie pojecia ,targeted treatment” pojawit si¢ termin ,targeted sequen-
cing”, okreslajacy badanie zmian genetycznych technikg NGS, ukierunko-
wane na wybrane geny czy ich fragmenty, ktérych sekwencje mozna od-
czytac jednoczasowo z duzg czutoscig i specyficznoscia przy minimalnej
ilosci dostgpnego materiatu do badania. Przy zastosowaniu techniki NGS
mozemy sekwencjonowac caty gsenom (ang. whole genome sequencing
- WGS), tylko sekwencje kodujace, czyli eksom (ang. whole exome sequ-
encing — WES) Iub, jak juz wspomniano wczesniej, tylko wybrane geny lub
ich fragmenty (NGS typu Hot Spot, targeted sequencing) (tab. 1). Niemnigj
jednak przeprowadzenie tego badania oparte jest na pewnych, niezmien-
nych etapach (ryc. 1). Wazne jest tez, jakag technologig sekwencjonowa-
nia dysponuje laboratorium. Obecnie dwie najwazniejsze platformy maja
zastosowanie w onkologii klinicznej: lllumina oraz lon Torrent. Systemy
lllumina sa oparte na fluorescencyjnym systemie detekcji pojedynczych
nukleotyddw, natomiast technologia lon Torrent — na pomiarze pH, ktére
Zmienia sie przy wiaczaniu kolejnych nukleotyddw do nici DNA podczas
sekwencjonowania.

MATERIAL DO BADANIA NGS

Podstawowym materiatem do badania w technice NGS sg tkanki nowo-
tworowe lub komorki zatopione i utrwalone w parafinie (ang. formalin-
-fixed, paraffin-embedded — FFPE). Wykorzystanie materiatdw FFPE niesie
ze sobg pewne wyzwania dotyczace jakosci wyizolowanych kwasow
nukleinowych (DNA i RNA). Od ich jakosci uzaleznione jest pomysine se-
kwencjonowanie i uzyskanie wiarygodnych wynikdéw. Pobrany materiat
Z guza nowotworowego w rutynowej praktyce patomorfologicznej jest
prawie zawsze utrwalany w formalinie w celu wykonania barwienia H & E
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tc-DNA (ang. tumor, circulating DNA) — wolnokrazace, nowotworowe DNA; cDNA (ang. complementary DNA) — DNA przepisane
z sekwencji RNA; FASTQ, UBAM, BAM — bioinformatyczny zapis sekwencji nukleotydowej, odczytanej podczas sekwencjonowania;
Alignment — bioinformatyczne wyréwnywanie sekwencji odczytanych podczas sekwencjonowania; SNV (ang. single nucleotide variant)
—zmiana pojedynczego nukleotydu; INDEL —zmiany genetyczne typu insercja/delecja; CNV (ang. copy number variation) —zmiana liczby
kopii genu; VCF (ang. variant caller file) — pliki ze zidentyfikowanymi wariantami genetycznymi

RYCINA 1.
NGS - od prébki materiatu z guza lub krwi obwodowej do leczenia personalizowanego

(hematoksylina i eozyna) oraz testow immunohistochemicznych. Materiaty
FFPE nie sg zatem wykonywane z ukierunkowaniem na wykorzystanie ich
do NGS, czego osoby wykonujgce to badanie oraz przeprowadzajgce
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analize danych uzyskanych z sekwencjonowania muszg by¢ Swiadome.
Tradycyjne utrwalanie tkanek w formalinie indukuje wewnatrz- i miedzy-
czasteczkowe potaczenia w kwasach nukleinowych poprzez tworzenie
zasad Schiffa oraz poprzez grupy metylowe reagujgce z pierwszorzedo-
wymi grupami aminowymi lub tiolowymi [1]. Ten nieco skomplikowany
opis chemiczny oznacza, ze przez tradycyjne utrwalanie tkanek w forma-
linie pojawiajg sie trudnosci w wydajnej izolacji i skutecznym sekwencjo-
nowaniu ekstrahowanego DNA. Formalina, szczegolnie gdy jest kwasna
i niebuforowana, indukuje rowniez fragmentacje DNA, co obniza jakosé
sekwencjonowania. Proces utrwalania w formalinie moze prowadzi¢ do
chemicznego i mechanicznego uszkodzenia kwasdw nukleinowych, co
lezy u Zrodta obserwowanych artefaktéw w analizowanych sekwencjach.
Oznacza to, ze w materiatach takich mozna zaobserwowac wzrost liczby
substytucji cytozyny na tyming i guaniny na adening (m.in. poprzez de-
aminacje cytozyny do uracylu), ktdére najczesciej obserwowane sg przy
niskich poziomach czestotliwosci alleli < 10% [1]. Utrwalanie w formalinie
moze byc¢ réwniez przyczyna powstawania luk w DNA, czyli miejsc po-
zbawionych zasad [2]. Kofanova i wsp. wskazujg, ze faza preanalityczna,
czyli utrwalanie materiatdw tkankowych, jest kluczowa dla otrzymania
wiarygodnych wynikéw sekwencjonowania. Poréwnali oni metode utrwa-
lania w formalinie oraz w perfluoropolieterze (PFPE) i okazato sig, ze licz-
ba odczytéw sekwencji byta wigksza w przypadku utrwalacza PFPE [1].

Na jakos¢ sekwencjonowania oprécz utrwalacza majg wptyw warunki
i czas przechowywania oraz metoda ekstrakcji kwaséw nukleinowych.
Wybdr ostatniej z wymienionych jest elementem walidacji laboratoryjne;.
Izolacja moze by¢ oparta na metodzie kolumienkowej lub metodzie wyko-
rzystujacej kulki magnetyczne, jednak niezaleznie od jej wyboru, musi ona
zapewniac jak najwigkszy odzysk kwasdw nukleinowych z materiatu oraz
unikniecie ich fragmentacji [3].

Materiatem do sekwencjonowania moze by¢ réwniez wolnokragzgce no-
wotworowe DNA (ang. tumor, circulating-DNA - tc-DNA). Uzyskuje sie je
metoda ptynnej biopsji (@ng. liquid biopsy) z surowicy lub z osocza krwi
obwodowej chorego. Jest go stosunkowo mato w poréwnaniu do DNA
,Zdrowego”, jednak metoda NGS mozemy wychwyci¢ mutacje nawet
w tak ograniczone;j ilosci materiatu, jakim jest tc-DNA. tc-DNA w surowicy
lub osoczu jest tatwo dostepne oraz nieprzetworzone chemicznie, tak
jak w przypadku materiatdow FFPE. Lai i wsp. przeprowadzili ocene przy-
datnosci tc-DNA do badania NGS w celu wykrycia réznych nieprawidto-
wosci genetycznych u chorych na raka ptuca [4]. Do badania wtgczono
101 chorych. Pobrali oni prébki krwi obwodowej i wyizolowali tc-DNA.
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