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Wstep do Il wydania

Oddajemy do Panstwa rak druga, zaktualizowang edycje Standarddw diagnostyki ge-
netycznej PTGC - zmiany somatyczne w nowotworach litych dzieci i dorostych, opracowa-
ng przez zespot doswiadczonych diagnostéw laboratoryjnych, genetykéw i biotechnologéw
skupionych w Sekcji Guzéw Litych Polskiego Towarzystwa Genetyki Cztowieka. Od czasu
publikacji pierwszego wydania (2024 rok) nastgpit dynamiczny rozwoéj wiedzy w zakresie bio-
logii molekularnej nowotworéw, technologii sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS),
interpretacji wariantow genetycznych oraz kwalifikacji chorych do terapii ukierunkowanych
molekularnie i immunoterapii. Zmiany te obejmujg zaréwno rozszerzenie paneli genowych,
wprowadzenie nowych biomarkeréw predykcyjnych i prognostycznych, jak i aktualizacje mie-
dzynarodowych klasyfikacji oraz rekomendacji terapeutycznych.

Drugie wydanie uwzglednia najnowsze doniesienia naukowe, aktualne wytyczne kliniczne
oraz zalecenia praktyczne dla laboratoriow diagnostycznych. Rozszerzono zakres tematyczny
publikacji o nowe rozdziaty poswiecone nowotworom, dla ktérych diagnostyka genetyczna
zyskata istotne znaczenie kliniczne, w tym: rakowi pecherza moczowego, rakowi $linianki oraz
rakowi przewodow zétciowych. Wtaczenie tych jednostek odzwierciedla rosngca role badan
genetycznych w kwalifikacji pacjentow do terapii celowanych oraz w podejmowaniu decyzji
terapeutycznych w praktyce klinicznej.

Celem niniejszych wytycznych pozostaje przedstawienie zasad organizacji medycznego
laboratorium diagnostycznego, wymogéw dotyczacych personelu oraz dobrej praktyki wy-
konywania badan z wykorzystaniem metod genetyki molekularnej w diagnostyce i leczeniu
pacjentéw z nowotworami litymi. Szczegdlng uwage poswiecono standaryzacji etapéw prze-
danalitycznych, analitycznych i poanalitycznych, zasadom walidacji metod, kontroli jakosci
oraz raportowania wynikéw w sposoéb uzyteczny klinicznie.

Publikacja zachowuje przejrzysta, modutowa strukture krétkich rozdziatéw obejmujgacych
informacje ogdlne, epidemiologie, klasyfikacje oraz algorytmy diagnostyki genetycznej po-
szczegblnych nowotwordw, co umozliwia szybkie odnalezienie kluczowych informaciji. Jed-
noczesnie drugiemu wydaniu towarzyszy¢ bedzie skrocona wersja kieszonkowa Standarddw
— opracowana w formacie porecznym i syntetycznym — przeznaczona do codziennego wyko-
rzystania w praktyce laboratoryjnej i kliniczne;j.

Standardy kierowane sa do diagnostéw laboratoryjnych, genetykow i biotechnologéw zaj-
mujacych sie diagnostyka genetyczng nowotwordw litych, a takze do lekarzy klinicystow oraz
innych pracownikéw ochrony zdrowia zaangazowanych w proces diagnostyczno-terapeutycz-
ny pacjentéw onkologicznych.

Wyrazamy nadzieje, ze zaktualizowane Il wydanie Standarddw przyczyni sie do dalszego
podnoszenia jakosci badan genetycznych w Polsce, ujednolicenia praktyki diagnostycznej
oraz efektywnego wdrazania osiggnie¢ medycyny precyzyjnej do codziennej opieki nad pa-
cjentem onkologicznym.
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Wykaz skrotow

1.1. Wykaz skrétow:

ASCO - ang. American Society of Clinical Oncology - Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Kliniczne;j
BC - ang. breast cancer —rak piersi

BMI - ang. body mass index — wskaznik masy ciata

CE-IVD - ang. conformity declaration for in vitro diagnostics — wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
CNV - ang. copy number variation — zmienna liczby kopii

ctDNA - ang. circulating tumour DNA —wolnokrazacy DNA nowotworowy

ddPCR - ang. digital droplet PCR - emulsyjny PCR

DRP - rak drobnokomaérkowy

EBV - ang. Epstein-Barr virus — wirus Epsteina-Barra

EQA - ang. external quality assessment — zewnatrzlaboratoryjna kontrola jakos$ci

ER - ang. estrogen receptor — receptor estrogenowy

FDA - ang. Food and Drug Administration - Agencja Zywnosci i Lekéw

FFPE - ang. formalin-fixed paraffin embedded — (materiat) utrwalony w formalinie i zatopiony w parafinie
FISH - ang. fluorescence in situ hybridization — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

GC - ang. gastric cancer —rak zotadka

GIST - ang. gastrointestinal stromal tumor — nowotwor podscieliskowy przewodu pokarmowego

H&E (HE) — ang. hematoxylin and eosin — barwienie hematoksyling i eozyng

HBOC - ang. hereditary breast and ovarian cancer — dziedziczna predyspozycja do raka piersi i jajnika
HER2 - ang. human epidermal growth factor receptor 2 — receptor ludzkiego naskérkowego czynnika
wzrostu

HRD - ang. homologous recombination deficiency — niedobér naprawy rekombinacji homologiczne;j
IASLC - ang. International Association for the Study of Lung Cancer

IHC - ang. immunohistochemistry — badanie immunohistochemiczne

KIDL - Krajowa Izba Diagnostéw Laboratoryjnych

KRDL - Krajowa Rada Diagnostéw Laboratoryjnych

LDT - ang. laboratory developed test - test wytworzony w laboratorium

LGM - laboratoryjna genetyka medyczna

MGM - medyczna genetyka molekularna

MLD - medyczne laboratorium diagnostyczne

MLPA - ang. multiplex ligation-dependent probe amplification - multipleksowa amplifikacja sond
zalezna od ligaciji

MMRd - ang. mismatch repair deficiency — deficyt naprawy zle sparowanych zasad

MSI - ang. microsatellite instability — niestabilno$¢ mikrosatelitarna

MSI-H - ang. MSI-high —wysoka niestabilno$¢ mikrosatelitarna

MSP - ang. methylation-specific PCR — metylospecyficzna PCR

MSS - ang. microsatellite stable — stabilno$¢é mikrosatelitarna

NCCN - ang. National Comprehensive Cancer Network 9
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NGS - ang. next generation sequencing — sekwencjonowanie nastepnej generacji

NSCLC - ang. non-small cel lung cancer, NDRP - rak niedrobnokomodrkowy (ptuca)

PARPi — ang. Poly (ADP-ribose) polymerase inhibitors — inhibitory PARP

PCA - Polskie Centrum Akredytacji

PCR - ang. polymerase chain reaction - reakcja tancuchowa polimerazy

POLE EDM - ang. DNA polymerase epsilon (POLE) exonuclease domain — domena egzonukleazowa
POLE

PR - ang. progesterone receptor — receptor progesteronowy

QCMD - ang. quality control for molecular diagnostics — zewnatrzlaboratoryjna kontrola jakosci

w zakresie biologii molekularnej

qPCR - ang. quantitative PCR, Real Time PCR - iloSciowa reakcja taricuchowa polimerazy

RJG - rak jelita grubego

RT-PCR - ang. reverse transcription PCR - reakcja taricuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja
RUO - ang. research use only — (testy) tylko do uzytku do badan naukowych

SNaPshot - ang. single nucleotide polymorphisms (SNPs) typing method, minisequencing

— minisekwencjonowanie

SNV - ang. single nucleotide variant — wariant pojedynczego nukleotydu

TKI - ang. tyrosine kinase inhibitors — inhibitory kinaz tyrozynowych

WHO - ang. World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia

1.2. Skréty aminokwasoéw:

Skroét Skroét . Skroét Skroét .
jednoliterowy trzyliterowy Aminokwas trzyliterowy jednoliterowy Aminokwas

A Ala Alanina Ala A Alanina

C Cys Cysteina Arg R Arginina

D Asp Kwas asparaginowy Asn N Asparagina
E Glu Kwas glutaminowy Asp D Kwas asparaginowy
F Phe Fenyloalanina Cys C Cysteina

G Gly Glicyna Gln Q Glutamina
H His Histydyna Glu E Kwas glutaminowy
| Ile Izoleucyna Gly G Glicyna

K Lys Lizyna His H Histydyna

L Leu Leucyna Ile | Izoleucyna
M Met Metionina Leu L Leucyna

N Asn Asparagina Lys K Lizyna

P Pro Prolina Met M Metionina
Q Gln Glutamina Phe F Fenyloalanina
R Arg Arginina Pro P Prolina

S Ser Seryna Ser S Seryna

T Thr Treonina Thr T Treonina

Vv Val Walina Trp W Tryptofan
W Trp Tryptofan Tyr Y Tyrozyna

Y Tyr Tyrozyna Val V Walina
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®
Medyczne Laboratoria

Diagnostyczne
regulacje prawne

2.1. Zasady organizacji laboratorium

Dziatalnos¢ MLD w Polsce reguluja m. in. nastepujace dokumenty:

Ustawy:

» Ustawa z dnia 15 wrzes$nia 2022 r. o medycynie laboratoryjnej (Dz.U. 2022 poz.
2280; tekst jednolity: Dz.U. z 2025 ., poz. 1295) - podstawowy akt prawny regulujacy
organizacje i funkcjonowanie medycyny laboratoryjnej w Polsce.

» Ustawa z dnia 15 kwietnia 2011 r. o dziatalnosci leczniczej (Dz.U. 2011 nr 112 poz. 654;
tekst jednolity: Dz.U. z 2025 r., poz. 450) - reguluje organizacje, zasady prowadzenia oraz
nadzoér nad dziatalnoscig leczniczg w Polsce, w tym MLD.

» Ustawa z dnia 10 maja 2018 r. o ochronie danych osobowych (Dz.U. 2018 poz. 1000)
- wdraza w Polsce przepisy RODO i reguluje zasady przetwarzania oraz ochrony danych
osobowych.

» Ustawa z dnia 7 kwietnia 2022 r. o wyrobach medycznych (Dz.U. 2022 poz. 974) —
reguluje zasady wprowadzania do obrotu, dystrybucji, stosowania oraz nadzoru nad
wyrobami medycznymi i ich reklama w Polsce.

» Ustawa z dnia 24 lutego 2017 r. o uzyskiwaniu tytutu specjalisty w dziedzinach
majacych zastosowanie w ochronie zdrowia (Dz. U. 22017 r. poz. 599; zmiany
-Dz.U.z2025r. poz. 342), w zakresie uzyskanej specjalizacji.

Rozporzadzenia Ministra Zdrowia:

» Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 7 grudnia 2023 r. w sprawie ustawicznego
rozwoju zawodowego diagnosty laboratoryjnego (Dz.U. 2023 poz. 2684)

» Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 20 marca 2023 r. w sprawie ustawicznego
rozwoju zawodowego 0sob uprawnionych do wykonywania czynnosci medycyny
laboratoryjnej w laboratorium (Dz.U. 2023 poz. 675)

» Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 26 marca 2019 r. w sprawie wymagan dla
pomieszczen i urzadzen podmiotu wykonujgcego dziatalnosé leczniczg (Dz.U. 2019 poz.

N

595; z pdzn. zm.)
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»

»

»

»

»

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 6 kwietnia 2020 r. w sprawie dokumentacji
medycznej i sposobu jej przetwarzania (Dz.U. 2020 poz. 666; z pézn. zm.)

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 16 lipca 2024 r. w sprawie wymagan, jakim
powinno odpowiadac¢ medyczne laboratorium diagnostyczne, oraz kwalifikacji personelu
(Dz.U. 2024 poz. 1188)

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 30 czerwca 2025 r. w sprawie standardow
jakosci dla laboratoriéw (Dz.U. 2025 poz. 961)

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 26 czerwca 2023 r. w sprawie specjalizacji
i uzyskiwania tytutu specjalisty przez diagnostéw laboratoryjnych

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 18 grudnia 2017 r. w sprawie standardow
organizacyjnych opieki zdrowotnej w dziedzinie patomorfologii (Dz. U. 2017 r. poz. 2435)

Obwieszczenia

»

»

»

Obwieszczenie Ministra Zdrowia z dnia 6 wrzesnia 2024 r. w sprawie standarddéw
akredytacyjnych dla dziatalnosci leczniczej w rodzaju catodobowe i stacjonarne
Swiadczenia zdrowotne szpitalne (Dz. Urz. MZ 2024 poz. 73)

Standardy Akredytacyjne CMJ - Szpitale / Laboratoria - wytyczne opracowane na
podstawie obwieszczen Ministra Zdrowia (wydanie wznowione 2025).

Obwieszczenie Ministra Zdrowia z dnia 24 wrzes$nia 2021 r. w sprawie standardéw
akredytacyjnych w zakresie udzielania $wiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania
jednostek diagnostyki patomorfologicznej.

Wytyczne branzowe, dobre praktyki i inne

»

»

»

»

Good Laboratory Practice (GLP) - Dobra Praktyka Laboratoryjna - zasady ogdlne,
dotyczgce jakosci, bezpieczenstwa i kwalifikacji personelu.

Wytyczne dla laboratoriéw genetyki nowotworéw litych - Pienkowska-Grela B. i in.,
NOWOTWORY 2016, tom 1, nr 2, 184-189 - przyktad specjalistycznych wytycznych
dla laboratoriéw genetyki molekularne;j.

Diagnostyka molekularna nowotwordéw - podejscie praktyczne Tysarowski A.iin.,
Onkol Prakt Klin Edu 2026;12:04926014.

Zatgcznik nr 6 do uchwaty 202/V1/2025 z dnia 21 lutego 2025 w sprawie Regulaminu
dziatalnosci wizytatorow Krajowej Rady Diagnostow Laboratoryjnych oraz prowadzenia
i wykonywania kontroli praktyk diagnostéw laboratoryjnych.

Zgodnie zart. 106 ust. 1 pkt. 1) ustawy o dziatalnoscileczniczejz dnia 15 kwietnia2011 r. (tekst

jednolity: Dz.U. z 2025 r., poz. 450) organem prowadzgcym rejestr podmiotéw wykonujacych

dziatalnos¢ leczniczg jest wojewoda wtasciwy dla siedziby albo podmiotu leczniczego.

MLD jest zobligowane do uzyskania wpisu do rejestru podmiotéw wykonujacych dziatalnosé

leczniczg prowadzonego przez wtasciwego wojewode.



Medyczne Laboratoria Diagnostyczne - regulacje prawne —

Kazde MLD w Polsce jest rowniez zobligowane do dokonania wpisu do ewidencji
prowadzonej przez KRDL - Lista Medycznych Laboratoriow Diagnostycznych; https://kidl.
org.pl/laboratory/map.

2.2. Personel MLD

Personel MLD stanowig: m. in. kierownik laboratorium (i zastepca kierownika), kierownik
pracowni, diagnosci laboratoryjni (stanowiska: mtodszy/starszy asystent medycyny labora-
toryjnej), biolodzy, biotechnolodzy, mikrobiolodzy (stanowiska: mtodsi/starsi technolodzy
laboratoryjni) a takze inni pracownicy np. lekarz o ktérym mowa w art. 5 ust. 4 ustawy zdnia 15
wrzesnia 2022 r. o medycynie laboratoryjnej (stanowisko mtodszy asystent), technik analityki
medycznej, pomoc laboratoryjna, sekretarka medyczna, rejestratorka medyczna. Wymagane
kwalifikacje zawodowe personelu MLD okresla zatgcznik do rozporzadzenia MZ z dnia 16 lipca
2024 (poz. 1188).

W Ustawie o Medycynie Laboratoryjnej w Rozdz. 2 Art. 5 zapisano mi in., ze osobg upraw-
niong do wykonywania czynnosci medycyny laboratoryjnej w laboratorium jest réwniez oso-
ba, ktdra (...) ukonczyta jednolite studia magisterskie lub studia pierwszego i drugiego stopnia
w zakresie: a) biologii, biologii medycznej, mikrobiologii lub mikrobiologii medycznej i uzyska-
ta tytut zawodowy magistra lub b) biotechnologii lub biotechnologii medycznej i uzyskata tytut
zawodowy magistra lub magistra inzyniera (...) Osoba (...) wykonuje czynnosci medycyny la-
boratoryjnej samodzielnie po uzyskaniu tytutu specjalisty w dziedzinie (...) medycznej genety-
ki molekularnej (MGM) na podstawie ustawy z dnia 24 lutego 2017 r. o uzyskiwaniu tytutu spe-
cjalisty w dziedzinach majgcych zastosowanie w ochronie zdrowia (Dz. U. 22021 r. poz. 1297),
w zakresie uzyskanej specjalizacji. Zapis ten daje prawo do samodzielnego wykonywania
czynnosci medycyny laboratoryjnej oraz autoryzacji badan w zakresie biologii molekularne;j
biologom/biotechnologom ze specjalizacjg MGM.

Dobra Praktyka Laboratoryjna (Good Laboratory Practice, GLP) moze byé skutecznie
realizowana tylko wtedy, gdy pracownicy posiadajg odpowiednie wyksztatcenie i umiejetnosci.

» Laboratorium powinno zatrudnia¢ odpowiednig liczbe pracownikéw w zaleznosci od:

e zakresu wykonywanych badan,

e liczby badan,

e specjalizacji (np. diagnosta laboratoryjny, specjalista laboratoryjnej genetyki
medycznej - LGM, biolog/biotechnolog - specjalista medycznej genetyki molekularnej
-MGM).

» Brak jest obecnie szczegétowych wytycznych okreslajacych minimalng liczbe diagnostow
czy specjalistow LGM/MGM w laboratorium. Jedynym przepisem, ktory odnosi sie do per-
sonelu kierowniczego, jest ustawa z dnia 15 wrzesnia 2022 r. o medycynie laboratoryjne;j
(Dz.U. 2022 poz. 2280). Art. 30-33 ustawy o medycynie laboratoryjnej okresla wymagania
wobec kierownika MLD - m.in. jego forme zatrudnienia, kwalifikacje i obowigzki.

» Oprécz specjalizacji LGM, ktéra jest specjalizacjg z dziedziny medycyny laboratoryjnej,
diagnosci laboratoryjni o wyksztatceniu biologicznym moga uzyskaé specjalizacje w dzie-
dzinie medycznej genetyki molekularnej (MGM) nalezacej do grupy specjalizacji majacych
zastosowanie w ochronie zdrowia.
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» Wymagania dla pozostatego personelu MLD reguluje rozporzadzenie Ministra Zdrowia
z dnia 16 lipca 2024 r. w sprawie wymagan, jakim powinno odpowiada¢ medyczne labo-
ratorium diagnostyczne, oraz kwalifikacji personelu (Dz.U. 2024 poz. 1188), kwestie doty-
czace liczby pozostatego personelu pozostajg w gestii kierownika laboratorium, zgodnie
z zasadami GLP i wewnetrzng organizacjg laboratorium.

» Personel laboratorium wykonujacy czynnosci medycyny laboratoryjnej zobowigzany jest
do uczestnictwa w szkoleniach i doskonaleniu zawodowym zgodnie z obowigzujgcymi
przepisami:

e Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 7 grudnia 2023 r. w sprawie ustawicznego
rozwoju zawodowego diagnosty laboratoryjnego (Dz.U. 2023 poz. 2684).

¢ Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 20 marca 2023 r. w sprawie ustawicznego
rozwoju zawodowego 0sob uprawnionych do wykonywania czynnosci medycyny
laboratoryjnej w laboratorium (Dz.U. 2023 poz. 675).

» Szkolenia zewnetrzne oraz wewnetrzne powinny obejmowac zaréwno zagadnienia doty-
czace biezgcych doniesien naukowych, technik laboratoryjnych, standardéw i wytycznych
dla MLD, ale takze wiadomosci z zakresu zarzadzania jako$cig, walidacji metod, niepew-
nosci pomiaréw itp.

» Personel powinien rowniez co roku czynnie uczestniczy¢ w zewnetrznych programach kon-
troli jakos$ci oraz wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci planowanej przez Kierownictwo
MLD.

» Laboratorium powinno posiadac procedure wprowadzania i szkolenia nowo zatrudnionych
pracownikow.

» Upowaznienia do poszczegdlnych czynnosci w MLD powinny by¢é nadawane pracownikowi
stopniowo, w odniesieniu do jego umiejetnosci, stazu pracy w MLD, odbywanych szkolen
wewnetrznych oraz oceny pracy w obecnosci innego pracownika MLD - opiekuna.

» Sprawdzenie kompetencji nowo zatrudnionego personelu oraz pozytywna ocena jego pra-
cy (np. ocena wynikéw uzyskanych dla prébek kontrolnych, ankieta na zakonczenie okresu
adaptacji) przez Kierownictwo MLD jest warunkiem koniecznym nadania upowaznien.

Odpowiedzialnos¢ Kierownika MLD

Odpowiedzialnos¢ kierownika obejmuje kwestie zawodowe, naukowe, konsultacyjne,
organizacyjne, administracyjne i edukacyjne (co okresla ustawa o medycynie laboratoryjnej).
Kierownik ponosi odpowiedzialnos$¢ za catos¢ dziatan i zarzadzanie laboratorium. Obowigzki
kierownika okresla Art. 21, rozdz. 4 ustawy o medycynie laboratoryjnej (Obowigzki kierownika
laboratorium oraz obowigzki i prawa diagnosty laboratoryjnego)

Kierownik moze delegowac czes¢ w/w odpowiedzialnosci na zastepce kierownika MLD
a takze na wybrany personel, posiadajgcy do tego odpowiednie kompetencje. Delegowanie
obowigzkéw powinno by¢ pisemne.

Rozdziat i przeglad zadan personelu

Oprocz ogoélnego zakresu obowigzkow i odpowiedzialnosci okreslanych przez praco-
dawce kierownictwo MLD ustala na pismie szczegotowy zakres obowigzkéw i odpowiedzial-
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nosci personelu (w tym delegowanie zadan) oraz zaleznie od potrzeb, ale nie rzadziej nizraz
w roku dokonuje przegladu zadan i sporzadza odpowiednie zapisy. Kierownictwo MLD do-
konuje takze oceny okresowej pracownika na podstawie ustalonych kryteridow i skali ocen,
nie rzadziej nizraz na dwa lata.

Wskazniki jakosci - personel

Ustawazdnia15wrzesnia2022r. o medycynie laboratoryjnej (tekstjednolity: Dz.U.z2025r.
poz. 1295) reguluje obowigzek ustawicznego rozwoju zawodowego diagnostéw laboratoryj-
nych, w tym uzyskiwania punktéw edukacyjnych. Konkretna liczbe punktéw edukacyjnych
i sposob ich liczenia okreslaja rozporzadzenia Ministra Zdrowia z 7.12.2023 (obowigzujace
od 12.12.2023) oraz rozporzadzenie MZ z 20 marca 2023. Diagnosta laboratoryjny a takze
technolog laboratoryjny musi uzyskac¢ okreslona liczbe punktéw (100) w okresie rozlicze-
niowym i udokumentowac to w karcie doskonalenia zawodowego. Potwierdzenie zrealizo-
wania w/w obowigzku w przypadku diagnostow nalezy do KIDL a w przypadku technologéw
do kierownika MLD.

Ponadto ocena kompetencji personelu powinna by¢ dokonywana co najmniej raz w roku
na odpowiednim formularzu przez kierownika laboratorium. Ocenie moga podlega¢ m.in.:
udziat w zewnatrzlaboratoryjnych programach kontroli jakosci, liczba procedowanych probek
kontrolnych, liczba szkolen, liczba niezgodnosci, liczba opdznien wynikdéw, liczba skargiinne.
Ustalenie kluczowych wskaznikéw jakosci dla personelu nalezy do kierownika laboratorium.

Tabela 2.1. Tabela wskaznikéw jakosci - Personel

Wskaznik jakosci Metoda pomiaru / Dokumentacja

Odsetek personelu posiadajacego wymagane
kwalifikacje zawodowe (np. diagnosta
laboratoryjny, specjalista LGM, MGM)

Sprawdzenie dokumentéw kwalifikacyjnych,
rejestry karty, katy opisu stanowisk

Odsetek personelu uczestniczacego
w szkoleniach i zdobywajgcego punkty
edukacyjne w wymaganym okresie

Karty doskonalenia zawodowego, raporty ze
szkolen, certyfikaty

Wyniki ocen okresowych kompetencji

i audytéw wewnetrznych Protokoty ocen, raporty audytéw wewnetrznych

Udziat w testach biegtosci (EQA)

Raport dziat EQA, certyfikaty zgodnosci
i poprawnos$¢ wynikow porty z udziatu w EQ yiikaty z¢ !

Raporty audytéw wewnetrznych, protokoty

Liczb krytych ni dnosci
iczba wykrytych niezgodnosci kontrolne

2.3. Warunki lokalowe i Srodowiskowe

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia (Dz. U. 2024, poz. 1188) okresla szczegétowe wymagania
dla pomieszczen MLD wykonujgcego diagnostyke metodami biologii molekularnej, ktore
obejmuja:
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1. pomieszczenia gtéwne (punkt przyje¢ materiatu do badan, punkt rozdziatu materiatu do
badan i pomieszczenia do wykonywania czynnosci medycyny laboratoryjnej)

2. pomieszczenia specjalne (np. magazynowe);

3. pomieszczenia socjalne (pokoje socjalne, urzadzenia sanitarno-higieniczne oraz szatnia
dla personelu)

4. pomieszczenie stuzgce do obstugi pacjentéw w przypadku, gdy na terenie laboratorium
jest pobierany materiat do badan laboratoryjnych i sg wykonywane préby czynnosciowe
(pokdj pobran oddzielony od innych pomieszczen laboratorium oraz poczekalnia
z urzadzeniami sanitarno-higienicznymi dla pacjentow)

5. pomieszczenie administracyjne (Dz. U. 2024, poz. 1188).

Podczas planowania pracy w MLD wykonujgcym badania molekularne nalezy zwrécié
szczegblng uwage na rozdziat przestrzenny i czasowy proceséw diagnostycznych ze wzgledu
na wysokie wymagania co do czystosci i ryzyko kontaminac;ji.

W laboratorium MLD wykonujgcym badania z zakresu biologii molekularnej na materiale
ludzkim nalezy wyodrebni¢ przestrzennie co najmniej dwie strefy: PRE-PCR i POST-PCR.
Pomiedzy tymi dwoma strefami ruch w MLD powinien by¢ jednokierunkowy od strefy PRE-
PCR do POST-PCR (Rys 2.2) a sprzet, inne wyposazenie (np. statywy) oraz odziez ochronna nie
moga przekraczac strefy, dla ktérej sa przeznaczone.

Strefa PRE-PCR, czysta (clean room):
» obszar odczynnikowy (reagent area) — przygotowywanie i przechowywanie odczynnikéw.

Niezbedne wyposazenie: m.in. lodéwka, zamrazarka -20°C, miniwiréwka, pipety, wortex,
komora PCR z UV.

» obszar probki (sample area) — przyjmowanie, przechowywanie materiatu, izolacja kwasow
nukleinowych, synteza cDNA.

Niezbedne wyposazenie: m.in. lodéwka, zamrazarka -20°C, zamrazarka -80°C, zalecane
jest uzytkowanie komory BSL-2 (jesli materiat jest potencjalnie zakazny, np. krew, sSwieze
tkanki), wiréwka, izolator kwaséw nukleinowych, komora PCR z UV i termocykler do cDNA
(w tym obszarze nie ma amplifikacji materiatu genetycznego), spektrofotometr, pipety,
wortex.

Strefa POST-PCR, ,,brudna” (dirty room):
e obszar amplifikacji (amplification room),
e obszar detekcji (detection room).

Niezbedne wyposazenie: m.in. lodéwka, zamrazarka -20°C, wiréwka, komora PCR z UV,
pipety, wortex, konieczny sprzet pomiarowy: termocykler, aparat do real-time PCR, zestaw
do elektroforezy zelowej, transiluminator, urzadzenie stuzgce do automatycznej analizy
jakosci i ilosci kwaséw nukleinowych, sekwenator kapilarny, sekwenator NGS, aparat do
automatycznej elektroforezy DNA i RNA, ddPCRiinne.
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Rys. 2.1. Rozdziat pracy w MLD, zaznaczono kierunek procesu

obszar probki obszar odczynnikow

strefa czysta

strefa brudna

obszar amplifikaciji

obszar detekc;ji

Personel laboratorium szczegdlnie dba o odpowiednig dekontaminacje stanowisk pracy, roz-
dziat przestrzenny i/lub czasowy dla poszczegdlnych czynnosci o wysokim prawdopodobien-
stwie kontaminacji (np. dodawanie kontroli z mutacjag).

Dostep do pomieszczen MLD powinien by¢ ograniczony i kontrolowany (powinien istnie¢
wykaz os6b upowaznionych do odbioru kluczy i przebywania na terenie MLD). Przebywanie
0s6b spoza personelu na terenie laboratorium powinno by¢ monitorowane i dokumentowane
na odpowiednim formularzu.

Warunki srodowiskowe (temperatura, wilgotnos$¢ i oswietlenie) sg ustalone w kazdym
MLD wedtug wymagann BHP, wymagan dla posiadanego sprzetu oraz stosowanych metod
diagnostycznych a temperatura i wilgotnos$c¢ sg stale monitorowane przy pomocy odpowied-
nich czujnikéw (np. przy pomocy elektronicznego systemu do monitorowania temperatury
i wilgotnosci).

2.4. Wyposazenie laboratorium

Aparatura

» Aparatura pomiarowo-badawcza oraz rodzaj wymaganej dokumentacji zostaty okreslone
w rozporzgdzeniu MZ (Dz. U. 2024, poz. 1188) w par. 4,51 6.

» Wyposazenie laboratorium obejmuje: wyposazenie podstawowe, aparature pomiarowo-
badawcza, wyposazenie umozliwiajgce wystandaryzowane pobieranie materiatu, wyposa-
zenie zapewniajace bezpieczenstwo i higiene pracy.

» Ponadto MLD posiada urzadzenia telekomunikacyjne i systemy teleinformatyczne (np. sys-
temy do monitorowania warunkéw srodowiskowych)

» Jesli to mozliwe, sprzet do badan medycznych powinien posiadac certyfikat CE IVD.

» Oprécz wymaganych przegladéw technicznych zapewniajgcych bezpieczenstwo uzyt-
kowania, urzadzenia pomiarowe wymagaja regularnych (zwykle corocznych) przegladow
W autoryzowanym serwisie.

» Woybrane typy urzadzen: np. termometry, wagi, pipety, termocyklery, jesli maja kluczowe 17
znaczenie dla procesu diagnostycznego, wymagajg wzorcowan w odpowiednim zakresie
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»

»

»

»

w laboratorium posiadajgcym akredytacje w odniesieniu do PN-EN ISO/IEC 17025:2018-
02 w danym zakresie.

Laboratorium powinno okresli¢ kryteria wyboru dostawcow sprzetu.

Laboratorium powinno posiada¢ procedure zarzadzania sprzetem, prowadzi¢ ewidencje
posiadanego sprzetu oraz okresli¢ jak czesto (raz w roku/raz w miesigcu/przed kazdym uzy-
ciem itp.) i jakiemu typowi kontroli (sprawdzanie/kalibracja/wzorcowanie) podlega dany
sprzet a takze prowadzi¢ odpowiednie zapisy w tym zakresie.

Laboratorium powinno posiada¢ kluczowe urzadzenia pomiarowe w dwéch egzempla-
rzach, lub mieé¢ podpisane umowy na podwykonawstwo, zapewniajgce ciggto$¢ badan
w sytuacjach przedtuzajgcych sie awarii.

Laboratorium powinno posiada¢ procedure dekontaminacji powierzchni i sprzetu.

Materiaty kontrolne

Materiaty kontrolne stanowia:

»

»

»

materiaty odniesienia i wzorce (np. markery mas, wzorce wagi)

materiaty do kontroli jakosci (np. probki uzyskane z EQA/QCMD, wczesniej zbadane préob-
ki uzyskane od pacjentéw (jesli pacjent podpisat zgode na anonimowe uzycie materiatu).
Uwaga: wg Rozporzadzenia MZ z dnia 30 czerwca 2025, zatgcznik 3 (Dz. U 2025, poz. 961)
w punkcie 6.10. okreslono ze “w przypadku gdy nie sg dostepne stabilne materiaty kon-
trolne, wewnetrzng kontrole jakosci badania genetycznego przeprowadza sie co najmniej
w formie kontroli poprawnosci lub odtwarzalnosci, na podstawie badan genetycznych
wykonywanych na materiale biologicznym pochodzacym od pacjentow, ktéry zostat
przebadany dwiema metodami lub w dwéch niezaleznych laboratoriach”.

Laboratorium powinno posiadac¢ wykaz stosowanych materiatow odniesienia.

Odczynniki

»

Laboratorium stosuje metody diagnostyczne zgodne z Rozporzagdzeniem Parlamentu Euro-
pejskiego i Rady (UE) 2017/746 z dnia 5 kwietnia 2017 r. w sprawie wyrobéw medycznych
do diagnostyki in vitro, ktére umozliwiaja uzyskanie wiarygodnego wyniku diagnostycznego
i sa:

1. certyfikowane CE-IVD zgodnie z Rozporzadzeniem IVDR i uzywane zgodnie
z wytycznymi producenta wyrobu, lub

2. w przypadku braku metody certyfikowanej CE-IVD spetniajgcej wymagania
laboratorium dopuszczone jest zastosowanie:

a. zestawow certyfikowanych CE-IVD uzywanych poza wskazaniami lub
modyfikowanych we wtasnym zakresie, pod warunkiem spetnienia kryteriéw
o ktérych mowa w rozdziale Il, art. 5, p. 5 Rozporzadzenia IVDR.

b. zestawow do badan naukowych (RUO), pod warunkiem i spetnienia kryteriow
o ktérych mowa w rozdziale Il, art. 5, p. 5 Rozporzadzenia IVDR.

c. metod opracowanych przez laboratorium (laboratory-developed tests, LDT)
wykorzystywanych na skale nieprzemystowa na potrzeby instytucji zdrowia
publicznego pod warunkiem i spetnienia kryteriéw o ktérych mowa w rozdziale Il,
art.. 5, p. 5 Rozporzadzenia IVDR.



Medyczne Laboratoria Diagnostyczne - regulacje prawne —

» Laboratorium powinno posiadac¢ procedure walidacji metod. Obowigzek walidacji meto-
dy diagnostycznej spoczywa na producencie testow komercyjnych z certyfikatem CE-IVD,
jesli stosowane sg scisle wedtug procedury producenta a w kazdym innym przypadku na
laboratorium.

» W przypadku uzywania do diagnostyki odczynnikéw LDT zgodnie z rozporzadzeniem Par-
lamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746 z dnia 5 kwietnia 2017 r. w sprawie wyrobdw
medycznych do diagnostyki in vitro oraz uchylenia dyrektywy 98/79/WE i decyzji Komisji
2010/227/UE MLD musi prowadzi¢ dziatalnos¢ wedtug systemu zarzadzania jakoscig zgod-
nego z wymaganiami normy PN-EN ISO 15189:2023-02 oraz dopetni¢ wymogow formal-
nych, w tym informowac swoich ,,klientéw” o stosowaniu takich odczynnikow i zakresie ich
stosowania.”

» Laboratorium powinno okresli¢ kryteria wyboru dostawcéw odczynnikéw.
2.5. Zakres i metody wykonywanych badan

Prébki pierwotne w MLD wykonujacym badania molekularne
w howotworach litych

Probki pierwotne

» Materiat tkankowy utrwalony w formalinie, zatopiony w parafinie (ang. formalin-fixed paraf-
fin-embedded, FFPE) — materiat histologiczny uzyskiwany w trakcie biopsji (m.in. biopsja
gruboigtowa, mammotomiczna, bronchofiberoskopia, biopsja chirurgiczna), lub w trakcie
zabiegu operacyjnego. Materiat powinien by¢ utrwalony w 10% zbuforowanej formalinie
(4% roztwor wodny aldehydu mréwkowego) o pH 7,2-7,4, w temperaturze nie wyzszej niz
pokojowa. W przypadku matego materiatu histologicznego czas utrwalania powinien wy-
nosi¢ 6-48 godzin, natomiast w przypadku duzego materiatu histologicznego 24-48 godzin.
Standardy przygotowania i opracowania materiatu tkankowego opisane sg w obwieszcze-
niu Ministra Zdrowia z dnia 24 wrzesnia 2021 r. w sprawie standardéw akredytacyjnych
w zakresie udzielania swiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania jednostek diagnosty-
ki patomorfologicznej. Przed przystapieniem do badania molekularnego, kazdy materiat
przeznaczony do analizy, zaréwno bloczek parafinowy, jak i odpowiadajacy mu preparat
mikroskopowy barwiony hematoksyling i eozyna, musi zosta¢ wczesniej oceniony przez
lekarza patomorfologa. Ocena ta obejmuje potwierdzenie rozpoznania oraz weryfikacje
obecnosci utkania nowotworowego wraz z okresleniem odsetka komorek nowotworowych
w preparacie oraz informacje o wystepowaniu martwicy. Badania molekularne wykonywa-
ne sg z uzyciem niebarwionych skrawkéw parafinowych o grubosci 4-10pm.

» Materiat cytologiczny np. w formie cytobloku — materiat utrwalony podobnie jak materiat
tkankowy bezposrednio po zaaspirowaniu, czas utrwalania najczesciej 6-24 godziny.

» Materiat tkankowy mrozony, $wiezy - materiat zabezpieczony bezposrednio po pobraniu,
bez wstepnego utrwalania w formalinie metoda ,,snap freezing”.

» Krew obwodowa pobrana do préobéwek z EDTA

» Ptynna biopsja - (ang. ccfDNA — circulating cell free DNA, inna nazwa: ctDNA - circulating
tumour DNA) - krew obwodowa (osocze) pobrana do prébéwek z EDTA lub do specjalnych
probéwek ze stabilizatorem ccfDNA.
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Probki wtérne (uzyskiwane z prébek pierwotnych i archiwizowane w MLD), izolaty:

» DNA
» RNA (cDNA)
» CctDNA

Laboratorium powinno posiada¢ procedure przechowywania, archiwizacji i utylizacji
prébek pierwotnych (krew, tkanka $wieza, bloczki FFPE i inne) i wtérnych (izolaty DNA/RNA,
cDNA), w ktérej opisuje warunki i czas przechowywania oraz sposdéb utylizacji.

Bloczki FFPE przechowywane sg w Jednostkach Patomorfologii 20 lat wg Rozporzadzenie
Ministra Zdrowia z dnia 18 grudnia 2017 r. w sprawie standarddéw organizacyjnych opieki zdro-
wotnej w dziedzinie patomorfologii (Dz.U. 2017 poz. 2435).

Na przechowywanie materiatu po wykonaniu badania i wydaniu sprawozdania powinna
by¢ udzielona pisemna zgoda pacjenta (np. na formularzu $wiadomej zgody na badanie ge-
netyczne) — w przeciwnym wypadku materiat, z wyjgtkiem materiatéw patomorfologicznych,
powinien by¢ utylizowany po wykonaniu badania i wydaniu sprawozdania, z wyjatkiem blocz-
kéw FFPE, ktére powinny byé zwrécone do jednostek, z ktérych zostaty wypozyczone. Czasy
przechowywania materiatu do badan genetycznych przed i po wykonaniu okresla zatgcznik 7
do rozporzagdzenia MZ (Dz. U. 2025, poz. 961)

Techniki uzywane w diagnostyce genetycznej guzow litych:

Techniki cytogenetyki klasycznej i molekularnej:

» cytogenetyka klasyczna (G-banding using tripsin and Giemsa, GTG, lub G-banding using
tripsin and Wright’s, GWG) — analiza prazkowa chromosomow,

» FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (Fluorescent in situ Hybridization), metoda
oparta na hybrydyzacji specyficznych, fluorescencyjnych sond do okreslonych regionéw
genomu,

» aCGH - poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy (array Comparative
Genomic Hybridization), metoda oparta na poréwnaniu gernomu badanego do
wzorcowego.

Techniki biologii molekularnej:

» PCR(ijej odmiany: PCR-RFLP, ASA-PCR, ddPCR - reakcja tanncuchowa polimerazy
(Polymerase Chain Reaction)

» qPCR -ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (quantitative PCR, Real Time PCR)

» RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja (Reverse Transcription
PCR)

» MLPA - multipleksowa amplifikacja sond zalezna od ligacji (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification)

» sekwencjonowanie metodg Sangera

» sekwencjonowanie nastepnej generacji (Next Generation Sequencing, NGS)

» optyczne mapowanie genomu (Optical Genome Mapping, OGM)
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Wybrane bazy danych i inne strony:

» https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - BLAST

» http://varnomen.hgvs.org/ - zasady zapisu zmian w genach/biatkach itp.

» https://tark.ensembl.org/web/mane_project/ - obowigzujgce sekwencje referencyjne

» https://www.ensembl.org/index.html - baza informacji dotyczacych genomow

» https://www.genenames.org/ - obowigzujgce nazwy genéw

» https://varsome.com/ - baza wariantow

» https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ - baza wariantow

» https://www.oncokb.org/ - baza wariantdw somatycznych

» https://varseak.bio/ - baza wariantéw, przewidywanie miejsc splicingu

» http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr - PCR in silico

» https://tp53.isb-cgc.org/- baza wariantéw genu TP53

» http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php - The Human Gene Mutation Database

» https://mutalyzer.nl/ - m.in. nazewnictwo, m.in. przewidywanie wptywu wariantu na
biatko

» https://gnomad.broadinstitute.org/ - czestosci wariantéw

» https://www.cancergenomeinterpreter.org/home - interpretacja wykrytych wariantow

» https://www.cbioportal.org/ - interpretacja wykrytych wariantow

» https://www.clinicaltrials.gov/ - baza badan klinicznych

» https://genebe.net/ - baza wariantéw

» https://spliceailookup.broadinstitute.org/ - przewidywanie znaczenia wariantéw
splicingowych

» https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php - baza wariantéw

» https://mobidetails.chu-montpellier.fr/ - interpretacja wariantow

» https://franklin.genoox.com/ - interpretacja wariantéw

» https://www.lovd.nl/ - baza wariantéw

2.6. Zarzadzanie informacjami w laboratorium

» Laboratorium powinno mie¢ dostep do danych i informacji potrzebnych do realizacji
swojej dziatalnosci oraz udokumentowang procedure zapewniajaca zarzadzanie
informacjami i bezpieczenstwo informacji dotyczacych pacjenta.

» Systemy informatyczne laboratorium uzywane do gromadzenia, przetwarzania,
zapisywania, raportowania, przechowywania i odzyskiwania danych powinny by¢
sprawdzone pod wzgledem funkcjonalnosci przed ich wdrozeniem.

» Laboratorium powinno okresli¢ uprawnienia i odpowiedzialno$¢ personelu majacego
dostep do danych i informacji o pacjentach, wprowadzajgcego i edytujacego dane i wyniki
badan pacjentdw, autoryzujacego sprawozdania z badan.

» Zarzagdzanie informacjami w laboratorium powinno opiera¢ sie na zastosowaniu Systemu
Zarzadzania Informacjg Laboratoryjng LIMS (ang. Laboratory Information Management
System).
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Wymagania dla systeméw zarzadzania informacija:

»

»

»

»

»

»

walidacja przez dostawce oraz weryfikacja funkcjonalnosci przez laboratorium przed
uruchomieniem i wdrozeniem do pracy rutynowej,

zabezpieczenie przed nieupowaznionym dostepem,
ochrona przed naruszeniem, uszkodzeniem lub utratg danych,
zapewnienie integralnosci wszystkich informaciji,

uwzglednienie mozliwosci awarii systemu rejestracji oraz rejestrowanie dokonanych
korekt przy zachowaniu oryginalnego wpisu,

zgodnos¢ z krajowymi i miedzynarodowymi wymaganiami dotyczacymi ochrony danych.

Funkcjonalnosci systemu zarzgdzania informacjami w laboratorium powinny
obejmowac m.in. zarzgdzanie informacjami dotyczacymi:

»

»

»

probek - przyjecie i zarejestrowanie probek wraz z danymi pacjenta;
badan - przypisanie, zaplanowanie i Sledzenie prac analitycznych zwigzanych z prébkami;

obiegu dokumentow - zapewnienie poprawnego formatu i tresci oraz dostep do
dokumentow.

Do systemu LIMS mozna wtaczy¢ rozne typy rejestrow takie jak: rejestr pacjentow, rejestr

odczynnikéw i materiatéw jednorazowego uzytku, rejestr badan i rejestr wyposazenia.

Laboratorium powinno weryfikowaé, czy wyniki badan i informacje z nimi zwigzane sa

kompatybilne w wersjach elektronicznych i papierowych. W przypadku wdrazania nowych ba-

dan, laboratorium powinno weryfikowaé, czy zmiany zostaty zaimplementowane prawidtowo.

Laboratorium powinno mie¢ udokumentowang procedure dziatania w przypadku awarii

lub przerw w funkcjonowaniu systemu informatycznego.

2.7. Zewnatrzlaboratoryjna kontrola jakosci

»

»

»

»

Laboratorium powinno uczestniczy¢ w zewnatrzlaboratoryjnych programach kontroli jako-
$ci (EQA - External Quality Assessment) w zakresie wykonywania badan i laboratoryjne;j
interpretacji ich wynikow.

Programy kontroli jakosci powinny by¢ prowadzone przez odpowiednie instytucje np.
EMQN (European Molecular Genetics Quality Network), GenQA (Genomix Quality Assess-
ment), Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD), lub inne posiadajgce akredyta-
cje wg normy ISO 17043.

W przypadku braku programu badania biegtosci dla danej metody laboratorium powinno
uczestniczy¢ w poréwnaniach miedzylaboratoryjnych.

Laboratorium powinno ustanowi¢ udokumentowanag procedure uczestnictwa w badaniach
biegtosci okreslajaca odpowiedzialnos¢ i zawierajaca opis uczestnictwa oraz kryteria wy-
boru organizatoréw kontroli jakosci.
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Ponadto MLD powinno wypetnia¢ zalecenia pokontrolne, organizowaé spotkania infor-
macyjne z pracownikami MLD w celu szczegétowego omdwienia wynikdéw uczestnictwa
w miedzynarodowej/zewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci oraz podejmowac dziatania
korygujace w przypadku uzyskania niesatysfakcjonujgcego rezultatu kontroli.

MLD uczestniczy w kontroli jakos$ci w celu sprawdzenia swojej catej procedury badawczej
poczawszy od otrzymania materiatu, oceny komorkowosci (jezeli dotyczy), izolacji DNA/
RNA, przeprowadzenia badania (wykonania czesci analitycznej) oraz przygotowania spra-
wozdania z badania. Udziat w programie ma pokazaé ewentualne braki, ktére trzeba popra-
wié, nie nalezy zatem przyktada¢ ,niestandardowego wysitku” do uczestnictwa w kontroli.

Certyfikat EQA powinien zawiera¢ informacje o ocenie z kontroli.

Laboratorium powinno posiada¢ coroczny harmonogram zewnatrzlaboratoryjnej kontroli
jakosci, gromadzi¢ certyfikaty z kontroli oraz prowadzi¢ zapisy z poszczegdlnych kontroli.

Uczestnictwo w poszczegolnych programach powinno by¢ planowane tak, zeby zapewnié
wymagana (np. roczng) waznosc¢ certyfikatu.

Prébki dostarczane przez organizatora testu lub prébki z poréwnan miedzylaboratoryjnych
powinny by¢ traktowane jak probki od pacjentéw i badane scisle wedtug sprawdzanej
procedury pozwalajgcej na kontrolowanie petnego procesu wykonywania badan, tagcznie
z procedurami przedanalitycznymi i poanalitycznymi. W przypadku uczestnictwa w pro-
gramach miedzynarodowych sprawozdania z badan sg sporzadzane zgodnie z wymogami
organizatora.

Laboratorium powinno uczestniczy¢ w kontrolach co najmniej raz w roku, a jesli to niemoz-
liwe co najmniej raz na dwa lata dla danego zakresu badan.

W przypadku braku mozliwosci uczestnictwa w kontrolach zewnatrzlaboratoryjnych la-
boratorium sprawdza metode poprzez stosowanie préobek zdiagnozowanych wczesniej
w osrodkach rekomendowanych przez towarzystwa naukowe w Polsce i zagranicg, stoso-
wanie ,,probek o znanym statusie” (wtasnych, wczesniej zbadanych probek, ktére zostaty
przebadane dwiema metodamilub w dwdch niezaleznych laboratoriach, vide rozporzadze-
nie MZ w sprawie standardéw jakosci) oraz stosowanie materiatdw odniesienia dostarczo-
nych przez producentéw metod.
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Ponizej przedstawiono proponowane kryteria wyboru
zewnatrzlaboratoryjnych programéw kontroli jakosci:

Wymagane

»

»

»

»

»

»

»

Kompetencje organizatora sg potwierdzone certyfikatem akredytacji na zgodnosé
znorma PN-EN ISO/IEC 17043.

Zakres programu badan biegtosci i obiekty badan biegtosci odpowiadajg obiektom
w laboratorium (badane markery i materiat).

Program ma charakter cykliczny.

Dostepny jest opis programu zawierajacy zakres programu, zrédto i metode pozyskania
obiektu badan biegtosci i sposéb jego przygotowania.

Zapewniony jest prawidtowy przebieg programu badania biegtosci (instrukcje dla
uczestnikéw, odpowiednia identyfikacja i oznakowanie prébek do badan orazich
pakowanie, dystrybucja i przechowywanie, klarownie okreslone kryteria raportowania
i sporzagdzania sprawozdania z badan, mozliwos$¢ odwotania sie od wyniku).

Wyniki programu (genotypy i interpretacja) sa publikowane i jawne, ale indywidualne
wyniki sg poufne.

Uczestnik otrzymuje indywidualny raport z ocena i wyszczegdlnionymi ewentualnymi
btedami oraz certyfikat.

Pozadane

»

»

»

»

2.

Program jest ogélnoeuropejski/ogdlnoswiatowy, liczba uczestnikow przekracza 50
osrodkow.

Dostepne sa zasady i warunki ptatnosci za udziat, koszt udziatu w badaniach i koszt
optat cztonkowskich jest konkurencyjny w stosunku do innych programow.

Istnieje udokumentowany harmonogram badan i oceny.

Renoma rynkowa organizatora jest wysoka.

8. Ocenai audity

Laboratorium powinno zaplanowac¢ i wdrozy¢ procesy oceny i auditdow wewnetrznych

(wedtug normy PN-EN ISO 15189:2023-02) w celu:

»

»

»

Sprawdzenia czy wszystkie procesy sg realizowane w sposéb spetniajagcy standardy
i odpowiadajacy na potrzeby uzytkownikow,

zapewnienia zgodnosci z systemem zarzadzania jakos$cig,

ciggtego doskonalenia systemu zarzadzania jakoscia.

Ocena dziatalnosci laboratorium powinna obejmowac:

»

»

Okresowe przeglady zlecen oraz przydatnosci procedur i wymagan dotyczacych prébek.
Oceneg informacji zwrotnych od uzytkownikéw/zleceniodawcow.
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Propozycje i uwagi personelu.

Audit wewnetrzny.

Zarzgdzanie ryzykiem.

Wskazniki jakosci.

Kontrole przeprowadzane przez organizacje zewnetrzne.

Wybrane jednostki uprawnione do kontroli MLD:

»

Kierownictwo jednostki nadrzednej (szpitala, poradni, sieci laboratoriow) — w petnym
zakresie.

Zespot wizytatorow Krajowej Rady Diagnostow Laboratoryjnych (KRDL) na podstawie
zatgcznika nr 6 do uchwaty 202/VI1/2025 z dnia 21 lutego 2025 w sprawie Regulaminu
dziatalnosci wizytatoréw Krajowej Rady Diagnostow Laboratoryjnych oraz prowadzenia
i wykonywania kontroli praktyk diagnostow laboratoryjnych. Przeprowadzenie
postepowania kontrolnego ma na celu ocene wykonywania czynnos$ci diagnostyki
laboratoryjnej przez diagnoste laboratoryjnego, dokonang na podstawie ustalonego
stanu faktycznego, przy zastosowaniu przyjetych kryteriéw kontroli. W przypadku
stwierdzenia nieprawidtowosci, celem postepowania kontrolnego jest réwniez ustalenie
ich zakresu, przyczyn i skutkéw, a takze sformutowanie zalecen zmierzajacych do
usuniecia nieprawidtowosci.

Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna (SANEPID) — w zakresie spetniania warunkéw
sanitarno-epidemiologicznych.

Panstwowa Inspekcja Pracy (PIP) — w zakresie bezpieczenstwa i higieny pracy oraz
legalnosci zatrudnienia.

Narodowy Fundusz Zdrowia (NFZ) — w zakresie prowadzenia dziatalnosci diagnostycznej,
jezeli MLD lub jego jednostka nadrzedna posiada kontrakt w NFZ.

Konsultant wojewddzki ds. laboratoryjnej genetyki medycznej z ramienia wojewody

- w zakresie prowadzenia dziatalnosci diagnostycznej w danym wojewddztwie.
Konsultant krajowy ds. laboratoryjnej genetyki medycznej - w zakresie prowadzenia
dziatalnosci diagnostyczne;j.

Zleceniodawcy — w zakresie prowadzenia dziatalnosci diagnostycznej, ktérg podzlecaja
w MLD.

Polskie Centrum Akredytacji (PCA) —w zakresie akredytowanych procedur, na zadanie
MLD.
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®
Funkcjonowanie
medycznego laboratorium
diagnostycznego

3.1. Zlecanie badan molekularnych

Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia w sprawie standardow jakosci dla laborato-
riow z dnia 30 czerwca 2025 r. (Dz. U. poz. 961) laboratorium powinno opracowac i wdrozy¢
procedure zlecania laboratoryjnego badania genetycznego oraz udostepnic ja zleceniodaw-
com.

Formularz zlecenia na badanie genetyczne powinien zawiera¢:

» dane pacjenta (imie i nazwisko, adres zamieszkania albo oddziat szpitalny pobytu pacjen-
ta, pte¢, pochodzenie etniczne, numer PESEL lub numer i serie dokumentu potwierdzaja-
cego tozsamosé, numer identyfikacyjny pacjenta),

» date wystawienia zlecenia,

» podpisioznaczenie lekarza zlecajgcego,

» nazwe i adres zleceniodawcy,

» dane do kontaktu z lekarzem zlecajgcym badanie genetyczne (numer telefonu, adres
e-mail),

» imie i nazwisko osoby upowaznionej do odbioru sprawozdania z badania genetycznego;

» rodzaj materiatu biologicznego i jego pochodzenie,

» informacje o zleconym badaniu genetycznym,

» tryb wykonywania badania genetycznego w zaleznosci od wybranej metody diagnostycznej;

» date i godzine pobrania materiatu biologicznego do badania genetycznego,

» imieinazwisko oraz podpis osoby pobierajgcej materiat biologiczny do badania genetycz-
nego,

» date i godzine przyjecia materiatu biologicznego do laboratorium,

» istotne dane kliniczne dotyczace pacjenta, ustalane indywidualnie dla rodzaju zlecanego
badania, w szczegdélnosci:

e informacje o wczesniejszych badaniach genetycznych oraz ich wynikach, jezeli byty
wykonywane,

e dateigodzine dostarczenia materiatu biologicznego do zaktadu patomorfologii,

e rozpoznanie patomorfologiczne z oceng odsetka komdrek nowotworowych,

e podpisioznaczenie lekarza patomorfologa stawiajgcego rozpoznanie patomorfologiczne,

e oznaczenie zaktadu patomorfologii, w ktérym postawiono rozpoznanie, zawierajace
nazwe i adres tego zaktadu.



Na jednym formularzu zlecenia na badanie genetyczne moze byc¢ zlecone wiecej niz jedno
badanie genetyczne z tego samego materiatu biologicznego. Do zlecenia na badanie gene-
tyczne jest dotgczany formularz pisemnej zgody na wykonanie badania genetycznego, o ktérej
mowa w art. 18 ustawy z dnia 6 listopada 2008 r. o prawach pacjenta i Rzeczniku Praw Pacjen-
ta (Dz. U.z 2024 r. poz. 581).

Ponizej przedstawiono wzér formularza $wiadomej zgody opracowany przez PTGC
(do pobrania na stronie internetowej PTGC)

Deklaracja $wiadomej zgody na wykonanie badania genetycznego - wersja 1 z dnia 28.10.2025

NAZWA PODMIOTU LECZNICZEGO LOGO
Ul xxxxx, KOD, miejscowos$é

tel.: faks: e-mail:

NIP, Regon, KRS

DEKLARACJA SWIADOMEJ ZGODY NA WYKONANIE BADANIA
GENETYCZNEGO
W KIERUNKU ..ettitiiiiiiiiiiiiiiiiiietititieiietttittiteeeieteteteteenensnsasassssnsnsnsasasaennns

DANE OSOBY BADANEJ

Imig i Nazwisko

Data urodzenia (DD-MM-RRRR)

PESEL (jesli brak - nazwa i
numer dokumentu
potwierdzajacego tozsamosc)

DANE PRZEDSTAWICIELA USTAWOWEGO (JESLI DOTYCZY)

Imig i Nazwisko

Data urodzenia (DD-MM-RRRR)

PESEL (jesli brak - nazwa i
numer dokumentu
potwierdzajacego tozsamos¢)

Podpisujac niniejsza deklaracj¢ sSwiadomej zgody o§wiadczam, ze:

1) Zostatem/-am w sposob zrozumialy poinformowany/-a o istocie podejrzewanej choroby i znaczeniu
wykonywanych badan genetycznych dla ustalenia rozpoznania / leczenia lub oceny predyspozycji /
przebiegu choroby lub potwierdzenia / wykluczenia nosicielstwa choroby.

2) Przyjmuj¢ do wiadomosci, ze wynik badania genetycznego powinien by¢ skonsultowany z lekarzem
genetykiem w celu omOwienia jego znaczenia dla mnie / mojego dziecka / mojego podopiecznego i
innych cztonkéw rodziny.

3) Przyjmuje do wiadomosci, Zze zastosowany schemat diagnostyczny moze nie przynie$¢ wynikow
informatywnych lub jednoznacznych. W przypadku wdrozenia w przysztosci nowych metod
analizy, diagnostyka pod katem okreslonego wskazania klinicznego zostanie wznowiona na zlecenie
lekarza kierujacego.

4) Zdajg sobie sprawe, ze udzielenie prawidlowej porady genetycznej moze wigzac si¢ z koniecznos$cia
wykonania badan genetycznych u innych cztonkéw rodziny. W przypadku, gdy pokrewienstwo

* niepotrzebne skresli¢ Strona 1z 4
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Deklaracja $wiadomej zgody na wykonanie badania genetycznego - wersja 1 z dnia 28.10.2025

NAZWA PODMIOTU LECZNICZEGO LOGO
Ul xxxxx, KOD, miejscowos¢

tel.: faks: e-mail:

NIP, Regon, KRS

migdzy cztonkami badanej rodziny jest inne niz deklarowane, otrzymany wynik i jego interpretacja
moga by¢ niezgodne z rzeczywistoscia.

5) Zostatlem poinformowany o mozliwosci wycofania zgody na wykonanie badania genetycznego w
dowolnym momencie oraz o mozliwo$ci rezygnacji z otrzymania informacji o wynikach badania.
Zdaj¢ sobie sprawe, ze dokumentacja medyczna, ktora powstata do tego momentu w procesie
diagnostycznym, bedzie przechowywana przez co najmniej 20 lat.

6) Przyjmuj¢ do wiadomosci, ze w przypadku, gdy material genetyczny ulegt degradacji i/lub jego ilos¢
jest niewystarczajgca do wykonania analiz, moze zaistnie¢ konieczno§¢ ponownego pobrania
materiatu od osoby badane;j.

7) Przyjmuj¢ do wiadomosci, ze laboratoryjne wyniki badan genetycznych oraz wyniki analizy
bioinformatycznej nie stanowig zatacznika do sprawozdania z analizy genetyczne;j.

8) Wyrazam zgodg na przetwarzanie moich danych osobowych zawartych w skierowaniu, zgodnie z
przepisami ustawy o ochronie danych osobowych (Dz.U. z 2019, poz. 1781) oraz ustawy o prawach
pacjenta i Rzeczniku Praw Pacjenta (Dz. U. z 2023, poz. 1318, 1545, 1675, 1692 1 1972).

oraz wyrazam zgodg¢ na
[ pobranie ode mnie / mojego dziecka / mojego podopiecznego:

[0 krwi/ [ wycinka skory/ (] ptynu owodniowego/ [ trofoblastu/ [1 szpiku kostnego/ [ innej tkanki

[ wykorzystanie zabezpieczonego materiatu biologicznego/materiatu genetycznego:
[ DNA/ [I RNA/ [ materiatu archiwalnego/ [1iNNego .........cccoeevvueueveerieenreeeeennnnns

i wykonanie genetycznych diagnostycznych badan genetycznych.

Wyrazam zgod¢ na zabezpieczenie i przechowywanie materialu TAK NIE
genetycznego na potrzeby wykonania w przysztosci ewentualnych
dodatkowych badan diagnostycznych dla mnie lub cztonkoéw mojej rodziny.
W przypadku niewyrazenia zgody na przechowywanie materiatu, zostanie
on zniszczony niezwlocznie po wydaniu sprawozdania z analizy
genetycznej.

Wyrazam zgodg¢ na przechowywanie i anonimowe wykorzystanie materiatu | TAK NIE
genetycznego do badan naukowych, majacych na celu rozszerzenie wiedzy
na temat podtoza diagnozowanej choroby, zgodnie z wymogami polskiego
prawa i standardami etycznymi, po uzyskaniu pozytywnej opinii wtasciwej
komisji bioetyczne;j.

Dotyczy zlecania catej lub fragmentu diagnostycznej procedury genetycznej | TAK NIE
do podwykonawcy:

Wyrazam zgodg na przekazanie materiatu mojego / mojego dziecka /
podopiecznego innym placowkom, w ktorych bedzie wykonywana
procedura diagnostyczna / etap procedury diagnostycznej.

* niepotrzebne skresli¢ Strona 2 z 4




Deklaracja §wiadomej zgody na wykonanie badania genetycznego - wersja 1 z dnia 28.10.2025

NAZWA PODMIOTU LECZNICZEGO
Ul xxxxx, KOD, miejscowos¢

tel.: faks: e-mail:

NIP, Regon, KRS

LOGO

Dotyczy badan wielogenowych, w tym catoeksomowych (WES), catogenomowych (WGS),

mikromacierzowych (aCGH)

Analiza danych z molekularnych badan wielogenowych moze wymagac ich
przestania na serwery znajdujace si¢ poza terytorium Polski, co jest
niezbgdne dla procesu diagnostycznego. Dane te przekazywane sa w sposob
zanonimizowany, bez podania danych osobowych.

Czy wyraza Pan / Pani zgodg¢ na przestanie danych na serwery
zlokalizowane w krajach zrzeszonych w Organizacji Wspotpracy
Gospodarczej i Rozwoju (OECD)?

Brak zgody jest rownoznaczny z brakiem mozliwosci wykonania badania tego typu.

TAK

NIE

W przypadku prowadzenia badan wielogenowych wyrazam zgodg¢ na
raportowanie w wyniku przypadkowo wykrytych wariantow patogennych /
potencjalnie patogennych w genach ujetych w rekomendacji ACMG
(American College of Medical Genetics, Green RC i wsp. Genet Med. 2013,
15(7):565-74 PMID: 23788249), nie majacych bezposredniego zwigzku z
diagnozowang choroba, ale powiazanych z chorobami, w ktorych wskazane
jest wdrozenie odpowiedniego postgpowania diagnostycznego,
profilaktycznego lub klinicznego.

TAK

NIE

Dotyczy tylko oséb pelnoletnich:

W przypadku prowadzenia u mnie badan z wykorzystaniem metod
wielogenowych / catlogenomowych wyrazam zgode na raportowanie w
wyniku nosicielstwa patogennych / potencjalnie patogennych wariantow nie
majacych zwigzku z diagnozowana choroba, ale mogacych mie¢ wpltyw na
ryzyko wystapienia choroby u mojego potomstwa.

TAK

NIE

Dotyczy tylko oséb pelnoletnich:

W przypadku prowadzenia u mnie badan z wykorzystaniem metod
wielogenowych / catlogenomowych wyrazam zgode na raportowanie w
wyniku badania wariantow patogennych / potencjalnie patogennych nie
majacych bezposredniego zwiazku z aktualnie diagnozowang choroba, ale
mogacych mie¢ wplyw na ryzyko wystapienia u mnie choréb o p6znym
poczatku.

TAK

NIE

Data i podpis Osoby Badanej
(pelnoletniej lub niepetnoletniej, jezeli ukonczyta 16 r.z.).

Data i podpis Rodzica / Przedstawiciela Ustawowego
(dotyczy pacjenta: matoletniego do 18 r.z., catkowicie
ubezwlasnowolnionego lub niezdolnego do §wiadomego
wyrazenia zgody)

Oswiadczam, iz poinformowatam/-em pacjenta o
szczegotach dotyczacych rodzaju badania i mozliwych
wynikach badan genetycznych.

Data, pieczatka i podpis lekarza kierujacego

* niepotrzebne skresli¢

Strona 3 z 4
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NAZWA PODMIOTU LECZNICZEGO LOGO
UL xxxxx, KOD, miejscowos¢

tel.: faks: e-mail:

NIP, Regon, KRS

UPOWAZNIENIE:

Upowazniam (IMi¢ 1 NAZWISKO)...c.eoiririiieiiiiiiiieiiiieitctc ettt ettt s
PESEL (lub rodzaj i nr dokumentu tOZSAMOSCI) ......cvovvveveuiririeuiuiinieieiiinineeieieesesieeeeeeee e

do odbioru Sprawozdania z badania genetycznego.

data i podpis Osoby Badanej / Rodzica / Przedstawiciela ustawowego®

KONIEC DOKUMENTU

* niepotrzebne skresli¢ Strona 4 z 4




3.2. Procesy przedanalityczne

3.2.1. Materiat biologiczny, ktéry podlega ocenie patomorfologicznej do
badan genetycznych:

A. wycinek tkankowy, zatopiony w bloku parafinowym lub preparat histologiczny barwiony
lub niebarwiony H&E (hematoxylin and eosin);

e Blok parafinowy — utrwalony wycinek tkankowy zatopiony w parafinie.

e Preparat histologiczny — skrawek tkankowy z bloku parafinowego, umieszczony na
szkietku podstawowym.

e Skrawek tkankowy - fragment tkanki o grubos$ci 4-10 pm, skrojony z bloku
parafinowego przy pomocy mikrotomu (urzadzenia do precyzyjnego skrawania
materiatu tkankowego).

e Makrodysekcja - wydzielenie fragmentu wycinka tkankowego, z bloku parafinowego.
Fragment podlegajacy makrodysekcji patomorfolog zaznacza pisakiem na
ocenianym preparacie histologicznym barwionym HE.

B. preparat cytologiczny barwiony lub niebarwiony H&E;

e Preparat cytologiczny — utrwalony rozmaz komérkowy na szkietku podstawowym.
e Cytoblok - zawiesina komérkowa utrwalana podobnie jak materiat tkankowy.

C. materiat mrozony i przechowywany w dedykowanych kasetkach w temperaturze -70°C.

3.2.1.1. Standardy utrwalania materiatu biologicznego w formalinie do badan

molekularnych

Materiat tkankowy

» Utrwalanie materiatu tkankowego ma przede wszystkim na celu zachowanie architektury
tkanki oraz morfologii komérek do badan histopatologicznych, a takze zabezpieczenie ma-
teriatu biologicznego w sposéb, ktéry umozliwi skuteczng i wiarygodng ocene molekular-
ng. Najczesciej stosowanym utrwalaczem, ktéry odpowiednio zabezpiecza wtasciwosci
histologiczne tkanki jest formalina. Tak utrwalony materiat jest obecnie rutynowo wyko-
rzystywany rowniez do diagnostyki molekularnej. Uzyskanie materiatu diagnostycznego
o odpowiedniej jakosci do badan molekularnych wymaga przestrzegania standardéw
utrwalania.

Utrwalanie w formalinie

» Utrwalanie w formalinie polega na chemicznym zatrzymaniu proceséw biologicznych
w tkance oraz zatrzymaniu kolonizacji przez mikroorganizmy. Istotg tej reakcji jest tworze-
nie przez formaldehyd mostkéw metylenowych, ktére sieciuja i inaktywuja biatka w utrwa-
lanym materiale.

» Utrwalanie nie pozostaje bez wptywu na kwasy nukleinowe. Zbyt pdzne rozpoczecie utrwa-
lania lub niedostatecznie utrwalenie materiatu powoduje degradacje biologiczng pod
wptywem nukleaz. Zbyt dtugi kontakt z formaldehydem przyczynia sie natomiast od szere-
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» Gtéwnym problemem jest zalezna od formaldehydu fragmentacja kwaséw nukleinowych,
ktora przy duzym nasileniu ogranicza lub uniemozliwia uzyskanie wyniku z utrwalonego
materiatu. W trakcie utrwalania mostki metylenowe powstajg rowniez w obrebie kwasow
nukleinowych oraz miedzy kwasami nukleinowymi a sgsiadujgcymi biatkami tworzac tzw.
wigzania krzyzowe. Ich nagromadzenie ogranicza mozliwosci izolacji DNA/RNA z utrwa-
lonego materiatu oraz uposledza przebieg reakcji PCR na kolejnych etapach procesu dia-
gnostycznego. Utrwalanie w formalinie powoduje losowe zmiany chemiczne nukleotydéw
mogace byc¢ przyczyng wynikéw fatszywie pozytywnych. Modyfikowane chemicznie zasady
azotowe sg btednie parowane przez polimeraze DNA w reakcjach PCR i przy zastosowaniu
czutych metod moga by¢ identyfikowane jako mutacja. Najczestszg z takich modyfikacji
jest deaminacja cytozyny, ktérej produktem jest uracyl. Enzym rozpoznaje te zasade jako
tymineg i w trakcie syntezy komplementarnej nici zamiast guaniny pojawia sie adenina. Ar-
tefakt moze by¢ powielony w kolejnych cyklach PCR i uwidoczniony jako tranzycja C>T lub
G>A. Produktem deaminacji adeniny jest hipoksantyna, ktéra moze by¢ przyczyna fatszy-
wej substytucji A>G i T>C.

Najwazniejsze zmiany chemiczne w DNA/RNA pod wptywem formaldehydu:

e Fragmentacja zwigzana ze zrywaniem wigzan fosfodiestrowych

e Tworzenie wigzan krzyzowych poprzez mostki metylenowe w obrebie kwasu
nukleinowego i z sgsiadujgcymi biatkami

e Deaminacja cytozyny prowadzaca do artefaktéw w sekwencji C>T, G>A

e Deaminacja adeniny prowadzaca do artefaktow w sekwencji A>G, T>C

Zmiany w kwasach nukleinowych majg charakter nieodwracalny i powoduja trwate obni-
zenie jakosci materiatu diagnostycznego lub jego catkowite zniszczenie. Zachowanie kluczo-
wych parametréw utrwalania materiatu pozwala na powstanie tych zmian na akcepto-
walnym poziomie i uzyskiwanie diagnostycznych wynikéw badan molekularnych.

Najwazniejsze parametry utrwalania w formalinie:

Stezenie: 4% formaldehyd

W formalinie stosowanej do utrwalania optymalne stezenie formaldehydu wynosi 4%.
Stosowanie odczynnika o wyzszym stezeniu prowadzi do nasilonej degradacji DNA/RNA.

10% formalina to zwyczajowa nazwa 4% wodnego roztworu formaldehydu
Maksymalne stezenie formaldehydu w roztworze wodnym nie przekracza 40%.
Historycznie utrwalacz uzyskiwano przez 10-krotne rozcienczenie takiego roztworu.

Neutralne pH, optymalnie 7,2-7,4

Formalina do utrwalania powinna posiada¢ neutralne pH (optymalnie w zakresie 7,2 - 7,4,
w tym celu stosuje sie odpowiedni uktad buforujacy). Zapewnia to odpowiednie srodowisko
reakcji utrwalania formaldehydem. Niebuforowany roztwér formaldehydu ma charakter kwa-
$ny, a takie srodowisko spowalnia reakcje utrwalania oraz zwieksza stopien degradacji DNA/
RNA.



Czas utrwalania 6-48 godzin

Do badan molekularnych zalecany czas wynosi minimum 6 i nie przekracza 48 godzin.
Tempo penetracji formaliny wynosi w temperaturze pokojowej okoto Tmm/h. Spenetrowanie
tkanki przez formaline nie jest réwnoznaczne z utrwalaniem materiatu. Od momentu wniknie-
ciaformaldehydu w gtab tkanki potrzebne jest kilka godzin na przebieg reakcji utrwalania. Od-
powiedni stopien usieciowania biatek dla najdrobniejszych bioptatéw osigga sie dopiero po
6 godzinach. Minimalna granica utrwalania powinna by¢ dostosowana do wielkosci utrwa-
lanego materiatu. Zbyt krotki czas utrwalania powoduje biologiczng degradacje DNA/RNA.
Utrwalanie dtuzsze niz 48 godzin zwieksza stopien fragmentacji i modyfikacji chemicznej
kwasow nukleinowych zaleznej od formaldehydu. Obecnie, przy rutynowym zastosowaniu
RNA do analizy gendéw fuzyjnych gérna granica czasu utrwalania nie moze przekraczac¢ 48 go-
dzin. Badania nad wptywem utrwalania w formalinie na jakos¢ RNA wskazujg na gorna granice
czasu utrwalania wynoszaca 48 godzin powyzej ktérej obserwuje sie wzmozong fragmentacje
oraz obnizong wydajnos¢ amplifikacji w reakcjach qPCR (Real-Time PCR), czy catkowity brak
amplifikacji (silna degradacja RNA) w reakcjach RT-PCR (reverse transcription PCR) i qPCR.

Grubos¢ utrwalanego materiatu nie wigksza niz 10mm

Materiat operacyjny powinien zostac przekrojony lub ponacinany na fragmenty o grubosci
0,5-1cm. Miedzy przekroje mozna umiescic¢ paski bibuty lub gaze w celu zapewnienia row-
nomiernej penetracji formaliny. Utrwalanie grubszych fragmentéw tkankowych nie zapewnia
wystarczajgco szybkiej penetracji formaliny w gtab tkanki i skutkuje degradacjg materiatu bio-
logicznego.

Objetos¢ utrwalacza co najmniej 10-krotnie wigksza od utrwalanego materiatu

Materiat tkankowy powinien by¢ zanurzony w minimum 10-krotnej objetosci utrwalacza.
Zaleca sie jednak stosowanie wiekszej objetosci formaliny w stosunku do tkanki (15:1-20:1).
Nadmiar utrwalacza (przewaga substratu) ma zapewni¢ odpowiednig statg kinetyke reakcji
utrwalania. Zastosowanie zbyt matej objetosci skutkuje spowolnieniem penetracji formaliny
i niedostatecznym utrwaleniem wewnatrz materiatu.

Temperatura utrwalania nieprzekraczajgca temperatury pokojowej (20-25°C)

Nie zaleca sie podgrzewania formaliny jezeli tkanka ma by¢ wykorzystana do badan mole-
kularnych. W trakcie utrwalania nie powinno sie przekracza¢ temperatury otoczenia. Wyzsza
temperatura przyspiesza degradacje DNA/RNA zalezng od formaldehydu.

Tabela 3.1. Najczesciej popetniane btedy utrwalania w formalinie

Nasilona fragmentacja DNA/RNA oraz liczne

Przekroczony czas utrwalania >48h
y artefakty w sekwencji C>T, G>A

Nasilona fragmentacja DNA/RNA oraz liczne
10% formaldehyd
0 y artefakty w sekwencji C>T, G>A
Utrwalanie zbyt duzych materiatéw Degradacija biologiczna DNA/RNA
operacyjnych ze stabg penetracja
formaliny
Zbyt wysoka temperatura utrwalania Nasilona fragmentacja DNA/RNA oraz liczne

w sezonie letnim artefakty w sekwencji C>T, G>A
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Odwapnianie

Przed przeprowadzeniem do bloczka parafinowego, bioptaty kostne poddaje sie dodatko-
wo odwapnieniu w celu zmiekczenia i umozliwienia wykonania preparatéw histologicznych.
Odwapnianie przeprowadzane jest w kwasnym srodowisku, co dodatkowo moze zwiekszaé
stopien degradacji kwasow nukleinowych.

Zmiany chemiczne w DNA/RNA pod wyptywem kwasnego srodowiska w trakcie odwap-
niania:

e Fragmentacja zwigzana ze zrywaniem wigzan fosfodiestrowych.
e Powstawanie miejsc apurynowych zwigzane ze zrywaniem wigzan glikozydowych.

Najmniejszy stopien degradacji DNA zaobserwowano w przypadku roztworu EDTA. Taki
materiat cechuje najlepsza wydajnos¢ izolacji, integralnos¢ DNA oraz amplifikacja w PCR
w poréwnaniu z innymi srodkami odwapniajacymi. Nie zaleca sig stosowania roztworéw HCL
lub kwasu mrowkowego jesli materiat ma by¢ wykorzystany do diagnostyki molekularne;j.

e Zalecany odczynnik do odwapniania: Roztwér EDTA.
Procesor tkankowy

Materiat przed zatopieniem w parafinie powinien zosta¢ catkowicie odwodniony w szeregu
alkoholi. Przeprowadzenie do bloczka parafinowego tkanki zawierajgcej sladowe ilosci wody
spowoduje stopniowg degradacje materiatu.

Zalecana jest systematyczna wymiana alkoholi w procesorze tkankowym zgodnie z wy-
mogami producenta w celu zapewnienia optymalnego odwodnienia utrwalonego materiatu.

Materiat cytologiczny

e rozmaz - do jego utrwalenia wykorzystuje sie alkohol etylowy (95-96%). Utrwalanie
powinno sie rozpoczaé natychmiast (1-2s) po zakonczeniu biopsji. W zwigzku z powyz-
szym jakos¢ DNA oraz RNA jest bardzo dobra. Mankamentem jest nie zawsze wystar-
czajgca ilos¢ komorek nowotworowych oraz jego wykorzystanie wigze sie ze zniszcze-
niem rozmazu.

e cytoblok — materiat bezposrednio ze strzykawki wpuszcza sie do utrwalacza z wyko-
rzystaniem 10% zbuforowanej formaliny (4% roztwdr formaldehydu) o pH 7,2-7,4. Czas
utrwalania materiatu cytologicznego powinien wynosi¢ 6-24 godzin, (maksymalnie 48
godzin) bezposrednio po zaaspirowaniu. Odradza sie utrwalanie materiatu do badan
genetycznych w komercyjnych utrwalaczach cytologicznych opartych na mieszaninie
alkoholi. Takie utrwalacze nie zabezpieczajg RNA przed degradacja (kluczowe znacze-
nie w diagnostyce genéw fuzyjnych — m.in. w raku ptuca).

Drobny materiat cytologiczny jest podatny na degradacje. Utrwalanie nalezy rozpoczaé
niezwtocznie po pobraniu.

3.2.2.2. Zabezpieczenie tzw. swiezej tkanki

Pobrany do badan genetycznych materiat tkankowy moze zostac¢ zabezpieczony bezpo-
srednio po pobraniu (bez wstepnego utrwalania w formalinie, tzw. materiat Swiezy) poprzez
zamrozenie technika ,snap freezing” (np. w ciektym azocie lub na suchym lodzie) a nastepnie
przechowywany w temperaturze -70°C przez czas nieograniczony. Do przechowywania tkanek
w takich warunkach stosuje sie probéwki z odpowiednich tworzyw sztucznych odpornych na
dziatanie niskich temperatur. Nalezy unika¢ kilkukrotnego zamrazania i rozmrazania materia-



tu. Wykonywanie badan na tak zabezpieczonym materiale pozwala unikng¢ wystepowania
artefaktéw utrwalania, ktére moga utrudni¢ analize uzyskanych danych genetycznych.

3.2.3. Ocena przydatnosci materiatu do badania molekularnego:

A. Typowanie reprezentatywnego materiatu biologicznego przez lekarza patomorfologa:

lekarz patomorfolog wybiera biologicznie reprezentatywny materiat biologicznie (FFPE,
cytoblok, preparat cytologiczny, preparat H&E) na podstawie ktérego dokonuje oceny
jego przydatnosci do badania genetycznego:

e liczba komodrek nowotworowych
e odsetek komorek nowotworowych
e zaznaczenie pol martwicy

B. Przygotowanie préobek przez Zaktad Patomorfologii:

» Przygotowywanie materiatu biologicznego z blokéw parafinowych:
Preparaty niebarwione przeznaczone na badanie molekularne lub FISH, dodatkowo,
do tak przygotowanych preparatow, dotacza sie kolejny preparat histologiczny
barwiony metodag HE (lub zdjecie) z zaznaczonym przez lekarza patomorfologa
obszarem utkania nowotworowego i zaznaczeniem pol martwicy.

» Przygotowywanie materiatu biologicznego z cytoblokow:
Preparaty niebarwione przeznaczone na badanie molekularne lub FISH, dodatkowo,
do tak przygotowanych preparatdw, dotacza sie kolejny preparat barwiony metoda
HE (lub zdjecie), z zaznaczonym przez lekarza patomorfologa obszarem, w ktorym
znajdujg sie komérki nowotworowe.

» Przygotowanie materiatu biologicznego cytologicznego:
Preparat cytologiczny/rozmaz po ocenie patomorfologicznej przekazywany jest
w catosci do badan genetycznych. Na preparacie cytologicznym przeznaczonym do
badania FISH lekarz patomorfolog zaznacza markerem obszar, w ktérym znajduja sie
komorki nowotworowe.

» Przygotowanie materiatu biologicznego zabezpieczonego poprzez mrozenie:
Z zabezpieczonego materiatu przygotowuje sie preparat histologiczny barwiony
metoda HE, ktdry podlega ocenie lekarza patomorfologa pod katem wskazania
obszaru, w ktérym znajduja sie komdrki nowotworowe oraz oceny odsetka utkania
nowotworowego. Nastgpnie wyselekcjonowany obszar materiatu jest krojony do
proboéwek typu Eppendorf i poddawany kolejnym etapom badar molekularnych.

C. Laboratorium na podstawie informacji od patomorfologa podejmuje decyzje o liczbie
skrawkow przeznaczonych do izolacji kwaséw nukleinowych do planowanego badania.

W zaleznosci od rodzaju badania genetycznego konieczne bedzie uzyskanie od kilku
do ponad 100 ng DNA/RNA na badanie. Dla wiarygodnosci wyniku istotne sa:

e odsetek komérek nowotworowych powyzej progu detekcji stosowanej metody (testu),
e wydajnos¢ izolacji DNA/RNA pozwalajgca na uzyskanie przynajmniej niezbednej mini-
malnej ilosci kwasu nukleinowego do wykonania badania.

35



36

Jeslizachodzi konieczno$¢ dokonania makrodysekcji, to wykonuje sig ja z serii preparatow,
a nie bloczka parafinowego.

Nalezy obchodzi¢ sie z materiatem pacjenta oszczednie, poniewaz moze zachodzi¢
koniecznos¢ wykorzystania go réwniez w przysztosci.

)

Ocena:

* liczby komérek nowotworowych

* odsetka komérek nowotworowych
* zaznaczenie p6l martwicy

l
N—"

1.

* Pobranie do izolacji DNA/RNA
N X niezbednej liczby skrawkoéw
* Wykonanie makrodysekgji jesli
konieczna

IRIENINUULUULE

-/

Rys. 3.1. Schemat kwalifikacji materiatu z bloczka parafinowego do diagnostyki molekularnej

3.2.4. Informacje o wytypowanym przez lekarza patomorfologa materiale
do badan molekularnych:

A. W przypadku materiatu biologicznego tkankowego (FFPE, preparat cytologiczny, cytoblok,
materiat mrozony iinne):

e numer bloczka/preparatu,

¢ liczba komorek nowotworowych obecnych w preparacie barwionym metodg HE
i odsetek komorek nowotworowych (na tle wszystkich komérek jadrzastych) obecnych
w preparacie dla materiatu drobinowego badz biopsyjnego,

e zaznaczenie pol martwicy.

3.2.5. Ekstrakcja kwasoéw nukleinowych, ocena ilosciowa i jakosciowa

A. Proces ekstrakcji kwaséw nukleinowych z tkanki zatopionej w parafinie powinien byé
wydajny i umozliwiaé¢ oczyszczanie z inhibitoréow reakcji enzymatycznych.

B. Przed wykonaniem analizy genetycznej nalezy oceni¢ ilos¢ i jakos¢ wyizolowanego
materiatu genetycznego. Ocene wykonuje sie metodg spektrofotometryczng lub bardziej
precyzyjna - fluorymetryczng.



3.2.6. Kryteria odrzucenia prébki przez MLD:

» brak utkania nowotworowego,

» zbyt mata ilos¢ materiatu do izolacji DNA/RNA,

» staba jakosé /ilos¢ wyizolowanego DNA/RNA,

» zdegradowany DNA/RNA,

» niezgodnos$c¢ opisu materiatu do badan genetycznych z danymi pacjenta,

» niezgodnos$¢ otrzymanego materiatu z opisem kwalifikacji patomorfologicznej do
badan genetycznych,

» brak wyniku patomorfologicznego i (konsultacji) kwalifikacji materiatu do badania,

» brak informacji o odsetku komérek nowotworowych lub/i ich liczbie w preparacie
cytologicznym,

» nieprawidtowo pobrany/zabezpieczony materiat (krew pobrana na nieprawidtowy
antykoagulant, wymaz pobrany na niewtasciwe medium),

» nieprawidtowe przechowywanie materiatu (degradacja DNA, RNA),

» brak zgody pacjenta na wykonanie badania.

Wartosci alarmowe:

» bardzo mata (<9mm?, 3x3mm) powierzchnia materiatu do izolacji DNA/RNA,

» wartosci alarmowe ponizej 5% komdérek nowotworowych, lub ponizej 300 komodrek
nowotworowych (ze wszystkich skrawkow skrojonych do wykonania badania
patrz 3.2.3 c) dla metod qPCR, FISH oraz wartos$ci alarmowe ponizej 20% komédrek
nowotworowych lub ponizej 3000 komérek dla NGS,

» wartosci alarmowe w molekularnych badaniach cytogenetycznych ponizej 50 komérek
nowotworowych w nowotworach niehematologicznych,

» brak zastosowania makrodysekcji dla materiatu z odsetkiem komérek nowotworowych
<20% (nalezy zawsze procent komdérek nowotworowych w preparacie poréwnac
z czutoscig i wymaganiami stosowanej metody),

» brak zaznaczenia pola preparatu z komoérkami nowotworowymi do badania FISH,

» skrawki parafinowe o nieznanej grubosci [um],

» przekroczenie dopuszczalnego czasu/terminu przekazania probek do badan (CTC,
badania RNA),

» niekompletnie wypetnione skierowanie, brak zgody pacjenta na wykonanie badania,

» niekompletnie wypetniony patomorfologiczny wynik kwalifikacji materiatu do badania.

3.3. Wykonywanie badan, procesy badawcze

Dnia 26 maja 2022 roku weszto w zycie nowe rozporzadzenie dotyczace wyrobow medycz-
nych do diagnostyki in vitro [2017/746/UE] [IVDR], ktére bardzo precyzyjnie reguluje wszelkie
aspekty zwigzane z wykorzystaniem odczynnikéw, zestawdéw i materiatéw kontrolnych przewi-
dzianych do stosowania w diagnostyce. Laboratorium stosuje metody diagnostyczne zgodne
z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/746 z dnia 5 kwietnia 2017 r.
w sprawie wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro, ktére umozliwiajg uzyskanie wiary-
godnego wyniku diagnostycznego i sa:

1. certyfikowane CE-IVD zgodnie z Rozporzadzeniem IVDR i uzywane zgodnie z wytycznymi
producenta wyrobu, lub
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2. w przypadku braku metody certyfikowanej CE-IVD spetniajgcej wymagania laboratorium
dopuszczone jest zastosowanie:

a. Zestawow certyfikowanych CE-IVD uzywanych poza wskazaniami lub
modyfikowanych we wtasnym zakresie, pod warunkiem i spetnienia kryteriow
o ktérych mowa w rozdziale Il, art. 5, p. 5 Rozporzadzenia IVDR.

b. Zestawdw do badan naukowych (RUO), pod warunkiem i spetnienia kryteriow
o ktérych mowa w rozdziale Il, art. 5, p. 5 Rozporzadzenia IVDR.

c. Metod opracowanych przez laboratorium (laboratory-developed tests, LDT)
wykorzystywanych na skale nieprzemystowa na potrzeby instytucji zdrowia
publicznego pod warunkiem i spetnienia kryteriow o ktérych mowa w rozdziale Il,
art.. 5, p. 5 Rozporzadzenia IVDR.

Walidacja lub weryfikacja metody w laboratorium jest udokumentowana.

W przypadku testu komercyjnego, opracowanego i zwalidowanego przez producenta, oce-
nie podlega jego precyzja i poprawnosé. W odniesieniu do testow komercyjnych, modyfiko-
wanych w laboratorium, oceniana jest takze powtarzalnos$¢, odtwarzalnosé i poprawnosé.
Dokonuje sie takze poréwnania wiarygodnosci wynikéw badan uzyskiwanych przy uzyciu
procedury zalecanej przez producenta oraz procedury zmodyfikowanej przez laboratorium.
Metody opracowane w laboratorium podlegajg procesowi petnej walidacji.

Ponadto laboratorium ma obowigzek opracowania i wdrozenia procedur stosowanych
metod badawczych, ktére zawieraja:

» celisposéb wykonywania badania,

» wykaz wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro, w tym odczynnikéw i materiatéw
kontrolnych wraz z warunkami ich przechowywania, oraz sprzetu laboratoryjnego
i aparatury pomiarowo-badawczej,

» ostrzezenia i srodki ostroznosci dotyczgce uzytkowania odczynnikow,

» instrukcje przygotowania materiatu do badan,

» opis postepowania analitycznego,

» opis charakterystyki parametréw analitycznych metody zwalidowanej przez
laboratorium,

» sposob formutowania wynikéw i przygotowania sprawozdania z badania.

Stosowane w laboratorium metody badan i procedury diagnostyczne odpowiadaja po-
wszechnie przyjetym miedzynarodowym standardom analizy cytogenetycznej i molekularne;j.

Standardy badan molekularnych uwzgledniaja:

1. Zasady izolacji i oczyszczania kwaséw nukleinowych (DNA i RNA).
2. Zasady rutynowych metod analizy kwasow nukleinowych (DNA i RNA) oraz technik
identyfikacji wariantéw molekularnych (markeréw genomowych).

Zapewnienie odpowiedniego standardu badan diagnostycznych, a w szczegélnosci od-
powiedniego poziomu kompetencji zespotu diagnostéw, wymaga, aby w laboratorium wyko-
nywanych byto nie mniej niz 100 badan rocznie wykonywanych dang metoda (badania cyto-
genetyczne, np. cytogenetyka klasyczna lub molekularne, np. metoda Real-Time PCR, NGS
i inne); w przypadku, gdy wykonano mniej niz 100 badan danego rodzaju, konieczna jest oce-
na zewnetrzna.



Dla efektywnego funkcjonowania laboratorium medycznego bardzo istotne jest state aktu-
alizowanie przez personel medyczny wiedzy oraz zdolnosci manualnych. Personel medyczny
laboratorium powinien regularnie uczestniczy¢ w szkoleniach wewnetrznych i zewnetrznych
podnoszacych jego kwalifikacje i kompetencje zaréwno w praktycznych (technicznych) jak
i teoretycznych aspektach.

Niezwykle istotnym elementem, warunkujacym zgodnosc¢ z prawem wykonywania badan
przez laboratoria diagnostyczne, sg wymogi dotyczace pomieszczen, w ktérych znajduje sie
laboratorium oraz wymogi odnosnie wyposazenia w aparature pomiarowo-badawcza.

Laboratorium wyposaza sie w aparature pomiarowo-badawczg dostosowang do rodzaju
wykonywanych badan, umozliwiajgcg stosowanie metod badawczych zgodnych z aktualnym
stanem wiedzy.

Laboratorium prowadzi dokumentacje dotyczacg aparatury pomiarowo-badawczej oraz
sprzetu stanowigcych wyposazenie laboratorium, zawierajaca:

1. Karty gwarancyjne

2. Specyfikacje techniczne

3. Date rozpoczecia eksploatacji

4. Woykaz pracownikéw przeszkolonych i upowaznionych do obstugi oraz bezposrednio
odpowiedzialnych za dang aparature lub sprzet

5. Instrukcje uzytkowania

6. Zapisy kalibracji

7. Instrukcje postepowania przy dziataniach naprawczych i korygujgcych

8. Oswiadczenie o dopuszczeniu do uzytkowania po usunieciu awarii

9. Dane o biezacej obstudze i kontroli

10. Dane o konserwacji biezacej i okresowej prowadzonej zgodnie ze wskazaniami

wytworcow przez uzytkownikéw lub podmioty autoryzowane przez dystrybutoréw
albo wytwércow

3.3.1. Postepowanie z probkami do badania:

1. Prébki materiatu biologicznego opracowywane sg przez przeszkolony i wykwalifikowany
personel medyczny laboratorium zgodnie ze sposobami postepowania opisanymi w we-
wnetrznych procedurach laboratoryjnych.

2. Wszystkie czynnosci dotyczgce przygotowania aparatow do pracy oraz wykonania bada-
nia przeprowadzane sg zgodnie z instrukcjami producenta i/lub procedurami badawczy-
mi laboratorium przez przeszkolonych pracownikéw.

3. Do kazdego diagnostycznego badania genetycznego pracownik wykonuje wewnatrzlabo-
ratoryjna kontrole jakosci.

4. Personel medyczny MLD szczegoétowo analizuje wyniki badan zgodnie ze sposobami po-
stepowania opisanymi w wewnetrznych procedurach laboratoryjnych. Poprawnos¢ uzy-
skanych wynikéw ocenia sie poprzez doktadnag weryfikacje wynikow zgodnie ze szcze-
gotowymi zaleceniami producenta testu wykorzystywanego do diagnostyki, a takze
zastosowaniem aktualnych baz danych, wytycznych i literatury.

Badanie przeprowadzane jest przez wykwalifikowany personel, z uzyciem odpowiedniego
wyposazenia, podlegajgacego okresowym kontrolom i (jesli tego wymaga) wzorcowaniu i od-
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powiedniej jakosci odczynnikéw. Analiza uzyskanych danych dokonywana jest przy pomocy

dedykowanego oprogramowania.

Mimo, iz oferta roznorodnych wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro dynamicznie

sie poszerza, nadal czesto zdarza sie sytuacja, w ktorej na rynku brakuje gotowej certyfikowa-

nej metody stuzacej do identyfikacji zmian genetycznych, ktére moga by¢ przyczyna réznych

choréb lub stanowig istotny czynnik ryzyka rozwoju choréb nowotworowych. W takiej sytuacji

laboratorium ma mozliwosé opracowania wtasnego testu lub metody diagnostycznej i ma
prawo ich wykorzystywania w procesie diagnostycznym wtedy, gdy posiada akredytacje na

zgodnosc z norma ISO 15189:2023.

Tabela 3.2. Wybrane techniki biologii molekularnej wykorzystywane w diagnostyce

molekularnej nowotworéw

Granica
wykrywalnosci
Technika Iubon(;;ryglilny Czas analizy
komorek z
wariantem®*

;obn;zezj 102 Dosy¢ mata czutos¢, wynik wymaga
Sekwencjonowanie dla zm)i/an interpretacji przez doswiadczonego diagnoste,
metodg Sangera 20% diagnozowanvch relatywnie niski koszt, mozliwo$¢ detekcji

g Y nowych wariantéw molekularnych, nie posiada

rutynowo CE VD

w laboratorium ’

Metody Wiarygodne i powtarzalne techniki oparte

oparte o PCR
allelospecyficzny
(ASA-PCR)

- zestawy
komercyjne

Ponizej 10 dni

- 50
1-5% roboczych

o PCR, posiadajg wysoka czutos¢ i wysoka
specyficznos¢, mozliwosé wykrycia
konkretnych wariantéw molekularnych,
moga posiada¢ CE IVD, umozliwiajg wykrycie
wybranych zmian tylko w zakresie testu

Ponizej 20 dni
roboczych

Sekwencjonowanie
nastepnej generacji
(NGS) - zestawy

Preferowany czas
—nie powinien

0f - 0,
0,1%-10% przekraczac¢ 10

Kosztowne, czas zwykle jest wydtuzony ze
wzgledu na kumulowanie préb do wykonania
badania, wymagajg wykonania i interpretacji
przez doswiadczonego diagnoste, moga

komercyjne i
vl dn! ’ro.boczych. po posiada¢ CE IVD.
wejs$ciu materiatu
do laboratorium
Wiarygodne i powtarzalne techniki oparte
Ponizej 10 dni o dPCR, posiadaja wysoka czutos¢
dPCR (cyfrowy PCR) 0,01-0,01% roboczych i wysoka specyflcznf)sc, mozllyvosc wykryC|a.
konkretnych mutacji, wymagaja zastosowania
wielu sond molekularnych, moga posiadaé
CE IVD.
Do zalet metody nalezy zaliczy¢ doktadna
i prosta detekcje oraz stosunkowo wysoka
Zwykle 3-15% czutos$c¢ i specyficznos¢. Natomiast
kluczowe wady to: ograniczona liczba
Zaleznie od - . L K R .
Ponizej 10 dni rearanzacji ocenianych w jednym badaniu,
badanego markera L x ; Do R
FISH i ustalonego roboczych mozliwosc¢ uzyskania wynikow fatszywie

punktu odcigcia
sondy, konieczne
100 komérek w
preparacie

dodatnich z powodu identyfikowania zmian
niefunkcjonalnych (fuzje poza ramka odczytu),
brak mozliwosci zidentyfikowania réznych
partneréw fuzyjnych w jednym badaniu,

a takze brak mozliwosci wykrywania fuzji
antysensowanych (niekanonicznych).

*Minimalna zawartoS¢ komadrek z wariantem w stosunku do komaorek prawidtowych.



3.4. Sprawozdawanie i wydawanie wynikoéw badan

» Laboratorium powinno prowadzi¢ dokumentacje badan genetycznych, ktéra pozwala
odtworzyé caty ich przebieg oraz zweryfikowaé prawidtowos$é zastosowanych metod
i procedur diagnostycznych.

» Celem sprawozdania z badania molekularnego jest przekazanie wynikéw badan
w formacie, ktory jest jasny i zrozumiaty dla lekarzy podejmujacych na ich podstawie
decyzje kliniczne. Ten aspekt jest regulowany przez rozporzgdzenie Ministra Zdrowia
w sprawie standardéw jakosci dla laboratoridw z dnia 30 czerwca 2025 laboratorium
(Dz. U. 2025, poz. 961).

Na formularzu sprawozdania powinny znajdowac sie nastepujgce informacje:

1.

Dane laboratorium wykonujgcego badanie (nazwa jednostki, nazwa laboratorium,
numer wpisu w rejestrze KRDL, adres; nr telefonu, email).

Sekcja dane pacjenta:
a. Imie i nazwisko pacjenta;
. PESEL/lub nri seria dokumentu/PESEL matki;
. Pochodzenie etniczne: nie podaje/gr. etniczna: europejska /inna;
. Pte¢: K/M/inna;
. Data urodzenia: DD.MM.RRRR;
Adres zamieszkania: ul. nazwa, numer, kod, miasto/ Oddziat szpitalny: Klinika (jesli
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nie ma adresu);
g. Imie i nazwisko osoby upowaznionej do odbioru sprawozdania z badania.

Sekcja dane zlecajacego:

a. Dane jednostki zlecajacej: nazwa, adres (miejsce przestania sprawozdania), telefon;
b. Dane lekarza zlecajgcego: tytut zawodowy, imie nazwisko, nr PWZ, specjalizacja;

c. Rozpoznanie (i/lub ICD-10);

d. Wskazanie do badania: np. kwalifikacja do leczenia celowanego;

e. Informacja o uzyskaniu zgody na badanie genetyczne.

Sekcja dane materiatu
a. Stan probki: bez zastrzezen/nieoptymalny — krétki opis np. materiat skapy;
b. Rodzaj prébki i materiat: pierwotna (krew petna/szpik kostny/tkanka/osocze/tkanka
FFPE / wtérna (izolat DNA);
. Nr prébki pierwotnej;
. Nr prébki wtérnej;
. Data i godzina pobrania prébki: DD.MM.RRRR, 00:00;
Data i godzina zlecenia badania (dla archiwalnych): DD.MM.RRRR, 00:00;
. Datai godzina przyjecia prébki: DD.MM.RRRR, 00:00;
. Numer bloczka parafinowego;
Dane lekarza patomorfologa kwalifikujgcego (imie i nazwisko, PWZ);
j. Rozpoznanie patomorfologiczne;

>0 &t 0o o 0

k. Odsetek komoérek nowotworowych.
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10.

11.

Sekcja dane badania:

a. Nazwa badania;

b. Nridentyfikacyjny badania nadany przez laboratorium;

c. Tryb badania: rutynowe/cito;

d. Data i godzina wykonania badania;

e. Data wydania wyniku.

Sekcja wynik badania:

a. Informacja o wykrytych wariantach patogennych i prawdopodobnie patogennych;

b. Zapis HGVS;

c. Dla wariantéw somatycznych: gtebokos$¢ sekwencjonowania w miejscu wariantu,
czestos¢ alleliczna wariantu (VAF); w przypadku fuzji genowych: liczba i odsetek
stwierdzonych odczytéw fuzyjnych;

d. Wynik opisowy.

Sekcja wyniki niejednoznaczne VUS i/lub spoza zakresu badania:

a. Zapis HGVS;

b. Gtebokos¢ sekwencjonowania w miejscu wariantu; czestos¢ alleliczna wariantu;
dla fuzji genowych: liczba odsetek stwierdzonych odczytéw fuzyjnych;

c. Wynik opisowy.

Sekcja laboratoryjna interpretacja wyniku:

a. Okreslenie: wynik prawidtowy/nieprawidtowy/niejednoznaczny;

b. Opisanie dziatania wariantu na kodowane biatko, a w przypadku czynnikéw
predykcyjnych dla terapii ukierunkowanych molekularnie potencjalny wptyw
obecnego wariantu na odpowiedz na dany lek;

c. Interpretacja o mozliwym pochodzeniu germinalnym.

Sekcja zalecenia:

a. Zalecenia dotyczace konsultacji z lekarzem onkologiem;

b. Zalecenia dotyczgce potwierdzenia wyniku z drugiego, niezaleznego pobrania
materiatu;

c. Zalecenia dotyczace ustalenia pochodzenia zmiany [germinalna (wrodzona)/
somatyczna (nabyta)] i konsultacji z lekarzem genetykiem.

Sekcja uwagi:
a. Np. informacja o innych wykonanych badaniach genetycznych.

Sekcja informacji o metodzie:
. Parametry danego badania: np. pokrycie, wymagana gtebokos$¢ sekwencjonowania;
. Czutosé, specyficznosé, swoistosé;
. Metodyka badania, nazwa i oznaczenie procedury;
. Zakres badania genetycznego;
. Ograniczenia metody;
Informacja o nieraportowaniu wariantéw tagodnych i potencjalnie tagodnych;
. Wytyczne na podstawie ktérych sklasyfikowano warianty;
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. Informacja o polityce raportowania VUS;

Literatura: do przypadku.



12. Sekcja dodatkowe informacje:
a. Numer produktu rozliczeniowego (nieobowigzkowe);
b. Informacja o uczestnictwie laboratorium w europejskim programie badania biegtosci.

13. Dane os6b wykonujacych i autoryzujgcych wynik:
Wykonat, dokonat przegladu (dla ISO15189), autoryzowat (imie, nazwisko, PWZDL tyt.
zawodowy, specjalizacja, w przypadku MGM: nr dyplomu).

Na pierwszej stronie w sposéb czytelny powinna zostac¢ przedstawiona informacja doty-
czaca zidentyfikowanych wariantéw patogennych i/lub prawdopodobnie patogennych, lub
ich braku w badanej probce. Ponadto, na pierwszej stronie nalezy przedstawi¢ najwazniejsze
informacje dotyczace stosowanej metodyki oraz jej potencjalnych ograniczen. Dodatkowe in-
formacje np. o wskaznikach jakosciowych powinny by¢ przedstawione na kolejnych stronach
sprawozdania. Dotyczy to rowniez innych informacji technicznych, ktdre nie sa istotne dla
lekarza kierujgcego, ktére jednak nalezy umiesci¢ w sprawozdaniu. Dokument powinien by¢
czytelny i mie¢ zwartg forme, zaleca sieg, by starac sie go ograniczy¢ do jednej kartki (dwoéch
stron).

Opis wariantéw genetycznych i ich klasyfikacja

1. W raporcie nalezy uzywac oficjalnych nazw genéw zatwierdzonych przez HUGO Gene
Nomenclature Committee (https://www.genenames.org/). Nalezy podac¢ oznaczenie
sekwencji referencyjnej preferowane wg. NCBI, ENSEMBL, lub MANE (https://tark.en-
sembl.org/web/mane_project/). Wskazane jest umieszczenie dodatkowo nazwy zwy-
czajowej gendéw/wariantow, jezeli moze ona pomoc w interpretacji wynikéw przez leka-
rza kierujacego.

2. Na sprawozdaniach powinny by¢ raportowane warianty patogenne oraz prawdopodob-
nie patogenne; decyzja o raportowaniu wariantéw o nieznanym znaczeniu klinicznym
(VUS) nalezy do kierownika laboratorium. W wyjatkowych przypadkach VUS moze byé
raportowany na prosbe genetyka klinicznego. Informacja o przyjetej polityce raportowa-
nia VUS powinna by¢ zamieszczona na wyniku.

3. Zidentyfikowane warianty nalezy zapisywac¢ zgodnie z wytycznymi Human Genome Va-
riation Society (http://varnomen.hgvs.org/). Dla badan cytogenetycznych nalezy stoso-
wac sie do regut aktualnego wydania ISCN (obecnie ISCN 2024).

4. Przypadkowo wykryte zmiany, tzw. ,Incidental findings” niezwigzane ze wskazaniem do
badania nalezy raportowac zgodnie z wytycznymi (PMID: 38565640; https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/clinvar/docs/acmg/).

5. Warianty nalezy klasyfikowa¢ zgodnie z wytycznymi ACMG, odpowiednio dla wariantow
germinalnych (PMID: 25741868) i somatycznych (PMID: 27993330). Informacja potwier-
dzajgca ten fakt powinna znalez¢ sie na sprawozdaniu.

a. zawarte wraporcie dowody potwierdzajace klasyfikacje powinny by¢ przedstawio-
ne w jasny i zrozumiaty sposob,

b. nalezy zacytowac publikacje zawierajace istotne informacje majace wptyw na
klasyfikacje wariantu,

c. nalezy stosowac petne nazwy poszczegoélnych klas, np. takie jak ,,prawdopodobnie
patogenne”, a nie numer kategorii (np. ,klasa 4”),
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d. wprzypadku niektérych grup pacjentéw lub gendw, istniejg miedzynarodowe
konsorcja eksperckie, ktore klasyfikujg poszczegdlne warianty i wedtug kryteriéow
ACMG 2015 jest to jedna ze sktadowych klasyfikacji wariantu,

e. w przypadku metody NGS sprawozdanie powinno zawiera¢ informacje, jaki odse-
tek badanej sekwencji zostat zsekwencjonowany z wymagana gtebokoscia.

Metodyka

Opis metodyczny powinien zawiera¢ informacje na temat:

1.

2.

Metody wykorzystanej do izolacji kwasoéw nukleinowych

Odczynnikoéw i technologii wykorzystywanej do przeprowadzenia badania diagnostycz-
nego

W przypadku badan z wykorzystaniem techniki NGS konieczne jest przedstawienie
informacji dotyczacych:
a. odczynnikéw stosowanych do przygotowania bibliotek,
b. rodzaju badania (hot-spot NGS, panel genowy, WES, WGS),
c. listy analizowanych gendéw lub odwotania do takiej listy (np. materiaty producenta
odczynnikéw),
rodzaju sekwenatora,
sposobu analizy danych (wersja genomu referencyjnego, wersja uzywanego opro-
gramowania),
f. ograniczen metody:
e czutosciispecyficznosci testu,
e informacji o regionach, ktére nie zostaty objete analiza,
e ograniczeniach dotyczacymi mozliwosci identyfikacji okreslonych wariantéw
genetycznych (np. CNV),
e ograniczeniach narzuconych przez strukture genomu lub metode sekwencjono-
wania (np. brak mozliwosci wykrycia SNP w regionach bogatych w GC),
e potencjalnych ograniczeniach wynikajgcych ze stosowania analizy bioinforma-
tycznej,
e ewentualnych mozliwosci uzyskania wynikow fatszywie negatywnych.

Ponadto, laboratorium powinno mie¢ opracowanag procedure dotyczaca: Przekazania spra-

wozdan z badan pacjentom/zlecajgcemu.

Format wyniku

»

»

Strony wyniku powinny by¢ numerowane w sposoéb identyfikujacy ich catkowitg liczbe np.
1/2 oraz 2/2. Kazda strona w nagtéwku lub stopce powinna zawiera¢ dane identyfikacyjne
pacjenta (imie, nazwisko, PESEL, data pobrania materiatu, numer i data wydania sprawoz-
dania z badania, nazwa i adres jednostki wykonujacej badanie). Koniec sprawozdania po-
winien by¢ jasno oznaczony.

Wynik autoryzuje specjalista laboratoryjnej genetyki medycznej, lub medycznej genetyki
molekularne;.



3.5. Procesy poanalityczne

1. W przypadku gdy materiat biologiczny (krew, FFPE, materiat tkankowy $wiezy/mrozony
lub izolaty DNA/RNA) zostang wykorzystane w catosci nalezy to odnotowaé¢ w doku-
mentacji zwigzanej z wykonywanym badaniem molekularnym.

2. Po uzyskaniu swiadomej zgody od pacjenta na przechowywanie materiatu biologicz-
nego na potrzeby ewentualnego powtarzania badania lub rozszerzenia badania lub na
potrzeby badan naukowych materiat (np. krew lub izolaty DNA/RNA) po zakoriczeniu
badania mozna przechowywac¢ w terminie okreslonym przez dane laboratorium zgodnie
z zatgcznikiem 7 rozporzadzenia o standardach (Dz. U. 2025, poz. 961).
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Diagnostyka genetyczna
nowotworow litych
w praktyce

4.1. Rakjelita grubego

4.1.2. Rak jelita grubego - epidemiologia, terapia anty-EGFR,
immunoterapia

»

»

»

»

»

»

»

»

»

Rak jelita grubego (RJG) (ang. colorectal cancer, CRC) nalezy do najczesciej wystepuja-
cych nowotworéw ztosliwych na swiecie.

Metody leczenia uzaleznione sg od takich czynnikdéw jak stopien zaawansowania oraz
lokalizacja.

Nowoczesne terapie celowane wymagajace molekularnej diagnostyki czynnikoéw pre-
dykecyjnych ukierunkowane sg przede wszystkim na receptor EGF (EGFR).

Terapia anty-EGFR z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych ukierunkowanych na
receptor naskdrkowego czynnika wzrostu stosowana jest obecnie w Polsce jako lecze-
nie pierwszego rzutu u chorych na zaawansowanego raka jelita grubego.

Przeciwciata monoklonalne anty-EGFR takie jak cetuksymab i panitumumab moga by¢
stosowane w monoterapii lub w leczeniu skojarzonym z chemioterapig u pacjentéow bez
patogennych wariantéw w genach KRAS, NRAS oraz BRAF p.Val600Glu (p.V600E).

Inhibitory KRAS G12C (adagrasib i storasib) w kombinacji z panitumumabem lub cetuk-
symabem zostaty zarejestrowane do leczenia CRC przez FDA

W przypadku obecnosci wariantu BRAF p.Val600Glu w przerzutowym raku jelita grubego
istnieje mozliwos$¢ zastosowania przeciwciata monoklonalnego anty-EGFR w skojarze-
niu z inhibitorem kinazy BRAF.

Dostepne dane wskazuja, ze chorzy na MMRd/MSI CRC (ang. Mismatch Repair Deficien-
cy/Microsatellite Instability) w Il stopniu zaawansowania majg doskonate rokowanie i nie
odnosza korzysci z chemioterapii adjuwantowej opartej na 5-fluorouracylu (5-FU).

Obecnosc¢ deficytu naprawy zle sparowanych zasad/niestabilnosci mikrosatelitarne;j
(MMRd/MSI) jest czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na immunoterapie.



»

4.1

»

»

»

»

»

»

»

»

»
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Przed rozpoczeciem chemioterapii opartej na 5-FU nalezy przeprowadzi¢ badanie w kie-
runku niedoboru dehydrogenazy dihydropirymidynowej (DPD).

.3. Materiat do badan molekularnych

W przerzutowym raku jelita grubego (IV stopien zaawansowania klinicznego) w pierwszej
kolejnosci nalezy rozwazy¢ badanie ogniska wtérnego nowotworu. Jezeli guz przerzuto-
wy nie jest dostepny, nalezy oceniac tkanke pochodzaca z guza pierwotnego.

W badaniu mutacji preferowany jest w pierwszej kolejnosci materiat operacyjny z guzem
pierwotnym lub wtérnym, niz drobny materiat z kolonoskopii zawierajacy znacznie mniej
tkanki.

Jesli zastosowano przedoperacyjna radio/chemioterapie i wynik badania histopatolo-
gicznego zawiera informacje o widocznej odpowiedzi na leczenie, w pierwszej kolejnosci
nalezy rozwazy¢ badanie ogniska wtérnego (np. przerzut do watroby) lub materiatu z ko-
lonoskopii. Guz pierwotny z materiatu operacyjnego w takim przypadku moze zawieraé
niewystarczajaca ilos¢ utkania nowotworu.

Jezeli u pacjenta wystepowaty co najmniej dwa ogniska pierwotne w jelicie grubym (syn-
chroniczne lub metachroniczne), nalezy w pierwszej kolejnosci przeznaczy¢ do badania
ognisko wtdrne, w celu ustalenia statusu mutacji w klonie odpowiedzialnym za rozsiew
choroby.

Badanie MSI moze by¢ wykonane na $wiezej, zamrozonej lub zatopionej w parafinie
tkance nowotworowej przy uzyciu testu opartego o NGS lub na PCR do wykrywania nie-
stabilnosci.

Wybrany preparat do diagnostyki zmian genetycznych w genach KRAS/NRAS/BRAF i MSI
powinien zawiera¢ odpowiedni odsetek komdrek nowotworowych w ilosci nie mniejszej
niz 20% dla mutac;ji i 20% dla MSI.

W przypadkach kiedy w preparatach obserwuje sie znaczng ilo$¢ tkanki prawidtowej na-
lezy wykona¢ makro- lub mikrodysekcje w celu wyodrebnienia utkania nowotworowego.
Dopuszcza sie stosowanie preparatéw zawierajacych mniejsze utkanie nowotworowe niz
20%, jednak w takich przypadkach zastosowana metoda analityczna powinna cechowac
sie wysoka czutoscig, moze to by¢ np. ilosciowa reakcja tancuchowej polimerazy (qPCR)
lub PCR emulsyjny (qPCR lub ddPCR) lub NGS. W takim przypadku nie zaleca sie stosowa-
nia metody sekwencjonowania Sangera, ktérej czutosc¢ jest na poziomie okoto 20%.

Liczba skrawkéw powinna by¢ uzalezniona od wielkosci fragmentu tkanki nowotworo-
wej. W przypadku duzych fragmentéw (o srednicy wycinka ok. 1 cm) wystarczajace sa
2-3 skrawki (o grubosci nieprzekraczajgcej 4-5 pm), natomiast w przypadku niewielkich
wycinkéw (o srednicy 2-3 mm) wymagana jest analiza co najmniej 10 skrawkow. Licz-
ba skrawkdéw powinna zostac¢ ustalona w wewnetrznych procedurach walidacyjnych dla
metody diagnostyczne;.

Konieczny podkreslenia jest fakt, iz preparat wybarwiony HE do oceny zawartosci pro-
centowej nowotworu musi byé wykonany bezposrednio przed preparatem do analizy
molekularnej. W przeciwnym razie zawarto$¢ komorek guza w preparacie wybarwionym
HE i w preparatach przygotowanych do badania molekularnego moze sie znaczgco réz-
ni¢, a to z kolei moze negatywnie wptywaé na wynik badania molekularnego.
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4.1.4. Czynniki predykcyjne warunkujace odpowiedz na terapie celowane
w przerzutujgcym raku jelita grubego

Biatka RAS

» Zwigzanie liganda przez receptor EGFR powoduje aktywacje biatka z rodziny RAS polega-
jaca nazwigzaniu przez nie GTP. Sposrdd nich znaczenie rokownicze w kontekscie terapii
RJG majg mutacje w genach NRAS i KRAS.

» Wiekszos¢ aktywujacych mutacji w genach NRAS i KRAS dotyczy kodonow 12 i 13. Sta-
nowig one odpowiednio 70% i 20% wszystkich mutacji wykrywanych w raku jelita gru-
bego. Znacznie rzadziej obserwuje sie mutacje w kodonach 59, 61, 117, 146 i innych
(Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Mutacje wystepujace w genach KRAS/NRAS

Zapis mutacji na poziomie | Zapis mutacji na poziomie

Kodon

biatkowym nukleotydowym
p.Gly12Asp c.35G>A
p.Gly12Val c.35G>T
p.Gly12Cys c.34G>T
12 p.Gly12Arg c.34G>C
p.Gly12Ser c.34G>A
p.Gly12Ala c.35G>C
2 p.Gly13Asp c.38G>A
p.Gly13Cys c.37G>T
p.Gly13Arg c.37G>C
18 p.Gly13Ser c.37G>A
p.Gly13Ala c.38G>C
p.Gly13Val c.38G>T
KRAS p.Ala59Thr c.175G>A
59 p.Ala59Glu c.176C>A
p.Ala59Gly c.176C>G
p.Gln61Lys c.180_181delinsAA
® p.Gln61Leu c.182A>T
61 p.Gln61Arg c.182A>G
p.Gln61His c.183A>C
p.Gln61His c.183A>T
p.Lys117Asn c.351A>C
B p.Lys117Asn c.351A>T
4 p.Ala146Thr c.436G>A
146 p.Ala146Pro c.436G>C
p.Ala146Val c.437C>T
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Zapis mutacji na poziomie | Zapis mutacji na poziomie

biatkowym nukleotydowym
p.Gly12Cys c.34G>T
p.Gly12Ser c.34G>A
12 p.Gly12Ala c.35G>C
p.Gly12Asp c.35G>A
2 p.Gly12Val c.35G>T
p.Gly13Arg c.37G>C
13 p.Gly13Val c.38G>T
p.Gly13Asp c.38G>A
NRAS 59 p.Ala59Thr c.175G>A
p.Gln61Lys c.181C>A
p.Gln61Leu c.182A>T
s 61 p.Gln61Arg c.182A>G
p.Gln61His c.183A>T
p.Gln61His c.183A>C
p.Lys117Asn c.351G>C
B p.Lys117Asn c.351G>T
N p.Ala146Thr c.436G>A
146 p.Ala146Val c.437C>T
UWAGA!

Stosujgc sekwencjonowanie, réznorodnos¢ wariantow jest znacznie wieksza, przyktady
spoza tabeli:

e KRAS c.34_35delinsCT; p.Gly12Leu

e KRAS c.34_35delinsTA; p.Gly12Tyr

e  KRAS c.34_35delinsTT; p.Gly12Phe

e KRAS c.34_35delinsTT; p.Gly12Leu

e KRAS c.35_36delinsAA; p.Gly12Glu

e  KRAS c.38_39delinsAA; p.Gly13Glu

e  KRAS c.38_39delinsAT; p.Gly13Asp

e KRAS c.38_39delinsTT; p.Gly13Val

e KRAS c.175G>T; p.Ala59Ser

e KRAS c.180_181delinsCA; p.Gln61Lys
e KRAS c.181_183delinsTAC; p.Gln61Tyr
e KRAS c.182A>C; p.Gln61Pro

e KRAS c.350A>G; p.Lys117Arg

e NRAS c.436G>T; p.Ala146Ser

e KRAS c.27_29dup; p.Gly10dup

e KRAS c.29_31dup; p.Gly10dup

e KRAS c.30_35dup; p.Ala11_Gly12dup
e KRAS c.36_38dup; p.Gly13dup

e KRAS c.38_40dup; p.Gly13dup
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Biatko BRAF

»

»

»

»

»

»

MsSI

»

»

»

»

»

»

Poza biatkami RAS bardzo istotna role warunkujaca skutecznos$é odpowiedzi na terapie
celowang w RJG odgrywa biatko BRAF.

Mutacje w BRAF wystepujg w 5% - 22% rakéw jelita grubego. Zidentyfikowano dotad po-
nad 40 rodzajéw mutacji BRAF wystepujacych w 24 réznych kodonach.

Najczesciej (90% przypadkow) identyfikowang mutacjg w RJG jest zlokalizowana w do-
menie kinazowej substytucja waliny w pozycji 600 kwasem glutaminowym (c.1799T>A;
p.Val600Glu; nazwa zwyczajowa V600E).

Mutacja BRAF p.V600E jest obecnie czynnikiem predykcyjnym dla leczenia skojarzonego
inhibitor anty-BRAF i przeciwciato monoklonalne anty-EGFR.

Mutacje w genach BRAF, KRAS i NRAS wspotwystepujg z czestoscig 1-2%

Mutacje BRAF klasy Ill (inne niz V600OE) nie sg powigzane z gorszym rokowaniem, nato-
miast rola mutacji klasy |l pozostaje niejasna.

Okoto 12-15% rakow jelita grubego ma uposledzonag naprawe btednie sparowanych
zasad DNA (MMRd), ktéra w guzie charakteryzuje sie niestabilnoscig mikrosatelitarna
(MSI).

Guzy z MMRd/MSI najczesciej rozwijaja sie w zwigzku z epigenetyczng inaktywacja genu
MLH1 (metylacja promotora), lub w wyniku germinalnej mutacji w genie MMR (MLH1,
MSH2, MSH6, PMS?2), czyli zwigzane sg z zespotem Lyncha (3-5% CRC), lub czesciej
w zwigzku z epigenetyczng inaktywacja genu MLH1.

CRC ze statusem MMRd/MSI majg odrebny fenotyp, ktéry obejmuje predylekcje do prok-
symalnej czesci okreznicy, stabe zréznicowanie i obfity naciek limfocytarny guza.

Pacjenci z CRC ze statusem MMRd/MSI maja lepsze przezycie skorygowane o stopien
zaawansowania w poréwnaniu z guzami o statusie funkcjonalnym MMR lub stabilny-
mi mikrosatelitarnie (MSS) i moga inaczej odpowiada¢ na chemioterapie adjuwantowa
opartg na 5-fluorouracylu.

W celu zwigkszenia identyfikacji pacjentow z MMRd/MSI w praktyce klinicznej, ktora
obejmuje osoby z zespotem Lyncha, zaleca sig, aby wszystkie resekcjonowane CRC byty
analizowane pod katem statusu MMR/MSI. Nalezy mie¢ na uwadze nizszg czutos¢ testu
MMR (IHC) w wykrywaniu zespotu Lyncha. Okoto 3-10% guzéw w zespole Lyncha posia-
da mutacje, ktéra nie powoduje zauwazalnej utraty antygenu w tescie immunohistoche-
micznym.

Na podstawie statusu MSI, CRC mozna podzieli¢ na dwie grupy: MSI-H (o wysokiej nie-
stabilnosci ,.—high”) oraz stabilne mikrosatelitarnie (ang. microsatellite stable (MSS)).
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4.1.5. Algorytm diagnostyczny genéw RAS, BRAF i MSI]

» Diagnostyke molekularng genéw z rodziny RAS i BRAF wykonuje sie jednoczasowo lub
w ramach odrebnych, prowadzonych kolejno analiz: KRAS, NRAS i BRAF, w zaleznosci
od wskaznika wykrywania mutacji. Jezeli u danego pacjenta wykryto mutacje w KRAS,
wyniki dla pozostatych gendw nie maja znaczenia, poniewaz mozliwo$¢ wdrozenia tera-
pii anty-EGFR u tego pacjenta zostata juz wykluczona (Rys 4.1.)

Rak jelita grubego

diagnostyka molekularna genéw RAS, BRAF i MSI

Jednoczasowa (technika NGS)
Sekwencjonowanie panelowe (DNA, RNA)
badanie mutacji/rearanzacji w genach:
KRAS, NRAS, BRAF i MSI. 1. Badanie KRAS Badanie MSI

X Brak kwalifikacji do
terapii anty-EGFR
(STOP)

s

X Brak kwalifikacji
(STOP)

MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2

2. Badanie NRAS

3. Badanie BRAF

BRAF mut(+) BRAFWT

X Brak kwalifikacji do
terapii anty-EGFR
(STOP)

v Mozliwa kwalifikacji do
terapii anty-EGFR

Rys. 4.1. Algorytm diagnostyczny raka jelita grubego

4.1.6. Metody stosowane do oceny statusu genéw KRAS/NRAS/BRAF i MSI

» Metoda z wyboru jest obecnie NGS i badanie mutacji (KRAS, NRAS i BRAF, fuzji
z udziatem NTRK, RET i MSIl) w jednym tescie. Nalezy mie¢ na uwadze, ze celowane pa-
nele NGS badajace fuzje oraz warianty CNV i MSI wymagaja wytworzenia bibliotek do
sekwencjonowania w dwéch pulach z DNA i RNA, co zwieksza wymagania dotyczace
objetosci materiatu tkankowego i moze stanowi¢ ograniczenie w przypadku drobnych
biopsiji.
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»

»

»

»

»

»

Sekwencjonowanie metodg Sangera mozna stosowaé do oznaczania wszystkich muta-
cji w badanych genach (tj. KRAS, NRAS i BRAF). Zaleta tej metody jest mozliwos$é wy-
krywania wszystkich mozliwych wariantéw w tym rzadszych, ktérych nie obejmuja testy
przesiewowe w obrebie analizowanego obszaru DNA z wyjatkiem duzych delecji obej-
mujacych caty ekson. Metoda wymaga stosunkowo duzego udziatu wariantu w w DNA
guza (nie mniej niz 20%) w analizowanych preparatach.

Metoda gPCR jest najpowszechniej stosowang technika do badania statusu gendéw
KRAS/NRAS/BRAF. Metoda pozwala na jednoczasowa, bardzo czutg i szybka identyfi-
kacje zmian w badanych genach. Zestawy gPCR umozliwiajg identyfikacje najczesciej
wystepujagcych mutacji w genach: KRAS (w kodonach 12, 13, 59, 61, 117 i 146), NRAS
(wkodonach 12,13,61,117i146) orazw kodonie 600 genu BRAF. Testy gPCR o wysokiej
czutosci sg wyjatkowo przydatne, gdy dysponujemy preparatem o bardzo niskim odset-
ku komérek nowotworowych, a nie ma mozliwosci przeprowadzenia makrodysekcji pre-
paratu. Czuto$¢ metody powinna miescic¢ sie w przedziale ok. 1-5%. Pod wzgledem spe-
cyficznosci, wykrytych powinno by¢ co najmniej siedem typowych zmian w kodonach
12 i 13, warianty w kodonach 59, 61, 117 i 146 KRAS i NRAS oraz wariant p.Val600Glu
wystepujace w genie BRAF. Wada testéw w oparciu o gPCR jest brak mozliwosci wykry-
wania rzadziej wystepujacych mutacji np. KRAS p.Gly13Cys (G13C).

W przypadku techniki NGS i sekwencjonowania metoda Sangera nazwa mutacji jest
przypisywana i weryfikowana przez diagnoste laboratoryjnego. Z tego wzgledu, aby unik-
nac¢ btednej interpretacji, niezwykle istotne jest korzystanie z odpowiedniej sekwencji
referencyjnej (np. MANE https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/MANE/ i https://www.en-
sembl.org/info/genome/genebuild/mane.html) i przestrzeganie obowigzujgcych zasad
nazewnictwa mutacji okreslonych przez HGVS (https://varnomen.hgvs.org/).

System analizy MSI zawiera fluorescencyjnie znakowane startery do jednoczesnej am-
plifikacji pieciu markerow powtdérzen mononukleotydowych (BAT-25, BAT-26, NR-21,
NR-24 i MONO-27). Analize wykonuje sie z wykorzystaniem PCR i elektroforezy kapilar-
nej. Prébki, w ktérych:

e zaden lub jeden z pieciu markeréw mikrosatelitarnych jest zmieniony, sg klasyfiko-
wane jako MSS (stabilne),

e >=40% markeréw mikrosatelitarnych jest zmienionych (2-5 zmienionych markeréw)
sg klasyfikowane jako MSI-H (MSI-high, wysoka niestabilnos¢ mikrosatelitarna).

Interpretacja profili wymaga poréwnania z prawidtowym DNA od kazdego pacjenta.

Druga opcja oceny MSI jest wykorzystanie metody gPCR systemu zamknietego z wyko-
rzystaniem markeréw ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A, SULF2. Pozwala
on na okreslenie statusu niestabilnosci jako MSI-H (Microsatellite instability - High) lub
MSS (Microsatellite Stable). Niestabilnos¢ stwierdza sie gdy 22/7 markeréw jest zmie-
nione.
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NGS

» Wielkoskalowe techniki badawcze, takie jak sekwencjonowanie nastepnej generacji
(NGS), rowniez moga by¢ wykorzystywane do diagnostyki genetycznej w analizie kwa-
lifikacyjnej do terapii celowanej. Aktualnie dla terapii anty-EGFR w RJG wymagana jest
ocena molekularna tylko trzech markeréw molekularnych (KRAS, NRAS i BRAF), co moz-
na zbadac juz przy zastosowaniu matych paneli NGS. Natomiast kompleksowe profilo-
wanie genetyczne NGS umozliwia rowniez ocene MSI oraz fuzji genowych, istotnych przy
kwalifikacji do terapii tkankowo agnostycznych takich jak zastosowanie inhibitoréw TRK,
zwigzanych z wystepowaniem rearanzacji gendw NTRK1/2/3.

» Mate panele NGS ukierunkowane na geny fuzyjne moga miec¢ zastosowanie w przerzu-
towym raku jelita grubego u pacjentow, dla ktérych brak zadowalajgcych opcji tera-
peutycznych. W ogdélnej populacji pacjentéow z rakiem jelita grubego czestos¢ gendw
fuzyjnych RET i NTRK1/2/3 jest niska (<1%), a ich obecnos¢ wyklucza sie wzajemnie
z mutacjami RAS i BRAF. W odpowiednio zawezonej populacji do rakow prawostronnych
jelita bez mutacji RAS i BRAF lub rakow jelita z niestabilnoscig mikrosatelitarng (MSI-H)
bez mutacji RAS i BRAF czestos¢ genow fuzyjnych jest znacznie wyzsza. Czestos¢ wy-
nikéw z fuzjg RET lub NTRK w grupie MSI-H bez mutacji RAS i BRAF wynosi ponad 20%.

4.1.7. Alternatywne metody analizy KRAS/NRAS/BRAF
Ptynna biopsja

» Nowa iwartosciowa metoda diagnostyczng w RJG jest analiza krazagcego DNA nowotwo-
rowego (ctDNA). Metoda ta polega na analizie mutacji w DNA uwalnianym przez komorki
nowotworowe do krwiobiegu.

» W przypadkach, w ktérych niemozliwe jest uzyskanie wycinka nowotworu lub materiat
jest niediagnostyczny, analiza ctDNA pozostaje jedyng opcja.

» Wykrywanie mutacji mozna przeprowadzi¢ za pomoca testow gPCR lub ddPCR lub NGS
o wysokiej czutosci dedykowanych do analizy ctDNA. Jednoczes$nie do pobierania krwi
mozna stosowac wytacznie przeznaczone do tego celu probowki. Zawierajg one stabili-
zatory zapobiegajace lizie jadrzastych komadrek krwi i uwalnianiu ich DNA genomowego.
Cho¢ frakcja ctDNA jest ogdlnie uznawana za wartosciowy materiat diagnostyczny, po-
niewaz odzwierciedla heterogennos$¢ catego nowotworu (a nie tylko jego fragmentu, jak
w przypadku analizy standardowych wycinkéw guzéw), analiza ctDNA nie jest zalecana,
gdy dostepny jest materiat tkankowy, z powodu wysokiego ryzyka uzyskania wyniku fat-
szywie ujemnego.

4.1.8. Czas wykonania badania molekularnego
» Wynik powinien byé uzyskany w jak najkréotszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien
przekracza¢ po otrzymaniu materiatu:

¢ 10 dniroboczych dla metody qPCR oraz sekwencjonowania Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS. Preferowany czas nie powinien przekracza¢ 10
dni roboczych po wejsciu materiatu do laboratorium.
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4.2. Czerniak

4.2.1. Epidemiologia, podziat

»

»

»

»

»

»

»

»

Czerniak (ang. melanoma) stanowi okoto 2% wszystkich zachorowan na nowotwory
w Polsce. Rocznie na swiecie odnotowuje sie okoto 150 000 nowych przypadkéw zacho-
rowan na ten nowotwor.

Czerniak nalezy do nowotworéw skory, charakteryzuje sie ztym rokowaniem i czesto daje
przerzuty. Wywodzi sie z komdérek melanocytarnych. Najczesciej mamy do czynienia
z czerniakiem skory, ale nowotwor ten moze sie réowniez lokalizowaé w btonach s$luzo-
wych, gatce ocznej lub w innych mniej typowych obszarach.

Dotychczasowe klasyfikacje podtypow czerniaka uwzgledniaty m.in. takie cechy jak cha-
rakter wzrostu, typu komorki i lokalizacja natomiast z genetycznego punktu widzenia naj-
istotniejsza jest najnowsza klasyfikacja histologiczna Swiatowej Organizacji Zdrowia WHO
(WHO classification of Skin Tumours 5th Edition 2025). Czerniaki zostaty tu podzielone na
te zwigzane etiologicznie z ekspozycja na storice oraz te, niezalezne od ekspozycji nato-
miast uwarunkowane profilem genetycznym, lokalizacjg anatomiczng i epidemiologia.

Podtypy czerniakdéw powigzane sg ze specyficznymi zmianami genetycznymi. Ocena
statusow wybranych genéw umozliwia wtasciwe réznicowanie nowotworu. W czernia-
kach skory wystepujg zmiany w genach BRAF, CDKN2A, NRAS, KIT. Procentowy rozktad
mutacji w genach rutynowo oznaczanych na potrzeby diagnostyki molekularnej wynosi
dla czerniakéw skoéry nienarazonych na dtugotrwate dziatanie stonnica: BRAF —50%; NRAS
—20% a dla czerniakéw skoéry narazonych na dtugotrwate dziatanie storica: BRAF - 10%,
NRAS - 10%, a KIT - 2%.

W przypadku czerniakéw bton sluzowych zmiany dotyczag genéw SF3B1 - 22%, KIT - 20%,
NRAS - 15% i BRAF - 5%.

Czerniakiakralne charakteryzujg siezmianamiwgenach NF1-14%,KIT-15%, NRAS-15%
i BRAF - 15%.

Czerniaki wywodzace sig ze znamienia btekitnego oraz narzgdu wzroku posiadajg muta-
cje w genach GNAQ - 50%, GNA11 - 32%, zmiany BRAF w tym podtypie czerniaka wyste-
puja ponizej 1% przypadkdw.

Diagnostyka mutacji wystepujacych w promotorze genu TERT i genu HRAS wykorzy-
stywana jest w celu wtasciwej klasyfikacji zmian melanocytowych typu spitzoidnego
ze szczegllnym uwzglednieniem réznicowania z czerniakiem. W przypadku nowotwo-
row typu spitzoidnego nalezy rozwazy¢ poszukiwanie fuzji genowych z udziatem gendéw
NTRK1 lub NTRK3.

4.2.2. Badane markery

»

»

Najwyzszy odsetek wariantdow patogennych wystepuje w czerniakach w genie BRAF (27-
70%). Zidentyfikowano ponad 40 rodzajéw wariantdéw typu zmiany sensu wystepujacych
w 24 réznych kodonach. Wiekszos$¢ z nich jest wyjatkowo rzadka (0,1% - 2%).

Najczesciej wystepujgcg mutacja jest substytucja reszty waliny na reszte kwasu glutami-
noweg o kodonie 600 (p.Val600Glu). Ten rodzaj mutacji dominuje w czerniaku i stanowi
okoto 90%. W wyniku tej mutacji biatko ulega aktywacji, co powoduje aktywacje Sciezki
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RAS/MAPK. W efekcie, jak wykazano w badaniach aktywnosci kinazy BRAF in vitro, biatko
z wariantem p.Val600Glu jest ponad 500 razy bardziej aktywne od postaci prawidtowej.

Tabela 4.2. Wystepowanie poszczegélnych wariantéw mutacji BRAF w czerniaku

Mutacja Odsetek poszczegélnych wariantéw w kodonie 600 genu BRAF
p.Val600Glu 90%
p.Val600Lys 5%
p.Val600Asp 1-5%
p.Val600Glu (E2) 1-5%
p.Val600Met <1%
p.Val600Arg <1%

» Warianty patogenne genu BRAF wystepujg na wczesnych etapach transformacji nowo-
tworowej i same w sobie nie sg zdolne do inicjacji procesu nowotworowego.

» W ramach rutynowej diagnostyki zmian melanocytarnych w najblizszym czasie niezbed-
ne bedzie wdrazanie badan z wykorzystaniem metody aCGH (ang. array comperative
genomic hybridization). Badanie bedzie umozliwiato ocene markeréw zawartych w aktu-
alnej klasyfikacji WHO m.in. delecje genu CDKN2A/B, TERT, amplifikacje genu CCND1,
MDM2, CDK4 jak réwniez mozliwos$¢ oceny zmian na chromosomach.

Tabela 4.3. Molekularne sciezki czerniaka

Typ czerniaka / pathway
(WHO)

Molekularne Sciezki Zmiany wtérne / progresja

Low-CSD melanoma (SSM) @ BRAF p.V600E @ NRAS OTERT@ CDKN2A@® TP53@® PTEN

BAP1-inactivated (BIM)* @ BRAF lub @ NRAS@® BAP1T  (OTERT

. @ BRAF @ MAP2K1 @NRAS
WNT-activated DPMN* TERT@ CDKN2A@TP53
@ CTNNB1 @ APC O o ®
PEM melanoma @ BRAF @ PRKARTA OTERT

@ NRAS @ BRAF (non-V600E) (O TERT @ CDKN2A @TP53

@ KT ® NF1 ©® PTEN@ RACT

® ERBB2 @ MAP2K1 @ MAP3K1
@ cGFrR @METO TERT

High-CSD melanoma (LMM)

Desmoplastic melanoma @ NF7

@ HRAS @ALK @ROS1 @ RET

Spitz pathway / Spitz © NTRK1 @ NTRK3 @BRAF (O TERT @ CDKN2A

melanoma

@ MAP3KS
Acral lentiginous melanoma @ KITONRAS @BRAF @HRAS @ NF1 @ SPRED1@CDKN2A
® krAS @ ALK @ NTRK3 OTERT
® ccnDp1 @CDk4 @MDM2
Mucosal melanoma ©® KITONRAS @ KRAS @BRAF @ SF3B1@NF1@® SPRED1 @ ATRX
OTERT
Melanoma in congenital @ NRAS OTERT
naevus (CN) @ BRAF p.V600E (mate zmiany)

*5 th edycja klasyfikuje jako melanocytoma

Legenda . mutacje aktywujace (gain-of-function) . fuzje / rearanzacje O mutacje promotora
® utrata funkcji (loss-of-function) @ amplifikacje 55
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4.2.3. Materiat

»

»

»

»

Podstawowym materiatem do badan genetycznych w czerniaku jest bloczek parafinowy.
Po kwalifikacji materiatu przez patomorfologa, laboratorium na bazie preparatu HE, wy-
odrebnia z preparatu komarki nowotworowe stosujac proces mikro- lub makrodysekcji-
W przypadku duzych fragmentéw wystarcza z reguty 2-3 skrawki, a w przypadku matych
wycinkéw (o srednicy 2-3 mm) minimum 10.

Konieczny podkreslenia jest rowniez fakt, iz preparat wybarwiony HE do oceny zawar-
tosci procentowej nowotworu musi by¢ wykonany bezposrednio przed preparatem do
analizy molekularnej.

Przyjmuje sie, ze do uzyskania wiarygodnego wyniku, analizowany preparat powinien za-
wieraé nie mniej niz 20% utkania nowotworowego. W wyjatkowych przypadkach dopusz-
cza sie stosowanie preparatow zawierajgcych mniejsze utkanie nowotworowe, jednak
w takich sytuacjach niezbedne jest uzycie metody analitycznej o podwyzszonej czutosci
opartej o technologie qPCR lub ddPCR lub NGS.

Wybierajac metode nalezy zwrdci¢ uwage na nastepujace parametry: dostepnosé tech-
nologii oraz wymaganego do niej sprzetu, czutos$¢ i specyficznos¢ metody, czas niezbed-
ny na przeprowadzenie kompletnej analizy, zakres otrzymywanych wynikéw.

4.2.4. Metody

»

Sekwencjonowanie bezposrednie metoda Sangera

» Metodataumozliwiaidentyfikacje wszystkich wariantéw wystepujacych w genie BRAF
(NM_004333.6) w eksonie 15 (regiony kodonu 600) (Rys. 4.2.) orazw eksonie 11 (regio-
ny kodonu 466), a takze rozréznia wszystkie warianty mutacji w samym kodonie 600
m.in. warianty: p.(Val600Glu), c. 1799T>A (nazwa zwyczajowa V600E); wariant p.(Val-
600Glu), c.1799_1800delinsAA (V600E2); wariant p.(Val600Lys), c.1798_1799de-
linsAA, (V600K); wariant p.(Val600Asp), c.1799_1800delinsAC, (V600D); wariant
p.(Val600Asp), c.1799_1800delinsAT, (V600D2); p.(Val600Gly), c.1799T>G, (V600G);
p.Val600Arg, c.1798_1799delinsAG, (V600R); p.Val600Met, c.1798G>A, (V600M). Ma
to szczegdlne znaczenie biorgc pod uwage to, ze poszczegdlne warianty przektadaja
sie na rozng aktywnos¢ kinazowa biatka BRAF. Obecnie toczace sie badania kliniczne
wymagajg podania doktadnej nazwy zidentyfikowanej u danego pacjenta substytuciji
p.Val600, a w przysztosci bedzie to konieczne w kwalifikacji pacjentéw do leczenia
w wykorzystaniem konkretnego leku.

» Z tego wzgledu sekwencjonowanie Sangera stosuje sie czesto rowniez jako analize
weryfikacyjna po wykryciu wariantu przy uzyciu testu opartego na qPCR. Testy qPCR
przewaznie nie rozrdézniajg zidentyfikowanych wariantéw tj. umozliwiajg stwierdze-
nie, ze jest obecna mutacja w danym kodonie, ale nie pozwalajg na stwierdzenie
jaki doktadnie nukleotyd, a w konsekwencji aminokwas zostat wprowadzony. Testy
qPCR sa dedykowane do identyfikacji tylko wybranych wariantéw np. V60OE. Dlatego
w przypadku wykorzystania testu qPCR i niewykryciu mutacji BRAF zaleca sie wyko-
nanie sekwencjonowania w celu weryfikacji wyniku, szczegdlnie w sytuacji kiedy ob-
raz kliniczny przemawia za obecnoscig mutacji BRAF.
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Rys. 4.2. Fluorogramy uzyskane w reakcji sekwencjonowania bezposredniego metoda
Sangera przedstawiajgce warianty mutacji w kodonie 600 genu BRAF

A - postac prawidtowa kodonu 600 (GTG); B — wariant p.(Val600Glu), c. 1799T>A, (GAG);
C —wariant p.(Val600Lys), c.1798_1799delinsAA, (AAG); D — wariant p.(Val600Glu),
c.1799_1800delinsAA, (GAA); E—wariant p.(Val600Asp), c. c.1799_1800delinsAT, (GAT).

Metody oparte o technike gPCR

Ocena statusu genu BRAF metodg qPCR odbywa sie za pomoca zestawdéw komercyjnych,
ktére zwykle wykrywajg obecnos$¢ wariantu w kodonie 600, ale nie réznicujg jaki to wariant.

Zastosowanie ctDNA jako alternatywnej metody analizy genu BRAF

» W przypadku biopsji tkanek tylko cze$¢ potencjalnie ztosliwego guza jest pobierana do
celow diagnostycznych i charakterystyki molekularnej. Obserwowany profil mutacji
bedzie w konsekwencji odzwierciedla¢ tylko ograniczony fragment dostarczony w ze-
branym materiale. Natomiast profilowanie genetyczne z wykorzystaniem ctDNA moze 57
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»

»

»

odzwierciedla¢ catkowity profil mutacji catej masy guza, w tym nowych subklonéw od-
powiedzialnych za przerzuty. Stad tez w ptynnej biopsji mozliwe jest wykrycie mutacji,
ktora nie jest obecna w pierwotnej biopsji tkanki.

Analiza ctDNA wykonywana jest z wykorzystaniem wysokoczutych testéw opartych na
gPCR lub PCR emulsyjnym (ang. droplet digital PCR, ddPCR) i sekwencjonowania na-
stepnej generacji (NGS). W przypadku wykonywania badan na ctDNA zastosowany test
musi mie¢ walidacje na ten rodzaj materiatu i charakteryzowaé sie czutoscig ponizej
1%. Sekwencjonowanie bezposrednie metodag Sangera nie znajduje tu zastosowania ze
wzgledu na zbyt niski stopien czutosci (okoto 20%), chociaz w niektorych przypadkach
réwniez ta technika umozliwia identyfikacje mutacji z ptynnej biopsji.

NGS

Obecnie w czerniaku wymagana jest ocena markeréw molekularnych BRAF, NRAS i KIT,
dlatego NGS nie jest pierwszg metoda z wyboru. Niemniej jednak posiada on wysoka
czutos¢ i mozliwos¢ wykrycia jednoczesnie wielu wariantdw w réznych genach dzieki
temu NGS jest bardzo dobrym narzedziem do analizy preparatéw z tkanek i ctDNA. NGS
z zastosowaniem RNA umozliwia rowniez identyfikacje fuzji genowych, ktére staja sie
obecnie nowymi celami terapeutycznymi mogacymi miec istotne znaczenie kliniczne
w czerniaku (np. fuzje genowe BRAF, ALK, ROS1, NTRK1/2/3).

4.2.5. Czas wykonania badania

Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien
przekraczac¢ po otrzymaniu materiatu:

¢ 10 dni roboczych dla metody qPCR oraz sekwencjonowania Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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4.3. Rak jajnika

4.3.1. Epidemiologia, etiologia

»

»

»

»

W 2023 r. wsréd najczesciej rejestrowanych nowotwordw u kobiet, rak jajnika (ang. ova-
rian cancer) znajdowat sie na 6 miejscu (3,7%) oraz 5 miejscu wsroéd odsetka zgonow
z powodu choréb nowotworowych (5,4%).

W Polsce w 2023 roku zdiagnozowano 3525 przypadkéw zachorowania na raka jajnika,
i odnotowano 2520 zgondw.

Szczyt zachorowan przypada w okresie pomenopauzalnym (miedzy 60, a 69r. 2.).

5-letnie przezycie waha sie miedzy 30- 50%. W okoto 70% tych nowotwordéw choroba
wykrywana jest w zaawansowanym stadium.

4.3.2. Predyspozycje dziedziczne

»

»

»

»

»

»

Szacuje sig, ze silne dziedziczne predyspozycje maja wptyw na rozwéj ok. 20% nowo-
twordéw ztosliwych jajnika.

Najczesciej przyczyna dziedzicznego podtoza nowotwordw ztosliwych jajnika, sa
warianty patogenne genow BRCA1 i BRCA2, stanowigce 70-80% przyczyn dziedzicz-
nych, co odpowiada 10-18% kolejno rozpoznawanych zachorowan.

Druga przyczyna dziedzicznej predyspozycji w nowotworach ztosliwych jajnika sa geny
odpowiedzialne za zesp6t Lyncha: MSH2, MSH6, MLH1, PMS2, EPCAM. tacznie odpo-
wiadajg za 10-15% przypadkdéw dziedzicznych co stanowi do 3% kolejnych zachorowan.

W zespole Lyncha obserwuje sie zwykle inne raki jajnika anizeli surowicze.

Do rzadszych przyczyn dziedzicznych uwarunkowan w raku jajnika — 5-10% nalezg inne
niz BRCA geny naprawy DNA: RAD51C, RAD51D, BRIP1, PALB2.

Kazda pacjentka z rozpoznanym nowotworem ztosliwym jajnika bez wzgledu na wiek
zachorowania stopien zaawansowania i typ histologiczny powinna uzyskac¢ porade
genetyczna.

4.3.3. Podtypy raka jajnika

»

»

»

Zgodnie z nowa klasyfikacjg (wg WHO 2020), na podstawie badan histopatologicznych,
immunoprofilu i analizy molekularnej wyréznia sie co najmniej pie¢ gtéwnych typow
raka jajnika: rak surowiczy wysokiego stopnia- niskozréznicowany (HGSC, 70%), rak en-
dometrioidalny (EC, 10%), rak jasnokomadrkowy (CCC, 6-10%), rak surowiczy niskiego
stopnia — wysokozréznicowany (LGSOC, 5%), oraz rak sluzowy (MC, 3%).

Ostatnie postepy w charakterystyce molekularnej guzéw, skorelowane z wynikami ba-
dan histoklinicznych i molekularnych rakéw jajnika, ujawnity, ze nabtonkowy rak jajnika
mozna podzieli¢ na dwie odrebne grupy okreslane jako raki typu | i typu Il.

Typ | —stanowi 25% rakéw jajnika. Typ ten stanowig LGSOC, raki endometrioidalne, raki
$luzowe i raki jasnokomorkowe, wywodzace sie z nabtonka jajnika. Raki jajnika Typu |
wykazujg obecnos$¢ mutacji BRAF i KRAS w ok. 65% przypadkow. Obecne sa takze muta-
cje innych genoéw (HER2, PIK3CA, PTEN). Raki jajnika Typu | charakteryzuja sie relatyw-
nie lepszym rokowaniem i wolnym wzrostem, a 5-letnie przezycie wynosi ok 55%.
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» Typ Il —stanowi 75% rakéw jajnika. Zaliczamy tutaj HGSOC, raka niezréznicowanego
i miesakoraka. Wywodzg sie najprawdopodobniej z dystalnego lub strzepkowego od-
cinka jajowodu. Charakteryzujg sie mutacjami w genach TP53 (ok 90%) i BRCA1/2
(ok 25%). Raki typu Il sg zwykle wykrywane w zaawansowanym stadium choroby czesto
juz z obecnoscig przerzutéw, a 5-letnie przezycie nie przekracza 30%.

Tabela 4.4. Molekularna i histokliniczna klasyfikacja rakéw jajnika

Rak surowiczy Rak surowiczy

E]

W.ysokle'g'o S n|sk|ego's'tqpn|a ~ | endometrioidalny | jasnokomérkowy Rl e
niskozréznicowany | wysokozréznicowany
Czestosc
wystepowania 70% <5% 10% 6-10% 3-4%
(%)
Pochodzenie *Gtéwnie jajowdd Endosalpingioza/ Endometrioza Endometrioza | otworniak/
jajowod Nieznane
Atypowa Atypowa
endometrioza, endometrioza, Sluzowy suz
Srodnabtonkowy Surowiczy guz endometrioidny  jasnokomoérkowy o ranigzie'
Zmiana rak surowiczy o granicznej guz o granicznej guz o granicznej ztﬁs’liwoécij
prekursorowa (STIC - serous ztosliwosci ztosliwosci ztosliwosci (Mucinous
tubal intraepithelial (Serous borderline (Atypical (Atypical borderline
carcinoma) tumor) endometriosis; endometriosis;
e tumor)
endometrioid clear cell
borderline tumor) borderline tumor)
Nai dziedziczna
k:rj‘glzaecs'teszze predyspozycja do
Zespo,‘almi raka piersi i jajnika,
dziedzicznej powodowana przez - Zespot Lyncha Zespot Lyncha -
predyspozycji do warianty patogenne
nowotworu genow BRCA1/2
(HBOC)
CTNNB1
7P53 PIK3CA CDKIl\I2Ab
Warianty utrata liczby
. KRAS PTEN ARID1A -
(mutacje) BRCA1/2 kopii
somatyczne NRAS KRAS PIK3CA KRAS
wykrywane HRD BRAF ARID1A PTEN
w komérkach Ab . HER2 M| M| HER2
nowotworowych erracje P
w chromosomowe POLE amplifikacja
TP53
TP53

*70-90% z jajowodu, 5-10% z otrzewnej i ok 5% z powierzchni jajnika

4.3.4. Badane genetyczne markery predykcyjne

» Badanie statusu genéw BRCA1/2, ktére nalezy oceni¢ pod katem zmian somatycznych
i germinalnych.

» U pacjentek, u ktorych nie zostang wykryte warianty patogenne w genach BRCA1/2 nale-
zy oceni¢ inne markery predykcyjne takie jak status rekombinacji homologicznej (HRD).

4.3.5. Algorytm diagnostyczny

» ldentyfikacja wariantow genetycznych kwalifikowanych jako patogenne lub prawdopo-
60 dobnie patogenne w genach BRCA1/BRCAZ2 oraz zaburzen homologicznej rekombinacji

(ang. Homologus recombination deficiency, HRD) jest makerem predykcyjnym dla za-
stosowania leczenia z wykorzystaniem PARPI.
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» W tym celu konieczne jest odpowiednie zabezpieczenie materiatu pooperacyjnego po-
chodzacego z tkanki nowotworowej. W tego rodzaju materiale identyfikuje sie zaréwno
zmiany germinalne jak i somatyczne.

» ldentyfikacja wariantu patogennego lub prawdopodobnie patogennego w komodrkach
nowotworowych guza wymaga skierowania pacjentki do poradni genetycznej w celu
zlecenia badania genetycznego oceniajgcego geneze zmiany (germinalna/somatyczna).
W tym celu konieczne jest pobranie krwi obwodowej oraz izolacja DNA z leukocytow
(Uwaga! Jezeli pacjentka miata przetaczang krew petnag badanie nalezy wykonac ze $li-
ny lub z wymazu z policzka). Jezeli zmiana patogenna lub prawdopodobnie patogenna
zostanie potwierdzona jako germinalna ze skutkiem konstytucyjnym, pacjentka wraz
z rodzing powinna zostac objeta opieka genetyka klinicznego w celu przeprowadzenia
diagnostyki kaskadowej i okreslenia nosicielstwa wariantu patogennego markerowego
w rodzinie).

» Roéwniez w przypadku uzyskania wyniku niediagnostycznego z materiatu tkankowego lub
jego braku, nalezy pobra¢ krew i zleci¢ wykonanie badania BRCA1/2 metoda NGS oraz
ocene duzych rearanzacji metodg MLPA. W przypadku wykrycia mutacji pacjentka po-
winna zosta¢ skierowana do poradni genetycznej w celu oceny ryzyka i zlecenia bada-
nia genetycznego z krwi obwodowej u krewnych chorej. Na rycinie 4.3. przedstawiono

schemat postepowania diagnostycznego w zakresie badan genetycznych w raku jajnika.

Algorytm diagnostyczny BRCA1&2/HRD - Kwalifikacja do terapii celowanej z uzyciem
inhibitoréw PARP oraz Poradnictwo Genetyczne

Materiat archiwalny/bloczek parafinowy Brak materiatu tkankowego:

lub Swiezy materiat pooperacyjny

Krew obwodowa

.
...................................

Ocena petnych sekwencji genow > o
Brak mutacji
BRCA1/2 metodq NGS = IXEETIr TR PP TP 2 J
: v
.. : Poradnia
Brak mutacji : Genetyczna:
: porada
genetyczna
Rozszerzony zakres :
diagnostyki molekularnej WV 7
Obecna mutacja
A4 .
Jezeli nie wykryto zmian J
patogennych/prawdopodobnie A4 -
patogennych w materiale Poradnia .
pooperacyjnym mozna dokona¢ Genetyczna:
oceny HRD. porada
genetyczna/
J, J weryfikacja
obecnosci mutacji
Obecne HRD Brak HRD germinalnej
(dziedzicznej)
we krwi obwodowe;j.
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4.3.6. Materiat

» Dowykonania badania molekularnego wykorzystuje sie krew obwodowa (NGS BRCA) lub
materiat pooperacyjny (NGS BRCA i HRD) w formie skrojonych i niebarwionych skraw-
kéw parafinowych (FFPE). Moze to by¢ zaréwno materiat Swiezy jak i archiwalny. Wyboru
najbardziej reprezentatywnego fragmentu do badania molekularnego dokonuje lekarz
patomorfolog. Liczba skrawkdéw powinna zostaé¢ ustalona w wewnetrznych procedurach
walidacyjnych dla metody diagnostycznej. W skrawkach odsetek komérek nowotworo-
wych powinien wynosi¢ przynajmniej 20% (NGS BRCA) i 30% (HRD).

4.3.7. Czas wykonania badania

» Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien

przekracza¢ po otrzymaniu materiatu:

e 20 dniroboczych dla metody NGS.

62
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4.4. Rak endometrium

4.4.1. Epidemiologia, etiologia

» Dla raka endometrium (ang. endometrial cancer) w Polsce w 2023 roku zdiagnozowano
6519 przypadkow oraz odnotowano 1803 zgony.

» Szczyt zachorowan przypada w okresie okotomenopauzalnym (55 a 64 r.z.).

» 5-letnie wzgledne przezycie wynosi 81% dla europejskich kobiet (EUROCARE-6, 2025 r.)
wahajac sie od 77% w Europie wschodniej do 84% w Europie pétnocnej.

» Oprocz czynnikow srodowiskowych jak czynniki reprodukcyjne i nadwaga, predyspozy-
cje genetyczne sg coraz czesciej uznawane za gtéwny czynnik ryzyka zachorowania na
raka endometrium.

4.4.2. Predyspozycje dziedziczne do raka endometrium

» Rak endometrium jest genetycznie heterogenny i nalezy do zespotdow predyspozycji
z wysokim lub srednim ryzykiem zachorowania w ciggu catego zycia.

» W zespole Lyncha obok raka jelita grubego najwyzsze ryzyko rozwoju w ciggu zycia ma
rak endometrium (27-71%). Na podtozu zespotu Lyncha rozwija sie 2-3% rakoéw endo-
metrium.

» Za wystgpienie zespotu Lyncha odpowiadajg patogenne warianty dziedziczne w na-
stepujacych genach: MSH2, MLH1, PMS2, MSH6, EPCAM ktérych produkty biatkowe
uczestniczg w naprawie niesparowanych zasad w DNA (ang. mismatch repair, MMR).
Patogenne warianty najczesciej wystepuja w genach MSH2 i MLH1.

» W rezultacie uposledzenia naprawy niesparowanych zasad w DNA (ang. mismatch re-
pair deficiency, MMRd) rozwijaja si¢ nhowotwory z niestabilnoscig mikrosatelitarna (ang,
microsatellite instability, MSI), ktora charakteryzuje sie rozlegtymiinsercjamiidelecjami
w regionach kodujgcych, co prowadzi do mutacji typu przesuniecia ramki odczytu (ang.
frameshift). W nastepstwie jest produkowana duza liczba zmutowanych biatek, neoan-
tygendw, co zwieksza odpowiedz na immunoterapie (anty PD1/PDL1).

» Czynnikiem komplikujacym sytuacje jest fakt, ze 15-20% sporadycznych rakéw endome-
trium wykazuje w badaniu immunohistochemicznym (IHC) brak ekspresji biatka MLH1
oraz wysoki poziom niestabilnosci mikrosatelitarnej (ang. MSI high, MSI-H) spowodowa-
ny metylacjg promotora i wyciszeniem ekspresji MLH1.

» Dodatkowymi genami kandydatami zwigzanymi ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju raka
endometrium sg geny POLD1 i POLE przypisywane do zespotu przypominajacego zespot
Lyncha.

» Mutacje w genach BRCA1/2 wigzg sie ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju surowiczego
typu raka endometrium.

4.4.3. Typy histologiczne

» Rak trzonu rozwija sie z w tkance wyscietajacej jame macicy (endometrium). Wyrdznia-
my nastepujgce najczestsze podtypy histologiczne:
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a. 80-90% - rak endometrioidalny
b. 5-10% - rak surowiczy
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c. 1-2% -rak jasnokomorkowy
d. 1-2% - gruczolakorak mieszanokomorkowy
e. 1% - miesakorak.

» MMRd jest powszechny w guzach endometrioidalnych, natomiast niedobér naprawy
rekombinacji homologicznej (ang. homologous recombination deficiency, HRD) zostat
opisany w przypadku guzéw nieendometrioidalnych.

4.4.4. Podtypy molekularne

» Prowadzone bardzo intensywnie badania z wykorzystaniem technologii sekwencjono-
wania nastepnej generacji (NGS) doprowadzity do wyrdznienia kilku podtypow moleku-
larnych raka endometrium

Tabela 4.5. Molekularne podtypy raka endometrium

POLE -

Podtyp p53 WT, MSS p53 nieprawidtowe
: zmutowany : 3 ;
(Synonimy) (POLE EDM) CNlow (NSMP) (abn) (CNhigh)
Czestosc
mutacji na >100 100-10 <10 <10
1 milion pz
Somatyczne
zmiany liczby Bardzo niskie Niskie Niskie Wysokie
kopii
Geny, w POLE (100%) PTEN (88%) PTEN (77%) TP53
ktérych DMD (100%) PIK3CA (54%) PIK3CA (53%) PIK3CA (47%)
najczesciej CSMD1 (100%) PIK3R1 (42%) CTNNB1 (52%) FBXW?7 (22%)
wystepuja FAT4 (100%) RPL22 (37%) ARID1A (42%) PPP2R1A (22%)
mutacje PTEN (94%) ARID1A (37%) PIK3R1 (33%) PTEN (10%)
Odsetek 5% 25% 45% 25%
Wiek ~50-60 ~60 ~60 ~70
BMI Niskie Wysokie Wysokie Niskie
Wczesny etap Posrednia . . Wysoki stopien
Prognoza
g i doskonata (Zespo6t Lyncha) Posrednia zaawansowania i zta
Inhibicja
immunologicznego Leczenie
pu.nktu kor?trolnego. hor.monalne.. ] Mozliwa rola dla
Skierowanie do Mozna rozwazy¢ L .
o . S . inhibitorow HER2 i
Mozliwe Hamowanie programu opieki postepowanie
. . . . . . . - PARP. Podgrupa ta
implikacje immunologicznych nad rodzinami oszczedzajace
. Lo P ma te same cechy co
dotyczace punktow z dziedzicznag ptodnosé. Podtyp .
. : S ., rakpiersitypu basal-
leczenia kontrolnych. predyspozycja ten wydaje sig mie¢ . " -
) like i rak surowiczy
do nowotworéw podobng patogeneze . ..
. A jajnika.
w przypadku jak nowotwory jelita

podejrzenia zespotu grubego i odbytnicy.
Lyncha.

CNlow - podtyp o niskiej liczbie kopii, NSMP - niespecyficzny profil molekularny,

» 3-5% rakéw endometrium wykazuje dowolng kombinacje markeréw nalezacych do po-
przednich kategorii. POLEmut-p53abn, MMRd-p53abn lub POLEmut-MMRd-p53abn.
Mutacje TP53 w ultra- lub hipermutowanych guzach nie sg zwigzane z gorszym rokowa-
niem obserwowanym w rakach endometrium z mutacjami tylko TP53 i dlatego sg uwa-
zane za mutacje pasazerskie. Aczkolwiek ostatnio opublikowane dane pokazuja, ze po-
dwodjnie klasyfikatory ze wspoétistniejgcg cechg p53abn rokuja lepiej niz grupa p53abn,
ale gorzej niz podgrupa z samag mutacjg POLE. W zwigzku z tym wielokrotne klasyfikatory
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trzeba interpretowac indywidualnie. Istniata doskonata zgodnos$¢ miedzy ekspresja biat-
ka p53 oznaczong metoda IHC a statusem mutacji TP53, jesli wytaczono raki endome-
trium MMRd i POLEmut z analizy (95% zgodnosci). Dlatego tez, mutacja TP53 jest tylko
markerem CN-high po wykluczeniu podtypéw POLEmut i MMRd.

» Mutacje patogenne wystepujagce w podtypie POLE EDM sa tylko zlokalizowane
w domenie egzonukleazy (eksony 9-14).

Tabela 4.6. Patogenne mutacje w genie POLE

Mutacja w biatku Mutacja w genie (cDNA)
1 9 p.Asp275Gly, D275G c.824A>G
2 9 p.Glu277Gly, E277G c.830A>G
3 9 p.Thr278Lys, T278K c.833C>A
4 9 p.Thr278Met, T278M c.833C>T
5 9 p.Pro286Ala, P286A c.856C>G
6 9 p.Pro286Cys, P286C c.856_857delinsTG
7 9 p.Pro286His, P286H c.857C>A
8 9 p.Pro286Arg, P286R c.857C>G
9 9 p.Met295Arg, M295R c.884T>G
10 9 p.Met295Arg, M295R c.884_885delinsGA
11 9 p.Ser297Cys, S297C c.890C>G
12 9 p.Ser297Phe, S297F c.890C>T
13 11 p.Asn363Asp, N363D c.1087A>G
14 11 p.Phe367Ile, F367I c.1099T>A
15 11 p.Phe367Val, F367V c.1099T>G
16 11 p.Phe367Ser, F367S c.1100T>C
17 11 p.Phe367Cys, F367C c.1100T>G
18 11 p.Asp368Tyr, D368Y c.1102G>T
19 13  p.Val411Met, V411M c.1231G>A
20 13 pNald11Leu, V411L c.1231G>T/C
21 13 p.Nal411Ser, V411S c.1231_1232delinsTC
22 13  p.Nald11Ala, V411A c.1232T>C
23 13  p.Leud?24lle, L424] c.1270C>A
24 13  p.Leud24Val, L424V c.1270C>G
25 13 p.Leu424Pro, L424P c.12717>C
26 13 p.Alad426Val, A426V c.1277C>T
27 13  p.Asp435_Pro436delinsGluSer, D435_P436delinsES ¢.1305_1306delinsAT
28 13  p.Pro436Ser, P436S c.1306C>T
29 13 p.Pro436His, P436H c.1307C>A
30 13  p.Pro436Arg, P436R c.1307C>G
31 13  p.Metd444Lys, M444K c.1331T>A
32 13  p.Metd44Arg, M444R c.1331T>G
33 14 p.Ala456Pro, A456P c.1366G>C
34 14  p.Ala456Asp, A456D c.1367C>A

35 14 p.Serd459Phe, S459F c.1376C>T 65
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L.p. | ekson Mutacja w biatku Mutacja w genie (cDNA)
36 14  p.Serd61Lys, S461K €.1381_1382delinsAA
37 14 p.Serd459Phe, S459F c.1376C>T

38 14 p.Serd61Lys, S461K c.1381_1382delinsAA
39 14 p.Serd61Pro, S461P c.1381T>C

40 14 p.Serd61Leu, S461L c.1382C>T

41 14 p.Ala463Asp, A463D c.1388C>A

»

Charakterystyczny profil mutacji (ultrazmutowany fenotyp) dla guzéw z mutacjg w do-
menie egzonukleazy POLE (POLE EDM), wykazywaty rowniez guzy ktére tych mutacji
nie posiadaty. Natomiast niektére z tych guzéw miaty mutacje w POLD17 (p.Asp316Gly
(D316G), p.Serd78Asn (S478N) i p.Leu606Met (L606M) zaklasyfikowane jako prawdopo-
dobnie patogenne i jedng patogenna p.Arg705Trp (R705W).

4.4.5. Badane markery

Algorytmy diagnostyczne klasyfikacji molekularnej raka endometrium.

»

»

»

»

»

»

»

»

Dla wprowadzenia klasyfikacji molekularnej dla rutynowej diagnostyki raka endometrium
potrzeba byto oceny prostych biomarkeréow odzwierciedlajgcych podtypy molekularne.

Kompleksowy algorytm jest obecnie metodg z wyboru ktéry ocenia nastepujace
geny metoda NGS (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, TP53, POLE, POLD1, BRCA1, BRCA2,
CTNNBT1 (ekson 3), MSI).

Analiza wystgpowania mutacji w czesci genu POLE kodujgcego domeng egzonukleazy
orazocena lHC obecnosci MMRd (ocena ekspresji czterech biatek: MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2) lub ocena molekularna MSI i ekspresji p53 (Tabela 4.6.) jest okreslana jako mini-
malny pakiet diagnostyczny (PROMISE).

Staba strong techniki IHC sg wyniki fatszywie pozytywne zwigzane z niejednorodnym
utrwaleniem materiatu. Nalezy mie¢ na uwadze nizszg czutos¢ testu MMR (IHC) w wy-
krywaniu zespotu Lyncha. Okoto 3-10% guzéw w zespole Lyncha posiada mutacje, ktora
nie powoduje zauwazalnej utraty antygenu w tescie immunohistochemicznym.

W przypadku niejednoznacznych wynikéw ekspresji metodg IHC, koniecznie nalezy
wykona¢ analize MSI z wykorzystaniem testu molekularnego. Zgodno$¢ pomiedzy wy-
nikiem badania genetycznego i immunohistochemicznego siega wedtug niektérych au-
toréw 98%.

Istnieja rowniez doniesienia, ze zgodnos¢ w ocenie pomiedzy metodami MSI a IHC
jest na tyle niska, ze zaleca sie stosownie obu metodologii dla optymalnej stratyfikacji
pacjentow.

Badanie molekularne sekwencji mikrosatelitarnych jest badaniem do wykrywania MSI
jako bezposredniego dowodu na obecnos¢ MMRd w danym nowotworze (ztoty stan-
dard).

Najbardziej kompleksowg metodg oceny MSI jest NGS. Jego gtéwng zaletg jest mozli-
wos$¢ sprzezenia analizy MSI z okresleniem obciazenia mutacyjnego guza (ang. tumour
mutational burden, TMB). Obecnie wadg tej metody jest koniecznos¢ zastosowania du-
zych paneli (500 gendéw), co jest zwigzane z duzym kosztem badania oraz jest czaso-
chtonne.
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Kompleksowy algorytm diagnostyki raka endometrium

» Kompleksowym algorytmem jest wykonywanie sekwencjonowania panelowego metoda
NGS zaréwno dla MSl jak i dla genéw: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, TP53, POLE, POLD1,

BRCA1, BRCA2, CTNNBT (ekson 3).

Wszystkie raki
" -5
endometrium

NGS: POLE, POLDT, TP53,
BRCA1, BRCA2, MLHT,
MSHZ2, MSH6, PMS2,
CTNNB1, MSI.

-+ <

MSI Elektroforeza
kapilarna

POLE-ultramutated EC
(POLE EDM)

MMR-deficient (MSI)
EC(MMRd/MSI-H)

+ Poradnictwo genetyczne

w zakresie zespotu Lyncha.

+ Diagnostyka: weryfikacja

obecnosci mutacji dziedzicznych
wykrytych w tkance
nowotworowej w genie: MLH1/
MSH2/MSH6/PMS2 (SANGER/NGS)

P53-mutated EC (CNhigh)

NSMP (CNlow)

(

Rys. 4.4. Kompleksowy algorytm diagnostyki raka endometrium

+ Poradnictwo genetyczne

dotyczace zespotu BRCA
zaleznego.

+ Diagnostyka: w kierunku

dziedzicznych mutacji w genie:
BRCA1/2

» W przypadku algorytmu kompleksowego wykonuje sie badanie NGS oraz PCR-MSI jesli
nie jest mozliwa ocena MSI metodg NGS.

» Zastosowanie tego algorytmu pozwala zaklasyfikowac pacjentke do typu molekularnego

oraz umozliwia wytypowanie pacjentek do dalszej diagnostyki w kierunku dziedzicznych

predyspozycji do nowotwordw jak zespot Lyncha oraz zespoty zwigzane z mutacjami
w genach BRCA1/2).

Minimalny algorytm diagnostyki raka endometrium

(-
Wszystkie raki
h =
endometrium
-

Rys. 4.5. Minimalny algorytm diagnostyki raka endometrium (PROMISE)

POLE
(qPCR, SNaPshot, NGS)

MMR (IHC)/MSI
Elektroforeza kapilarna/
MSI NGS

TP53 IHC/NGS

+ Poradnictwo genetyczne

w zakresie zespotu Lyncha.

+ Diagnostyka: weryfikacja

obecnos$ci mutacji dziedzicznych
wykrytych w tkance
nowotworowej w genie: MLH1/
MSH2/MSH6/PMS2 (SANGER/NGS)

L) POLE EDM
3| MMRd(ms)
+ CNhigh

< CNlow (NSMP)

» Ocene wystepowania mutacji w POLE w domenie egzonukleazy mozna wykonywa¢ me-
todag sekwencjonowania Sangera, gPCR, SNaPshot lub NGS.

» Analiza mutacji w POLE z wykorzystaniem metody Sangera, qPCR oraz SNaPshot
w przypadku materiatu o zawartosci komaérek nowotworowych ponizej 20% i uzyskania

wyniku ,,brak mutacji” powinna by¢ opatrzona komentarzem o mozliwosci uzyskania

wyniku fatszywie negatywnego i zalecenia powtdrzenia wykonania badania z wykorzy-

staniem czulszej metody w postaci NGS.
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» Ocene IHC ekspresji biatek MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) oraz p53 wykonuje pato-
morfolog.

» Wada zastosowania tego algorytmu jest duza liczba pacjentéw z podejrzeniem zespo-
tu Lyncha (MMRd) na poziomie okoto 25%, ktorzy wymagaja weryfikacji w pézniejszych
etapach leczenia, zwtaszcza, ze wystepowanie zespotu Lyncha w rakach endometrium
jest na poziomie 2-3%.

4.4.6. Materiat

» Do wykonania badania molekularnego wykorzystuje sie materiat pooperacyjny lub wy-
skrobiny lub materiat biopsyjny w formie skrojonych i niebarwionych skrawkéw parafi-
nowych. W skrawkach odsetek komadrek raka endometrium wynosi przynajmniej 20%.

4.4.7. Metody
» Do oceny POLE EDM stosuje sie sekwencjonowanie, SNaPshot, gPCR, NGS.

» Dla oceny niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI) stosuje sie PCR z elektroforezg kapilar-
na, lub ddPCR. Mozna réwniez zastosowac¢ sekwencjonowanie NGS.

» W przypadku panelu genéw stosuje sie sekwencjonowanie NGS.
4.4.8. Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktory nie powinien
przekraczac¢ po otrzymaniu materiatu:

e 10 dni roboczych dla metody gPCR, SNaPshot oraz elektroforezy kapilarnej,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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4.5. Rak ptuca

4.5.1. Epidemiologia

» W Polsce rak ptuca (ang. lung cancer) jest obok raka prostaty najczesciej diagnozowa-
nym nowotworem ztosliwym (ponad 21 tys. zachorowan rocznie) oraz najczestsza przy-
czyna zgonu z powodu nowotworu ztosliwego (ponad 23 tys. zgondw rocznie). Nowotwor
ten diagnozowany jest najczesciej w stadium zaawansowanym (80%) bez mozliwosci
leczenia radykalnego, a wymagajacym leczenia farmakologicznego i jest jednym z naj-
gorzej rokujgcych nowotworow ztosliwych — przezycie 5-letnie w Polsce wynosi 14,4%.

» Czynnikiem zwiekszajacym ryzyko wystgpienia raka ptuca jest w najwiekszym stopniu
narazenie na rakotworcze zwigzki zawarte w dymie tytoniowym. Innymi czynnikami ryzy-
ka sa fizyczne i chemiczne czynniki Srodowiskowe, obcigzony chorobami nowotworowy-
mi wywiad rodzinny, czy narazenie na azbest.

» Pod wzgledem histologicznym rak ptuca dzieli sie na dwie podstawowe grupy: raka
drobnokomérkowego (DRP) — okoto 15% oraz niedrobnokomarkowego (NDRP) — okoto
80-85%. W grupie raka niedrobnokomadrkowego najczesciej wystepuje rak gruczotowy
(40%), ptaskonabtonkowy (30%) i wielkokomaorkowy (10%) (Rycina 4.6.).

) ¥ ¥

Rak drobnokomérkowy Rak niedrobnokomérkowy Inne
(DRP) (NDRP)

small cell carcinoma Non-small cell carcinoma <5%

15% 80-85% °
y A 4 A

Rak ptaskonabtonkowy Rak nieptaskonabtonkowy NOS
squamous cell carcinoma Non-squamous cell carcinoma 10%
30% 60% °

) v ¥
Rak gruczotowy Rak wielkokomérkowy Inny
40% <10% 10%

Rys. 4.6. Podziat raka ptuca w zaleznosci od typu histologicznego
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4.5.2. Biomarkery

Tabela 4.7. Biomarkery predykcyjne w niedrobnokomérkowym raku ptuca

Nowotwér Biomarker Leki
mutacje EGFR TKI (1, Il, Ill generacja)
rearanzacje ALK TKI (1, Il, 11l generacja)

rearanzacje ROS1 TKI

inhibitor kinazy serynowo-

BRAF V600 treoninowej BRAF
MET TKI
Niedrobnokomérkowy rearanzacje RET TKI
rak ptuca rearanzacje NTRK TKI
KRAS p.Gly12Cys i
inhibitor GTPazy KRAS
(G12C)
EGFR insercje w eksonie 20 Przeciwciata monoklonalne
Przeciwciato monoklonalne anty
NRG1 HER2/HER3
Negatywny wynik EGFR, ALK, ROS1,  Przeciwciata monoklonalne anty
RET PD-1/PD-L1

4.5.2.1. EGFR

» Receptor naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR) jest jednym z biatek transbtonowych.
Mutacje EGFR stwierdza sie u okoto 50% pacjentéw z NDRP pochodzenia azjatyckiego
oraz u okoto 10-14% pacjentéw z NDRP w krajach zachodnich.

» Najczestszymi mutacjamiw genie EGFR sg delecje w eksonie 19 oraz mutacja punktowa
p.Leu858Arg w eksonie 21 (odpowiednio okoto 45 i 40% pacjentow). Pozostate mutacje
EGFR wystepuja w 10-18%: zwykle sa to insercje w eksonie 20, czy mutacje punktowe
w eksonie 18.

» Obecnos¢ mutacji w genie EGFR wskazuje na mozliwos$¢ uzyskania korzysci z lecze-
nia inhibitorami kinazy tyrozynowej (TKl) EGFR. Ponadto, u okoto 60% chorych w mo-
mencie progresji choroby podczas w/w leczenia moze pojawi¢ sie dodatkowa mutacja
punktowa (substytucja c.2369C>T, p.Thr790Met) w genie EGFR. Chorzy ci moga odnies¢
korzys¢ kliniczng z leczenia TKI Il generacji, ktéry moze by¢ zastosowany w momencie
stwierdzenia progresji po leczeniu I, Il lub llI-linii z wykorzystaniem inhibitoréw kinazy
tyrozynowej EGFR | i Il generacji.

4.5.2.2. Rearanzacje ALK

» Kinaza chtoniaka anaplastycznego - to gen kodujacy receptorowg kinaze tyrozynowa,
nalezgca do rodziny receptora insulinowego. Rearanzacje genu ALK mogg wystepowacd
w réznych typach nowotwordéw i prowadzi¢ do konstytutywnie aktywnej kinazy tyrozy-
nowej o potencjale onkogennym. Najczestszg rearanzacjg jest mata inwersja w krétkim
ramieniu chromosomu 2 powodujaca fuzje pomiedzy czescig 5’ genu EML4, a czescig 3’
genu ALK. Inne geny, z ktérymi ALK moze tworzy¢ fuzje to: KIF5B, TFG, KLC1.

» Liczne badania wykazaty wrazliwos¢ komoérek nowotworowych z potwierdzonymi re-
aranzacjami genu ALK na dziatanie inhibitoréw kinazy tyrozynowej ALK. Rearanzacje
genu ALK wystepujg w 2-7% NDRP. Pacjenci z tymi rearanzacjami sg zwykle mtodsi,
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niepalacy i maja typ histologiczny gruczolakoraka. Wspétistnienie rearanzacji genu ALK
z mutacjami EGFR lub KRAS jest rzadko wykazywane, co potwierdza, ze ALK jest odreb-
nym czynnikiem onkogennym.

4.5.2.3. Rearanzacje ROS1

» Protoonkogen 1 ROS (ROS17) koduje receptorowa kinaze tyrozynowa podobng do ALK
i innych cztonkéw rodziny receptoréw insulinowych. Rearanzacje ROS1 prowadza do
syntezy biatek fuzyjnych, w ktérych domena kinazowa ROS1 staje sig konstytutywnie ak-
tywna i wzmaga proliferacje komdérkowa. Rearanzacje ROST moga wystepowac u okoto
1-2% chorych na NDRP.

» Rekomendowanymiopcjamileczenia chorych na zaawansowanego NDRP z rearanzacja
genu ROST sa inhibitory kinazy tyrozynowej ROS1. TKI ROS1 Il i lll generacji sg skuteczne
u pacjentow z rearanzacjg w genie ROS17 i obecnymi przerzutami do osrodkowego ukta-
du nerwowego.

4.5.2.4. Rearanzacje RET

» RET jest receptorem kinazy tyrozynowe;j, ktory zwieksza proliferacje i réznicowanie ko-
morek. Rearanzacje RET w NDRP wystepuja miedzy genem RET, a innymi domenami,
zwtaszcza rodzing kinezyn, co prowadzi do nadekspresji biatka RET. Rearanzacje RET
wystepuja u okoto 0,7-2% chorych na NDRP, czesciej o typie histologicznym gruczolako-
raka, nigdy nie palacych i w mtodszym wieku.

4.5.2.5. Fuzje genow NTRK: NTRK1, NTRK2 i NTRK3

» Geny te koduja trzy transbtonowe receptory biatkowe: TrkA, TrkB i TrkC nalezace do
rodziny kinaz receptorowych tropomiozyny (TRK). Fuzje genéw obejmujace NTRK1, 2
i 3 oraz ich geny partnerskie dziataja jak czynniki onkogenne dla ré6znych nowotwordéw
w tym guzow litych.

» Fuzje gendw NTRK wystepuja u okoto 0,2% pacjentéw z NDRP niezaleznie od ptci, wieku,
historii palenia i histologii. Fuzje genéw NTRK nie wspotwystepujag ze zmianami w KRAS,
EGFR, ALK i ROST1.

» Badanie rearanzacji NTRK mozna rozwazyé¢ u pacjentéw, u ktdérych nie stwierdzono
obecnosci mutacji czy rearanzacji w gtdwnie ocenianych biomarkerach takich jak EGFR,
ALK czy ROST.

4.5.2.6. MET

» c-Metjestreceptorem kinazy tyrozynowej czynnika wzrostu hepatocytéw. Znane warian-
ty w genie MET moga obejmowac¢ mutacje splicingowe eksonu 14 (mutacja pominiecia
eksonu 14) czy zmiane liczby kopii genu lub fuzje. Biatko receptorowe powstajgce w wy-
niku mutacji MET ma zwiekszong sygnalizacje cMet i potencjat onkogenny.

» Zmiany w genie MET obserwuje sie u 3-4% chorych na zaawansowanego NDRP, istot-
nie czesciej u chorych w starszym wieku (w przeciwienstwie do rearanzacji ALK i ROS1
diagnozowanych czesciej u oséb mtodszych). Nieprawidtowosci w genie MET zwykle nie

wspotistniejg z nieprawidtowosciami w genach EGFR, ROS1, BRAF i ALK. 71
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4.5.2.7. BRAF

»

»

»

»

Szlak kinaz RAS-RAF-MEK-ERK-MAP posredniczy w odpowiedzi komdrek na sygnaty
mitogenne. BRAF jest wewnatrzkomorkowa kinazg sygnalizacyjng w szlaku kinaz biatko-
wych aktywowanych mitogenami (MAPK).

Najczestszg nieprawidtowoscig genetyczng obserwowang w genie BRAF jest substytu-
cja c.1799T>A (p.Val600Glu). Obserwowane sg rowniez inne warianty zmian w kodonie
600 genu BRAF, takie jak np. p.Val600Lys, p.Val600Arg, p.Val600Met oraz zmiany w in-
nych kodonach, ktére wystepuja niezmiernie rzadko.

U chorych z mutacjg p.Val600 skuteczne okazaty sie inhibitory BRAF i MEK.

Mutacje BRAF (zwykle p.Val600Glu (nazwa zwyczajowa V600E) wystepuja u 3% pacjen-
téw z gruczolakorakiem ptuc, zazwyczaj u obecnych lub bytych palaczy. Czestos¢ wyste-
powania mutacji BRAF innych niz p.Val600Glu jest wyzsza w raku ptuca niz w czerniaku.

4.5.2.8. KRAS

»

»

»

Biatka RAS nalezg do rodziny tzw. biatek G. W sktad podrodziny RAS wchodzg biatka
HRAS, NRAS, KRASA i KRASB. Onkogen KRAS jest zmutowany w ponad 30% nowotwo-
row. Mutacje aktywujace wystepuja gtéwnie w kodonach 12 i 13, rzadziej w kodonach
59,61,117i146.

Mutacje w genie KRAS to najczesciej substytucje pojedynczych nukleotydéw. Zmiany
te znoszg wewnetrzng aktywnosé GTPazowa biatka RAS czynigc je niewrazliwym na od-
dziatywania biatek z rodziny GAPs, co prowadzi do akumulacji zaktywowanej postaci
biatka w konformac;ji z GTP i w konsekwencji statej stymulacji komorki.

W przypadku niedrobnokomadrkowego raka ptuca mutacje w genie KRAS wystepuja
z czestoscig okoto 30%. Zmiany te spotyka sie szczegdlnie czesto u oséb palacych.
W genie KRAS wariant p.Gly12Cys (nazwa zwyczajowa G12C) jest wykrywany u okoto
18% pacjentow. Wariant ten jest markerem predykcyjnym dla zastosowania inhibitora
GTPazy blokujacego biatko KRAS G12C u pacjentow z NDRP, u ktérych zidentyfikowano
ten wariant.

4.5.2.9. Fuzje NRG1

»

»

»

Neuregulina, kodowana przez gen NRG1, jest czynnikiem wzrostu i ligandem receptoréw
ErbB3i ErbB4. Fuzje genu NRG1 (neuregulina 1) petnia role silnego onkogenu i prowadza
do nadekspresji biatka sygnalizacyjnego.

Fuzje NRG1 wystepuja rzadko w ogdlnej populacji pacjentow z niedrobnokomaorkowym
rakiem ptuca (<1% pacjentow), gtdwnie w inwazyjnym gruczolakoraku sluzowym i pa-
cjentow z negatywnym wywiadem nikotynowym.

Fuzje NRG1 wystepujg w wielu wariantach z réznymi partnerami fuzyjnymi, sg to m.in.:
CD74::NRG1,SDC4::NRG1, ATP1B1::NRG1, SLC3A2::NRG1, CD99::NRG1.

4.5.2.10. Fuzje NUTM1- czynnik prognostyczny w raku ptuca

»

Raki ptuca z fuzjg NUTM1 sg rzadkie (<1%) jednak ze wzgledu na agresywny przebieg
kliniczny klasyfikowane sg jako odrebna jednostka chorobowa NUT-carcinoma (ICD-O
8023/3).
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» Obecnos¢ fuzji NUTM1 jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym zwigzanym
z duzg dynamika choroby wymagajaca agresywnego leczenia.

» Fuzje NUTM1 zgenami BRD (BRD4::NUTM1iBRD3::NUTM1) stanowa okoto 80% warian-
téw fuzyjnych. Inne geny uczestniczace w fuzjach z NUTM1 to NSD3, ZNF532, ZNF592.

» W diagnostyce fuzji NUTM1 stosuje sie przede wszystkim panele NGS ukierunkowane na
wykrywanie genéw fuzyjnych lub szerokie profilowanie genomowe (CGP).

4.5.2.11. Rola nowych biomarkeréw genetycznych (STK11, KEAP1, KRAS) w prze-
widywaniu odpowiedzi na immunoterapie w zaawansowanym NDRP

Dynamiczny rozwdj immunoterapii, zwtaszcza inhibitorow punktéw kontrolnych uktadu
immunologicznego, takich jak przeciwciata anty-PD-L1, istotnie zmienit standard leczenia
zaawansowanego niedrobnokomaérkowego raka ptuca (NDRP). Mimo to odpowiedz na lecze-
nie jest zréznicowana, a klasyczne biomarkery predykcyjne — ekspresja PD-L1 oraz obciagze-
nie mutacyjne guza (TMB) — nie w petni odzwierciedlajg ztozonos$¢ interakcji miedzy guzem
a mikrosrodowiskiem immunologicznym. W ostatnich latach rosngce znaczenie przypisuje
sie dodatkowym biomarkerom molekularnym, w szczegélnosci mutacjom w genach STK717,
KEAP1 oraz KRAS, ktére moga wptywac na skuteczno$¢ immunoterapii i rokowanie chorych.

STK11 (LKB1)

» Gen STK11 (znany réowniez jako LKB1) koduje kinaze serynowo-treoninowa zaangazo-
wang w regulacje metabolizmu komdrkowego, polaryzacji komdrek oraz odpowiedzi na
stres energetyczny. Mutacje w STK71 wystepuja u okoto 15-25% pacjentéw z gruczola-
korakiem ptuca i czesto wspotwystepujg z mutacjami w genie KRAS. Zaburzenia funkcji
STK11 sag zwigzane z tzw. ,,zimnym immunologicznie” fenotypem guza — niska infiltracja
limfocytoéw T, obnizona ekspresja gendw odpowiedzi interferonowej oraz zmniejszona
ekspresjg PD-L1. W licznych analizach retrospektywnych wykazano, ze obecnos¢ mu-
tacji STK11 koreluje z gorsza odpowiedzig na inhibitory PD-L1 oraz krétszym czasem
przezycia catkowitego u pacjentéw leczonych immunoterapia. Tym samym STK77 uzna-
wany jest za potencjalny negatywny biomarker predykcyjny skutecznosciimmunoterapii
w NDRP.

KEAP1

» Gen KEAP1 odgrywa kluczowa role w regulacji szlaku NRF2, ktéry odpowiada za od-
powiedz komorki na stres oksydacyjny. Mutacje KEAP1 prowadza do konstytutywnej
aktywacji NRF2, co sprzyja przezyciu komoérek nowotworowych, ich adaptacji meta-
bolicznej oraz opornosci na leczenie. W konteks$cie immunoterapii mutacje KEAP1 sa
wigzane z agresywniejszym przebiegiem choroby, gorszym rokowaniem oraz obnizong
skutecznoscig inhibitoréw punktéw kontrolnych. Podobnie jak w przypadku STK771, mu-
tacje w KEAP1 czesto wspdtistniejg z mutacjami KRAS i mogag modulowa¢ mikrosrodo-
wisko guza w sposoéb ograniczajacy skuteczno$¢ odpowiedzi immunologicznej. Obec-
nos$¢ mutacji KEAP1 bywa uznawana za czynnik prognostyczny niekorzystny, niezaleznie
od rodzaju zastosowanego leczenia systemowego.
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KRAS/KEAP1/STK11

»

»

W odréznieniu od STK71 i KEAP1, sama obecnos$é mutacji KRAS nie jest jednoznacz-
nie zwigzana z brakiem odpowiedzi na immunoterapie. W wielu analizach wykazano, ze
guzy z mutacjg KRAS charakteryzuja sie wyzszym TMB oraz wiekszg immunogennoscia,
co moze sprzyjac skutecznosci inhibitorow PD-L1. Jednak wspotwystepowanie mutaciji
KRAS z mutacjami STK71 lub KEAP1 istotnie pogarsza wyniki leczenia immunoterapia,
co podkresla znaczenie kompleksowej oceny profilu molekularnego, a nie pojedynczych
zmian genetycznych.

Whprowadzenie swoistych inhibitorow KRAS (np. dla mutacji G12C) dodatkowo kompli-
kuje algorytmy terapeutyczne i zwigksza znaczenie precyzyjnej diagnostyki genetycznej
na etapie rozpoznania choroby zaawansowane;j.

Znaczenie kliniczne i implikacje dla paneli NGS

»

»

Zgromadzone dane wskazuja, ze mutacje w genach STK71, KEAP1 oraz KRAS majg istot-
ne znaczenie prognostyczne i potencjalnie predykcyjne w kontekscie immunoterapii
w zaawansowanym NDRP. Ich obecno$¢ moze identyfikowaé podgrupy pacjentéw o gor-
szym rokowaniu oraz mniejszym prawdopodobienstwie uzyskania trwatej odpowiedzi na
leczenie inhibitorami punktéw kontrolnych. W zwigzku z tym zasadne jest, aby geny te
byty rutynowo uwzgledniane w rozszerzonych panelach sekwencjonowania nastepnej
generacji (NGS) stosowanych w diagnostyce zaawansowanego niedrobnokomérkowego
raka ptuca. Kompleksowa analiza molekularna pozwala nie tylko na identyfikacje zmian
kwalifikujacych do terapii celowanych, ale rowniez na lepsza stratyfikacje pacjentéw
pod katem immunoterapii oraz planowanie optymalnej strategii leczenia (monoterapia
vs. terapia skojarzona).

Integracja klasycznych biomarkeréw (PD-L1, TMB) z nowymi markerami genetycznymi,
takimijak STK11, KEAP1 i KRAS, stanowi krok w kierunku bardziej precyzyjnej i spersona-
lizowanej terapii zaawansowanego NDRP.

4.5.3. Sciezki diagnostyczne

»

Ze wzgledu na systematycznie wzrastajaca liczbe markerdéw, obecnie konieczng do oce-
ny metoda diagnostyki raka ptuca z wyboru jest sekwencjonowanie NGS. W przypadku
braku dostepu do sekwencjonowania NGS lub ograniczen zwiazanych z iloscig lub jako-
$cig materiatu tkankowego laboratorium prowadzi diagnostyke w oparciu o kombinacje
metod qPCR oraz FISH. Wybdr panelu NGS i badanych biomarkerdéw jest zalezny od ak-
tualnych programoéw lekowych w Polsce. Sugeruje sie wybieranie paneli o jak najszer-
szym zakresie badanych gendw, preferuje sie analize wszystkich w/w gendw, obligato-
ryjnie tych ktére sa w aktualnych programach lekowych.

Diagnostyka genetyczna umozliwia 2 Sciezki diagnostyczne wykorzystujace tylko NGS lub
NGS wspomagany gPCR i/lub FISH (Rys. 4.7.).

»
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Jednoczasowy NGS z obydwu kwaséw nukleinowych (DNA/RNA)

e \Wszystkie markery predykcyjne badane sg w tym samym czasie z uzyciem techno-
logii — NGS, ktéra moze analizowaé¢ obydwa kwasy nukleinowe. W przypadku pane-
lu gendéw do oceny zmian somatycznych w raku pluca zaleca sie izolacje DNA i RNA
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z tego samego materiatu i przygotowanie biblioteki NGS z DNA i RNA — cDNA wraz
zjednoczasowym sekwencjonowaniem obydwu bibliotek NGS. Zaletg jednoczasowe-
go sekwencjonowania bibliotek wykonanych z DNA i RNA/cDNA z komdrek nowotwo-
rowych raka ptuca jest mozliwos¢ jednoczasowego badania z jednej porcji materiatu
wielu klas mutacji EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2 (HER2), MET w tym fuzji genowych:
ALK, ROS1 RET, NTRK1/2/3, HER2, MET, NRG1. Jednoczasowy NGS i badanie FISH
z tego samego materiatu, jezeli jest to mozliwe. Wszystkie markery predykcyjne bada-
ne sg w tym samym czasie z wykorzystaniem réznych technik takich jak: gPCR, FISH -
w zaleznosci od materiatu, dostepnosci technologii, aparatury i kompetencji zespotu
badawczego. Wadga jest dostepnos¢é minimum 50 komdrek nowotworowych na ba-
dania FISH, trudnosci przeprowadzenia wszystkich analiz biomarkeréw z materiatu
drobinowego czy cytologicznego. Natomiast zaletg jest mozliwos¢ przeprowadzenia
badania w trybie CITO w przeciggu 2-3 dni od otrzymania materiatu biologicznego,
niski koszt aparatury i ich eksploatacji, niski koszt odczynnikéw oraz mniejsza pra-
cochtonnoscé.

Rak ptuca (NDRP) - diagnostyka molekularna

jednoczasowa

BTSN T

Sekwencjonowanie panelowe (DNA, RNA)

badanie mutacji/rearanzacji w genach: Badanie mutacji i rearanzacji
EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2 (HERZ2), MET, ALK, w genach EGFR, KRAS, ALK, ROST i RET.
ROST, RET, NTRK1/2/3.

Rys. 4.7. Molekularne Sciezki diagnostyczne raka ptuca

4.5.4. Metody

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)

» Panele NGS dedykowane do badania raka ptuca sag ukierunkowane przede wszystkim na
ocene wariantéw genetycznych w postaci zmian pojedynczych nukleotydéw oraz matych
delecji/insercji w takich genach jak EGFR, BRAF, KRAS, HER2 oraz fuzji genowych w ge-
nach ALK, ROS1, NTRK, RET, NRG1, czy réznych wariantow fuzyjnych lub splicingowych
w genie MET. Zmiany oceniane moga by¢ na poziomie RNA i DNA. Nalezy podkresli¢, ze
w przypadku identyfikacji fuzji genowych obecnie ztotym standardem jestich identyfika-
cja metodg NGS na poziomie RNA. Podstawowe zalety przemawiajgce za identyfikacja
fuzji genowych metodg NGS to: wysoka czutosc¢ i specyficznos$é¢, mozliwosé identyfikacji
wielu fuzji genowych w jednym badaniu, mozliwos¢ identyfikacji partneréw fuzyjnych
oraz doktadnych miejsc peknie¢ u zidentyfikowanych partneréw fuzyjnych, mozliwosc
oceny czy fuzja zawiera sie w ramce odczytu (czy jest wariant patogenny — funkcjonalny,
czy niefunkcjonalny bez znaczenia klinicznego).

» Gtebokos$¢ sekwencjonowania: w przypadku zmian somatycznych badane regiony po-
winny by¢ odczytane nie mniej niz 250 razy. Rekomendowane jest, aby generowane od-
czyty byty na poziomie 500. Przy takim pokryciu przyjmuje sie, ze warianty zidentyfikowa-
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ne na poziomie nie mniejszym niz 5% (VAF = 5%) mozna uznac¢ za wiarygodne.



-] Diagnostyka genetyczna nowotwordw litych w praktyce

76

»

Rekomendowane jest zastosowanie testow CE-IVD. W przypadku odczynnikéw RUO mo-
gacych generowacé wyniki fatszywie pozytywne dla wariantéw fuzyjnych, dobra praktyka
laboratoryjng i elementem kontroli wewnetrznej laboratorium jest potwierdzanie inng
metoda gdy identyfikowany jest rzadki wariant, lub nieraportowany dotad wariant fuzyj-
ny. Do potwierdzania takich zmian zwykle stosuje sie sekwencjonowanie bezposrednie
metodg Sangera, ktére moze weryfikowac warianty na DNA lub ztgcza fuzyjne na cDNA.

gqPCR - ocena statusu genéw na poziomie DNA (EGFR, KRAS, BRAF, HER2, inne)

»

»

W przypadku genu EGFR izolaty DNA analizowane sa pod katem obecnosci wariantow
aktywujacych — ocena minimum 29 najczestszych wariantéw w eksonach 18, 19, 20
i 21. Test powinien identyfikowac¢ warianty genetyczne w genie EGFR wystepujace z cze-
stoscig wieksza niz 1% wszystkich mutacji wystepujacych w tym genie. W przypadku
genu BRAF test powinien identyfikowaé¢ minimum wariant p.Val600Glu. W przypadku
genu KRAS identyfikowane powinny by¢ warianty w kodonach 12 i 13, a w szczegdélno-
$ci wariant p.Gly12Cys. W przypadku genu HERZ2 identyfikowane powinny by¢ insercje
w eksonie 20. Rekomendowane jest zastosowanie testow CE-IVD.

W przypadku zastosowania testéw qPCR do identyfikacji fuzji genowych z udziatem ta-
kich gendéw jak ALK, ROS1, RET, NTRK analiza musi bazowa¢ na ocenie RNA, a test powi-
nien identyfikowa¢ typowe ztgcza fuzyjne dla wymienionych genow.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

»

»

W przypadku molekularnej analizy cytogenetycznej rearanzacji ALK czy ROS1 przez
hybrydyzacje fluorescencyjng in situ z uzyciem sond dla koncow 3’ i 5’ genu- potgczone
sygnaty (zielone i czerwone lub widoczne jako z6tte) wskazujg na prawidtowy locus ALK
czy ROST1; a rozdzielony czerwony i zielony sygnat wskazuje na rearanzacje ALK czy
ROS1. Wynikiem pozytywnym jest rowniez obecnos¢ izolowanego sygnatu 3’. Obecnosé
rearanzacji mozna stwierdzi¢, jesli obserwuje sie pozytywny sygnat fluorescencyjny
w >50% z 50 czytelnych komdrek nowotworowych lub w przypadkach niejednoznacznych
w =>15% ze 100 analizowanych komdérek nowotworowych.

Obecnie metody molekularne jak NGS wypierajg metode FISH.

4.5.5. Materiat

Do badan molekularnych wykorzystuje sie nastepujgcy materiat tkankowy lub komorkowy:

e bloczki parafinowe (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE),
e cytobloki,

* niebarwione preparaty histopatologiczne,

* niebarwione preparaty cytologiczne (rozmazy).

Materiat biologiczny przeznaczony do badan genetycznych jest kwalifikowany przez

lekarza specjaliste w dziedzinie patomorfologii. Patomorfolog dokonuje wyboru najbardziej

reprezentatywnego obszaru nowotworu, okresla procentowy udziat utkania nowotworowego

oraz wskazuje zakres materiatu przeznaczonego do izolacji kwaséw nukleinowych lub do

dalszych analiz molekularnych. Rodzaj materiatu i wymagania jakosciowe zaleza od techniki

molekularnej:
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a) Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)

Materiatem do badania jest DNA i/lub RNA izolowane z:
* bloczka parafinowego (FFPE),
e materiatu cytologicznego (w tym cytobloku).

Wymagania jakosciowe:
» Minimalna zawartos$¢ utkania nowotworowego w analizowanym materiale: 220%.

» llo$¢ kwasow nukleinowych wymagana do analizy (w zaleznosci od zastosowanego ze-
stawu diagnostycznego): okoto 10-200 ng.

» llosciowag ocene DNA/RNA nalezy przeprowadza¢ z wykorzystaniem metody fluoryme-

trycznej, opartej na specyficznych barwnikach wigzacych kwasy nukleinowe.

b) Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)

Materiat do badania stanowi:

e wycinek tkankowy w postaci bloczka parafinowego (FFPE),
e materiat cytologiczny pobrany podczas zabiegu chirurgicznego.

Wymagania jakosciowe:

» Minimalna zawarto$¢ komadrek nowotworowych w materiale przeznaczonym do analizy:
=25%.

» W przypadku testéw wykorzystujacych RNA jezeli zestaw diagnostyczny nie zawiera we-
wnetrznej kontroli jakosci i integralnosci RNA/cDNA, nalezy przeprowadzi¢ ocene inte-
gralnosci RNA metoda elektroforezy lub inng zwalidowang metoda.

c) Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Materiat do badania stanowi:

* niebarwione preparaty histopatologiczne,
* niebarwione preparaty cytologiczne (rozmazy).

Wymagania jakosciowe:

» Grubosé skrawkoéw ustalana jest zgodnie z wewnetrzng procedurg walidacyjnag dla
metody FISH.

» Standardowa grubos$¢ preparatu wynosi 4-6 pm.

4.5.6. Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik powinien byé uzyskany w jak najkréotszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien
przekracza¢ od momentu otrzymania materiatu:

¢ 10 dniroboczych dla metody gPCR oraz sekwencjonowania Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS,
e 10 dniroboczych dla FISH.
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4.5.7. Rak ptuca - uzupetnienie diagnostyki genetycznej o badanie ctDNA

Podstawa diagnostyki genetycznej w kwalifikacji do terapii celowanych jest pobranie préb-
ki tkanki guza w postaci biopsji lub materiatu pooperacyjnego (bloczek parafinowy), ocenio-
nego pod wzgledem zawartosci komdrkowej przez patologa, a nastepnie wykonanie badania
genetycznego dla zmian nabytych (somatycznych). Obecnie coraz czesciej ocene biomar-
keréw molekularnych wpomagajgca postawienie odpowiedniej diagnozy lub umozliwiajaca
kwalifikacje do terapii celowanej mozna wykonac z biopsji ptynnej. Biopsja ptynna jest mini-
malnie inwazyjng procedurg, polegajaca na pobraniu ptyndéw ustrojowych (krew obwodowa,
mocz, ptyn z optucnej, ptyn moézgowo-rdzeniowy) pozwalajacg na ocene wolnkokrazgcego
DNA (cell free DNA, cfDNA) uwalnianego z komorek podczas ich rozpadu. W przypadku ko-
morek nowotworowych wolnokrazace DNA z biopsji ptynnej jest okreslane jako wolnokrazgce
nowotworowe (ang. circulating tumor DNA, ctDNA). W rozpoznaniu raka ptuca zastosowanie
znajduje biopsja ptynna z krwi obwodowe;.

Ptynna biopsja ma zastosowanie w badaniach przesiewowych nowotworéw, okreslaniu
stopnia zaawansowania nowotworu, charakteryzowaniu heterogeniczno$ci wewnatrznowo-
tworowej, monitorowaniu progresji nowotworu i odpowiedzi na terapie w celu dobrania zin-
dywidualizowanego leczenia. W odniesieniu do raka ptuca, najwieksze zastosowanie znajdu-
je badanie ctDNA w zaawansowanych stadiach NDRP pozwalajgc na ocene wariantéw typu
SNV genu EGFR umozliwiajgc zakwalifikowanie pacjenta do terapii inhibitorami kinazy tyrozy-
nowej EGFR (ang. tyrosine kinase inhibitors, TKIs). Szczegdlnie istotne jest to w przypadku bra-
ku materiatu pooperacyjnego (bloczka parafinowego) lub niediagnostycznego wyniku z tkanki.
Dodatkowo ptynna biopsja pozwala na ocene wariantéw genu EGFR predysponujgcych do
opornosci pojawiajacej sie w trakcie terapii ukierunkowanej w trakcie terapii inhibitorami TKI
I'ill generaciji.

Zgodnie z aktualnymi zaleceniami NCCN NDRP (1) zalecane jest profilowanie molekular-
ne pod katem zmiany p.Thr790Met (T790M) w genie EGFR oraz innych wariantéw opornosci po
zaobserwowaniu progresji choroby u pacjentéw z NDRP, u ktérych wczesniej wykryto soma-
tyczny, aktywujgcy wariant tego genu i zastosowano terapie inhibitorami kinazy tyrozynowej
EGFR. NCCN zaleca zastosowanie TKI Il generacji jako kolejna opcje terapeutyczng dla pa-
cjentéw z przerzutowym NDRP i wariantem p.Thr790Met po zaobserwowaniu progresji choro-
by podczas stosowania niektérych TKIs EGFR (li Il generacji).

Zgodnie z wytycznymi NCCN z 2024r mozna wykonywac¢ kompleksowe profilowane ge-
nomowe (EGFR, KRAS, ALK, ROS1, BRAF, NTRK1/2/3, MET, RET, ERBB2) zaréwno z tkanki jak
i biopsiji ptynnej.

Schemat opracowany w ujeciu wytycznych NCCN, ESMO, ASCO, IASLC z 2022r, wskazuje
na mozliwos¢ zastosowania biopsji ptynnej u pacjentéw z zaawansowana chorobg w sytu-
acji, gdy materiat tkankowy ulegt skrojeniu lub zawiera niewystarczajacag ilo§¢ materiatu no-
wotworowego (% utkania nowotworowego) do badania. Ponadto ctDNA jako narzedzie z wy-
boru powinno by¢ zastosowane u pacjentéw u ktérych doszto do progresji po zastosowaniu
inhibitoréw kinaz.

Kazdorazowo przy uzyskaniu wyniku ujemnego wskazana jest rebiopsja z tkanki.

Opisano rowniez rzadkie przypadki wykrycia wariantéw genu KRAS niezwigzanych z nowo-
tworem (klonalna hematopoeza), co sugeruje ostroznos¢ w interpretacji tych wynikdéw.
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Dlatego tez zastosowanie badania krazagcego DNA nowotworowego mozna rozwazy¢
w okreslonych okolicznosciach klinicznych:

A. ze wzgledu na stan pacjenta, ktdry uniemozliwia inwazyjne pobranie probki tkanki

B. w przypadku braku wystarczajagcej ilosci tkanki do analizy molekularnej

C.w przypadku badan klinicznych - badanie ctDNA osocza jest uzytecznym, minimalnie
inwazyjnym testem, ktéry mozna wykorzysta¢ do oceny wielu mutacji genoéw w tym: ALK,
BRAF, EGFR, HER2, MET, RET, ROS1 i innych, ktdre nie zostatyby zidentyfikowane u pa-
cjentow z przerzutowym NDRP, a moga kwalifikowac¢ do dalszej terapii, w tym do terapii
eksperymentalnych

Badanie ctDNA powinno by¢ wykonane z wykorzystaniem zwalidowanego testu diagno-
stycznego. Ponizej podano kluczowe kwestie przedanalityczne zwigzane z badaniem muta-
cjiw ctDNA w NDRP (zmodyfikowane zalecenia wedtug ESMO 2022).

1. Pobranie krwi obwodowej w celu wykrycia wariantow genowych w ctDNA

» Maksymalny czas od pobrania krwi powinien wynosi¢ 0,5 godziny dla probéwek z EDTA
oraz do 5 dni dla dedykowanych probéwek ze stabilizatorem K3EDTA.

» Objetos¢ pobranej krwi powinna wynosi¢ do 10 ml.

2. Przechowywanie osocza do badania ctDNA

» Uzyskane osocze bezkomdérkowe powinno by¢ przechowywane w temperaturze -80°C
(w suchym lodzie na czas transportu), przy czym dtugoterminowa stabilnos¢ DNA w oso-
czu wykazano w temperaturze -80°C.

3. Uwagi dotyczace probowek wykorzystywanych do badania oraz przechowywania
ctDNA
» Krew nalezy pobiera¢ do odpowiednich probdéwek, aby zapobiec lizie komérek jadrza-
stych krwi.

» Probowki dedykowane do pobierania materiatu ctDNA w zaleznosci od producenta
moga stabilizowa¢ ctDNA maksymalnie do 14 dni w temperaturze pokojowej (18-25°C).
Doswiadczenia uzytkownikéw wskazuja jednak, ze im krétszy jest czas przechowywania
i transportu do laboratorium tym lepsze uzyskuje sie wyniki badania genetycznego. Zale-
ca sie, aby prébke przechowywaé po pobraniu od 3 do 5 dni. W celu uzyskania najlepsze;j
jakosci i wydajnosci ctDNA zalecana izolacja materiatu w dniu dostarczenia prébki.

» Krew pobrana na antykoagulant (EDTA) wymaga natychmiastowego przetwarzania (od-
dzielenie osocza od pozostatych elementéw krwi)

» W miare mozliwosci nalezy unika¢ powtarzajgcych sie cykli zamrazania i rozmrazania
wyizlowanego ctDNA a juz bezwarunkowo nie nalezy rozmraza¢ wielokrotnie osocza
przed wykonaniem izolacji cfDNA.
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4.6. Nowotwory wieku dzieciecego

»

»

»

»

W skali kraju kazdego roku diagnozowanych jest okoto 1000-1200 dzieci z nowotworami
litymi.

Profil zmian molekularnych wystepujgacych w nowotworach wieku dzieciecego w istot-
ny sposoéb rézni sie od profilu zmian obserwowanych w nowotworach diagnozowanych
u dorostych. Stad bezposrednia ekstrapolacja wiedzy i doswiadczenia w zakresie mar-
keréw molekularnych opracowanych i stosowanych w onkologii oséb dorostych na grunt
onkologii pediatrycznej nie jest mozliwa.

Wiedza na temat specyficznych dla nowotwordéw wieku dzieciecego zmian genetycz-
nych, obecnych w komdérkach nowotworowych (markeréw somatycznych) jak i zmian
germinalnych, jest uzyteczna na wszystkich etapach procesu diagnostyczno-terapeu-
tycznego:

e znane s3g juz markery genetyczne specyficzne dla poszczegblnych typow histologicz-
nych nowotwordw, ktére umozliwiajg postawienie wtasciwego rozpoznania (grupa
markeréw diagnostycznych),

e identyfikowane sa markery molekularne korelujgce ze stopniem ztosliwosci nowo-
twordw, umozliwiajgce ocene przebiegu choroby i rokowanie (grupa markeréw pro-
gnostycznych) jak réwniez umozliwiajgce oceneg skutecznosci podejmowanych tera-
pii (grupa markeréw predykcyjnych),

e ocenie podlegajg réwniez zmiany molekularne identyfikowane w materiale genetycz-
nym pochodzacym z krwi obwodowej pacjentéw (zmiany germinalne); umozliwiaja
one okreslenie czy wystapienie danego nowotworu byto wynikiem obecnosci defektu
molekularnego (grupa markeréw predysponujacych),

e obecnie najwieksze nadzieje poktada sie w markerach molekularnych umozliwiaja-
cych kwalifikacje pacjentéw do terapii celowanej.

Diagnostyka powinna mie¢ charakter zintegrowany (uwzglednia¢ cechy histopatologicz-
ne oraz profil molekularny danego nowotworu) i by¢ prowadzona zgodnie z aktualnymi
klasyfikacjami WHO. Zaleca sie rowniez omawianie uzyskanych wynikéw badan oraz da-
nych klinicznych pacjenta w zespole interdyscyplinarnym (tzw. Molecular Tumor Board)
w celu wypracowania optymalnych standardéw diagnostycznych i terapeutycznych.

4.6.1. Epidemiologia

»

»

Choroby nowotworowe wieku dzieciecego stanowig drugg co do czestosci przyczy-
ne zgondéw w populacji pediatrycznej. Wystepuja one z czestosciag 2-5 przypadkdéw na
100 000 dzieci do 15 roku zycia. Stanowig 0,8% nowotworow catej populacji. Nowotwory
lite stanowig okoto 60% wszystkich nowotwordéw ztosliwych wieku dzieciecego.

Miedzynarodowa klasyfikacja nowotworéw dzieciecych (International Classification of
Childhood Cancer — ICCC, trzecia edycja ICD-0-3/IARC 2017) wyrdznia szerokie spek-
trum dzieciecych nowotworoéw litych:

Nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) inne nowotwory wewnatrzczasz-
kowe i wewnatrzrdzeniowe (~ 20-23%)*,

Nerwiak zarodkowy (neuroblastoma) i inne nowotwory uktadu wspodtczulnego
(8-10%)*,
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3. Nowotwory nerek, w tym guz Wilmsa (7-8%%*),

4. Nowotwory ztosliwe kosci, w tym kostniakomiesak i miesak Ewinga (~7%%*),

5. Miesaki tkanek miekkich i inne migsaki pozakostne (~7%%*),

6. Nowotwory z pierwotnych komérek rozrodczych (3-6% ),

7. Nowotwory watroby w tym watrobiak zarodkowy — hepatoblastoma (0,5-2%),
8. Siatkéwczak (2,5-3%)*,

9. Inne nowotwory ztosliwe pochodzenia nabtonkowego i czerniak ztosliwy (<1%),
10.Inne i nieokreslone nowotwory ztosliwe.

*wszystkich nowotwordw ztosliwych wieku rozwojowego

» Od potowy lat siedemdziesigtych odsetek wyleczen wigkszosci guzow litych wieku dzie-
ciecego wzrost az 0 50%. Obecnie trwate wyleczenie uzyskuje sie u ponad 80% pacjen-
téw. Niemniej wciaz obserwowana wysoka smiertelno$¢ w grupie dzieci z nowotworami
o wysokim stopniu ztosliwosci wskazuje na pilng potrzebe modyfikacji algorytmow po-
stepowania diagnostyczno-terapeutycznych uwzgledniajacych ocene markeréw gene-
tycznych, umozliwiajgcych m.in. wdrozenie terapii celowanej mogacej przyczynic sie do
poprawy efektywnosci leczenia.

4.6.2. Markery genetyczne

Celem niniejszego opracowania jest wskazanie markeréw genetycznych, kluczowych dla
postepowania diagnostyczno-terapeutycznego w nowotworach litych wieku dzieciecego. Re-
komendacje przygotowano na podstawie protokotéw terapeutycznych, wytycznych miedzy-
narodowych komitetéw i towarzystw naukowych oraz przegladu aktualnego pismiennictwa.
W prezentowanych tabelach dla wskazanych markeréw okreslono uzytecznos¢ kliniczng (KU):

KU:

¢ R (rutynowy/standard);
e E (rozszerzony - w wybranych sytuacjach / MTB);
e B (badawczy).

Typ:
e Dx (diagnostyczny/klasyfikacja do konkretnego typu nowotworu);
¢ Px (rokowniczy/stratyfikacja ryzyka);
e Tx (predykcyjny — kwalifikacja do terapii).

Dla markeréw Tx: T1 = terapia zarejestrowana/rekomendowana (AMP Tier |; zwykle ESCAT
I-1l), T2 = terapia w badaniach klinicznych/off-label (AMP Tier II; zwykle ESCAT IlI-1V).

Uwaga: klasyfikacja KU dotyczy przydatnosci w diagnostyce klinicznej; ocena akcyjnosci
Tx wymaga kazdorazowo weryfikacji w MTB i aktualnych protokotach.

4.6.2.1. Nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego

» Nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) zajmujg drugie miejsce po bia-
taczkach pod wzgledem czestosci wystepowania i sg najczestsza przyczyng zgonow
z powodu nowotworéw u dzieci. W Polsce rocznie rozpoznaje sie ok. 220-240 nowych
zachorowan. Ponadto, pacjenci wyleczeni z nowotworu moézgu maja ciezkie odlegte na-
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»

»

»

»

Jest to najlepiej poznana pod wzgledem molekularnym grupa nowotworéw litych wie-
ku dzieciecego. To wtasnie w przypadku nowotworéw madzgu takich jak np. rdzeniak
zarodkowy (medulloblastoma, MDB) wyniki badan z zakresu transkryptomiki i geno-
miki, po raz pierwszy przyczynity sie do zdefiniowania podgrup molekularnych, kto-
rych identyfikacja ma konkretne przetozenie na postepowanie kliniczne (np. podgrupa
z aktywacja szlaku Wnt (MDB typ molekularny WNT) zwigzana jest z lepszym rokowa-
niem i redukcjg dawki naswietlania, co przyczynia sie do zmniejszenia dtugotermino-
wych skutkéw prowadzonej terapii).

Aktualne podejscie (WHO CNS, 2021 oraz kolejne aktualizacje cIMPACT-NOW) opiera
sie na zintegrowanej diagnozie (pod uwage brane sg cechy histopatologiczne oraz pro-
fil. molekularny danego nowotworu). W diagnostyce nowotworéw OUN rekomenduje
sie rutynowg ocene zmian definiujgcych jednostke (m.in. fuzje, amplifikacje, zmiany
w genach kodujacych histony) oraz w przypadkach niejednoznacznych lub o rozbieznej
morfologii zastosowanie catogenonowego profilowania metylomu DNA jako narzedzia
klasyfikacyjnego i pomocniczego w réznicowaniu.

Obserwowany jest wzrost liczby lekéw ukierunkowanych molekularnie. Wybér optymal-
nej terapii bezwzglednie wymaga oceny obecnosci badz braku okreslonych zmian gene-
tycznych.

Zestaw markerdw genetycznych o istotnym znaczeniu klinicznym dla pediatrycznych no-
wotworow osrodkowego uktadu nerwowego zamieszczono w ponizszej tabeli.

Tabela 4.8. Markery molekularne - nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego wieku
rozwojowego

Marker
Geny/ charakterystycznie Marker prognostyczny

Typ nowotworu zmienione profile
molekularne

(rokowniczy),
predykcyjny,
predysponujacy

diagnostyczny

Gliomas, glioneuronal tumors, and neuronal tumors

* MYB KU: R/Px

Diffuse * MYBL1 Zmiany z udziatem

astrocytoma, ¢ IDH-wild type (IDH1, IDH2) . . : .
MYB- or MYBL1- * H3-wild type KU: R/Dx genow MYBi MYB”'
altered (H3-3A, HIST1H3B korzystny czynnik
HIST1H3C) rokowniczy
MYB (najczescie fuzi KU: R/Px
; - o najczesciej fuzja
Angiocentric glioma MYB::QIJ<I) gsclejiuz) KU: R/Dx Korzystpy czynnik
rokowniczy
Pediatric-type KU: E/Tx(T2)
d’ffzse ;‘?W' Polymorphous Potencjalne cele dla
graade gliomas low-grade * BRAF KU: R/Dx inhibitoréw kinaz
neuroepithelial * FGFR2/3 : tyrozynowych
tumor of the young (w zaleznosci od
wykrytej zmiany)
KU: E/Tx(T2)
Diffuse low-grade Potencjalne cele dla
glioma, * FGFR1 inhibitoréw kinaz
KU: R/Dx
MAPK pathway- * BRAF tyrozynowych
altered (w zaleznosci od

wykrytej zmiany)




Typ nowotworu
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Geny/ charakterystycznie

zmienione profile
molekularne

Marker

diagnostyczny

Marker
prognostyczny
(rokowniczy),
predykcyjny,
predysponujacy

* H3-3A, HISTTH3B,
HIST1H3C: p.K28M

KU: R/Px; E/Tx(T2)

Patogenne warianty
w genach kodujacych

Diffuse midline « TP53 histonH3.3-
glioma, * ACVR1 Ku:R/Dx  niekorzystny czynnik
H3 K27-altered * PDGFRA rokowniczy.
e« EGFR Potencjalne cele dla
o EZHIP terapii celowanej
(w zaleznosci od
wykrytej zmiany)
KU: R/Px
_3A: MGMT - korzystny
Diffuse hemispheric : I;gsgA.p -G35RV czynnik
. . glioma, o ATRX KU: R/Dx prognostyczny
P?dlatrlcl-type H3 G34-mutant o MGMT zwigzany z wigksza
diffuse high- wrazliwoscig na
grade gliomas temozolomid
Diffuse_} pediatric- « IDH-wild type (IDH1, IDH2) KU: E/Tx(T2)
t};pe high-grade H3-wild type (H3-34, Potencjalne cele dla
i’;ma type and HIST1H3B HIST1H3C) terapii celowanej
IDH-wild type : I";DngRA KU: R/Dx (w zale;noég:i od
(podgrupy « EGFR wykrytej zmiany)
pedRTK1, pedRTK2, ® (ocena metylomu)
pedMYCN)
KU: E/Tx(T1)
* NTRK1/2/3 Potencjalny cel dla
Infant-type * ALK KU: R/Dx inhibitoréw kinaz
hemispheric glioma ¢ ROS1 : tyrozynowych
* MET (w zaleznosci od
wykrytej zmiany)
KU: R/Px; E/Tx(T1)
Potencjalne cele dla
* KIAA1549::BRAF inhibitoréw kinaz
. . * BRAF KU: R/Dx tyrozynowych
apgg_?é ii?oma e NF1 (w zaleznosci od
¢ fuzje z udziatem genéw wykrytej zmiany)
NTRKT i NTRK2 KIAA1549::BRAF -
korzystny czynnik
prognostyczny
¢ IDH-wild type (IDH1/IDH2) KU: E/Tx(T2)
: tl)rgk_implmka{cn EGN,I::PK Potencjalne cele dla
High-grade zf(,')svzmae f‘é%}‘;‘?gtgwme inhibitoréw kinaz
astrocytoma with fuzje) N'F1 KU: R/Dx tyrozynowych
piloid features R AT.‘%’X, (w zaleznosci od
. wykrytej zmiany)
Circumscribed CDKN2A/B,
astrocytic e ocena metylomu
gliomas KU: E/TX(T2)
Potencjalne cele dla
Pleomorphic * BRAF KU: R/Dx inhibitoréw kinaz
xanthoastrocytoma * CDKN2A/B . tyrozynowych
(w zaleznosci od
wykrytej zmiany)
KU: E/Tx(T2)
Subependymal giant ¢ TSC1 KU: R/Dx Potencjale cele dla
cell astrocytoma e 7SC2 : inhibitoréw szlaku
mTOR
Astroblastoma, KU: R/Px
MN1-altered ;
I . Korzystny czynnik
* MNT (gtownie fuzja z KU: R/Dx rokowniczy

BEND2)
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Typ nowotworu

Geny/ charakterystycznie

zmienione profile
molekularne

e Sciezka sygnalna MAPK:
* BRAF

Marker

diagnostyczny

Marker
prognostyczny
(rokowniczy),
predykcyjny,
predysponujacy
KU: E/Tx(T1)
Potencjalne cele dla

* RAS LT
Ganglioglioma « FGFR1/2 KU: R/Dx 't;:g:;tr? :\jv";,' Ckr']”az
* RAF1 &
« NTRK2 (w ialtezrlosgl od
o NF1 wykrytej zmiany)
Desmoplastic KU: E/TX(T2)
infantile Potencjalne cele dla
ganglioglioma e Sciezka sygnatowa MAPK: KU: R/Dx inhibitoréw kinaz
/ desmoplastic gtéwnie BRAF ' tyrozynowych
infantile (w zaleznosci od
astrocytoma wykrytej zmiany)
KU: E/Tx(T2)
Dysembryoplastic Potencjalne cele dla
neuroepithelial * FGFR1 KU: R/Dx inhibitoréw receptora
tumor kinazy tyrozynowe;j
FGFR1
) KU: E/Tx(T2
Glioneuronal « FGFR1 ) (12)
and neuronal  Rosette-forming « PIK3CA KU: R/D Potencjalne cele
tumors glioneuronal tumor PR terapeutyczne
* NF1 (w zaleznosci od
wykrytej zmiany)
Myxoid glioneuronal PDGFRA KU: R/Dx _
tumor
* $ciezka sygnatowa KU: E/Tx(T2)
Diffuse MAPK, gtownie fuzja Potencjalne cele dla
leptomeningeal ° :Z/:gfz‘;?:{;Bgffkturalne KU: R/Dx nhibitorow kinaz
glioneuronal tumor ) tyrozynowych
1p (w zaleznosci od
* (ocena metylomu) wykrytej zmiany)
Dysplastic
cerebellar
gangliocytoma * PTEN KU: R/Dx -
(Lhermitte-Duclos
disease)
e IDH-wild type (IDH1,
Extraventricular IDH2), X
neurocytoma FGFR (FGFR1::TACC1 KU: R/Dx -
fusion)
Ependymal tumors
. KU: R/Px
Supratentorial . .
ependymoma, ZFTA ZFTA::RELA Ku:R/Dx  Fuzjiazudziatem genu
fusion-positive ZFTA - niekorzystny
. czynnik rokowniczy
Supratentorial
ependymoma KU: R/Px
Supratentorial Fuzja z udziatem
ependymoma, YAP1 e YAP1::MAMLD1 KU: R/Dx genu YAP1 -
fusion-positive korzystny czynnik
prognostyczny
Posterior fossa e globalna redukcja H3 KU: R/Px
ependymoma, K27me3 KU: R/Dx Niekorzystny czynnik
group PFA * (ocena metylomu) rokowniczy
Posterior fossa
ependymoma ) e H3 K27me3 KU: R/Px
Posterior fossa A . o
(utrzymanie poziomu . Korzystne czynniki
ependymoma, " KU: R/Dx .
metylacji) rokownicze
group PFB
* (ocena metylomu)
Spinal KU: R/Px
Spinal pina o NF2 MYCN - niekorzystny
ependymoma ependymoma, « MYCN KU: R/Dx czynnik

MYCN-amplified

prognostyczny




Typ nowotworu

Diagnostyka genetyczna nowotwordw litych w praktyce

Marker
prognostyczny
(rokowniczy),
predykeyjny,
predysponujacy

Geny/ charakterystycznie
zmienione profile
molekularne

Marker
diagnostyczny

Choroid plexus tumors

Choroid plexus

KU: R/Px; E/Tx(T2)
Niekorzystny czynnik

* TP53 rokowniczy zwigzany

carcinoma z ograniczeniem
wskazan do
radioterapii
Embryonal tumors
KU: R/Px
Medulloblastoma, e CTNNB1 KU: R/D -
WNT-activated s APC : % Korzystpe Gzynniki
rokownicze
o TP53-wild type KU: R/Px; E/Tx(T2)
* PTCH1 Potencjalne cele dla
Medulloblastoma, s SUFU inhibitoréw szlaku
SHH-activated and  * SMO KU: R/Dx SHH.
TP53-wild type * MYCN Niekorzystne czynniki
* GLI2 rokownicze (MYCN)
® (ocena metylomu)
Medulloblasto-
mas, molecularly e TP53 KU: R/Px; E/Tx(T2)
defined e PTCH1 Potencjalne cele dla
Medulloblastoma, e SUFU KU: R/Dx inhibitoréw szlaku
SHH-activated and ~ * SMO SHH.
TP53-mutant * MYCN Niekorzystne czynniki
e GLI2 rokownicze (TP53,
* (ocena metylomu) MYCN)
* MYC
Medulloblastoma, * MYCN .
non-WNT/non-SHH PRDM6 KU: R/Dx .
* (ocena metylomu)
KU: R/Px
SMARCB1 -
Atypical teratoid/ : g%ﬁggﬁ; KU: R/Dx nieko rzystny czynnik
rhabdoid tumor Al rokowniczy,
® rearanzacje chrom. 22 SMARCA4 -
niekorzystny czynnik
rokowniczy
Othber CNSI Embryonal tumor
f’" ryona with multilayered ~ » C19MC, DICERT KU: R/Dx -
umors rosettes
CNS
neuroblastoma, * FOXR2 KU: R/Dx -
FOXR2-activated
CNS tumor with KU: R/Px
BCOR internal * BCOR KU: R/Dx Niekorzystny czynnik
tandem duplication rokowniczy
Pineal tumors
. * RB1 .
Pineoblastoma « DICER1 KU: R/Dx -
Desmoplastic
myxoid tumor of
the pineal region, e SMARCB1 KU: R/Dx -

SMARCB1-mutant
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4.6.2.2. Nerwiak zarodkowy wspétczulny (neuroblastoma - NBL)

» Najczestszy nowotwor wspoétczulnego uktadu nerwowego (97%) i najczestszy nowotwor
w okresie niemowlecym; mediana wieku rozpoznania wynosi 17 miesiecy. Odpowiada
za 15% zgondéw z powodu choroby nowotworowej u dzieci. W Polsce rocznie rozpoznaje
sie ok. 70 nowych zachorowan.

» Rozwija sie komérek progenitorowych grzebienia nerwowego, stad moze wystgpic
w dowolnym miejscu wspotczulnego uktadu nerwowego, w tym w zwojach szyjnych
gornych, przykregostupowych i trzewnych. Najczestsze umiejscowienia ogniska pier-
wotnego to: okolica zaotrzewnowa jamy brzusznej (60-80%), tylne srodpiersie (15%),
szyja (2-5%), miednica (2-5%). U ~50% pacjentéw NBL rozpoznaje sie w 4. stopniu za-
awansowania.

» Najwieksze znaczenie prognostyczne w NBL majg wiek dziecka w momencie rozpozna-
nia i stopien zaawansowania choroby; u dzieci ponizej 1r.z., nawet w przypadku zaawan-
sowanej choroby, rokowanie jest bardzo dobre, w przeciwienstwie do dzieci starszych,
u ktérych mimo intensywnych i ztozonych protokotéw leczniczych wyniki leczenia sa cia-
gle niezadawalajace.

» Przy ustalaniu rokowania, oprécz wymienionych danych klinicznych, uwzglednia sie
rowniez profil molekularny nowotworu obejmujgcy zaréwno ocene stopnia ploidii komo-
rek nowotworowych, obecnos$¢ amplifikacji onkogenu MYCN oraz wystepowanie struk-
turalnych i liczbowych aberracji chromosomowych.

» Dodatkowo coraz wieksze znaczenie prognostyczne i stratyfikacyjne przypisuje sie me-
chanizmom utrzymania telomeréw (aktywacja telomerazy, rearanzacje genu TERT, utra-
ta funkcji ATRX/ALT), szczegdblnie u pacjentéw z chorobg wysokiego ryzyka.

» W przypadku nawrotu/progresji zalecane jest rozwazenie ponownego pobrania mate-
riatu i wykonania rozszerzonego profilu molekularnego (NGS DNA/RNA), gdyz spektrum
zmian identyfikowanych w nowotworze moze ulega¢ ewolucji i mie¢ znaczenie predyk-
cyjne (czeste wystepowanie zmian w genach regulujacych szlak RAS/MAPK).

» Zestaw markerow genetycznych o istotnym znaczeniu klinicznym dla neuroblastoma za-
mieszczono w ponizszej tabeli.

Tabela 4.9. Markery genetyczne - neuroblastoma

Geny/
charakterystycznie Marker Markery prognostyczne (rokownicze),
Lo . Metoda : ;
zmienione profile diagnostyczny predykcyjne
molekularne
MYCN (amplifikacja) e |-FISH KU: R/Px
(ang. interphase Niekorzystny czynnik rokowniczy niezaleznie
fluorescence in situ od wieku pacjenta. Wystepowanie
hybridization) - metoda B amplifikacji genu MYCN zwiazane jest
rekomendowana z wielokrotnie wyzszym ryzykiem wznowy i
zgonu z powodu progresji.
NCA (numerical « mikromacierz KU: R/Px; E/Tx(T2)
chromosomal catogenomowa, MLPA Diploidia obserwowana w materiale
ab.normal’tles) . genetycznym tkanki nowotworowej zwigzana
* liczbowe aberracje ; ; g
jest z niekorzystnym przebiegiem choroby.
chromosomowe - ) > ReE
A U niemowlat hiperdiploidia jest korzystnym
w materiale < czynnikiem rokowniczym (zwigzana jest z
86 genetycznym komérek dobrg odpowiedzig na chemioterapig).
nowotworowych




Geny/
charakterystycznie

zmienione profile
molekularne

SCA (segmental

chromosomal aberration)

* strukturalne aberracje
chromosomowe
- najczesciej
obejmujace regiony
chromosomowe 1p,
1q, 2p, 3p, 6p, 6q, 4p,
11qi17qiinne.

Diagnostyka genetyczna nowotwordw litych w praktyce

* mikromacierz
catogenomowa, MLPA

Marker
diagnostyczny

Markery prognostyczne (rokownicze),
predykcyjne

KU: R/Px

Najczesciej sg obserwowane w
zaawansowanych stadiach choroby u
starszych dzieci, sa to niekorzystne czynniki
rokownicze, zwiekszajgce ryzyko nawrotu
choroby, niezaleznie od tego, ktérej pary
chromosomow dotycza.

ALK

* zmiany typu SNP
(najczesciej: p.F1174L,
p.F1245C, p.R1275Q)

» amplifikacje

* sekwencjonowanie
metodg Sangera,

* sekwencjonowanie
nastepnej generacji
(Next Generation

KU: R/Px; E/Tx(T2)

Potencjalny cel dla inhibitoréw kinazy ALK,
niekorzystny czynnik rokowniczy

* fuzje Sequencing - NGS)

* FISH

* RT-PCR
TERT (rearanzacje/ * NGS DNA/RNA (w tym KU: R/Px; E/Tx(T2)
promotor), CNV),

ATRX (utrata funkcji),
ALT (alternatywne
wydtuzanie telomeréw);
zmiany nabyte w
nawrocie (gtéwnie w
genach regulujgcych
szlak RAS/MAPK)

¢ ocena ATRX (IHC/NGS),
® ocena ALT (np. FISH)

Niekorzystne czynniki rokownicze (aktywacja
telomerazy/ALT); potencjalne znaczenie
predykcyjne zmian nabytych w nawrocie

4.6.2.3. Nowotwory nerek, w tym nerczak ptodowy (guz Wilmsa)

Najczestszym nowotworem ztosliwym nerek wieku dzieciecego jest nerczak ptodowy

(nephroblastoma), stanowigcy ponad 90% nowotworow w tej lokalizacji. Jest to drugi co do
czestosci, po neuroblastoma pozaczaszkowy guz lity u dzieci.

Do innych, rzadziej wystepujacych nowotworow zaliczane sa:

e miesak jasnokomaérkowy nerki (clear cell sarcoma of kidney — CCSK),
e rak nerki zwigzany z translokacjami MiTF/TFE,
e ztosliwy nowotwér rabdoidny nerki (malignant rhabdoid tumor of kidney - MRTK),
e wrodzona postac¢ nerczaka (congenital mesoblastic nephroma — CMN) oraz inne.

Nerczak ptodowy

» W Polsce liczba nowych zachorowan na guza Wilmsa wynosi od 45 do 50 rocznie.

» Szacunkowa zapadalnosc¢ na ten nowotwor to 7/1 000 000 dzieci ponizej 16. rz.

» Nerczak ptodowy najczesciej diagnozowany jest u dzieci w wieku 1-5 lat. Sredni wiek

W momencie rozpoznania to 44 miesigce u pacjentow z jednostronng postacig nowo-

tworu i 31 miesiecy u pacjentéow z obustronnym guzem. Po 15. r.z. ten typ nowotworu

wystepuje bardzo rzadko.

» Przypadki rodzinne stanowig 1,5%.

» Zmiany molekularne:

e w okoto jednej trzeciej przypadkoéw guza Wilmsa obserwowane sg zmiany w genach
WT1, CTNNB1 lub AMER1 (WTX) - w genach supresorowych regulujgcych wzrost, roz-
nicowanie i proliferacje zarodkowej tkanki nerkotwoércze;j,
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kolejna istotna grupa sa geny: DROSHA, DGCR8, DICERT1 i XPO5, ktérych biatkowe
produkty regulujg procesowanie miRNA,

inng waznag grupa sa geny, ktérych ekspresja odgrywa znaczaca role na wcze-
snych etapach rozwoju nerek, takie jak: SIX7 i SIX2, EP300 (CREBBP), MLLT1, BCOR
i MYCN,

zmiany w genie TRIM28 zwigzane sg z podtypem nabtonkowym guza Wilmsa,

w typach anaplastycznych guza Wilmsa obserwuje sie wystepowanie zmian w genie
TP53,

obserwowana utrata heterozygotycznosci w obrebie regiondw chromosomowych 1p
i 16q oraz zwiekszenie ilosci materiatu genetycznego w obrebie chromosomu 1q zwig-
zane s z niekorzystnym rokowaniem. Ponadto zaobserwowano gorsze rokowanie
w przypadku aberracji w regionach chromosomu 11p13i11p15,

zestaw markerow genetycznych o istotnym znaczeniu klinicznym dla nowotworow

nerki wieku rozwojowego zamieszczono w ponizszej tabeli.

Tabela 4.10. Markery genetyczne - nowotwory nerki u dzieci

Typ nowotworu

Geny/
charakterystycznie

zmienione profile
molekularne

o WT1(11p13)

Marker
diagnostyczny

* MLPA,
* sekwencjonowanie
metoda Sangera,

Markery
prognostyczne
(rokownicze),
predykcyjne

KU: R/Px

Brak jednoznacznych
danych

* sekwencjonowanie KU: R/Dx
nastepnej generacji
(Next Generation
Guz Wilmsa Sequencing - NGS)
(nephroblastoma) ¢ LOH 1p/16q (W wybra- * mikromacierz KU: R/Px
nyph protokotach), catogenomowa i/lub Niekorzystny czynnik
* gain 1q, ) MLPA (w tym MS-MLPA rokowniczy
* 11p15 (LOH/LOI; inne dla11p15),
zaburzenia imprintingu), * NGS DNA (SNV/ b
e TP53 (anaplazja/wybra- indel + CNV/LOH) /
ne przypadki). sekwencjonowanie
Sangera (TP53).
Congenital *1(12,15) * NGS
mesoblastic ETV6::NTRK3 * FISH KU: R/Dx; E/
nephroma * EGFR-ITD *RT-PCR . TX(T1) -
(CMN) ¢ sekwencjonowanie
metodg Sangera
* BCOR-ITDs * sekwencjonowanie
* t(10;17)(q22;p13) metoda Sangera
Clear cell sarcoma of  YWHAE::NUTM2B * NGS .
kidney (CCSK) * (12;22)(q13;q12)  FISH KU: R/Dx -
EWSR1::ATF1 ¢ RT-PCR
* BCOR::CCNB3
° t(X;1)(p11.2;921.2)
TFE3::PRCC
Rak nerki zwiqzany z t(X;17)(p11.2;925) * NGS _
translokacjami MiTF/  TFE3::ASPL (ASPSCR1) ¢ FISH KU: R/Dx
TFE o t(X;1)(p11.2;p34) ¢ RT-PCR
TFE3::SFPQ (PSF),
ejinne
val habdoid * MLPA KU: R/Px
alignant rhabdoi * mikromacierz, i i
tumor of kidney : gz;ggﬁ; » sekwencjonowanie KU: R/Dx :\::Eg\?vﬁfzt;y czynnik
(MRTK) metoda Sangera
* NGS
* BRAF (p.V600E) * sekwencjonowanie
Metanephric tumors metodg Sangera KU: R/Dx -

* NGS
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4.6.2.4. Nowotwory ztosliwe kosci, w tym kostniakomiesak i migsak Ewinga

» W Polsce rocznie stwierdza sie ok. 60-100 nowych zachorowan na pierwotne nowotwory

kosci u dzieci.

» WSrdd tej grupy nowotwordw najczesciej wystepuja:

¢ miesak kosciopochodny (osteosarcoma — 56%),
e miesak Ewinga (Ewing sarcoma — 34%),
e chrzestniakomiesak (chondrosarcoma - 10%).

» Rekomendowane badania molekularne obejmujg m.in.

e ocene obecnosci translokacji charakterystycznych dla Ewing sarcoma i chondrosar-

coma,

e okreslenie statusu patogennych wariantéw w genie H3F3A istotnych w diagnostyce

guza olbrzymiokomaorkowego (giant cell tumor of soft tissue),

e ocene obecnosci amplifikacji MDM2, PRIM1, CDK4 do réznicowania osteosarcoma

0 nizszym stopniu ztosliwosci.

» Zestaw markerow genetycznych o istotnym znaczeniu klinicznym dla nowotworow zto-

sliwych kosci wieku rozwojowego zamieszczono w ponizszej tabeli.

Tabela 4.11. Markery genetyczne - nowotwory ztosliwe kosci

Typ nowotworu

Geny/
charakterystycznie

zmienione profile
molekularne

\VET Clg

diagnostyczny

Markery
prognostyczne
(rokownicze),
predykcyjne

* TP53 * sekwencjonowanie
* RB1 m. Sangera
* 8921-24 (amplifikacja) * NGS -
Osteosarcoma e MDM2 (amplifikacja) ¢ MLPA KU: R/Dx
¢ rozlegte i kompleksowe e FISH
rearanzacje e kariotyp
chromosomowe
* t(11;22)(q24;912) * FISH,
EWSR1::FLI1 * NGS,
* 1(21;22)(q12;912) * RT-PCR,
EWSR1::ERG *inne
* 1(2;22)(933;912)
EWSR1::CREB1
* 1(7;22)(p22;912)
Ewing sarcoma EWSR1::ETV1 KU: R/Dx -
* t(17;22)(q12;912)
EWSR1::E1AF
*inv(22)(q12;912)
EWSR1::ZSG
* t(16;21)(p11;022)
FUS::ERG
e iinne.
e HEY1::NCOA2 ¢ FISH,
* £(1;5)(q42;932) * NGS,
Chondrosarcoma * RF2BP2::CDX1 * RT-PCR, . KU: R/Dx -
* IDH1 * sekwencjonowanie m.
e IDH2 Sangera
* TP53 * NGS
. * H3F3A ¢ sekwencjonowanie m.
gé}:tngscseéletumor of * HRAS Sangera KU: R/Dx -
* TP53 * NGS
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4.6.2.5. Miesaki tkanek miekkich

Migsaki tkanek migkkich

» Heterogenna grupa szybko rosnagcych, wysoce ztosliwych nowotworéw pochodzacych
z zarodkowej tkanki mezenchymalnej i neuroektodermalnej. Obejmuja nowotwory miesni,
tkanki tgcznej, tkanki podporowej i naczyniowe;j.

» Wiekszos¢ zachorowan dotyczy dzieci w wieku 2-6 lat oraz mtodziezy powyzej 12. r.z.
Wskaznik zachorowalnosci, niezaleznie od ptci, waha sie w granicach 0,2-1,0/100 000
rocznie.

» Migsak prgzkowanokomdrkowy (rhabdomyosarcoma - RMS)
¢ Najczestszy nowotwor w tej grupie (70%).
¢ |dentyfikacja podtypu pecherzykowego (alveolar RMS) ma znaczenie dla postepowa-
nia terapeutycznego ze wzgledu na gorsze rokowanie.

» Miesaki nieprgzkowanokomérkowe - NRSTS (ang. nonrhabdomyosarcoma soft
tissue sarcomas)

e Diagnozowane gtdwnie u starszych dzieci i mtodych dorostych.
e W tej grupie najczesciej wystepuja nowotwory typu:
e synovial sarcoma,
e MPNST (ang. malignant peripheral nerve sheath tumor).
¢ Pozostate jednostki chorobowe wystepuja u dzieci znacznie rzadzie;j.

» Zestaw markeréw genetycznych o istotnym znaczeniu klinicznym dla pediatrycznych mie-
sakow tkanek miekkich zamieszczono w ponizszej tabeli.

Tabela 4.12. Markery genetyczne - miesaki tkanek miekkich

Marker
diagnostyczny

Geny/charakterystycznie zmienione

Typ nowotworu Metoda

profile molekularne

* t(2;13)(935;q14) * FISH
* PAX3::FOXO1 * NGS
t(1;13)(p36;q14) * RT-PCR
Rhabdomyosarcoma * PAX7::FOXO1 e inne .
Alveolar t(2;2)(q35;p23) KU: R/Dx
* PAX3::NCOA1
* 1(X;2)(a35;q13)
* PAX3::AFX
e utrata * MLPA
Rhabdomyosarcoma heterozygotycznosci 11p15, * FISH KU: R/D
Embryonal « trisomie chrom. 2, 8 20 * NGS FRBX
® kariotyp
* t(X;18)(p11,911) * FISH
® 5518::SSX1, * NGS
Synovial sarcoma ¢ 5518:S5X2, « RT-PCR KU: R/Dx
® 5518::SSX4 ®inne
® Ztozone aberracje chromosomowe, e FISH
* patogenne zmiany w genach SUZ12i e kariotyp
Malignant peripheral EED, inaktywacja NFT *NGS : KU: R/Dx
nerve sheath tumor * sekwencjonowanie
m. Sangera
e inne
* t(X;17)(p11;925) * FISH
Alveolar soft-part * ASPL(ASPSCR1)::TFE3 * NGS KU: R/Dx
sarcoma e RT-PCR :

®inne
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Geny/charakterystycznie zmienione Marker
FRlEseeey profile molekularne diagnostyczny
* (12;16)(q13:p11) * FISH
: Py FUS::ATF1 * NGS
ﬁgﬁ}gf}?g%ﬁﬁbr ous 1(2:22)(q33;912) « RT-PCR KU: R/Dx
EWSR1::CREB1 t(12;22)(q13;912) *inne
EWSR1::ATF1
e Inv(X)(p11.4p11.22) * FISH
¢ BCOR::CCNB3 * NGS
BCOR-rearranged t(X;4)(p11;931) ¢ RT-PCR KU: R/Dx
sarcoma * BCOR::MAML3 eiinne :
t(X;22)(p11;913)
e ZC3H7B::BCOR
* £(4;19)(g35;913) * FISH
* £(10; 19)(g26;913) * NGS
CIC-rearranged sarcoma  « CIC::DUX4 * RT-PCR KU: R/Dx
* t(X;19)(913;913.3) eiinne
¢ CIC::FOXO4
* £(12;22)(q13;912) * FISH
a n EWSR1::ATF1 * NGS .
ear cell sarcoma . 1(2:22)(433:912) « RT-PCR KU: R/Dx
* EWSR1::CREB1 ejinne
* t(17;22)(921;q13) * FISH
. COL1A1::PDGFB, * NGS
Dermatofibrosarcoma | %0 Con pierécieniowy « RT-PCR KU: R/Dx
protuberans )
*r(17;22) ® kariotyp
eiinne
* 5921 loss; * FISH
e trisomia 8, 20 * NGS
* patogenne zmiany w genie CTNNB1 * RT-PCR
Desmoid-type ¢ mikromacierz .
fibromatosis catogenomowa KU: R/Dx
® kariotyp
* sekwencjonowanie
m. Sangera
* £(11;22)(p13;912) e FISH
Desmoplastic small round ~ EWSR1:WT1 * NGS KU: R/D
cell tumor « RT-PCR PR
*inne
* Chromosom pierscieniowy * FISH
: : i markerowy, ® kariotyp
fi‘;%'gfrg;ggted « amplifikacja regionu 1213-15: MDM2, « NGS KU: R/Dx
CDK4 e MLPA
eiinne
* Delecja 22q * FISH
* SMARCB1 * NGS
* 1(8;22)(922;911) * RT-PCR
Epithelioid sarcoma *110:22) *MLPA KU: R/Dx
* mikromacierz
catogenomowa
* sekwencjonowanie
m. Sangera
* £(1;3)(p36;025), * FISH
Epithelioid e WWTR1::CAMTAT, * NGS KU: R/D
hemangioendothelioma  « t(X;11)(p11;922) « RT-PCR FRADX
* YAP1::TFE3 *Inne
* 1(9;22)(q22;q12) « FISH
* EWSR1::NR4A3 * NGS
* 1(9;17)(q22;q911) « RT-PCR
* TAF15 (TAF2N)::NR4A3 eiinne
Extraskeletal myxoid ¢ 1(9;15)(q22;921) KU: R/D
chondrosarcoma e TCF12::NR4A3 : x

* 1(3;9)(q11;922)

® TFG::NR4A3 fusion

* 1(9;17)(922;911)

® RBP56::NR4A3 fusion
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Geny/charakterystycznie zmienione Marker
L DO T profile molekularne diagnostyczny
* 1(17;22)(q22;q13) * FISH
. " COL1A1::PDGFB * NGS
Giant cell fibroblastoma « RT-PCR KU: R/Dx
eiinne
* 1(12;15)(p13;025) * FISH
ETV6::NTRK3, * NGS
® t(2;15)(p21;925) * RT-PCR . .
Infantile fibrosarcoma o EML4::NTRK3, * MLPA KU 'TR(/TD1’;’ &/
LMNA::NTRK1, e mikromacierz X
* 1qgdelecja, catogenomowa
e trisomia 8, 11, 17, 20 kariotyp
e translokacje z udziatem regionu 2p23; ¢ FISH
Infl ¢ fuzje z udziatem genu ALK * NGS
nflammatory (z wieloma partnerami lokalnymi) « RT-PCR KU: R/Dx; E/
myofibroblastic tumor «1(3:6)(q12:922) eiinne ™X(T1)
* TFG::ROS1
® Ztozone aberracje, czesto zdelecja 1p  * FISH
e kariotyp
Leiomyosarcoma * NGS ) KU: R/Dx
e mikromacierz
catogenomowa
eijinne
* 1(7;8) (921912) * FISH
* COL1A2::PLAG1 * NGS
* Del(8) (q12q24) * RT-PCR
L KU: R/Dx
: * HAS2::PLAG1 eiinne
Lipoblastoma o 1(8;14) (q12:924)
* PLAG1::RAD51L1
*£(2;8) (q31;912.1)
* COL3A1::PLAG1
* £(7;16)(q33;p11) * FISH
Low-grade fibromyxoid FUS::CREB3L2 * NGS KU: R/D
sarcoma « t(11;16)(p11;p11) * RT-PCR FRDX
FUS::CREB3L1 eiinne
* 1(8;8)(q13;921) * FISH .
Mesenchymal HEY1::NCOA2 « NGS KU: R/Dx
chondrosarcoma ¢ RT-PCR
ejinne
® £(6;22)(p21;912) e FISH
EWSR1::POU5F1 * NGS
; : t(1;22)(023;912) e RT-PCR .
Myoepithelioma EWSR1::PBX1 eiinne KU: R/Dx
* (19;22)(q13;q12)
® EWSR1::ZNF444
* t(12;16)(q13;p11) * FISH
Myxoid round cell FUS::DDIT3 * NGS KU: R/D
liposarcoma 1(12;22)(g13;912) * RT-PCR : x
EWSR1::DDIT3 (CHOP) e jinne
. * t(1;10)(p22;q24) * FISH
Myxoinflammatory * TGFBR3::MGEA5 * NGS KU: R/D
fibroblastic sarcoma ¢ RT-PCR DX
ejinne
e chromosom pierscieniowy e kariotyp
Myxofibrosarcoma e FISH KU: R/Dx
ejinne
* Inv(12)(q13q13) * FISH
; - e NAB2::STAT6 * NGS .
Solitary fibrous tumor « RT.PCR, KU: R/Dx
e jinne
Undifferentiated * ;(41412\?3((4/‘141’3_’?;3) : Egg
embryonal sarcoma of - « RT-PCR KU: R/Dx
the liver .i in-ne
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4.6.2.6. Nowotwory z pierwotnych komoérek rozrodczych

» Nowotwory germinalne sg zmianami wywodzgcymi sie z pierwotnych komérek rozrod-
czych na réznych etapach ich réznicowania. Charakteryzujg sie duzag réznorodnoscia
lokalizacyjna, histologiczng i biologiczna.

» Stanowig okoto 3-6% wszystkich nowotworéw ztosliwych wieku rozwojowego. W Polsce
rozpoznaje sie rocznie 40-90 przypadkdéw nowotwordow germinalnych u dzieci i mtodzie-
zy ponizej 18. roku zycia. Najczesciej wystepuja miedzy 1. i 6. rokiem zycia.

» Nalezg do nowotwordéw o wysokim odsetku wyleczalnosci, siegajacym 85-90%.

» Obecnie zalecanymi badaniami molekularnymiw ramach diagnostyki i terapii nowotwo-
réow germinalnych sa:

e badaniakariotypu u pacjentéw z cechami dysgenezji gonad i nowotwordéw srdédpiersia
(u chtopcéw) oraz obustronnych nowotwordéw jajnikéw (u dziewczynek), z gonadobla-
stoma, w celu identyfikacji/wykluczenia obecnosci zespotéw genetycznych takich
jak: zespot Turnera, Swyera, Klinefeltera, Frasera, Denysa-Drasha i innych.

¢ dane literaturowe wskazujg rdwniez na obecnos¢ somatycznych rearanzacji dotyczg-
cych chromosomoéw 1, 6, 11, 12, 16, 20 i 22, ktérych znaczenie kliniczne obecnie nie
jest znane.

4.6.2.7. Nowotwory watroby, w tym watrobiak zarodkowy (hepatoblastoma)

Rocznie jestrozpoznawanych w Polsce okoto 15 nowych zachorowan u dzieci na pierwotne
nowotwory watroby.

» Hepatoblastoma (watrobiak zarodkowy)

¢ Najczestszy wsrdd pierwotnych nowotworéw watroby.

e Czestos¢ wystepowania okreslana jest na 2-3 przypadki na 1 mln dzieci do 15.
roku zycia, jednak u okoto 98% przypadkéw wystepuje u dzieci do 5. roku zycia.
Sredni wiek w momencie rozpoznania to 18 miesiecy.

e Zmiany molekularne wystepuja:

- gtéwnie w genach, ktérych biatkowe produkty regulujg szlak WNT i NF-kB, takich
jak: CTNNB1 (80-90%), APC (2-3%), AXIN1, AXIN2 i PIK3CA oraz TERT (2-6%)
i NFE2L2 (5-10%),

-w obrebie chromosomow 1, 2, 8i 20 (rearanzacje), niemniej ich znaczenie kliniczne
nie jest jednoznacznie okreslone.

Celem obecnie trwajgcego badania - Pediatric Hepatic International Tumor Trial (PHITT
[NCT03017326]) jest okreslenie znaczenia klinicznego szerokiego spektrum zmian moleku-
larnych identyfikowanych poprzez petne profilowanie genomowe, transkryptomiczne i epige-
nomiczne.

» Rak watrobowokomorkowy (hepatocellular carcinoma, HCC)

e Bardzo rzadko diagnozowany u dzieci, zwykle u dzieci starszych, w wieku 12-14 lat.
Rokowanie jest zte, tylko 30% dzieci uzyskuje 3-letnie przezycie.
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Najczesciej raportowanymi zmianami somatycznymi sa zmiany w genie TP53 (25-
30%),
Podtoze molekularne tego nowotworu nie jest w petni poznane,

» Niezréznicowany zarodkowy miesak watroby (undifferentiated embryonal
sarcoma of the liver, UES)

Rzadki nowotwor watroby, ktory zwykle rozwija sie u dzieci w wieku od 6 do 10 lat.
Podtoze molekularne UES nie jest w petni poznane, niemniej wg danych literaturo-
wych charakterystyczne dla tego nowotworu sa:

- czeste i rozlegte rearanzacje chromosomowe, rowniez w postaci chromothripsis
- zmiany w obrebie regionu 19913.4, w tym translokacja t(11;19)(q13;913.4) oraz
nadekspresja regionu C19MC (klaster miRNA),

- zmiany w genie TP53.

Zestaw markeréw genetycznych o istotnym znaczeniu klinicznym dla nowotworow
nerki wieku rozwojowego zamieszczono w ponizszej tabeli.

Tabela 4.13. Markery genetyczne - nowotwory watroby

Geny/ Markery
charakterystycznie Marker prognostyczne
37 T zmienione profile Mctoca diagnostyczny (rokownicze),
molekularne predykcyjne
e CTNNB1 ¢ sekwencjonowanie
metoda Sangera, KU: R/Dx -
* NGS
* APC * sekwencjonowanie
metoda Sangera,
Hepatoblastoma * NGS KU: E/Dx -
* MLPA,
¢ mikromacierz
e NFE2L2 e sekwencjonowanie KU: R/Px
metoda Sangera, - niekorzystny czynnik
* NGS rokowania

* t(11;19)(q13;q13.4)  * FISH,

Undifferentiated e MALAT1::MHLB1 * NGS KU: R/Dx -
embryonal sarcoma
of the liver (UES) * zmiany w regionie e FISH, .

C19MC * NGS KU: R/Dx -

4.6.2.8. Siatkowczak (retinoblastoma)

» Najczestszy pierwotny nowotwor ztosliwy gatki ocznej u dzieci i drugi po czerniaku

naczyniowki nowotwor ztosliwy oka we wszystkich grupach wiekowych.

» Czestos$¢ zachorowan wynosi 1 na 15 000-18 000 zywo urodzonych dzieci. W Polsce od-

notowuje sie ok. 25-30 nowych przypadkdéw rocznie.

» Wystepuje kilka postaci klinicznych retinoblastoma:

a.

obustronna lub wieloogniskowa (25-30% przypadkow, postac¢ dziedziczna),

b. jednostronna lub jednoogniskowa (70-75% przypadkdw, postac sporadyczna),
c. postac tréjstronna, w ktérej zmianom obuocznym towarzyszy zarodkowy guz we-

wnatrzczaszkowy (pineoblastoma) zlokalizowany w linii Srodkowej (4% - tylko u dzieci
z dziedziczng postacig choroby).
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» Najczesciej rozpoznawany jest w miedzy 1. a 3. r.z. Obuoczna postac siatkdowczaka jest
rozpoznawana wczesniej, przed 1. r.z. Rzadko stwierdza sie wystepowanie choroby po
5.r.z.

» Zwigzany jest z wystepowaniem zmian w genie RB7 o wysokiej penetracji (90-95%).
W ostatnim czasie pojawity sie rowniez doniesienia o wystepowaniu w retinoblastoma
zmian molekularnych w innych niz RB1 genach — Tab. 4.14.

Tabela 4.14. Markery genetyczne - siatkéwczak

Geny/ Markery
charakterystycznie Marker prognostyczne
U] e zmienione profile il diagnostyczny (rokownicze),
molekularne predykcyjne
RB1 e sekwencjonowanie m.
* SNP: eksony 1-27 genu Sangera
z uwzglednieniem * NGS
oceny miejsc e MLPA
splicingowych oraz * QM-PCR KU: R/Dx -
zmian typu mozaiki e MS-MLPA
* CNV,
* metylacja regionu
promotorowego
Retinoblastoma BCOR e sekwencjonowanie m. KU: R/Px
* SNP, Sangera marker
* fuzje * NGS - niekorzystnego
* FISH rokowania
¢ RT-PCR
MYCN (amplifikacja) e FISH KU: R/Px
* MLPA _ marker
niekorzystnego
rokowania

4.6.2.9. Inne nowotwory ztosliwe pochodzenia nabtonkowego i czerniak ztosliwy

Czerniak

» Nowotwor ztosliwy skéry, bton sluzowych lub btony naczyniowej oka wywodzacy
sie z melanocytow.

» Czestos¢ wystepowania okreslana jest na 1 przypadek na 1 mln dzieci do 15 roku zycia.
» W grupie pediatrycznej czerniak moze mie¢ jedng z 3 postaci:

e Spitzoid melanoma (SM), najczestsza postac,

e czerniak, ktory powstaje na bazie wrodzonego znamienia melanocytowego (CNM),

e klasyczny czerniak (,czerniak typu dorostego”), najbardziej podobny pod wzgledem
przyczyn i czynnikéw ryzyka do czerniaka diagnozowanego u oséb dorostych.

» Wystepowanie zwigzane jest gtéwnie z obecnoscig zmian molekularnych w genach re-
gulujacych szlak MAPK.

» Zestaw markeréw genetycznych o istotnym znaczeniu klinicznym dla nowotworéw
ztosliwych pochodzenia nabtonkowego i czerniaka wieku rozwojowego zamieszczono
w ponizszej tabeli.
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Tabela 4.15. Markery molekularne - czerniak

Typ nowotworu

Geny/
charakterystycznie

zmienione profile
molekularne

Metoda

Marker
diagnostyczny

Markery
prognostyczne
(rokownicze),
predykcyjne

¢ Fuzje z udziatem genéw ¢ NGS, FISH, RT-PCR KU: R/Dx KU: R/Px; E/Tx(T1)
AT
RET’ ’ d ’ + terapeutyczne
* Rearanzacje e mikromacierz
Spitzoid melanoma segmentowe w obrebie catogenomowa, FISH - -
(SM) chromosomow,
¢ Homozygotyczna * MLPA, mikromacierz, + marker niekorzystnego
delecja regionu 9p21, FISH rokowania
® TERT (zmiany w obrebie ¢ sekwencjonowanie m. marker niekorzystnego
promotora - rzadko) Sangera - rokowania
* NGS
KU: R/Dx KU: E/Tx(T1)
* NRAS (najczesciej * sekwencjonowanie potencjalne cele
Czerniak, na bazie gkci\GI-j K/R) . r,\rjwégangera + terapeutyczne
wrodzonego (najezescie] - ) (w zaleznosci od
znamienia p.V60OE) e mikromacierz - .
melanocytowego e TERT (hipermetylacja catogenomowa, FISH wykrytej zmiany)
(CNM) promotora) +
® rearanzacje segmento-
we w obrebie chromo- -
somow
KU: R/Dx KU: E/Tx(T1)
* BRAF (najczesciej * sekwencjonowanie + feor;epnecd?;zzenceele
Klasyczny czerniak p.V600E) m. Sangera (w zaleznosci od
(,czerniak typu e TERT (zmiany w obrebie ~ * NGS + wykrvtei zmi
- N . ykrytej zmiany)
dorostego”) promotora)  mikromacierz
® rearanzacje segmento- catogenomowa, )
we w obrebie chromo- * FISH
somow,
e translokacje z udziatem e FISH
NUT midline genu NUT (15q14), naj- .
carcinoma czes$ciej z genem BRD4 KU: R/Dx -
(19p13)
4.6.2.10. Inne

Nowotwory jajnika

» Wystepowanie nowotwordw jajnika u dziewczynek moze by¢ zwigzane zwystepowaniem
zespotéw takich jak DICER1 czy RTPS, (ang. rhabdoid tumor predisposition syndrome),
stad obserowane sa réowniez zmiany zaréwno germinalne jak i somatyczne w genach DI-
CER1 (sertoli-Leydig cell tumors) i SMARCA4 (pierwotny rak drobnokomdarkowy jajnika,
typ hiperkalcemiczny - SCCOHT).
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Tabela 4.16. Markery genetyczne - nowotwory jajnika

Geny/ Markery
charakterystycznie

Marker prognostyczne
zmienione profile i diagnostyczny | (rokownicze),
molekularne predykcyjne

Typ nowotworu

* sekwencjonowanie

Sertoli-Leydig cell metoda Sangera,

* DICER1 * NGS KU: R/Dx -

tumors « MLPA,
* mikromacierz

Pierwotny rak ¢ sekwencjonowanie
drobnokomérkowy metodg Sangera,
jajnika, typ * SMARCA4 * NGS KU: R/Dx -
hiperkalcemiczny, e MLPA,
SCCOHT * mikromacierz

4.6.2.11. Zmiany germinalne

» Wystepowanie nowotwordéw wieku dzieciecego moze by¢ uwarunkowane obecnoscia
zmian odpowiedzialnych za wystepowanie zespotéw genetycznych;

® szacuje sie, ze obecnie znanych jest ponad 200 takich zespotéw i ilo$¢ ich sukcesyw-
nie wzrasta,

e wystepowanie nowotworéw wrodzonych dodatkowo podkresla znaczenie zmian ger-
minalnych w patogenezie nowotworéw wieku dzieciecego,

* szacuje sie, ze okoto 7-8% nowotworéw hematologicznych i litych u dzieci uwarunko-
wanych jest zmianami germinalnymi.

» Ocena obecnosci zmian germinalnych moze mieé znaczenie w optymalizacji postepo-
wania terapeutycznego;

e u wybranych pacjentéw z germinalng zmiang skutkujgaca niestabilnoscig chromoso-
mowa lub wystepujaca w genach naprawy DNA rozwazana jest redukcja dawki na-
Swietlania,

e wystepowanie zmian germinalnych moze by¢ zwigzane czestszym wystepowaniem
nowotwordéw wtoérnych,

e wystepowanie zmian germinalnych moze by¢ réwniez zwigzane z lepszym lub gor-
szym rokowaniem, co wptywa na podejmowane leczenie.

» Obecnos$¢ zmiany germinalnej moze réwniez przyczyniac sie do wczesniejszego wyste-
powania nowotworéw.

Stad wysoce zasadne wydaje sie wprowadzenie do algorytmu postepowania diagno-
styczno-terapeutycznego w nowotworach dziecigcych badania statusu zmian germinal-
nych.

» Wskazania do diagnostyki germinalnej (przyktady) obejmuja:

e obecnos$¢ rozpoznania i/lub markeréw sugerujacych wystepowanie predyspozy-
cji (np. siatkéwczak, obustronny/wieloogniskowy guz Wilmsa, ztosliwe nowotwory
rabdoidne (z utratg SMARCB1/SMARCA4), nowotwory nadnerczy;

e bardzo wczesny wiek zachorowania, wystepowanie nowotworéw mnogich i/lub
obustronnych, przebieg nietypowy lub wystepowanie ciezkiej toksycznosci pod-
czas leczenia;
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e dodatni wywiad rodzinny lub obecnos$¢ wad wrodzonych/cech zespotowych.
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Ponizsze tabele przedstawiajg wybrane zespoty genetyczne w przebiegu, ktérych dochodzi

do wystapienia nowotwordéw wieku rozwojowego, jak réwniez zawierajg informacje jakie geny

powinny podlega¢ ocenie w wybranych nowotworach pediatrycznych.

Tabela 4.17. Wybrane zespoty genetyczne zwigzane z wystepowaniem nowotworéw wieku

dzieciecego
, Gen/r.
Zespot Nowotwory chromosomowy
Li-Fraumeni miesaki, biataczki, nowotwory mézgu, hepatoblastoma TP53
. . XPA, XPC, DDB2,
Xeroderma pigmentosum czerniak ERCC2
: “leni &f chtoniaki, nowotwory mézgu, migsaki, glejaki nerwu
{\Iy%r:v;akow}okmakowatosc wzrokowego, nerwiaki nerwu VIII, oponiaki, guz Wilmsa, NF1, SPRED1
rhabdomiosarcoma
Ataksja-teleangiektazja nowotwory OUN, uktadu pokarmowego, biataczki ATM
Zespo6t Blooma ostra biataczka, nowotwory przewodu pokarmowego BLM

Anemia Fanconiego

ostra biataczka, guzy watroby

FANCA, FANCB,
FANCC, PALB2iinne

biataczki, chtoniaki, medulloblastoma, glioma,

Zespot Nijmegen rhabdomiosarcoma NBN
Zespot nephroblastoma, hepatoblastoma, rabdomyosarcoma,
Beckwitha-Wiedemanna CDKN1C/11p15

gonadoblastoma

Zespoty chromosomowe
(zespot Downa, Klinefeltera)

biataczki, nowotwory OUN,

trisomia 21, 47XXY

Rodzinna posta¢
siatkéwczaka

retinoblastoma

RB1

Rodzinna postac guza
Wilmsa

nephroblastoma

WT1, WT2iinne

Rodzinna polipowatos¢ jelita

grubego

hepatoblastoma

APC, MUTYH

Zespo6t sercowo-twarzowo-

skérny (CFC),

ostra biataczka limfoblastyczna, rhabdomyosarcoma,
hepatoblastoma, chtoniaki

BRAF, MAP2K1,
MAP2K2, KRAS,

Zesp6t Noonana

neuroblastoma, ostra biataczka limfatyczna, glioma,
rhabdosarcoma

PTPN11, RAF1, BRAF,
SOS1, NRAS, CBL

Zespot Costello rhabdosarcoma, neuroblastoma, fibrosarcoma, HRAS

Zespot Sotosa guz Wilmsa, neuroblastoma, hepatoblastoma NSD1

Zespét von Hippla-Lindaua nowotwory.n.erek’, OQN - szczegblnie moézdzku, VHL
nadnerczy i siatkdwki.

Zespo6t Gorlina medulloblastoma PTCH1

- . P . medulloblastoma, oponiaki, ostra biataczka
Zesp6t Rubinsteina-Taybiego limfatyczna, pheochromocytoma, rhabdomiosarcoma CREBBP
Zesp6t Turcota medulloblastoma, glejaki APC
3 pleuropulmonary blastoma, nephroblastoma,

Zesp6t DICER miesaki nerek i mdzgu, gruczolaki i raki tarczycy, guzy DICER1
gonadalne

Mnoga gruczolakowatos¢

wewnatrzwydzielnicza typu  gruczolaki/raki uktadu wewnatrzwydzielniczego MENTiRET

1i2

Stwardnienie guzowate nowotwory mézgu, nerek, serca TSC1iTSC2

Trisomia 18 hepatoblastoma -

Zespo6t Simpsona-Golabi-

Behmel typu 1 hepatoblastoma GPC3

Choroba spichrzeniowa G6PC, AGL, GBET,
hepatoblastoma

glikogenu typu 1a, Il1, IV, VI)

PYGL

Tyrozynemia typu 1

Hepatocellular carcinoma

FAH




Tabela 4.18. Zmiany germinalne w wybranych nowotworach litych u dzieci

Typ nowotworu Gen (MIM#)

AT/RT

SMARCB1 (MIM 601607, 35%)
SMARCA4 (MIM 603254)

Choroid plexus carcinoma

TP53 (MIM 191170, 16-35%)

Congenital melanocytic nevi

MC1R (MIM 155555)

Familial melanomas

CDKNZ2A (MIM 600160), CDK4 (MIM 123829)

Glioma of the optic pathway

NF1(MIM 613675, 30%)

Hemangioblastoma

VHL (MIM 608537)

Malignant nerve sheath tumor

NF1 (MIM 613675),
TP53 (MIM 191170)

Medulloblastoma

APC (MIM 611731)
BRCA2 (MIM 600185)
MLH1 (MIM 120436)
MSH2 (MIM 609309)
MSH6 (MIM 600678)
PMS2 (MIM 600259)
PALB2 (MIM 610355)
PTCH1 (MIM 601309)
SUFU (MIM 607035)
SMOH (MIM 601500)
P53 (MIM 191170)
CREBBP (MIM 600140)
GLI3 (MIM 175700)

Meningioma

NF2 (MIM 607379)
PTCH1 (MIM 601309)
PTEN (MIM 601728)
SMARCB1 (MIM 601607
SMARCET (MIM 603111)
SUFU (MIM 607035)
WRN (MIM 604611)
MEN1(MIM 613733)

Pineoblastoma

DICER1 (MIM 606241, 20%)
RB1 (MIM 614041)

Schwannoma

NF2 (MIM 607379)
PRKAR1A (MIM 188830)

Schwannomatosis

LZTR1 (MIM 600574)
SMARCB1 (MIM 601607, 50%)

Spinal cord ependymoma

NF2 (MIM 607379, 14%)

Subependymal giant cell astrocytoma

TSC1/TSC2 (MIM 605284/191092)

PHOX2B (MIM 603851)
Neuroblastoma ALK (MIM 105590)

APC (MIM 611731),
Hepatoblastoma . ( L : .

disomia jednorodzicielskaw 11p15.5
Retinoblastoma RB1T (MIM 614041)

4.6.3. Materiat do badan

» Punktem wyjscia dla wigkszosci protokotéw diagnostycznych i terapeutycznych, sto-

sowanych w pediatrycznych nowotworach litych, jest probka tkanki nowotworowej. Do

badan genetycznych pobierany jest niewielki fragment guza (0,5-1 cm?®). Najbardziej

powszechng forma zabezpieczania tkanki jest jej utrwalenie w formalinie i zatopienie
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»

»

»

w parafinie (FFPE), niemniej do protokotéw opartych na technologii NGS duzo korzyst-
niejsze jest zabezpieczanie tkanki poprzez mrozenie. W wybranych nowotworach (np.
neuroblastoma) materiatem do badan genetycznych moga byé preparaty odciskowe
tkanki guza. Do identyfikacji zmian germinalnych oprécz tkanki nowotworowej zabez-
pieczana jest réwniez prébka krwi obwodowej pacjenta.

Ze wzgledu na heterogenng budowe nowotwordéw rekomendowane jest pobranie co naj-
mniej dwdch wycinkéw z danej tkanki nowotworowej. W przypadku stwierdzenia wzno-
wy, z uwagi na mozliwg zmiane profilu molekularnego tkanki nowotworowej w czasie,
wskazane jest ponowne pobranie materiatu do badan.

Kazda prébka tkanki nowotworowej zakwalifikowana do badan molekularnych powinna
podlegac ocenie pod katem odsetka komdrek nowotworowych w badanym preparacie
(optymalnie 60-100% utkania nowotworowego). Rutynowo ocena ta dokonywana jest
przez patomorfologa. W przypadku dostepnosci wiekszej liczby prébek biologicznych
nalezy dokona¢ wyboru najbardziej adekwatnej prébki biorac pod uwage rodzaj plano-
wanego badania molekularnego, dostepnos¢é materiatu biologicznego oraz jego zapo-
trzebowanie na kolejnych etapach diagnostyki.

Bardzo duze znaczenie ma rowniez zachowanie sterylnosci przy pobieraniu materiatu do
badan molekularnych. Metody NGS umozliwiajg wykrycie zmian typu mozaiki na bardzo
niskim poziomie. Kontaminacja materiatu nawet bardzo niewielka iloscig materiatu po-
chodzacego od innego pacjenta moze przyczynic sie do otrzymania fatszywych wynikow.

4.6.4. Czas wykonania

Rekomendowany czas wykonania (TAT, od przyjecia materiatu w laboratorium):

»

»

»

»

badania niezbedne do postawienia rozpoznania wstepnego i kwalifikacji do badan gene-
tycznych (IHC oraz testy celowane, np. FISH/RT-PCR, ocena % utkania nowotworowe-
go): = 7-10 dni roboczych,

NGS DNA/RNA (SNV/indel + CNV/LOH oraz fuzje) i/lub profil metylacji DNA w nowotwo-
rach OUN: zwykle 10-14 dni roboczych (maks. 21 dni),

badania kwalifikacji do terapii celowanej w przypadku wystgpienia nawrotu/progresji:
14-21 dni roboczych (tryb pilny po uzgodnieniu),

badania predyspozycji genetycznych (germinalne): zwykle 4-12 tygodni (krécej w trybie
pilnym po uzgodnieniu).

4.6.5. Raportowanie badan molekularnych

Raport badania molekularnego powinien by¢ czytelny klinicznie i zawiera¢ co najmniej:

»

»

dane dotyczace materiatu biologicznego (typ, sposéb utrwalenia, szacunkowa zawar-
tos¢ komoérek nowotworowych) oraz zakres badania,

opis metody (NGS/FISH/RT-PCR/metylom), parametry dotyczace kontroli jakos$ci i ogra-
niczen dotyczacych zastosowanego testu (m.in. granica detekcji),

wyniki zapisane w standardzie HGVS (SNV/indel, CNV/LOH, fuzje) wraz z parametrami
istotnymi dla interpretacji (np. VAF),
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» klasyfikacje znaczenia klinicznego wariantéw (somatyczne: AMP/ASCO/CAP; germinal-
ne: ACMG/AMP),

» interpretacje kliniczng uzyskanych wynikéw, w tym: znaczenie diagnostyczne/progno-
styczne/predykcyjne, rekomendacje dalszych badan oraz wskazanie do omoéwienia
w Molecular Tumor Board w przypadkach ztozonych. Ocena uzyskanych wynikéw powin-
na podlega¢ okresowej reewaluacji wraz z rozwojem wiedzy i dostepnosci terapii celo-
wanych.

4.6.6. Ptynna biopsja

W pismiennictwie pojawia sie coraz wiecej doniesien wskazujacych na istotne znacze-
nie ptynnej biopsji w postepowaniu diagnostyczno-terapeutycznym w wielu nowotworach,
takze pediatrycznych. Postep technologiczny umozliwia coraz skuteczniejsze pozyskiwanie
i analize tego typu materiatu biologicznego. Badanie ctDNA/ctRNA moze dostarcza¢ wiary-
godnych informacji o statusie choroby nowotworowej, umozliwia¢ monitorowanie odpowie-
dzi naleczenie, wykrywanie zmian nabytych we wznowie, a w wybranych sytuacjach wspierac
proces diagnostyczny (szczegdlnie w sytuacjach gdy pobranie materiatu nowotworowego nie
jest mozliwe). Wyniki opublikowanych prac dotyczacych m.in. neuroblastoma, migsakdw,
nerczaka ptodowego oraz hepatoblastoma wydajg sie obiecujgce. Niemniej jednak hete-
rogennos¢ tkanki nowotworowej oraz brak wystandaryzowanych i zwalidowanych metod
analitycznych nadal stanowig istotne ograniczenia we wdrazaniu tej technologii do rutyno-
wej praktyki klinicznej. Obecnie ptynna biopsja petni role gtéwnie uzupetniajaca, nie zaste-
puje diagnostyki opartej na materiale tkankowym i wymaga walidacji zastosowanej metody
w danym osrodku.
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4.7. Nowotwory mozgu u dorostych - glejaki

4.7.1. Epidemiologia, etiologia

»

»

»

»

»

»

»

Guzy mdézgu sa grupa nowotworow stanowigcg 2% zachorowan na nowotwory ztosliwe
w Polsce.

Nowotwory moézgu odpowiadajg za 3% zgondéw nowotworowych dorostych w Polsce
u obu ptci.

Moga to by¢ nowotwory pierwotne lub przerzutowe (wtérne).

Wedtug raportu CBTRUS okoto 30,2% wszystkich guzéw mdzgu to guzy ztosliwe, a 69,8%
nieztosliwe, co sprawia, ze guzy nieztosliwe sg ponad dwukrotnie czestsze niz guzy zto-
Sliwe.

Najczestszymi pierwotnymi nieztosliwymi nowotworami mézgu sa oponiaki i stanowia

37,6% wszystkich guzoéw oraz 53,3% guzow nieztosliwych.

Glejaki sg najczestszymi ztosliwymi nowotworami OUN. Odpowiadajg za okoto 80%
wszystkich ztosliwych guzéw OUN i zdecydowana wiekszos$¢ zgonow spowodowanych
pierwotnymi guzami mozgu.

Czestos¢ wystepowania glejakéw u dorostych waha sie od 1,9 do 9,6 na 100 000 w zalez-
nosci od wieku, ptci, pochodzenia etnicznego i potozenia geograficznego.

4.7.2. Badane biomarkery w glejakach rozlanych

Pigta edycja Klasyfikacji Nowotworow Osrodkowego Uktadu Nerwowego WHO (WHO
CNS5) zawiera liczne zmiany molekularne o znaczeniu kliniczno-patologicznym, ktére sa

istotne dla najdoktadniejszej klasyfikacji nowotworéow OUN.

»

»

W tym systemie klasyfikacji podstawowe markery genetyczne dla rozlanych glejakéow to
mutacja genu IDH1/2, kodelecja ramion chromosoméw 1p i 19g, mutacja histonu H3,
stan metylacji promotora MGMT, homozygotyczna delecja CDKN2A/B, amplifikacja
EGFR, jednoczesne nabycie chromosomu 7 i utrata chromosomu 10 (7+/10-) i mutacja
promotora genu TERT.

Mutacje genow IDH w glejakach zlokalizowane sg w 2 kluczowych kodonach: 132 w genie
IDH1 oraz 172 w genie IDH2. Mutacja IDH1 p.R132H (c.395G>A, ekson 4 kodon 132) jest
zdecydowanie najczestszg zmiang w genach IDH (>80%). Mutacje IDH odgrywaja klu-
czowa role w klasyfikacji glejakow. Zwtaszcza w glejakach rozlanych u dorostych, gdzie
wszystkie typy wymagajg oceny IDH: skapodrzewiak (oligodendroglioma, IDH-mutant),
gwiazdziak (astrocytoma, IDH-mutant) glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-
-wild type). Nalezy mie¢ na uwadze, ze dostepny test IHC daje mozliwos¢ detekcji tylko
1 wariantu mutacji p.R132H. W rzeczywistosci mozliwych mutacji jest znacznie wiecej
i powinny by¢ preferowane techniki molekularne dajgce mozliwosé wykrycia petnego
spektrum mutacji (szczegélnie w przypadkach IHC-negatywnych i niejednoznacznych).
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Tabela 4.19. Warianty patogenne gendéw IDH1 i IDH2 zarejestrowane w bazie COSMIC

»

»

»

»

»

Gen / kodon Zmiana DNA amir%gl](i\?vggowa Nr w bazie COSMIC
IDH1 kodon 132 €.394C>A p.Arg132Ser COSM28748
IDH1 kodon 132 c.394C>G p.Arg132Gly COSM28749
IDH1 kodon 132 c.394C>T p.Arg132C COSM28747
IDH1 kodon 132 c.394_395delinsAT p. Arg132lle COSM6942014
IDH1 kodon 132 c.394_395delinsGT p. Arg132Val COSM28751
IDH1 kodon 132 c.394_395delinsTC p. Arg132Ser COSM1169216
IDH1 kodon 132 C.395G>A p. Arg132His COSM28746
IDH1 kodon 132 c.395G>T p. Arg132Leu COSM28750
IDH1 kodon 132 €.395_396inv p. Arg132His COSM86993
IDH2 kodon 172 c.514A>G p. Arg172Gly COSM33731
IDH2 kodon 172 Cc.514A>T p. Arg172Trp COSM34039
IDH2 kodon 172 c.514_515delinsTT p. Arg172Leu COSM7410538
IDH2 kodon 172 c.515G>A p. Arg172Lys COSM33733
IDH2 kodon 172 c.515G>C p. Arg172Thr COSM1636997
IDH2 kodon 172 c.515G>T p. Arg172Met COSM33732
IDH2 kodon 172 c.515_516delinsAA p. Arg172Lys COSM5885267
IDH2 kodon 172 c.515_516delinsAT p. Arg172Asn COSM256046
IDH2 kodon 172 c.516G>C p. Arg172Ser COSM133672
IDH2 kodon 172 c.516G>T p. Arg172Ser COSM34090

Mutacje w genach IDH1 i IDH2 sg pozytywnymi czynnikami prognostycznymi.
W poréwnaniu z glejakami IDH-wild type, pacjenci z glejakami z mutacjg /IDH maja
znacznie lepsze rokowanie.

Mutacje w genach IDH1 p.Arg132 i IDHZ2 p.Arg172 sg czynnikiem predykcyjnym w lecze-
niu gwiazdziaka lub skapodrzewiaka stopnia 2 WHO inhibitorem dehydrogenazy izocy-
trynianu.

Kodelecja 1p/19q jest zaburzeniem cytogenetycznym oznaczajgcym wspotistniejaca
delecje krotkiego ramienia chromosomu 1 (1p) i dtugiego ramienia chromosomu 19
(19q). Ta cecha stanowi korzystny czynnik prognostyczny zwigzany z lepszym PFS i OS.
Zgodnie z aktualng klasyfikacjag aby rozpozna¢ skapodrzewiaka konieczne jest potwier-
dzenie obecnosci kodelecji 1p/19q tacznie z mutacja IDH.

Obecnos¢ homozygotycznej delecji CDKN2A/B jest markerem najwyzszego stopnia zto-
Sliwosci w grupie rozlanych gwiazdziakow z mutacjg IDH.

Amplifikacja genu EGFR jest jednym z trzech markeréw molekularnych (obok aberraciji
7+/10- i mutacji w promotorze TERT) warunkujgcych postawienie diagnozy glejaka o naj-
wyzszym stopniu ztosliwosci w guzach bez mutacji IDH, bez wzgledu na obraz histopa-
tologiczny. W dotychczasowych badaniach udowodniono negatywng warto$¢ progno-
styczng amplifikacji genu EGFR.
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» U okoto 70% wszystkich glejakéw pierwotnych wystepujacych u dorostych obecna jest
mutacja promotora TERT. Mutacje promotora TERT sg istotnie zwigzane z gorszym OS
i PFS, szczegdlnie w glejakach IDH-wild type. Obecno$¢ mutacji w promotorze TERT
w glejakach IDH-wild type jest wskazaniem do rozpoznania glioblastoma IDH-wild type.
Wyrézni¢ mozna dwa najczesciej wystepujace warianty w obrebie promotora genu TERT
prowadzace do nadmierenej ekspresji, a w konsekwencji zwiekszenia aktywnosci telo-
merazy. Podtrzymywanie dtugosci telomerdéw poprzez aktywacje TERT jest kluczowym
czynnikiem w procesie uniesmiertelniania i trwatego wzrostu komorek glejaka.

Prawidtowa nomenklatura dla najczestszych wariantéw istotnych klinicznie wystepuja-

cych w obrebie promotora genu TERT.

hislzlgrz)‘/lzgna Zapistra?]\éi:;;%hedem Zapis HGVS genomgwy Zapis HGVS genomgwy
vﬁﬁgglt(apzae) NM_198253.3 (MANE) - hg19 (GRCh37) - hg38 (GRCh38)
C228T NM_198253.3:c.-124C>T NC_000005.9:8.1295228G>A NC_000005.10:g.1295113G>A
C250T NM_198253.3:c.-146C>T NC_000005.9:8.1295250G>A NC_000005.10:8.1295135G>A

* Jesli badamy warianty w promotorze genu TERT z wykorzystaniem sekwencjonowania nastepnej
generacji lub sekwencjonowania Sangera, zapis wykrytego wariantu powinien by¢ zgodny z sekwencja
referencyjna uzywana przez pipeline bioinformatyczny wykorzystywany do analizy.

» Aberracja 7+/10-jest negatywnym czynnikiem rokowniczym w glejakach. Rozlane gleja-
ki bez mutacji IDH niespetniajace kryteriéw morfologicznych dla glejaka wielopostacio-
wego, ale posiadajgce ceche 7+/10-, majg przebieg kliniczny podobny do jednoznacz-
nego morfologicznie glejaka wielopostaciowego i nalezy je obecnie klasyfikowac jako
glioblastoma IDH-wild type. Zgodnie z aktualna klasyfikacja WHO cecha 7+/10- dotyczy
jedynie zaburzenia liczby catych chromosomoéw. Nalezy mie¢ na uwadze, ze mozliwa
jest réwniez rzadziej wystepujgca czesciowa utrata chromosomu 10 (szczegdlnie 10qg),
ktora zwigzana jest rowniez ze ztym rokowaniem.

» U mtodych dorostych w przypadku glejaka rozlanego bez mutacji IDH zlokalizowane-
go w linii sSrodkowej (midline) lub pétkulach mézgu nalezy rozwazy¢ dodatkowa analize
mutacji genéw histonu H3: H3-3A (dawniej H3F3A), H3C2 (dawniej HIST1H3B), H3C3
(dawniej HIST1H3BC) jako element poszerzonej diagnostyki réznicowej glejaka wielopo-
staciowego (glioblastoma, IDH-wt). Mutacje w tych genach zlokalizowane sg w jednym
z dwéch kluczowych kodonoéw p.Lys28 lub p.Gly35 (wg starszego nazewnictwa niekom-
patybilnego z nomenklaturg HGVS sa to odpowiednio pozycje Lys27 i Gly34). Mutacje
wystepuja gtéwnie w genie H3-3A, ale odnotowano réwniez rzadziej wystepujace przy-
padki z mutacjg genu H3C2 lub H3C3. Aktualna klasyfikacja WHO wymienia dwa rozpo-
znania zalezne od mutacji histonu H3: rozlany glejak linii Srodkowej ze zmiang H3 K27
(diffuse midline glioma, H3 K27-altered), rozlany glejak pétkul z mutacjg H3 G34 (diffuse
hemispheric glioma, H3 G34-mutant). Oba rozpoznania zaliczane sg do rozlanych gleja-
kéw typu pediatrycznego o wysokim stopniu ztosliwosci.

» Metylacja promotora genu MGMT ma znacznie prognostyczne. Poziom ekspresji MGMT

w glejakach moze wptywac¢ na odpowiedz na leki alkilujgce. Metylacja promotora re-

guluje ekspresje MGMT poprzez epigenetyczne wyciszanie genu. Pacjenci z metylacja

104 promotora MGMT odnoszag korzys¢ z temozolomidu (TMZ), podczas gdy pacjenci bez
metylacji nie.
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4.7.3. Diagnostyka réznicowa gwiazdziaka (astrocytoma IDH-mutant)
i glejaka wielopostaciowego (glioblastoma IDH-wt)

»

»

»

Wedtug CNS5 WHO 2021 klasyfikacja gwiaZzdziaka powinna opiera¢ sie na podstawie
oceny histopatologicznej jak i analizie biomarkeréw genetycznych. Obecnie warunkiem
koniecznym do rozpoznania gwiazdziaka jest mutacja genu IDH1 lub IDH2 oraz stwier-
dzenie utraty ekspresji ATRX testem immunohistochemicznym lub obecnosci mutaciji
genu ATRX testem molekularnym lub wykluczenie kodelecji 1p/19q. Nalezy zachowac
szczegblng ostroznos¢ w interpretacji odczynow negatywnych ATRX IHC w sytuacji bra-
ku ekspresji w wewnetrznej kontroli pozytywnej (np. srodbtonek) i rozwazy¢ weryfikacje
wyniku testem molekularnym.

Homozygotyczna delecja CDKN2A/B w gwiazdziakach z mutacjg IDH jest markerem naj-
wyzszego stopnia ztosliwosci.

W rozlanych glejakach astrocytarnych bez mutacji IDH, obecnos$¢ jednego lub wiecej
z trzech parametréw genetycznych (amplifikacja genu EGFR, warianty patogenne pro-
motora TERT [SNV] lub potaczenie nabycia chromosomu 7 i utraty chromosomu 10
[7+/10-]) zobowigzuja do zaklasyfikowania guza jako glejaka wielopostaciowego stopien
4 (glioblastoma IDH-wt).

Tabela 4.20. Podsumowanie cech molekularnych glejakéw rozlanych u dorostych (na
podstawie 5 klasyfikacji WHO)

Rozpoznanie Cechy charakterystyczne

Skapodrzewiak (WHO: * obecnos$¢ mutacji genu IDH7 lub IDH2 i
oligodendroglioma, IDH-mutant) e obecnosc¢ kodelecji 1p/19q

e obecnos$¢ mutacji genu IDH1 lub IDH2 i
e obecnos¢ utraty ekspresji ATRX (IHC) lub obecna mutacja

Gwiazdziak (WHO: astrocytoma, genu ATRX lub
IDH-mutant) ¢ wykluczona kodelecja 1p/19q

e czesto wystepujace mutacje TP53 (nie sg warunkiem
koniecznym do postawienia rozpoznania)

Glejak wielopostaciowy (WHO:
glioblastoma, IDH-wild type)

e brak mutacji genu IDH1 i IDHZ2 oraz

e brak mutacji histonu H3 (H3-3A, H3C2, H3C3) oraz co
najmniej jedna z ponizszych cech:

martwica

proliferacja naczyn

mutacja promotora genu TERT

amplifikacja genu EGFR

aberracja 7+/10-

4.7.4. Algorytm diagnostyczny rozlanych glejakéw

Strategie diagnostyczne rozlanych glejakow

1.

Jednoczasowa analiza mutacji wielogenowym testem NGS oraz zaburzen cytogenetycz-
nych w analizie CNV. Test powinien obejmowac co najmniej analize prostych mutacji
(SNV, indel): ATRX, IDH1, IDH2, H3-3A, H3C2, H3C3, TP53, promotor TERT oraz analize
CNV: delecja CDKN2A/B, amplifikacja EGFR, chromosom 1, 7, 10, 19 — z pokryciem se-
kwencji wystarczajgcym do detekcji kodelecji 1p/19q, trisomii 7, monosomii 10.
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(circumscribed )
astrocytic glioma)  (Pleomorphic

2. Jednoczasowa analiza mutacji wielogenowym testem NGS bez analizy CNV oraz analiza

zaburzen cytogenetycznych innymi metodami (FISH, MLPA). Test powinien obejmowac
conajmniejanalize prostych mutacji (SNV, indel): ATRX, IDH1, IDH2, H3-3A, H3C2, H3CS3,
TP53, promotor TERT. Obecne mutacje ATRX i IDH1/2 sg wystarczajgce do postawienia
rozpoznania gwiazdziaka (astrocytoma, IDH-mutant). W przypadku, gdy nie ma dostepu
do mikromacierzy catogenomowych test FISH CDKN2A/B moze byé pomocny do po-
twierdzenia lub wykluczenia gwiazdziaka o 4 stopniu ztosliwosci. W przypadku obecnej
mutacji IDH1/2 i braku zaburzen ATRX wskazane jest badanie kodelecji 1p/19q w celu
potwierdzenia lub wykluczenia rozpoznania skapodrzewiaka (WHO: oligodendroglioma,
IDH-mutant). Brak mutacji genéw IDH1/2 oraz obecna mutacja promotora TERT beda
wystarczajgce do postawienia rozpoznania glejaka wielopostaciowego (glioblastoma,
IDH-wt). Brak mutacji genéw IDH1/2, promotora TERT oraz histonu H3 przemawia za
kontynuacja diagnostyki w kierunku glejaka wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wt):
analiza cech histologicznych oraz molekularnych: amplifikacja EGFR, aberracja 7+/10-.

. Niezalezna analiza gendéw i chromosomow pojedynczymi testami. Diagnostyke réznico-

wa nalezy rozpoczaé od analizy mutacji IDH1/2 (zalecane metody: sekwencjonowanie
Sangera lub qPCR). Pozytywny wynik IDH zaweza diagnostyke ré6znicowag do gwiazdzia-
ka i skgpodrzewiaka, w ktérej rozstrzygajace moze by¢ badanie kodelecji 1p/19q (FISH,
MLPA). W przypadku gwiazdziaka nalezy rozwazy¢ badanie delecji CDKN2A/B (FISH,
MLPA) w celu ustalenia stopnia ztosliwosci wg WHO. Negatywny wynik IDH oraz brak hi-
stologicznych cech stopnia 4 WHO (martwica i/lub proliferacja naczyn) wymagaja kon-
tynuacji diagnostyki molekularnej w kierunku glejaka wielopostaciowego (glioblastoma,
IDH-wt): badanie mutacji promotora genu TERT (sekwencjonowanie Sangera), amplifi-
kacja EGFR (FISH), aberracja 7+/10- (MLPA lub mikromacierze catogenomowe lub FISH).

4.7.5. Inne pierwotne nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego
pochodzenia glejowego diagnozowane z zastosowaniem technik
molekularnych

Tabela 4.21. Charakterystyczne cechy molekularne innych nowotworéw gleju
u dorostych (na podstawie 5 klasyfikacji WHO)

Typ nowotworu (WHO) Charakterystyczne cechy molekularne

. o e zaburzenia gendw szlaku MAPK (fuzje BRAF,
Niskozréznicowany mutacje FGFR1, NF1)

gwiazdziak z cechami .
piloidnymi * homozygotyczna delecja CDKN2A/2B lub
amplifikacja CDK4

(High-grade astrocytoma . ) . "
with piloid features) * mutacja ATRX lub utrata jadrowej ekspresji
ATRX (ok. 45%)

Ograniczony « mutacja BRAF pVal600GLu (V600E) (60-80%)
glejak ;5 s przypadkéw
astrocytarny Zottakogwiazdziak

* homozygotyczna delecja CDKN2A/2B

* inne zaburzenia w genach zwigzanych ze
szlakiem MAPK (BRAF, NTRK1, NTRK2, NTRK3,

pleomorficzny

xanthoastrocytoma) )|
RAF1, NF1) w przypadku braku mutacji BRAF
p.V600E

glejak struniakowaty splotu

naczyniowkowego * mutacja p.D463H w genie PRKCA

(Chordoid glioma)
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Typ nowotworu (WHO) Charakterystyczne cechy molekularne

Wyscidtczak nadnamiotowy

z fuzjg ZFTA . . .
. e obecnos¢ genu fuzyjnego z udziatem genu
(Supratentorial , ZFTA (niekorzystny czynnik rokowniczy)
Wvécidtczak ependymoma, ZFTA fusion-
y positive)

(ependymoma) o : .
Wyscidtczak rdzenia e amplifikacja genu MYCN (niekorzystny czynnik
kregowego z amplifikacjg rokowniczy)

MYCN * moze zachodzié konieczno$é wykluczenia
(Spinal ependymoma, mutacji histonu H3 w diagnostyce réznicowej

MYCN-amplified)

4.7.6. Materiat

» Tkanka guza utrwalona w formalinie i zatopiona w parafinie (FFPE) do barwienia histo-
logicznego i immunohistochemicznego jest takze materiatem do molekularnych badan
genetycznych i cytogenetycznych. Wymagany odsetek komdérek nowotworowych w ba-
danym materiale >20%. Materiat powinien zawiera¢ nie mniej niz 100 komérek nowo-
tworowych na jeden preparat FISH.

» Jeslito mozliwe, czes¢ tkanki nowotworowej nalezy poddac kriokonserwacji w celu péz-
niejszej oceny molekularnej wymagajacej wysokiej jakosci DNA i RNA.

4.7.7. Metody

» Aberracje chromosomowe obserwowane w glejakach mozna szybko przeanalizowa¢ za
pomoca techniki FISH dzieki zastosowaniu odpowiednio dobranych sond.

» Zastosowanie przeciwciat monoklonalnych specyficznych dla zmutowanego biatka
umozliwito w pierwszych latach diagnostyki w glejakach wtaczenie IHC do standardo-
wych protokotéw przesiewowych jednej mutacji punktowej /DH1 p.Arg132His PdzZniejsze
doniesienia wykazaty, ze mutacje niekanoniczne w genach IDH1/2 - ktére nie sa wykry-
wane za pomoca IHC, wystepuja w duzym odsetku (do 80%) w niektérych lokalizacjach
glejakow (np. guzy podnamiotowe). Dlatego, metoda referencyjng do genetycznej oceny
IDH1/2 jest sekwencjonowanie (metoda Sangera lub NGS), lub gPCR (pod warunkiem
zapewnienia detekcji szerokiego zakresu wariantéw patogennych). Test MLPA ze wzgle-
du na ograniczony zakres wykrywalnych wariantéw IDH nie jest zalecany.

» gPCR jest najczulszag metoda wykrywania zmian molekularnych, takich jak mutacje
punktowe lub mate delecje. Niemniej jednak qPCR jest réwniez czesto zastepowany
przez NGS, poniewaz zwigksza sie liczba gendw, u ktérych wymagana jest ocena muta-
cji somatycznych.

» Biorgc pod uwage obecnag klasyfikacje WHO z 2021 r., ktéra wymaga analizy wielu zmian
genetycznych, praktyka kliniczna diagnostyki glejaka powinna opiera¢ sie na wysoko-
przepustowych technologiach, takich jak NGS, i by¢ wspomagana odpowiednio metoda
FISH, MLPA lub NGS z dodatkowa analizg CNV dla 1p/19q, +7/-10, amplifikacji EGFR,
delecji CDKN2A/B.
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4.7.8. Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym czasie, ktory nie powinien przekracza¢ od
momentu otrzymania materiatu

e 10 dniroboczych dla metody FISH, gPCR, MSP, MLPA oraz sekwencjonowania
Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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4.8. Rak tarczycy
4.8.1. Epidemiologia, etiologia

» Raktarczycy (ang. thyroid carcinoma) jest najczestszym nowotworem uktadu endokryn-
nego, stanowigcym 1-2% wszystkich nowotworow ztosliwych.

» Rozpoznawany czesciej u kobiet (7 miejsce pod wzgledem czestosci diagnozowania), 22
miejsce u mezczyzn; w roku 2022 w Polsce odnotowano ponad 4000 nowych rozpoznan;
liczba zgondéw na statym i stosunkowo niskim poziomie.

» Nowe rozpoznania dotycza gtéwnie raka brodawkowatego tarczycy w niskim stadium
zaawansowania, co jest najprawdopodobniej konsekwencjg lepszej dostepnosci do ba-
dan obrazowych oraz czestym wykonywaniem aspiracyjnych biopsji cienkoigtowych.

» Sredni wiek w chwili rozpoznania: 50 lat (kobiety: 49 lat, mezczyzni 54 lata).

» Obok ptci i wieku do gtéwnych czynnikéw ryzyka rozwoju choroby nalezg ekspozycja na
promieniowanie jonizujgce, niedobdr/nadmiar jodu w diecie, predyspozycje genetycz-
ne.

4.8.2. Predyspozycje genetyczne

» Zréznicowane raki tarczycy wykazujg charakter choroby o typie sporadycznym,

» Wiekszos¢ rakéw zréznicowanych tarczycy charakteryzuje sie obecnoscig wariantéw
somatycznych w kodonie p.(V600E) w eksonie 15 genu BRAF oraz zmian w obszarze pro-
motorowym genu TERT (c.-124C>T, c.-146C>T).

» Zidentyfikowano warianty germinalne predysponujgce do rozwoju tego typu histologicz-
nego nowotworu jak np. mutacje w genie CHEK2.

» Ponad 90% przypadkow raka rdzeniastego tarczycy jest wynikiem obecnosci germinal-
nego wariantu patogennego w protoonkogenie RET i moze wystepowac jako rodzinny
rdzeniasty rak tarczycy lub stanowi¢ sktadowa zespotu mnogich nowotwordéw gruczotéw
wewnatrzwydzielniczych MEN2 (MEN2A lub MEN2B).

» Warianty patogenne protoonkogenu RET obserwowane sg najczesciej w obrebie siedmiu
eksonoéw: 8,10, 11, 13, 14, 15i 16. Wariant eksonu 8 wykrywany jest gtéwnie w populacji
greckiej.

Tabela 4.22. Najczestsze warianty patogenne protoonkogenu RET i sposoby postepowania
wsréd nosicieli wedtug rekomendacji ATA (American Thyroid Association)

Typ mutacji genu RET

(Czestos¢ wystepowania), % Postepowanie

MEN2B/Kodon 918 (95%) Tyreoidektomia w 1. roku zycia

Tyreoidektomia przed 5. rokiem zycia pod warunkiem

: <59 . . . .
MEN2A/Kodony: 634, 883 (<5%) systematycznej kontroli poziomu kalcytoniny

Catkowite wyciecie tarczycy w chwili wzrostu markera
MEN2A/Kodony: 512, 533, 609, 611, 618, biochemicznego kalcytoniny lub w dziecinstwie
620, 621, 666, 768, 790, 791, 804, 891 (<5%) przy braku zgody rodzicéw na wydtuzenie okresu
obserwacyjnego
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4.8.3. Typy histologiczne

» 95% nowotworow ztosliwych tarczycy stanowig raki zréznicowane tarczycy wywodzace
sie z komorek pecherzykowych. Poszczegdlne typy histologiczne réznig sie miedzy soba
zdarzeniami genetycznymi zachodzacymi podczas rozwoju.

» 3-5% przypadkdéw to raki rdzeniaste rozwijajgce sie z komdrek okotopecherzykowych,
okreslanych mianem komorek C.

Tabela 4.23. Typy histologiczne rakéw zréznicowanych tarczycy i frekwencja wystepowania
mutacji w genie BRAF oraz TERT

Typ histologiczny raka Markery molekularne (Czestos¢ wystepowania), %
NIFTP BRAF p.Lys601Glu (3-7%) (K601E)
Rak brodawkowaty tarczycy
Wariant klasyczny BRAF p.Val600Glu (45-50%) (V600E)
Wariant pecherzykowy BRAF p.Lys601Glu (5%) (K601E)

BRAF p.Val600Glu (80-100%) (V600E)
mutacje promotora TERT (22-27%)

Rak pecherzykowy tarczycy mutacje promotora TERT (10-20%)

Wariant wysokokomérkowy

Rak z komérek Hurtle'a -

Niskozréznicowany rak mutacje promotora TERT (40%)
tarczycy BRAF pNal600Glu (10-20%) (V60OE)
mutacje promotora TERT (40-50%)
BRAF pNal600Glu (20-40%) (V600E)

Rak anaplastyczny

4.8.4. Terapia celowana

» Postepowanie terapeutyczne w raku tarczycy jest ztozone, wielodyscyplinarne i Scisle
zwigzane ze stopniem zaawansowania choroby (leczenie chirurgiczne, leczenie jodem
promieniotworczym oraz farmakologiczne).

» Zaawansowane, hieoperacyjne oraz oporne na leczenie jodem promieniotwdrczym po-
stacie raka zréznicowanego tarczycy sg poddawane leczeniu z wykorzystaniem inhibi-
toréw kinaz tyrozynowych (inhibitory o szerokim spektrum dziatania blokujg np. VEGFR,
FGFR, RET).

» Chorzy z rozpoznaniem raka anaplastycznego oraz obecnoscig wariantu genu BRAF
p.(Val600Glu) moga zosta¢ poddani rownolegtemu leczeniu farmakologicznemu z za-
stosowaniem inhibitoréw BRAF (dabrafenib) oraz MEK (trametynib).

» Leczenie zaawansowanych oraz jodoopornych postaci raka brodawkowatego tarczycy
opiera sie na zastosowaniu terapii celowanej w oparciu o wysoce selektywny inhibitor
TRK w przypadku, gdy w probce tkankowej wykryje sie fuzje z udziatem NTRK7 lub NTRK2
lub NTRK3.

» Chorzy ze zréznicowanym rakiem tarczycy, u ktérych nie odniesiono korzysci terapeu-
tycznych w wyniku zastosowania leczenia | linii, a w badaniu genetycznym wykryto fuzje
genu RET, moga zostac¢ poddani terapii w oparciu o selektywne inhibitory RET (selper-
katynib i pralsetynib). Leczenie w oparciu o selperkatynib i pralsetynib u chorych z DTC
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i fuzjami genu RET zostato jak dotad zatwierdzone przez FDA w Stanach Zjednoczonych.
Tylko selperkatynib uzyskat warunkowa autoryzacje EMA do stosowania na terenie Unii
Europejskiej. Natomiast refundacja jest zalezna od wewnetrznych decyzji paristwowych
instytucji ptatniczych. Na chwile obecng w Polsce, nie ma dostepnosci do tych lekéw
w ramach programow lekowych dla chorych z DTC.

» Chory z postaciag przerzutowa raka rdzeniastego tarczycy sa leczeni z wykorzysta-
niem nieselektywnych inhibitorow kinaz tyrozynowych (chorzy z wariantami genu
RET p.Met918Thr lepiej odpowiadajg na leczenie mutlikinazowymi inhibitorami biatek
RET, MET, VEGFR lub biatek RET, VEGFR2, EGFR).

» Dla chorych z nieoperacyjnym, miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem
rdzeniastym tarczycy dostepny jest program lekowy w Il linii leczenia, ukierunkowany
molekularnie i opierajgcy sie na zastosowaniu selektywnych inhibitoréow RET.

» Warunkiem koniecznym kwalifikacji do programu jest potwierdzenie obecnosci pato-
gennego/prawdopodobnie patogennego wariantu somatycznego w genie RET, progre-
sja po leczeniu | linii, badZ brak odpowiedzi na wczes$niejsze terapie. Obecnosé mutacji
o charakterze germinalnym w genie RET jest dopuszczalnym kryterium przy braku mozli-
wosci wykonania badan na materiale z tkanki nowotworowe;.

4.8.5. Diagnostyka genetyczna

» W przypadku podejrzenia zespotu MEN2A badanie nalezy wykona¢ u dzieci pomiedzy
2-3 rokiem zycia, maksymalnie do momentu ukoniczenia 5 lat badanie genu RET. W ro-
dzinach z zespotem MEN2B badanie przeprowadza sie przed ukonczeniem 1 roku zycia,
zwykle najwczesniej jak jest to mozliwe.

» Obecnie nie ustalono zasadnosci wykonywania rutynowych badan przesiewowych
w celu wykrycia mutacji somatycznych w protoonkogenie RET. Natomiast ocena warian-
tu somatycznego genu RET ma znaczenie w kwalifikacji do programu lekowego.

» Badanie statusu wariantow somatycznych genu BRAF oraz w obszarze promotorowym
genu TERT pozwala na oceng stratyfikacji ryzyka w oparciu o rekomendacje ATA (Amery-
kanskie Towarzystwo Tyreologiczne).

» Personalizacja leczenia oraz mozliwos¢ zastosowania lekéw w ramach terapii ukie-
runkowanych molekularnie wiaze sie z potrzebg wykonywania badan w oparciu o pa-
nele wielogenowe oceniajgce obecnos¢ mutacji przynajmniej w genie RET, BRAF, fuzje
z udziatem RET, NTRK1-3.

4.8.6. Materiat

» Do wykonania badania molekularnego w przypadku rakéw zréznicowanych oraz usta-
lenia statusu mutacji somatycznych protoonkogenu RET wykorzystuje sie materiat po-
operacyjny w formie skrojonych i niebarwionych skrawkéw parafinowych. W skrawkach
odsetek komodrek raka tarczycy wynosi przynajmniej 20%.

» Dla zmian germinalnych materiatem do badan jest krew obwodowa.
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4.8.7. Metody

» Badanie statusu wariantéw protoonkogenu RET przeprowadza sie za pomoca sekwen-
cjonowania NGS lub sekwencjonowania Sangera. W przypadku zastosowania NGS zale-
ca sie ocene petnej sekwencji genu RET.

» Status mutacji p.(Val600Glu) w eksonie 15 genu BRAF oraz zmian w obszarze promoto-
rowym genu TERT (c.-124C>T, c.-146C>T) oznaczany jest przy pomocy metody gPCR lub
sekwencjonowania Sangera. Uzyskanie wyniku niejodnoznacznego nalezy zweryfikowac
W oparciu o zastosowanie sekwencjonowania metodg NGS.

Materiat do badania - DNA
wyizolowany z bloczka parafinowego (FFPE)

Ocena statusu mutacji
w eksonie 15 genu BRAF
c. 1799 T>A p.(Val600Glu)

Ocena mutacji promotora genu TERT
c.-124C>T, c.-146C>T

gPCR Sekwencjonowanie Sangera

Sekwencjonowanie NGS

Weryfikacja wyniku niejednoznacznego

Rys. 4.8. Zastosowanie diagnostyki genetycznej do oceny wariantéw somatycznych genu
BRAF i hTERT w rakach zréznicowanych tarczycy

4.8.8. Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik powinien byé uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien prze-
kracza¢ od momentu otrzymania materiatu:

¢ 10 dni roboczych dla metody gPCR oraz sekwencjonowania Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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4.9. Rak gruczotu krokowego

4.9.1. Epidemiologia, etiologia

» WSsrdéd nowych rozpoznan w 2023 roku dla nowotworéw ztosliwych u mezczyzn rak gru-
czotu krokowego (ang. prostate cancer) byt diagnozowany najczesciej (23710 pacjen-
téw) i stanowit 24,5% wszystkich zachorowan. W Polsce wspoétczynnik zapadalnosci na
raka gruczotu krokowego jest wzglednie niski w poréwnaniu do innych krajéw europej-
skich, a zgony dotyczg 5859 mezczyzn rocznie.

» W Polsce obserwuje sie wzrost zachorowalnosci na raka gruczotu krokowego od 50 roku
zycia, natomiast szczyt nowych rozpoznan (75% zachorowan) oraz 90% zgonéw dotyczy
mezczyzn po 75 roku zycia.

» Do gtéwnych czynnikéw ryzyka zalicza sie: wiek, otytos¢, diete wysokottuszczowa, nara-
zenie na meskie hormony ptciowe (androgeny) oraz predyspozycje dziedziczne.

4.9.2. Predyspozycje genetyczne

» Ze wzgledu na uwarunkowania genetyczne i wywiad rodzinny rak prostaty dzieli sie na
3 gtéwne typy: rak sporadyczny (ang. sporadic prostate cancer, SPC), rak rodzinny (ang.
familial prostate cancer, FPC) i rak dziedziczny (ang. hereditary prostate cancer, HPC)
(Ryc nr4.9.)

Dziedziczny rak prostaty (HPC) ————— >

* Ponad 40% zachorowan ponizej 55 r.z.

e Uwarunkowany nosicielstwem
wariantéw germinalnych
(m.in. BRCA1, BRCA2, HOXB13)

¢ Wczesne zachorowania

e Zaawansowana i agresywna postac
choroby

&—— Sporadyczny rak prostaty (SPC)

¢ Losowe zachorowania (po 60-70r.z.)

¢ Brak zwigzku z wystepowaniem
wariantéw germinalnych

¢ Mozliwy skutek mutacji somatycznych

¢ Uwarunkowany czynnikami
Srodowiskowymi

¢ Ujemny wywiad rodzinny

Rodzinny rak prostaty (FPC) —>

¢ U dwoch lub wiecej krewnych
(p6zne zachorowania)

* Wptyw czynnikéw srodowiskowych,
stylu zycia

* Rola genodw o niskiej penetracji

¢ Diagnoza u krewnego | stopnia
(ojciec, brat) © 2-3 krotny wzrost ryzyka

Rys. 4.9. Podziat rakéw prostaty z uwzglednieniem etiologii i czestosci wystepowania

» Czestos¢ patogennych wariantéw germinalnych u chorych bedacych w zaawansowa-
nym stadium choroby wynosi 11%-30%, dotyczg one gtéwnie gendw BRCA1/2. Nato-
miast na uwage zastuguja, takze zmiany w obrebie innych genéw zaangazowanych
w naprawe DNA: ATM, CDK12, FANC2 oraz RAD51.

» Nosiciele wariantu dziedzicznego BRCAZ2 czesciej sg diagnozowani w mtodszym wieku,
majg bardziej agresywny przebieg choroby i o potowe krétszy czas przezycia w poréwna-
niu do pacjentéw bez mutacji. Badania wykazaty, ze warianty dziedziczne BRCA1/2 sa
zwigzane ze ztym rokowaniem i gorszg odpowiedzig na leczenie.

» Warianty o charakterze prawdopodobnie patogennym i patogennym w genie BRCAT
réwniez zwiekszajg ryzyko wystapienia choroby, ale w mniejszym stopniu niz dla genu
BRCA2. 13
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»

»

»

Wytyczne NCCN dotyczace raka gruczotu krokowego zalecaja, aby panele testéw gene-
tycznych (dziedzicznych i somatycznych) obejmowaty geny zwigzane z zespotem Lyncha
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) oraz inne geny zaangazowane w naprawe DNA (BRCA1/2,
ATM, PALB2, CHEK2).

W zaleznosci od kontekstu klinicznego odpowiednie moze by¢ testowanie dodatko-
wych gendw. Na szczegdlng uwage zastuguje wariant patogenny c.251G>A p.(Gly84Glu)
w eksonie 1 genu HOXB13. Na podstawie jak dotad opublikowanych danych szacuje sie,
ze mezczyzni pochodzenia europejskiego bedacy nosicielami patogennego wariantu
G84E wykazujag okoto 2,8- do 4-krotnie wigksze ryzyko zachorowania na raka prostaty
0 agresywnym przebiegu. Obecnos$¢ wariantu nie ma obecnie wyraznych implikacji te-
rapeutycznych w zaawansowanej chorobie. Testowanie tego genu moze miec jednak za-
stosowanie w poradnictwie rodzinnym.

W przypadku wykrycia wariantéw w BRCA1/2, ATM, CHEK2, PALB2 lub HOXB13 pacjenci
powinni by¢ kierowani do poradni genetycznej w celu oceny mozliwosci wystgpienia ze-
spotu dziedzicznej predyspozycji do raka piersiijajnika (ang. Hereditary Breast and Ova-
rian Cancer, HBOC), zwiekszonego ryzyka zachorowania na raka trzustki, jelita grubego
i prostaty. W przypadku wykrycia wariantu germinalnego poradnictwem nalezy objac¢
krewnych probanta (obu ptci).

Tabela 4.24. Czestos¢ mutacji germinalnych i somatycznych u chorych na raka gruczotu
krokowego

Gen naprawy uszkodzenn | Mutacje germinalne | Mutacje somatyczne

DNA (czestosc), % (czestosc), %
BRCA1 0,9 1
BRCA2 5,4 6-7

ATM 1,6 3,7-5
CDK12 - 2,8-10

RAD51B - 3
RAD51D 0,4 2,7
CHEK2 1,9 -

4.9.3. Diagnostyka molekularna

»

»

»

»

Ocena profilu molekularnego chorego umozliwia podjecie decyzji odnosnie sposobu
leczenia, przeprowadzenia diagnostyki w rodzinie oraz pozwala na udziat chorego w ba-
daniach klinicznych.

Znajomos¢ statusu mutacji w genach BRCA1/2 oraz ATM, CDK12, CHEK2, PALB2,
RADS51C jest kluczowa u chorych na zaawansowang i oporng na hormonoterapie postac
raka prostaty dla optymalnego leczenia.

Obecnos¢ mutacji patogennej lub prawdopodobnie patogennej (germinalnej lub soma-
tycznej) w genie BRCA1 lub BRCA2 pozwala na stosowanie PARPI (olaparyb).

Obecnosc¢ patogennej lub prawdopodobnie patogennej mutac;ji (germinalnej lub soma-
tycznej) w genie BRCA1 lub BRCA2 umozliwia zastosowanie leczenia niraparybem + oc-
tanem abirateronu.
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» Obecnos¢ patogennej lub prawdopodobnie patogennej mutacji (germinalnej lub soma-
tycznej) w genach HRR (BRCA2, ATM, CDK12, CHEK2, BRCA1, PALB2, RAD51C) umozli-
wia zastosowanie leczenia talazoparybem w skojarzeniu z enzalutamidem.

4.9.4. Materiat

» Materiat pooperacyjny w formie skrojonych i niebarwionych skrawkéw parafinowych lub
biopsyjny, powinien zawiera¢ przynajmniej 20% komaérek nowotworowych. Materiat po-
operacyjny (guz pierwotny/ przerzut) tkanka utrwalona w formalinie i zatopiona w para-
finie (FFPE), biopsja.

» Osocze krwi obwodowej (w przypadku braku materiatu tkankowego lub jego niskiej ja-
kosci) mozna wykorzysta¢ do badania genetycznego. Wynik negatywny badania wol-
nokrgzacego DNA (cfDNA) z prébki osocza nie wyklucza obecnosci wariantu w guzie.
Ze wzgledu na klonalng hematopoeze i mozliwosé wykrywania mutacji pochodzacych
z limfocytow, interpretacja wynikdw moze by¢ btedna (nieprawidtowa kwalifikacja do
terapii PARPi). W celu wykluczenia wariantéw klonalnej hematopoezy badanie cfDNA
powinno dodatkowo obejmowac sparowang kontrole w postaci analizy mutacji z leuko-
cytow krwi obwodowej (znacznie wyzszy koszt badania).

» Badanie wariantoéw dziedzicznych — krew obwodowa

DECYZJA
KLINICZNA

Tkanka nowotworowa jako
~Ztoty standard”

w diagnostyce genetycznej* Badanie ctDNA

Pltynna biopsja

ctDNA jako preferowana
opcja do dalszych testow,
o ile jest dostepna

Badanie
z tkanki guza

Nie uzyskano

wyniku badania
Badanie mutacji

Uzyskano wynik germinalnych (krew)

badania Badanie krwi, je$li badanie

ctDNA w osoczu jest
niedostepne

DECYZJA
KLINICZNA

DECYZJA
KLINICZNA

Rys 4.10. Algorytm diagnostyczny genéw: BRCA1, BRCA2, ATM, CDK12, RAD51B, RAD51D, CHEK2*

4.9.5. Metody

Ze wzgledu na réznorodnos¢ wariantéw wystepujacych w genach BRCA2, ATM, CDK12,
CHEK2, BRCA1, PALB2, RAD51C oraz koniecznos$¢ zbadania petnych sekwencji eksonowych
i na granicach ekson/intron badania wykonuje sie metodg NGS.

4.9.6. Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktory nie powinien prze-
kracza¢ od momentu otrzymania materiatu.

15

e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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4.10. Rak trzustki

4.10.1 Epidemiologia, etiologia

»

»

»

»

Rak trzustki (ang. Pancreatic cancer, PC) to jeden z najbardziej agresywnych nowotwo-
réw ztosliwych, w ktérym 5-letnie przezycie obserwuje sie u mniej niz 5% chorych.

95% przypadkéw stanowig gruczolakoraki przewodowe wywodzace sig¢ z czesci ze-
whnatrzwydzielniczej w gtowie trzustki, pozostate rozpoznania to pochodzace z czegsci
wewnatrzwydzielniczej, ktore charakteryzuja sie lepszym rokowaniem.

Rak trzustki nieco czesciej wystepuje u mezczyzn, a ponad 80% przypadkow raka trzust-
ki rozwija sie powyzej 55 roku zycia.

Oprdcz pteci i wieku gtéwne czynniki ryzyka rozwoju choroby to: palenie tytoniu, naduzy-
wanie alkoholu w konsekwencji prowadzace do rozwoju cukrzycy, dieta bogata w ttuszcz
zwierzecy i czerwone mieso, otytosé brzuszna, przewlekte zapalenie trzustki oraz pre-
dyspozycje genetyczne.

4.10.2 Predyspozycje genetyczne

»

»

»

»

»

»

»

Prawie 10% nowych przypadkéw raka trzustki stanowiag chorzy ze stwierdzong predyspo-
zycja genetyczna. Warianty patogenne takich gendéw jak: BRCA2, CDKN2A, ATM, STK11,
PRSS1/PRSS2, SPINK1, PALB2 i genéw naprawy niesparowanych zasad DNA sg powia-
zane ze zwiekszonym ryzykiem wystagpienia raka trzustki (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2).

Rodzinne wystepowanie raka trzustki (choroba u wiecej niz trzech krewnych pierwszego
stopnia oraz zachorowania ponizej 50 roku zycia) ponad 30-krotnie zwigksza ryzyko wy-
stgpienia choroby.

Rodzinne postacie gruczolakorakéw sg zwigzane wystepowaniem zespotu Lyncha/
HNPCC oraz dziedzicznej predyspozycji do raka piersi i/lub jajnika, ktére sa uwarunko-
wane wariantami patogennymi w genach BRCA7 i BRCA2.

Czestos¢ wystepowania germinalnych wariantéw patogennych w genie BRCA2 wynosi
miedzy 5%-10% przypadkdéw, natomiast w BRCAT okoto 1%.

Inne zespoty rodzinne zwigzane z rakiem trzustki to: dziedziczna predyspozycja do zapa-
lenia trzustki, zesp6t Peutza-Jeghersa, ataksja teleangiektazja, rodzinny atypowy czer-
niak mnogi (FAMMM Familial Atypical Multiple Mole Melanoma) i zespo6t Li-Fraumeni.

Oproécz zmian o charakterze germinalnym, rozwdj choroby moze by¢ wynikiem zaburzen
genetycznych o charakterze somatycznym (KRAS, warianty patogenne obecne w ponad
>90% gruczolakorakach trzustki, mutacje inaktywujgce w genach supresorowych: TP53,
p16/CDKN2A i SMADA4).

Chorzy z obcigzeniem rodzinnym oraz nalezacy do grup wysokiego ryzyka powinni zo-
sta¢ objeci poradnictwem genetycznym, z uwzglednieniem wykonania analizy mutacji
w genach BRCA1 i BRCA2.
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4.10.3 Diagnostyka molekularna

» Obecnos¢ germinalnych wariantéw patogennych w genach BRCA1/2 u chorych z za-
awansowang i nieoperacyjna postacia raka trzustki, pozwala na zastosowanie inhibito-
réow PARP, co daje korzysci w postaci wydtuzenia przezycia wolnego od progresiji.

» Przy braku wykrytych wariantéw o charakterze prawdopodobnie patogennym, badz
patogennym w genach BRCA1 i BRCA2, mozna rozwazy¢ ocene niestabilnosci mikrosa-
telitarnej (MSI) oraz fuzje gendw NTRK (NTRK1, NTRK2, NTRK3) i NRG1.

» Obecnos¢ fuzji gendw NTRK (NTRK1, NTRK2, NTRK3) pozwala na zastosowanie inhibi-
torow TRK (larotrektynibu i entrektynibu) lub przeciwciata monoklonalnego anty-HER2/
HER3 w przypadku fuzji NRG7. Natomiast u chorych z guzami wykazujgcymi niestabil-
nosc¢ satelitarng MSI-H/dMMR algorytm postepowania zaleca zastosowanie pembroli-
zumabu (Rys. 4.11.).

Personalizacja leczenia w raku trzustki

W A4 A4 W

BRCA1/2 MSI-H/dMMR Fuzje NTRK Fuzje NRG1
A4

I linia leczenia Olaparyb

A4 A4
Il linia leczenia | Chemioterapia | |Pembro|izumab Larotrektynib Zenocutuzumab
Entrektynib

Rys. 4.11. Algorytm postepowania terapeutycznego w raku trzustki z uwzglednieniem
profilu molekularnego guza

4.10.4. Materiat

» Materiat pooperacyjny (guz pierwotny/ przerzut) tkanka utrwalona w formalinie i zatopio-
na w parafinie (FFPE), biopsja. Odsetek komodrek raka powinien wynosi¢ minimum 20%

» Badanie wariantoéw dziedzicznych — krew obwodowa

4.10.5. Metody

» Ze wzgledu na réznorodnos$é mutacji wystepujacych w genach BRCA1 i BRCA2 oraz
koniecznos$¢ zbadania petnych sekwencji eksonowych oraz na granicach ekson/intron
badanie wariantéw typu SNV wykonuje sie w oparciu o sekwencjonowanie NGS z zasto-
sowaniem paneli.

» Sekwencjonowanie nastepnej generacji —badanie fuzji NTRK (z uzyciem RNA nowotwo-
rowego), umozliwia identyfikacje partneréw fuzyjnych oraz punktéw ztaman.

» Ocena niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI) w oparciu o PCR z elektroforezg kapilarna,

lub ddPCR lub NGS. 17
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4.10.6. Czas wykonania badania molekularnego

»  Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien prze-
kracza¢ od momentu otrzymania materiatu:

e 10 dni roboczych dla metody FISH, RT-PCR, ddPCR oraz sekwencjonowania metoda
Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.

18
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4.11. Nowotwor podscieliskowy przewodu
pokarmowego (GIST)

4.11.1. Epidemiologia, etiologia

» Nowotwor podscieliskowy przewodu pokarmowego GIST (ang. gastrointestinal stromal
tumor) jest najczestszym pierwotnym nowotworem mezenchymalnym przewodu pokar-
mowego. Komérki nowotworu wykazujg réznicowanie w kierunku srédmiazszowych ko-
morek Cajala.

» Cechami charakterystycznymi sg ekspresja antygenéw CD117 (KIT) i DOG1 oraz muta-
cje genow KIT i PDGFRA (okoto 85-90% przypadkow).

» Czestos$¢ wystepowania szacuje sie na 1,1-1,5 nowych przypadkéw /100 000 oséb na
rok. Szczyt zachorowalnosci przypada w siédmej dekadzie zycia (mediana wieku 60-65
lat) z poréwnywalng czestoscig u obu ptci.

» Najczestsza lokalizacjg jest zotadek (okoto 54%), w dalszej kolejnosci jelito cienkie
(30%), okreznica i odbytnica (5%), przetyk (1%). Okoto 10% GIST rozpoznawanych jest
w stadium rozsiewu w jamie otrzewne;j.

» Pediatryczne przypadki GIST sg rzadkie i zwigzane gtownie z mutacjami genéw kodu-
jacych podjednostki dehydrogenazy bursztynianowej (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD) lub
metylacjg promotora genu SDHC, czesciej wystepuja u ptci zenskiej, a najczestsza loka-
lizacja jest zotadek.

Tabela 4.25. Lokalizacja GIST

Lokalizacja Czestos¢

Przetyk (C15) 1%
Zotadek (C16) 54%
Jelito cienkie (C17) 30%
Okreznica i odbytnica (C18 / C20) 5%
Przestrzen zaotrzewnowa i otrzewnowa (C48) 10%

4.11.2. Genetyka molekularna GIST

» Cechg charakterystyczng nowotworéw podscieliskowych przewodu pokarmowego jest
obecnos¢ mutacji genu KIT lub PDGFRA wystepujacych w okoto 85-90% przypadkdw.
Mutacje KIT i PDGFRA wzajemnie sie wykluczaja, maja charakter aktywujacy i zlokalizo-
wane sg w kluczowych dla aktywnosci receptora domenach.

Lokalizacja mutacji w genie KIT:

e ekson 9 (domena zewnatrzbtonowa odpowiedzialna za wigzanie ligandu);

¢ ekson 11 (domena przybtonowa odpowiedzialna za autoinhibicje wolnego receptora);
e ekson 13 (domena kinazy tyrozynowej);

e ekson 17 (domena kinazy tyrozynowej);

Lokalizacja mutacji w genie PDGFRA:

¢ ekson 12 (domena przybtonowa odpowiedzialna za autoinhibicje wolnego receptora);

¢ ekson 14 (domena kinazy tyrozynowej); 119
* ekson 18 (domena kinazy tyrozynowej);
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» Mutacje zlokalizowane w eksonie 8 genu KIT sg bardzo rzadkie (0,1-0,2%) i nie uwzgled-
niane w testach diagnostycznych.

Najwazniejsze cechy GIST z mutacjg genu KIT:

e najczesciej komorki nowotworu o wrzecionowatej morfologii;

e zwigzane z wrazliwoscig na TKI, ograniczona wrazliwos$¢ w przypadku mutacji zlokali-
zowanych w eksonie 9;

e guzyz mutacjg w eksonie 9 sg zwykle zlokalizowane w jelicie cienkim;

e nowotwory z delecjg obejmujgcag kodony 557 i 558 wykazujg agresywny fenotyp i nie-
korzystne rokowanie.

Najwazniejsze cechy GIST z mutacja genu PDGFRA:

e obecny komponent o epitelioidnej morfologii komdérki nowotworowej;

¢ moga by¢ CD117-negatywne;

e zlokalizowane gtéwnie w zotadku;

e zwigzane zwrazliwoscig na TKI, pierwotna opornos$¢ w przypadku mutacji p.Asp842Val
(D842V);

* mniejsze ryzyko przerzutéw w poréwnaniu z mutacjag KIT.

Nowotwory podscieliskowe przewodu pokarmowego KIT i PDGFRA - negatywne stano-
wig heterogenna grupe nowotworéw. Czes¢ z nich charakteryzuje dysfunkcja dehydrogenazy
bursztynianowej zwigzana z mutacja (zwykle germinalng) jednego z genéw kodujgcych pod-
jednostki enzymu (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD) lub epigenetyczng supresjg zwigzang z me-
tylacjg promotora genu (zwykle SDHC). W$réd nowotwordéw z zachowang funkcja dehydro-
genazy bursztynianowej opisano dotychczas przypadki mutacji p.Val600Glu genu BRAF oraz
rearanzacje genow BRAF, FGFR1, NTRK1, NTRK3.

Nowotwdr podscieliskowy przewodu pokarmowego moze by¢ zwigzany z zespotem pre-
dysponujgcym do rozwoju nowotworow:

Zespot Carneya-Stratakisa
» Cechag charakterystycznag zespotu jest wystepowanie przyzwojakow i GIST. Zespot Car-
neya-Stratakisa ma charakter dziedzicznej predyspozycji i zwigzany jest z mutacja jed-
nego z genow kodujacych podjednostke dehydrogenazy bursztynianowej SDHA, SDHB,
SDHC lub SDHD.

Triada Carneya

» Zespot charakteryzujacy sie wystepowaniem nowotworéw podscieliskowych zotadka,
chrzestniaka ptucnego (chondroma ptuc), pozanadnerczowego przyzwojaka (paragan-
glioma). Triada Carneya nie ma dziedzicznej predyspozycji. Charakterystycznym zabu-
rzeniem epigenetycznym w nowotworze jest metylacja promotora genu SDHC.

Nurofibromatoza typu |

» Zwiekszone ryzyko wystapienia nowotworow podscieliska przewodu pokarmowego ob-
serwuje sie u pacjentéw z nerwiakowtdkniakowatoscia typu | obcigzonych germinalna
mutacjg genu NF1. Nowotwory podscieliska przewodu pokarmowego u tych pacjentéw
sg zwykle indolentne.
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Rodzinny GIST

» Rodzinna agregacja nowotworéw podscieliska przewodu pokarmowego moze byc¢ zwia-
zana z germinalng mutacjg genu KIT lub PDGFRA. Dotychczas opisano w literaturze
przypadki germinalnych patogennych wariantéw zlokalizowanych w eksonach 8, 11, 13,
17 genu KIT oraz w eksonach 12, 18 genu PDGRA odpowiedzialnych za rodzinne wyste-
powanie choroby.

Tabela 4.26. Mutacje genéw KIT i PDGFRA

Lokalizacja mutacji Mutacje

Mutacje genu KIT (ok. 75-80% przypadkow GIST)

® ok. 4-6% GIST
¢ >100 wariantéw zarejestrowanych w bazie COSMIC
Ekson 9 genu KIT  Gtéwnie duplikacje i insercie in-frame obejmujgce kodony 502
i 503 zwigzane z ograniczong wrazliwoscig na TKI
e Mutacje punktowe

® ok. 68-72% GIST

¢ >800 wariantow zarejestrowanych w bazie COSMIC

e Mutacje punktowe zlokalizowane gtéwnie miedzy kodonami 553
i572

* Delecje in-frame w tym delecje obejmujgce fragment intronu 10
zlokalizowane gtéwnie miedzy kodonami 550 i 560

¢ Insercje i duplikacje in-frame lokalizowane gtéwnie miedzy
kodonami 572 i 592

®1-2% GIST
¢ Gtéwnie mutacje punktowe, najczesciej w kodonie 642

® <1% GIST
* Gtéwnie mutacje punktowe, najczesciej w kodonie 822

Ekson 11 genu KIT

Ekson 13 genu KIT

Ekson 17 genu KIT

Mutacje genu PDGFRA (ok. 10% przypadkéw GIST)

* 1% GIST
Ekson 12 genu PDGFRA
& * Gtéownie mutacje punktowe, najczesciej w kodonie 561
®<1% GIST
Ekson 14 genu PDGFRA  °~
& * Gtownie mutacje punktowe, najczesciej w kodonie 659
®7-8% GIST

Ekson 18 genu PDGFRA o Mutacjg D842V zw?azana z pierwotng opornoscig na TKI,
rzadko inne mutacje punktowe
¢ Delecje in-frame obejmujace kodony 842 — 847

Tabela 4.27. Genetyka molekularna GIST z prawidtowym statusem genéw KIT
i PDGFRA (wild-type)

Gen Zaburzenia molekularne

GIST z uposledzeniem funkcji dehydrogenazy bursztynianowej (SDH-deficient)

SDHA
SDHB e Mutacje w genach SDH kodujacych podjednostki dehydrogenazy
SDHC burszterianowej
* Metylacja promotora genu SDHC
SDHD

121
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Gen ‘ Zaburzenia molekularne

GIST z prawidtowa aktywnoscia dehydrogenazy bursztynianowej (SDH-competent)

NF1 » Mutacje zwigzane z neurofibromatoza typu |
BRAF ° Plerwotna. mutaCJa. p.Val600Glu
* Geny fuzyjne z udziatem genu BRAF
FGFR1 » Geny fuzyjne z udziatem genu FGFR1
NTRK1
NTRK3 * Geny fuzyjne z udziatem genéw NTRK, gtéwnie NTRK3

4.11.3. Diagnostyka genetyczna
Zakres
A. badania czynnikéw predykcyjnych do leczenia imatynibem:

e Gen KIT - cata sekwencja kodujgca w eksonach 9, 11, 13, 17 wraz ze szczegélnym
uwzglednieniem sekwencji intronu 10 flankujgcej ekson 11.
e Gen PDGFRA - cata sekwencja kodujgca w eksonach 12, 14, 18.

B. badania czynnikéw predykcyjnych do leczenia inhibitorami TRK
e rearanzacja genow NTRK1, NTRK2, NTRK3 metodg NGS
C. badania czynnikéw predykecyjnych do leczenia inhibitorem BRAF

e Badanie wariantu BRAF p.Val600Glu (V600E) moze by¢ wykonane w ramach szerszego
panelu NGS lub sekwencjonowaniem Sangera lub gPCR.

Ze wzgledu na réznorodnos¢ mutacji wystepujacych w genach KIT i PDGRA zalecane sg
techniki sekwencjonowania (sekwencjonowanie Sangera, NGS) dajgce mozliwos$¢ zbadania
petnej sekwencji eksonéw 9, 11, 13, 17 genu KIT oraz 12, 14, 18 genu PDGFRA.

W przypadku GIST bez mutacji KIT i PDGFRA miejscowo zaawansowanych lub przerzuto-
wych oraz niemajgcych zadowalajgcych opcji leczenia nalezy wykonaé badanie rearanzacji
genodw NTRK1, NTRK2, NTRK3 technika NGS bedacych czynnikami predykcyjnymi dla inhibi-
toréw kinaz TRK oraz badanie wariantu BRAF p.Val600Glu (V600E) do leczenia skojarzonego
inhibitorami BRAF i MEK.

4.11.4. Materiat

» Do wykonania badania genetycznego wykorzystuje sie krew obwodowa lub materiat po-
operacyjny w formie skrojonych i niebarwionych skrawkéw parafinowych (FFPE). Wybo-
ru najbardziej reprezentatywnego fragmentu do badania molekularnego dokonuje pa-
tomorfolog. Liczba skrawkdéw powinna zosta¢ ustalona w wewnetrznych procedurach
walidacyjnych dla metody diagnostycznej. W skrawkach odsetek komdrek raka wynosi
przynajmniej 20%.
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4.11.5. Czas wykonania badania

» Zaawansowany nieoperacyjny GIST lub w stadium rozsiewu:

»

Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien
przekraczac:

e 10 dni roboczych dla metody sekwencjonowania Sangera, qPCR,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.

Guzy poddane resekcji z ryzykiem nawrotu:

Zgodnie z kryteriami kwalifikacji do leczenia uzupetniajgcego TKI czas od operacji pier-
wotnego GIST, a wdrozeniem leczenia uzupetniajgcego nie powinien przekroczy¢ 4 mie-
siecy. Diagnostyka mutacji KITi PDGFRA powinna by¢ wykonana w czasie pozwalajagcym
narozpoczecie leczenia.

Wynik powinien by¢ gotowy w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktory nie powinien prze-
kracza¢ od momentu otrzymania materiatu:

¢ 10 dniroboczych dla metody sekwencjonowania Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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4.12. Miesaki

4.12.1. Biologia, epidemiologia

»

»

»

»

»

»

Miesaki (ang. sarcomas) to grupa rzadkich, heterogennych i agresywnych nowotworéw
o wysokim stopniu $miertelnosci. To grupa nowotworéw mezenchymalnych, obejmuja-
ca okoto 100 unikalnych podtypow histologicznych.

Ze wzgledu na tak duza ré6znorodnos¢ mozna podzieli¢ je na miesaki tkanek miekkich
i kosci. Guzy tkanek miekkich i kosci to nie tylko zmiany agresywne (miesaki), ale rowniez
nowotwory tagodne.

Podziat migsakéw dokonany jest rowniez ze wzgledu na wiek pacjentéw, klasyfika-
cje miejsca wystepowania i zréznicowania stopnia ztosliwosci. Stanowig one 15-21%
wszystkich nowotworow wieku dzieciecego i okoto 1% wszystkich nowotwordéw ztosli-
wych wystepujacych u dorostych.

Patogeneza wielu grup nowotwordéw tkanek miekkich jest stabo poznana przez co dia-
gnostyka miesakow stanowi duze wyzwanie dla patomorfologa stawiajgcego rozpozna-
nie, diagnosty laboratoryjnego wykonujgcego badanie genetyczne jak i onkologa klinicz-
nego decydujgcego o schemacie terapeutycznym.

Miesaki scharakteryzowane sg w liczne podtypy, z ktérych kazdy ma inna biologie i prze-
bieg kliniczny. Najnowsza klasyfikacja WHO 2020, wskazuje na coraz wiekszg role bio-
logii molekularnej w prawidtowym podziale tych nowotworéw, w tym stanowi podstawe
definicji czesci jednostek.

Ocena morfologiczna w badaniu histologicznym stanowi podstawowa role w diagno-
styce nowotwordéw tkanek miekkich i kosci. Do postawienia definitywnego rozpoznania
konieczny jest zesp6t interdyscyplinarny oraz odpowiedni dobdr narzedzi biologii mole-
kularnej.

Pomocnym narzedziem dla diagnostyki nowotworéw tkanek miekkich i koscijest wypraco-

wany schemat diagnostyczny, ktory wprowadza kolejno etapy postepowania.

S| Badanie histologiczne |@ Terapia celowana

N
A\ 4 A\ 4
Badanie L S . NGS
immunohistochemiczne| > 4 Badanie FISH panel terapeutyczny
N N
NGS &
panel ré6znicowania
A A 4
N Rozpoznanie [

4] patomorfologiczne
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1. Na podstawie obrazu morfologicznego patomorfolog dokonuje rozpoznania wstepnego.
W celu weryfikacji, w pierwszej kolejnosci zleca badania immunohistochemiczne.

2. W przypadku zgodnos$ci badania histologicznego z badaniem IHC, wykonywane jest je-
dynie badanie FISH, w celu potwierdzenia rozpoznania.

3. W przypadku rozbieznych wynikéw IHC - FISH, wskazane jest wykonanie badania NGS.

4. Jesli, rozpoznanie wstgpne przemawia za rozpoznaniem miesaka niezréznicowanego,
jednoczasowo wykonuje sie badania immunohistochemiczne i genetyczne (NGS).

5. W celu poszukiwania markeréw terapeutycznych, wykonuje sie badania panelem tera-

peutycznym z uzyciem sekwencjonowania nastepnej generacji.

4.12.2. Badane Markery

Sondy FISH, ktére powinny by¢ wykorzystywane w diagnostyce miesakéw mozemy podzieli¢
na dwie grupy.

» Panel podstawowy powinien zawiera¢ sondy dla genéw: EWSR1, SS18, FOXO1, FUS,
PDGFB, MDM2 (amplifikacja), USP6.

» Druga grupa powinna uwzgledni¢ panel z uzyciem sond dla genow: TFE3, MAML2,
YWHAE, JAZF1, RB1, PHF1, CAMTA1, DDIT3, c-MYC (amplifikacja), BCOR.

W miesakach tkanek miekkich mozemy réwniez identyfikowaé warianty somatyczne — zmia-
ny punktowe, mate delecje/insercje w obrebie jednego genu. Do oceny takich wariantéw
genetycznych najczesciej stosuje sie sekwencjonowanie metodg Sangera, ktére umozliwia
weryfikacje obecnosci istotnych klinicznie zmian genetycznych (np. ocena statusu genow:
H3-3A, H3-3B, GNAS, IDH1, IDH2) oraz pozwala na weryfikacje obecnosci wariantow fuzyj-
nych wykrytych w technologii NGS.

Istotne klinicznie zmiany punktowe i mate delecje/insercje w migsakach:

» Mutacje w genach KIT, PDGFRA, nowotwory desmoidne (mutacje w genach CTNNB1,
APC) (GIST);

» Mutacje w genach H3-3A, H3-3B — w diagnostyce réznicowej guza olbrzymiokomaorko-
wego i chrzestniakomiesaka (chondrosarcoma);

» Mutacje w genach IDH1/2 w diagnostyce chondrosarcoma;

» Mutacje w genie GNAS w diagnostyce réznicowej dysplazji wtdknistej i Sluzakéw (zmiany
tagodne) z myxofibrosarcoma (nowotwor ztosliwy);

» Czesto wykrywane sg mutacje w genach TP53, ATRX, RB1, CDKN2A, CDKN2B, NF1
w réznych typach miesakow.

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

Najczesciej definiowane zaburzenia genetyczne w miesakach tkanek miekkich i kosci
przedstawiono w tabeli 4.28.
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Tabela 4.28. Fuzje genowe i amplifikacje w nowotworach tkanek miekkich

Typ miesaka

Ttuszczak (Lipoma)

Fuzje genowe

EBF1::LOC204010, HMGAZ2::CXCR7,
HMGA2::EBF1, HMGA2::LHPF, HMGA2::LPP,
HMGA2::NFIB, HMGAZ2::PPAP2B, HMGA2::LPP,
LPP::C120rf9

Ttuszczak zarodkowy (Lipoblastoma)

COL1A2::PLAG1, HAS2::PLAGT1,
PLAG1::RAD51L1, COL3A1::PLAG1

Chrzestniak ttuszczakowaty
(Chondroid lipoma)

C110rf95::MKL2

Ttuszczakomiesaki
(Myxoid/round liposarcoma)

FUS::DDIT3, EWSR1::DDIT3

Naczyniakowtékniak
(Soft tissue angiofibroma)

AHRR::NCOA2, GTF2|::NCOA2

Wtékniakomiesak guzowaty skéry
(Dermatofibrosarcoma protuberans)

COL1A1::PDGFB

Miesak wtdkniako-sluzakowaty
wysokozréznicowany
(Low-grade fibromyxoid sarcoma)

FUS::CREB3L2, FUS::CREB3L1, EWSR1.::
CREB3L1

Miesak sluzowo-zapalny witéknisty
(Myxoinflammatory fibroblastic sarcoma)

MGEA5::TGFBR3

Zapalny guz miofibroblastyczny
(Inflammatory myofibroblastic tumor)

CARS::ALK, SEC31A::ALK, ATIC::ALK,
RANBP2::ALK, CLTC::ALK, TPM3::ALK,
TPMA4::ALK, PPFIBP1::ALK, RREB1::TFE3

Sluzakowtékniakomiesak (Myxofibrosarcoma)

KIAA2026::NUDT11, CCBL1::ARL1, AFF3::PHF1

Guz olbrzymiokomérkowy pochewki
sciegnistej (Tenosynovial giant cell tumor)

COL6A3::CSF1

Pericytoma with t(7;12)t(7;12)

ACTB::GLI1

Miesak prqzkowanokomérkowy
pecherzykowy (Alveolar rhabdomyosarcomay)

PAX3::FOXO1, PAX7::FOXO1, PAX3::FOXO4,
PAX3::NCOAT1, PAX3::NCOA2, FOXO1::FGFR1

Miesak prqzkowanokomérkowy
wrzecionowatokomdrkowy
(Spindle cell rhabdomyosarcoma)

SRF::NCOA2, TEAD1::NCOA2

Angiomatoid fibrous histiocytoma

EWSR1::CREB1, FUS::ATF1, EWSR1::ATF1

Guz kostniejqcy widknisto-sluzowy
(Ossifying fibromyxoid tumor)

EP400::PHF1, MEAF6::PHF1, ZC3H7B::BCOR

Myoepithelioma/mixed tumor

EWSR1::PBX1, EWSR1::POU5F1,
EWSR1::ZNF444 EWSR1::KLF17, EWSR1::PBX3,
FUS::KLF17, LIFR::PLAG1, SRF::E2F1

Miesak jasnokomdrkowy (Clear cell sarcoma)

EWSR1::ATF1, EWSR1::CREB1, IRX2::TERT

Miesak maziéwkowy (Synovial sarcoma)

S§518::SSX1, SS18::SSX2, SS18::SSX4,
SS18L1::SSX1

Biphenotypic sinonasal sarcoma

PAX3::MAML3, PAX3::NCOA1, PAX3::FOXO1
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Typ miesaka

Miesak pecherzykowy tkanek miekkich
(Alveolar soft part sarcoma)

Fuzje genowe

ASPSCR1::TFE3

Pozakostny sluzakowaty chrzestniakomiesak

(Extraskeletal myxoid chondrosarcoma)

EWSR1::NR4A3, TAF15::NR4A3, TFG::NR4A3,

TCF12::NR4A3, HSPA8::NR4A3

Desmoplastyczny guz okrqggfokomédrkowy
(Desmoplastic small round cell tumor)

EWSR1::WT1

Miesaki okrggtokomérkowe z rearanzacjq
(Round cell sarcoma with rearrangement)

EWSR1::FLI1, EWSR1::ERG, FUS::ERG,
EWSR1::ETV1, EWSR1::ETV4, EWSR1::FEV,
EWSR1::NFATC2, EWSR1::PATZ1,
EWSR1::SMARCAS5, EWSR1::POU5F1,
EWSR1::SP3, FUS::FEV, CIC::DUX4,
CIC::FOX04, BCOR::CCNB3, FUS::NCATc2

Nowotwdr podscieliskowy przewodu

pokarmowego ETV6::NTRK3
(Gastrointestinal stromal tumor)
Perivascular epithelioid cell tumors SFPQ::TFE3
Chrzestniak tkanek miekkich

. HMGA2::LPP
(Soft tissue chondroma)
Chrzestniakomiesak mezenchymalny HEY1::NCOA2

(Mesenchymal chondrosarcoma)

IRFBP2::CDX1

Epithelioid hemangioma

ZFP36::FOSB

Epithelioid hemangioendothelioma

WWTR1::CAMTA1, YAP1::TFE3

Pseudomyogenic hemangioendothelioma

SERPINE1::FOSB

Naczyniakomiesak (Angiosarcoma) CIC::LEUTX
Atypical lipomatous tumor MDM?2 (and/or CDK4)
Postradiation angiosarcoma of the breast MYC (and/or CDK4)

Dobér panelu NGS do zaawansowanej diagnostyki uzalezniony jest od celu badania.

Obecnie stosowane sg trzy panele genetyczne, w zaleznosci od rozpoznania, trudnosci dia-

gnostycznych i dostepnosci terapii.

1. pierwszy - ukierunkowany na podstawowe fuzje wystepujace w miesakach, stuzacy do réz-

nicowania, ktéry pozwala na wykrywanie fuzji genéw zwigzanych z patogeneza migsakow,

zawierajgcy takie geny jak:

ALK; CAMTA1; CCNB3; CIC; EPC1; EWSR1; FOXO1; FUS; GLI1; HMGAZ2; JAZF1; MEAF6; MKL2;
NCOA2; NTRK3; PDGFB; PLAG1; ROS1; SS18; STAT6; TAF15; TCF12; TFE3; TFG; USP6; YWHAE

2. drugi - przeznaczony do diagnostyki guzow litych (panel terapeutyczny), w celu poszukiwa-

nia punktéw uchwytu dla terapii celowanych. Panel powinien pozwala¢ na identyfikacje

znanych i nowych fuzji z udziatem takich gendw jak:
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Ocena mutag;ji
punktowych, matych
delecji/insercji i duplikacji

Ocena zaréwno fuzji

QAT (L] e i wariantéw genetycznych

AKT1; AXL; CALCA; CCND1; ALK; BRAF; FGFR1; FGFR2; CTNNB1; EGFR; GNAS; HRAS;
DDR2; KRT70; KRT20; MET; FGFR3; MAP2K1; ROS1; IDH1; IDH2; KRAS; NRAS;
NTRK1; NTRK2; NTRK3; NRG1 PIK3CA;
PPARG; PTH; RAF1; SLC5A5;
THADA; TTF1

3. trzeci - rozbudowany panel przeznaczony do badania przypadkoéw, sprawiajgcych bardzo
duze trudnosci na etapie oceny histologicznej, umozliwia r6znicowanie w obrebie znanych
podjednostek, jak réwniez poznanie nowych markeréw diagnostycznych, a takze na ocene
punktéw uchwytu terapeutycznego.

CAMTA1; CIC; CSF1; EPC1; ERG; ESR1; EWSR1;
FOS; FOSB; FOXO1; FUS; GLI1; HMGA2; JAZF1;
MDM2; MEAF6; MET; MGEA5; MKL2; NCOA1;
Ocena fuzji genowych NCOA2; NR4A3; NUTM1; PAX3; PDGFB; PHF1;
PLAG1; PRKCA; PRKCB; PRKCD; RAF1; SS18;
STAT6; TAF15; TCF12; TFE3; TFG; USP6; VGLL2;
YAP1; YWHAE

Ocena fuzji i wariantéw (mutacji
punktowych, matych delecji/insercji,
duplikacji i tandemowych powtérzen)

Ocena mutacji punktowych CTNNB1; MYOD1

ALK; BCOR; BRAF; EGFR; FGFR1, FGFR2, FGFR3,
NTRK1; NTRK2; NTRK3; RET; ROS1

Wytyczne ESMO z 2018 roku, wskazujg na koniecznos$¢ weryfikacji rozpoznania histolo-
gicznego, zwtaszcza, jezeli nie byto postawione w osrodku referencyjnym.

4.12.3. Materiat

» Materiatem wyjsciowym do analiz genetycznych w miesakach jest tkanka utrwalona
w postaci bloczka parafinowego.

» W pierwszym etapie patomorfolog dokonuje kwalifikacji materiatu poprzez ocene mor-
fologiczng w celu oznaczenia fragmentu nowotworowego w badanym preparacie. Do
przeprowadzenia badan genetycznych wybiera sie materiat powyzej 20% utkania nowo-
tworowego.

» W przypadku prowadzonej diagnostyki z fragmentow kostnych, jezeli konieczne jest od-
wapnienie materiatu (dekalcyfikacja), powinno by¢ wykonane jedynie zbuforowanym do
pH 7,4 10% roztworem wersenianu (EDTA).

4.12.4. Metody

Metody biologii molekularnej wykorzystywane w diagnostyce nowotworéw tkanek miek-
kich i kosci zgodnie z najnowszymi rekomendacjami to: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
- FISH, sekwencjonowanie metodg Sangera oraz sekwencjonowanie nastepnej generacji
(NGS). Dobor odpowiedniej metody uwarunkowany jest wstepnym rozpoznaniem patomor-
fologicznym.

FISH umozliwia w stosunkowo tatwy i szybki sposéb ocene rearanzacji oraz amplifikacji
genow, ale pozwala na ocene jednej zmiany w jednym badaniu.
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Najbardziej zaawansowang technika do diagnostyki miesakéw jest sekwencjonowanie
nastepnej generacji (NGS), umozliwiajgce w zaleznosci od zastosowanego panelu jednocza-
sowa detekcje wielu markeréw molekularnych oraz wielu klas wariantéw genetycznych t;.
zmian punktowych, matych delecji/insercji, amplifikacji, fuzji genowych przy minimalnym wy-
korzystaniu materiatu tkankowego. Analiza fuzji genowych powinna opierac sie o analize RNA,
co umozliwia sekwencjonowanie wytgcznie regionéw kodujgcych (analiza RNA po procesie
wycinania introndéw i sktadania eksondw) i detekcje zaburzen tego procesu. Ponadto powinna
posiada¢ mozliwosé wykrywania zarébwno znanych, jak i nowych wariantéw fuzyjnych i mie¢
mozliwos¢ odrdznienia fuzji gendw w transkrypcji w ramce od fuzji poza ramka odczytu (fuzje
funkcjonalne i niefunkcjonalne). Podstawowe wady to: duza zaleznos¢ od jakosci RNA, ktéra
moze by¢ niska z tkanek utrwalonych w parafinie, kosztowny sprzet, stosunkowo dtugi czas
wykonania badania, metoda pracochtonna wymagajgca personelu o wysokich kwalifikacjach
z zakresu biologii molekularnej i bioinformatyki.

4.12.5. Czas wykonania badania molekularnego

Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrotszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien
przekracza¢ od momentu otrzymania materiatu:

¢ 10 dniroboczych dla metody FISH oraz sekwencjonowania Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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4.13. Rak piersi

4.13.1. Epidemiologia, etiologia

»

»

»

»

»

Rak piersi (ang. breast cancer, BC) jest najczestszym nowotworem ztosliwym u kobiet
stanowigc 23% wszystkich zachorowan oraz pozostaje druga po raku ptuc przyczyna
zgonow.

W Polsce wg danych KRN 2023 na raka piersi zachorowato 21 716 kobiet i 208 mezczyzn,
odnotowano 6757 zgondw wsréd kobiet i 70 wsréd mezczyzn.

Najwiekszg zachorowalnos¢ obserwuje sie u kobiet w przedziale wiekowym 55-65 lat,
cho¢ az 19% rozpoznan dotyczy kobiet w wieku 30-50 lat, a zachorowalnos¢ ponizej 40
r.z wykazuje staby, ale staty trend wzrostowy.

Rozpoznanie raka piersi opiera sie na badaniu klinicznym w potgczeniu z badaniami ob-
razowymi i jest potwierdzone oceng histopatologiczna.

Oproécz ptei, wieku, czynnikéw hormonalnych i reprodukeyjnych oraz stylu zycia gtéwny-
mi czynnikami ryzyka wystgpienia raka piersi sg predyspozycje genetyczne.

4.13.2. Predyspozycje genetyczne

»

»

»

»

»

»

Cechy silnej dziedzicznej predyspozycji o znanym jednogenowym podtozu genetycznym
dotycza 5-10% nowotwordw piersi.

Uwaza sie, ze ponad 90% przypadkéw dziedzicznej predyspozycji do raka piersi u kobiet
jest wynikiem obecnosci wariantéw patogennych w genach BRCA1/2.

Ryzyko raka piersi u nosicielki wariantu patogennego w genie BRCA7 lub BRCAZ2 sza-
cowane jest w zaleznosci od genu na 40-85% w ciggu zycia, co oznacza 3 do 7 krotny
wzrost w stosunku do populacji ogoélnej kobiet.

U mezczyzn posiadajgcych warianty patogenne w genach BRCA1/2 szacuje sig, ze ry-
zyko zachorowania na raka piersi w ciggu catego zycia wynosi odpowiednio od 1,2% do
8% - 10% co oznacza 12 — 100 krotny wzrost ryzyka w stosunku do populacji ogélne;j
mezczyzn.

Okoto 20-30% przypadkéw kolejno rozpoznawanych zachorowan na raka piersi ma cha-
rakterystyczne cechy rodowodowo-kliniczne wskazujgce na predyspozycje genetyczne
réznego typu.

Podatnos¢ genetyczna na zachorowanie moze by¢ rdwniez zwigzana z mutacjami w in-
nych genach: np. ATM, BARD1, CDH1, CHEK2, NF1, PALB2, PTEN, STK11, TP53

4.14.3. Podtypy molekularne

»

Identyfikacja podtypéw molekularnych raka piersi (Luminalny A, Luminalny B HER2+,
Luminalny B, HER2+, Potréjnie ujemny) opiera sie na immunohistochemicznej (IHC)
analizie ekspresji receptora estrogenowego, progesteronowego (odpowiednio ER
i PR) i receptora ludzkiego naskdrkowego czynnika wzrostu typu 2 (HER2). Dodatkowo
w przypadkach niejednoznacznych wynikéw ekspresji HER2 uzyskanych metoda IHC
za pomoca techniki FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ) prowadzona jest ocena
amplifikacji genu HER2-neu.
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» W oparciu o aktualne rekomendacje (panel ekspertéow St. Gallen) prowadzona jest im-
munohistochemiczna ocena indeksu proliferacyjnego (odsetek jader komaérkowych
z ekspresjg markera proliferacji — Ki-67).

» Na podstawie powyzszych analiz wyrdznia sie podtypy molekularne warunkujace rézne
podejs$cie terapeutyczne.

4.13.4. Badane markery

» HER2 - nadekspresja receptora dotyczy okoto 20% inwazyjnych rakéw piersi. Diagnosty-
ka najczesciej opiera sie o badanie poziomu ekspresiji biatek, metodami immunohisto-
chemicznymi (IHC) ocenianymi przez patomorfologa. W przypadku niejednoznacznych
wynikéw ekspresji biatka HER2 okreslanych jako (2+) zawsze wymagana jest weryfikacja
statusu genu HER2-neu — amplifikacja obecna versus brak amplifikacji, z wykorzysta-
niem metody cytogenetyki molekularnej, jaka jest technika FISH (analiza jest dokonywa-
na przez diagnoste laboratoryjnego).

» Geny BRCAT i BRCA2. Wielofunkcyjne biatko kodowane przez gen BRCA1 uczestniczy
m.in. w naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA na drodze rekombinacji homologicznej
(ang. homologous recombination, HR). Geny BRCA1/BRCAZ2 petnig role markeréw za-
rowno prognostycznych, predykcyjnych oraz predyspozycyjnych. U pacjentdw, u ktérych
wykryto obecnos¢ wariantéow patogennych lub prawdopodobnie patogennych w genach
BRCA istnieje mozliwosc¢ leczenia celowanego z wykorzystaniem PARPi w okreslonych
sytuacjach klinicznych. Dodatkowo obecnos$¢ wariantow patogennych lub prawdo-
podobnie patogennych wigze sie z lepsza odpowiedzig na leczenie zwigzkami platyny
u pacjentek z potréjnie ujemnym rakiem piersi (TNBC). W przypadku identyfikacji zmia-
ny patogennej lub prawdopodobnie patogennejw genach BRCA1/BRCA2 pacjentka jest
kierowana do poradnictwa genetycznego.

» Ze wzgledu na ztozone podtoze genetycznych predyspozycji do raka piersi szczegélnie
u pacjentek z wczesnie rozpoznanym zachorowaniem (<45 rz.), obustronnym rakiem
piersi, TNBC - rakiem piersi z potrojnie ujemnym statusem receptorowym, rak piersi
u mezczyzny, z rozpoznanym rakiem piersi i rakiem jajnika u tej samej pacjentki, lub
w przypadku dodatniego wywiadu rodzinnego nalezy rozwazy¢ wykonanie szerszego
zakresu badan genetycznych (obok BRCA1/2) ze szczegdlnym uwzglednieniem gendw
PALB2i CHEK2.

» Mutacje w genie PIK3CA wystepuja u prawie 40% pacjentek z zaawansowanym rakiem
piersi HR+/HER2-. U 80% chorych z zaawansowanym rakiem piersi HR+/HER2- obecne
sg mutacje w kodonach p.Glu542, p.Glu545 w eksonie 10 (starsza numeracja 9) oraz
kodonie p.His1047 w eksonie 21 (starsza numeracja 20) genu PIK3CA.

» Mutacje w genie AKT1 wystepuja u okoto 3-5% chorych na HR+/HER2- raka piersi. Muta-
cja E17K jest najczesciej wystepujaca mutacja i stanowi okoto 70% wszystkich mutacji
wykrywanych w AKTT.

» Warianty w genie PTEN (mutacje inaktywujace, delecje, utrata ekspresji biatka) wystepu-
ja u okoto 5-12% chorych na HR+/HER2- i majg czesto charakter wtdrny, nabyty i moga
pojawiac sie wraz z postepem choroby nowotworowej lub pod wptywem presji terapeu-
tycznej. Implikuje, to, ze w przypadku nie wykrycia mutacji w genie PTEN nalezy rozwazy¢
powtarzanie testu genetycznego w trakcie choroby, zwtaszcza po progresji, gdyz utrata 131
tego genu moze ujawnic¢ sie dopiero w materiale z przerzutu lub w materiale uzyskanym



—] Diagnostyka genetyczna nowotwordéw litych w praktyce

132

»

»

»

»

z osocza krwi obwodowej, z ptynnej biopsiji.

Mutacje w genach PIK3CA, AKT1, PTEN sa kluczowym czynnikiem opornosci na terapie
hormonalng oraz inhibitory CDK4/6, ale rowniez czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi
na zastosowanie inhibitoréw anty PI3K w przypadku tylko obecnos$ci mutacji w PIK3CA
oraz sg czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na inhibitory AKT1 w przypadku obecnosci
mutacji w PIK3CA lub AKT1 lub PTEN.

Mutacje w genach PIKBCA i AKT1 sa wzajemnie wykluczajgce natomiast mutacje w PTEN
moga towarzyszy¢ mutacjom w PIK3CA lub AKT1.

Jednym z gtéwnych czynnikdéw opornosci na terapie hormonalna (inhibitory aromatazy)
sg mutacje w genie receptora estrogenowego ER (ESR17), ktére prowadza do konstytu-
tywnej aktywnosci transkrypcyjnej(niezaleznej od estrogendéw. Mutacje w genie ESR1
sg przyczyng progresji u nawet 40% pacjentek z rakiem piersi HR+/HER- leczonych
w pierwszej linii z zastosowaniem inhibitoréw aromatazy. Mutacje ESR7T moga wystepo-
wac w okoto 5% guzow pierwotnych oraz 30-40% w przypadku przerzutéw. Stad analiza
ctDNA pozwala na tatwg, nieinwazyjng metode monitorowania wariantéw patogennych,
ktére moga pojawic sie w trakcie leczenia, co moze ostatecznie postuzyé do podejmo-
wania decyzji terapeutycznych. Analiza powinna obejmowaé¢ minimum (co najmniej)
mutacje ,,hot-spot” w domenie wigzacej ligand (LBD): Y537S/N/C i D538G genu ESR1.

Mutacje w ESR1 sg markerami predykcyjnymi, ktére umozliwiajg zastosowanie leczenia
hormonalnego opartego na nowej generacji SERD (Selektywny Degradator Receptora

Diagnoza IBC:HR(+)/HER2(-)

v v v

Estrogenowego).

guz pierwotny >>> przerzut*
Ocena wariantéw w genach NGS:

Biopsja tkankowa: Opornos¢ na leczenie po HT

Brak materiatu tkankowego Krew: ctDNA

ESRT i PIK3CA/AKT1/PTEN ESRT

l | l J

DECYZJA

Identyfikacja Brak mutagji Krew: ctDNA DECYZJA
mutacji lub wynik  =—=>{ 0cena wariantéw w genach TERAPEUTYCZNA
ESR1 i PIK3CA/ nieinformatywny ESR1 i PIK3CA/AKT1/PTEN
AKT1/PTEN

TERAPEUTYCZNA A 4
Wynik ujemny
LY N Rebiopsja z tkanki Identyfikacja mutacji
Identyfikacja mutacji Ocena wariantéw w genach > ESR1 1 PIK3CA/AKT1/PTEN

ESRT i PIK3CA/AKT1/PTEN ESR1 i PIK3CA/AKT1/PTEN l

DECYZJA DECYZJA
TERAPEUTYCZNA TERAPEUTYCZNA

Rys. 4.12. Algory gnostyczny w raku piersi

IBC - inwazyjny rak piersi, HR+ - dodatni pod wzgledem receptoréow estrogenowych i progesteronowych
lub tylko estrogenowych, HER(-) komdrki nowotworowe z ujemnym wynikiem dla obecnosci receptoréw
ludzkiego naskdrkowego czynnika wzrostu 2. HT - terapia antyestrogenowa

*Uwaga: Jesli jest taka mozliwos¢é w pierwszej kolejnosci zalecane badanie materiatu z komdrek
nowotworowych ze zmian przerzutowych
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4.13.5. Materiat

» Do wykonania badania molekularnego wykorzystuje sie krew obwodowa (BRCA1/2) lub
materiat pooperacyjny w formie skrojonych i niebarwionych skrawkéw parafinowych
(FFPE) PIK3CA, ESR1, AKT1 dla guzéw pierwotnych, a PTEN wraz z postepem choroby
nowotworowej lub pod wptywem presji terapeutycznej. Wyboru najbardziej reprezenta-
tywnego fragmentu do badania molekularnego dokonuje patomorfolog. Ilos¢ skrawkow
powinna zosta¢ ustalona w wewnetrznych procedurach walidacyjnych dla metody dia-
gnostycznej. W skrawkach odsetek komorek raka piersi powinien wynosi¢ przynajmniej
20% i minimum 3 tys. komorek nowotworowych.

» Dla wykonania badania FISH (ERBB2/HER2) prébke do badania stanowi utrwalony
w formalinie i zatopiony w parafinie materiat tkankowy w postaci bloczka parafinowe-
go (FFPE) wyboru najbardziej reprezentatywnego fragmentu do badania FISH dokonuje
patomorfolog. Wybrany materiat jest skrawany na mikroskopowe szkietko podstawowe.
Jego grubos¢ ustalana jest w wewnetrznych procedurach walidacyjnych dla metody
FISH. Moze ona wynosi¢ od 4 do 6um. Preparat wytypowany do badania FISH powinien
umozliwia¢ analize co najmniej 100 komoérek nowotworowych.

» CctDNA -w przypadku braku materiatu z guza pierwotnego, zaleca sie wykonanie analizy
genetycznej w genie ESR1 z materiatu przerzutowego badz z ctDNA. Do monitorowania
mutacji w genie ESR71 zwiazanych z obnizong wrazliwoscig na hormonoterapie zaleca
sie ctDNA i metody gPCR, ddPCR i NGS.

» ctDNA —w przypadku braku materiatu z tkanki pierwotnej istnieje mozliwo$¢ oceny wa-
riantow w genie PIK3CA metoda qPCR, badz w przypadku braku materiatu tkankowego
w zaawansowanym raku piersi wariantow w genach PIK3CA, AKT1, PTEN, ESR1 metoda
NGS.

4.13.6. Metody

Ze wzgledu na systematycznie wzrastajaca liczbe markerdéw, obecnie konieczng do oce-
ny metoda diagnostyki raka piersi z wyboru jest sekwencjonowanie NGS. Wybér panelu NGS
i badanych biomarkeréw jest zalezny od aktualnych programéw lekowych w Polsce. Suge-
ruje sie wybieranie paneli o jak najszerszym zakresie badanych gendw, preferuje sie anali-
ze wszystkich ww. gendw, obligatoryjnie tych ktére sg w aktualnych programach lekowych.
W raku piersi optymalne jest wykonanie 2 badan NGS: z krwii obwodowej BRCA71 i BRCA2,
z tkanki nowotworowej PIK3CA, ESR1, AKT1, PTEN.

» Ze wzgledu na réznorodnosé¢ wariantéw pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleoti-
de variants, SNV) wystepujacych w genach BRCA1 i BRCA2 oraz koniecznos$¢ zbadania
petnych sekwencji eksonowych i na granicach ekson/intron zaleca sie wykonywanie ba-
dan metodg NGS. W przypadku znanego wariantu patogennego w rodzinie i prowadzenia
badan kosegregacyjnych, badania wykonywane sg w oparciu o sekwencjonowanie me-
todg Sangera, PCR HRM lub gPCR.

» Analiza zmian liczby kopii (ang. copy number variations, CNV) i duzych rearanzacji (ang.
large genomic rearrangements, LGR) w genach BRCA1/2 wykonuje sie metodg MLPA
(multipleksowa amplifikacja sond zalezna od ligacji oparta na hybrydyzacji sond oli-
gonukleotydowych i PCR) lub NGS. W przypadku NGS dobra praktyka jest potwierdzenie
wyniku z drugiego pobrania metodg NGS o ile jej rozdzielczo$é na to pozwala. 133
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» Dla badania w celu kwalifikacji do leczenie PARPi wykorzystuje sie krew obwodowg i wy-
konuje sie badanie BRCA1/2 metodg NGS.

» Z uwagi na przewage sekwencjonowania NGS i zwiekszajaca sie liczbe badanych ge-
noéw (PIK3CA, ESR1, AKT1, PTEN) zaleca sie stosowanie metody NGS. W przypadku testu
gPCR czy ddPCR dla genéw PIK3CA czy ESR1 wymagane jest zastosowanie testu pokry-
wajgcego wszystkie warianty istotne klinicznie wymienione w Charakterystyce Produktu
Leczniczego.

» FISH amplifikacja ERBB2 (HER2) w przypadku niejednoznacznego wyniku immunohisto-
chemicznego (HER2 ++).

4.13.7. Czas wykonania badania molekularnego

Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien przekra-
cza¢ od momentu otrzymania materiatu:

e 10 dni roboczych dla metody FISH, gPCR, HRM PCR, MLPA oraz sekwencjonowania
metoda Sangera,
e 20 dniroboczych dla NGS.
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4.14. Rak zotadka

4.14.1. Epidemiologia

» Nowotwor zotadka (ang. gastric cancer, GC) rozpoznaje sie co roku u okoto miliona
0s6b na Swiecie.

» rakzotadka jestjednym z pieciu najczestszych nowotwordw, zaréwno wsrdd kobiet jak
i mezczyzn.

» Dane z Europy Srodkowo-Wschodniej podaja, ze czesto$é zachorowar wynosi 3 na 10
tys. dla ptci zenskiej i 17 na 10 tys. dla ptci meskie;j.

4.14.2. Etiologia i biologia

» Rak zotadka jest diagnozowany gtéwnie u oséb starszych, co ttumaczy sie dtugotrwata
ekspozycjg na dziatanie czynnikéw srodowiskowych oraz nagromadzeniem sie zmian
genetycznych w komoérkach, ale takze u oséb ponizej 45 roku zycia.

» Zaledwie 10% przypadkdéw dotyczy pacjentdow z dodatnim wywiadem rodzinnym w kie-
runku genetycznych predyspozycji do raka zotgdka, doktadny mechanizm powstawania
raka zotgdka nadal pozostaje niewyjasniony.

» Niezaleznie od wieku pacjenta w momencie rozpoznania, rokowanie dla pacjenta jest
niekorzystne.

» Najczesciej nowotwor jest rozpoznawany juz w zaawansowanym stadium uniemozliwia-
jacym dokonanie resekcji.

» Przyszto$¢ badan genetycznych w raku zotadka wiaze sig z profilowaniem molekular-
nym, w ktérym okreslenie sygnatury molekularnej danego przypadku pozwolitoby na-
stepnie na okreslenie podtypu rozrostu: podtyp zwigzany z infekcja wirusem EBV (ang.
Epstein-Barr virus), podtyp zwigzany z niestabilnoscia molekularng, podtyp stabilny ge-
nomowo, podtyp zwigzany z niestabilnoscig genomowa. Innowacyjne podejscie stano-
wi coraz popularniejsze wykorzystanie wolnego krazacego DNA i RNA nowotworowego.

Tabela 4.29. Biomarkery genetyczne w raku zotgdka

Biomarker genetyczny ‘ Cel badania

gen HER2 (ERBB2) amplifikacja genu
geny ERBB2 i ERBB3 mutacje somatyczne
gen PIK3CA mutacje somatyczne
gen EGFR mutacje somatyczne
gen JAK2 amplifikacja genu

status metylacji promotora genowego

promotor genu CDKN2A - -
(hipermetylacja)

gen MLH1 status metylacji promotora genowego
(hipermetylacja)
gen TP53 mutacje somatyczne
geny CLDN18 i ARHGAP26 fuzja genowa — wynik translokacji
chromosomowej t(3;5)(g22;931) 135

niestabilno$¢ mikrosatelitarna

Sekwencje mikrosatelitarnego DNA ) N -
(ang. microsatellite instability, MSI)
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4.14.3. Biomarkery

U chorych z rakiem zotagdka mozliwe jest podanie humanizowanego przeciwciata mo-
noklonalnego anty-HER2. Zastosowanie leku obostrzone jest wykazaniem zwiekszonej eks-
presji receptora na powierzchni komoérek nowotworowych badz zwiekszonej liczby kopii genu
HER2 (ERBB2) w genomie komoérek raka zotadka. Pomimo, iz najczesciej dokonuje sie oce-
ny ekspresji z wykorzystaniem metody immunohistochemicznej (ang. immunohistochemi-
stry, IHC), to uzyskanie wyniku niejednoznacznego (2+), uniemozliwia podanie przeciwciata.
W tych przypadkach rozstrzygajacy jest wynik analizy genetycznej uzyskiwany najczesciej
w badaniu technika cytogenetyki molekularnej - FISH (ang. fluorescence in situ hybridization)
(analiza dokonywana przez diagnoste laboratoryjnego).

4.14.4. Materiat

» Prébke do badania stanowi utrwalony w formalinie i zatopiony w parafinie materiat tkan-
kowy w postaci bloczka parafinowego FFPE.

» Woyboru najbardziej reprezentatywnego fragmentu do badania FISH dokonuje patomor-
folog.

» Wybrany przez patomorfologa materiat jest skrawany na mikroskopowe szkietko pod-
stawowe. Jego grubosé ustalana jest w wewnetrznych procedurach walidacyjnych dla
metody FISH. Moze ona wynosi¢ od 4 do 6pum.

» Preparat wytypowany do badania FISH powinien umozliwia¢ analize co najmniej 100 ko-

morek nowotworowych.

4.14.5. Metody

Przygotowane preparaty do badania FISH po potwierdzeniu zgodnosci materiatu ze
zleceniem na badanie genetyczne zostaja poddane preparatyce zgodnie z obowigzujaca
metodologia dla samej techniki FISH i stosowang sondg CE-IVD do oceny amplifikacji genu
HER2.

4.14.6. Czas wykonania badania molekularnego

Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien
przekracza¢ od momentu otrzymania materiatu:

e 10 dniroboczych dla metody FISH.
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4.15. Fuzje NTRK jako przyktad markerow
niezaleznych pochodzenia tkanki nowotworu

4.15.1. Epidemiologia, biologia

» Geny NTRK1, NTRK2i NTRK3 koduja kinazy receptora tropomiozyny —odpowiednio TRKA,
TRKB i TRKC. Aktywuja je ligandy zwane neutrofinami, ktdre sg czynnikami wzrostu i sty-
muluja rozwéj uktadu nerwowego. W wyniku fuzji genu NTRK, dochodzi do ekspresji bia-
tek fuzyjnych TRK, ktore przez swojg aktywnos$¢ doprowadzajg do proliferacji komorek
nowotworowych i wzrostu guza.

» Fuzje z udziatem NTRK7, NTRK2 i NTRK3 sa obecne w wielu nowotworach ztosliwych
o réznej histologii. Zidentyfikowano 219 typow nowotworow z fuzjg genu NTRK wystepu-
jacych u oso6b dorostych i u dzieci.

» Szacuje sie, ze fuzje gendw NTRK moga wystepowacé nawet w 1% wszystkich guzow li-
tych. Najczesciej u dorostych wystepuja w: wydzielniczych rakach slinianki (42,9-100%),
wydzielniczych rakach piersi (66,7-100%), rakach tarczycy (0-35,7%). W wielu pozo-
statych nowotworach: raku trzustki, GIST, CRC, NDRP, czerniaku, miesakach, guzach
neuroendokrynnych, raku gruczotu krokowego, biataczkach (AML i ALL) rearanzacje
NTRK1/2/3 wstepuja z czestoscig (0-3%).

» Fuzje stanowig najczestszy mechanizm onkogennej aktywacji tych receptorowych kinaz
tyrozynowych, a takze sg biomarkerami dla zastosowania drobnoczgsteczkowych inhi-
bitoréw TRK.

» Biorgc pod uwage zréznicowang czestotliwos¢ wystepowania fuzji NTRK1/2/3, kluczowe
znaczenie dla podawania inhibitoréw TRK ma opracowanie optymalnych metod wykry-
wania aktywujgcych geny fuzji NTRK1/2/3 w tkance nowotworowej. Jest to wiec przyktad
diagnostyki molekularnego markera, ktérego wystepowanie w wiekszosci przypadkéw
nie jest determinowane typem nowotworu, a z niskg czestoscig w duzej liczbie ré6znych
nowotworéw.

» Zalecenia ESMO wskazuja, ze w nowotworach, w ktorych fuzje NTRK sg bardzo czeste,
jako technike potwierdzajgcg mozna zastosowac FISH, RT-PCR lub panele NGS z uzy-
ciem RNA, natomiast w scenariuszu badania niewyselekcjonowanej populacji, w ktorej
fuzje NTRK1/2/3 sa rzadkie, nalezy zastosowac¢ NGS w pierwszej linii.

4.15.2. Materiat

Do wykonania badania molekularnego wykorzystuje sie materiat pooperacyjny w formie
skrojonych i niebarwionych skrawkéw parafinowych. W skrawkach odsetek komoérek
nowotworowych powinien wynosi¢ przynajmniej 20%.

4.15.3. Metody

¢ NGS (panel genowy z uzyciem RNA) - jako metoda pierwszego wyboru
e RT-PCR
e FISH

137
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4.15.4. Czas wykonania badania molekularnego

Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrotszym mozliwym czasie, ktory nie powinien przekra-
cza¢ od momentu otrzymania materiatu:

¢ 10 dniroboczych dla metody FISH, gPCR oraz sekwencjonowania Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.

138
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4.16. Rak pecherza moczowego

4.16. Rak pecherza moczowego
4.16.1. Epidemiologia, etiologia

W Polsce kazdego roku diagnozuje sie okoto 7500-8000 nowych przypadkéw raka peche-
rza moczowego (ang. bladder cancer, BC), co plasuje go na czwartym miejscu pod wzgledem
czestosci wystepowania u mezczyzn i na trzynastym u kobiet. Obserwowana dysproporcja
ptci (stosunek mezczyzn do kobiet wynosi ok. 3:1 lub 4:1) jest zjawiskiem globalnym, cho¢
w ostatnich latach odnotowuje sie wzrost zachorowalnosci wsréd kobiet, co wiaze sie ze
zmianami w ekspozycji na czynniki Srodowiskowe, w tym palenie tytoniu.

Szczyt zachorowalnos$ci na raka pecherza przypada na siédma i 6sma dekade zycia (me-
diana wieku w momencie diagnozy wynosi ok. 73 lata), co w obliczu starzenia sie spoteczen-
stwa implikuje staty wzrost liczby pacjentow wymagajacych specjalistycznej opieki diagno-
stycznej i terapeutycznej.

Gtownym, udowodnionym czynnikiem etiologicznym, odpowiedzialnym za okoto 50-60%
wszystkich zachorowan, jest dym tytoniowy. Zawarte w nim aminy aromatyczne (oraz wielo-
pierscieniowe weglowodory aromatyczne sg metabolizowane w watrobie, a nastepnie wyda-
lane przez nerki, gdzie ulegaja koncentracji w moczu, oddziatujgc bezposrednio i dtugotrwale
na urotelium pecherza moczowego. Druga istotng grupa czynnikéw ryzyka jest ekspozycja
zawodowa na substancje chemiczne stosowane w przemysle barwnikowym, gumowym,
tekstylnym i skérzanym. Ponadto, przewlekte stany zapalne, dtugotrwate cewnikowanie,
kamica pecherza oraz infekcje pasozytnicze (Schistosoma haematobium — gtéwnie w krajach
Afryki i Bliskiego Wschodu) predysponuja do rozwoju raka ptaskonabtonkowego pecherza
(ang. squamous cell carcinoma, SCC), ktory stanowi odrebnag, rzadszg jednostke o odmien-
nym profilu molekularnym.

Kluczowy podziat kliniczny obejmuje:

» Rak nienaciekajgcy na miesniowke pecherza moczowego (Non-Muscle Invasive Blad-
der Cancer, NMIBC): obejmuje stadia Ta, T1 oraz carcinoma in situ (CIS). Stanowi ok.
75% nowych rozpoznan. Charakteryzuje sie wysokim ryzykiem nawrotéow (do 70%), ale
relatywnie nizszym ryzykiem progresji do choroby inwazyjnej i zgonu, pod warunkiem
wtasciwego monitorowania i leczenia.

» Rak naciekajacy miesnidwke pecherza moczowego (Muscle Invasive Bladder Cancer,
MIBC): obejmuje stadia T2-T4. Charakteryzuje sie agresywnym przebiegiem, wysokim
ryzykiem przerzutdéw odlegtych (metastatic Urothelial Carcinoma, mUC) i wymaga rady-
kalnego leczenia skojarzonego (cystektomia, chemioterapia, immunoterapia).

4.16.2. Charakterystyka molekularna i podtypy genetyczne

Biologia molekularna raka urotelialnego jest niezwykle ztozona i odzwierciedla dwie od-
rebne Sciezki karcynogenezy.
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4.16.2.1. Sciezka brodawczakowata (FGFR3-driven)

Pierwsza Sciezka, zwigzana z rozwojem guzow brodawczakowatych niskiego stopnia (lo-
w-grade) nienaciekajgcych btony miesniowej (Ta/T1), jest zdominowana przez aktywujace
warianty genu FGFR3 (receptora czynnika wzrostu fibroblastéw 3). Szacuje sie, ze warianty
FGFR3 wystepuja w 70-80% przypadkéw rakéw NMIBC low-grade. Zmiany te prowadza do
konstytutywnej aktywacji szlaku kinazowego RAS-MAPK, co stymuluje proliferacje komérek,
ale zazwyczaj nie wiagze sie z niestabilnoscig genomowa. Czesto wspotwystepuja one z wa-
riantami genu PIK3CA (ok. 20-25% przypadkdw), co sugeruje synergie szlakow FGFR3 i PI3K/
AKT na wczesnych etapach procesu nowotworzenia. W tej grupie nowotwordw warianty genu
TP53 sa rzadkie.

4.16.2.2. Sciezka dysplastyczna/inwazyjna (TP53/RB1-driven)

Druga Sciezka prowadzi do rozwoju rakéw inwazyjnych wysokiego stopnia (high-grade)
oraz raka in situ (CIS). Charakteryzuje sie ona wczesna utratg funkcji genéw supresorowych:
TP53 (mutacje w >50% przypadkéw MIBC) oraz RB1. Inaktywacja tych gendw prowadzi do
niestabilnosci chromosomowej, aneuploidii i szybkiej akumulacji kolejnych uszkodzen
genetycznych. W tej grupie guzéw czesto obserwuje sie rowniez amplifikacje genéw E2F3,
SOX4, EGFR, ERBB2 (HER2) oraz delecje w obrebie genu PTEN.

4.16.2.3. Taksonomia molekularna (Podtypy Luminalne i Podstawne)

W ostatnich latach, dzieki kompleksowym analizom transkryptomicznym (m.in. w ramach
projektu TCGA - The Cancer Genome Atlas), wyodrebniono molekularne podtypy raka peche-
rza, ktére przypominajg klasyfikacje raka piersi:

» Podtyp Luminalny (Luminal-papillary, Luminal-infiltrated): wykazuje ekspresje mar-
keréw urotelialnych (GATA3, FOXA1, CK20). W tych guzach czesto wystepuja warianty
w genach FGFR3 i PPARgamma. Guzy te rokuja lepiej, ale moga by¢ mniej wrazliwe na
chemioterapig oparta na cisplatynie w poréwnaniu do podtypéw podstawnych. Sg gtow-
nym celem dla inhibitorow FGFR (np. erdafitinib).

» Podtyp Podstawny (Basal/Squamous): charakteryzuje sie ekspresjg markeréw komoérek
podstawnych (CK5/6, CK14) i wysoka ekspresjg EGFR. Czesciej wykazuje cechy réznico-
wania ptaskonabtonkowego. Jest wysoce agresywny, z szybka progresja do przerzutéw,
ale paradoksalnie wykazuje lepszg odpowiedz na neoadjuwantowg chemioterapie oraz
immunoterapie (ze wzgledu na wyzszy poziom infiltracji immunologicznej).

» Podtyp Neuronalny (Neuroendocrine-like): rzadki, o bardzo ztym rokowaniu, czesto
zmutacjami TP53i RB1, wykazujacy pewne podobienstwo do drobnokomaérkowego raka
ptuca.

Chociaz klasyfikacja transkryptomiczna nie jest jeszcze rutynowo stosowana w polskiej
praktyce klinicznej, wiedza o niej pozwala lepiej zrozumie¢ mechanizmy opornosci na
leczenie i interpretowac¢ wyniki szerokoprofilowych badan NGS. Aktualnie, w kontekscie
refundacji NFZ, kluczowe pozostajg jednak konkretne markery predykcyjne, a nie petny profil
transkryptomiczny.
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4.16.3. Markery genetyczne w diagnostyce raka pecherza

Zgodnie z aktualnymi wytycznymi NCCN (v.3.2025), ESMO (2024/2025) oraz zapisami
programu lekowego B.141, medyczne laboratoria diagnostyczne w Polsce powinny by¢
przygotowane do oceny zaburzen genu FGFR3.

4.16.3.2. Gen FGFR3 (Receptor czynnika wzrostu fibroblastéw 3)

Zaburzenia genu FGFR3 stanowig jeden z najwazniejszych celdéw terapeutycznych w raku
pecherza. Wystepuja u ok. 15-20% pacjentow z zaawansowanym rakiem urotelialnym (mUC)
i uponad 70% z NMIBC.

Diagnostyka musi obejmowac:

» Warianty punktowe (SNV): najczesciej zlokalizowane w eksonach 7, 10 i 15 (domeny
zewnatrzkomadrkowa, transbtonowa i kinazowa). Do najczestszych wariantéw naleza:
R248C (c.742C>T), S249C (c.746C>G), G370C (c.1108G>T), Y373C (c.1118A>G). Wa-
rianty te prowadzg do konstytutywnej dimeryzacji receptora lub aktywacji domeny Kki-
nazowe;j.

» Fuzje genowe: powstajg w wyniku translokacji chromosomowych, najczesciej obej-
mujgcych chromosom 4. Kanoniczng fuzjg jest FGFR3::TACC3, wynikajgca z trans-
lokacji t(4;4) lub delecji wewnagtrzchromosomowej. Rzadszym wariantem jest fuzja
FGFR3::BAIAP2L1 bedaca efektem translokacji t(4;7). Fuzje te powodujg utrate dome-
ny C-koncowej FGFR3 (odpowiedzialnej za degradacje receptora) i potaczenie zdome-
na coiled-coil partnera fuzyjnego, co skutkuje stata, niezalezng od liganda aktywacja
sygnalizacji komorkowe;j.

Potwierdzenie obecnosci wariantu aktywujgcego lub fuzji genu FGFR3 jest warunkiem
koniecznym do zastosowania inhibitora kinazy tyrozynowej FGFRS3. Lek ten jest refundowany
w Polsce w Il lub Ill linii leczenia u pacjentdw z progresja choroby po wczesniejszej
chemioterapii opartej na platynie lub immunoterapii. Diagnostyka FGFR3 powinna by¢
wykonana na etapie rozpoznania choroby w stadium miejscowego zawansowania, aby nie
opoézniac decyzji terapeutycznej w przypadku progres;ji.

4.16.4. Materiat do badan molekularnych

Prawidtowe zabezpieczenie materiatu tkankowego jest fundamentem wiarygodnej diagno-
styki genetycznej.

1. Tkanka utrwalona w formalinie i zatopiona w parafinie (FFPE): Jest to ztoty standard.
Zaleca sie wykorzystanie materiatu z resekcji (cystektomia) lub gtebokiej elektroresekcji
(TURBT). Materiat biopsyjny moze by¢ niewystarczajacy do szerokiego profilowania NGS,
ale zazwyczaj wystarcza do celowanej oceny PCR.

e Wymagania ilosciowe: Do badan genetycznych (NGS/PCR) zaleca sie bloczek za-
wierajgcy min. 20% utkania nowotworowego. W przypadku nizszej zawartosci (np.
rozproszony naciek, martwica) konieczna jest makrodysekcja manualna z niebar-
wionych skrawkoéw pod kontrolg mikroskopowa (na podstawie barwionego preparatu
H&E).

e Czas utrwalania: Krytyczny dla jakosci kwasow nukleinowych. Optymalny czas
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prowadzi do degradacji DNA/RNA i powstawania artefaktow (deaminacja cytozyny),
co utrudnia analize NGS.

2. Biopsja ptynna (ctDNA): Analiza wolnokrazacego DNA nowotworowego (ctDNA) z oso-
cza krwi zyskuje na znaczeniu, szczegoélnie u pacjentow, u ktérych materiat tkankowy jest
niedostepny, zniszczony lub nieaktualny (progresja po dtugim czasie). Badania wykazaty
wysoka zgodnos¢ miedzy wynikami FGFR3 z tkanki i osocza/moczu w raku pecherza.

e Zastosowanie: Programy lekowe dopuszczajg kwalifikacje do leczenia inhibitorami
FGFR na podstawie wyniku zwalidowanego testu z krwi (ptynna biopsja), jesli biopsja
tkankowa jest niemozliwa do wykonania ze wzgledéw klinicznych.

3. Mocz: Osad moczu jest potencjalnym zrédtem DNA nowotworowego, jednak charak-
teryzuje sie zmienng jakoscig i obecnoscia inhibitoréw PCR. Testy oparte na materiale
genetycznym wyizolowanym z moczu sg obiecujgce w monitorowaniu wznowy NMIBC,
ale w diagnostyce predykcyjnej mUC preferowane jest osocze.

4.16.5. Metody diagnostyczne

Wybdr metody analitycznej zalezy od badanego biomarkera oraz zasobéw laboratorium.

4.16.5.1. RT-qPCR / gPCR (Real-Time PCR)

Metoda dla szybkiej oceny mutacji punktowych genu FGFR3.

e Zalety: Wysoka czutosé (mozliwos¢ detekeji mutacji przy 1-5% alleli zmutowanych),
krétki czas oczekiwania na wynik (3-5 dni), nizszy koszt w poréwnaniu do NGS.

e Wady: Ograniczone spektrum detekcji (tylko znane warianty hot-spot w eksonach
7, 10, 15). Wykrywanie fuzji FGFR3::TACC3 metodag PCR jest trudne ze wzgledu na
zmiennos$c¢ punktéw ztaman (breakpoints) i wymaga zastosowania techniki RT-qPCR
na matrycy RNA.

4.16.5.2. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)
Metoda preferowana w kompleksowej diagnostyce raka pecherza.

e Zakres: Umozliwia jednoczesng ocene mutacji punktowych, insercji/delecji (INDELS)
oraz zmian liczby kopii (CNV) w wielu genach (FGFR3, TP53, PIK3CA, HRAS, ERBB2).

e Wykrywanie fuzji: Do efektywnej detekcji fuzji FGFR3 zaleca sie stosowanie paneli
hybrydowych DNA+RNA, gdyz sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq) pozwala na wykry-
cie transkryptow fuzyjnych niezaleznie od lokalizacji punktu ztamania w intronach.

4.16.6. Algorytm diagnostyczny w raku pecherza moczowego
Diagnostyka molekularna powinna by¢ zintegrowana ze $ciezka kliniczng pacjenta.
» Pacjent z progresja po | linii leczenia (lI/11l linia):

e Zlecenie: badanie wariantéw punktowych i fuzji genu FGFR3 (NGS lub RT-gPCR).
e Cel: kwalifikacja do erdafitinibu.
e Wynik wymagany: obecnos$¢ patogennego wariantu (np. S249C, Y373C) lub fuzji (np.
FGFR3::TACCS3).
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4.16.7. Czas wykonania

e Ocena FGFR3 (PCR): do 5 dniroboczych.
e Ocena NGS: do 20 dni roboczych. Zaleca sie stosowanie szybkich Sciezek diagno-

stycznych dla pacjentow z mUC wymagajacych pilnej Il linii leczenia.
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4.17. Rak slinianki

4.17.1. Epidemiologia, etiologia

»

»

»

»

Nowotwory ztosliwe $linianek zaliczane sg do nowotworéw gtowy i szyi. Miedzynarodo-
wa Klasyfikacja Choréb ICD-10 wyréznia lokalizacje:

e CO07 - Nowotwor ztosliwy slinianki przyusznej
e CO08 - Nowotwor ztosliwy innych i nieokreslonych duzych gruczotéw slinowych

Liczba nowych rozpoznan nowotworu ztosliwego Slinianki (ICD-10 C07 lub C08) wedtug
Krajowego Rejestru Nowotwordw wyniosta 447 w roku 2023 w Polsce.

Raki Slinianek stanowig zréznicowana histologicznie grupe nowotwordéw: rak $luzo-
wo-naskérkowy (Mucoepidermoid carcinoma), rak gruczotowo-torbielowaty (Adenoid
cystic carcinoma), rak zrazikowokomaérkowy (Acinic cell carcinoma), rak wydzielniczy
(Secretory carcinoma), gruczolakorak mikro-wydzielniczy (Microsecretory adenocar-
cinoma), gruczolakorak wielopostaciowy (Polymorphous adenocarcinoma), rak jasno-
komorkowy szkliwiejacy (Hyalinizing clear cell carcinoma), gruczolakorak podstaw-
nokomorkowy (Basal cell adenocarcinoma), rak wewnatrzprzewodowy (/ntraductal
carcinoma), rak przewodowy $linianek (Salivary duct carcinoma), rak mioepitelialny
(Myoepithelial carcinoma), rak nabtonkowo-mioepitelialny (Epithelial-myoepithelial
carcinoma), gruczolakorak sluzowy (Mucinous adenocarcinoma), gruczolakorak mikro-
torbielowaty stwardniajacy (Sclerosing microcystic adenocarcinoma), rak z gruczolaka
wielopostaciowego (Carcinoma ex pleomorphic adenoma), migsakorak gruczotow Sli-
nowych (Carcinosarcoma of the salivary glands), gruczolakorak tojowy (Sebaceous ade-
nocarcinoma), rak limfoepitelialny (Lymphoepithelial carcinoma), rak ptaskonabtonko-
wy (Squamous cell carcinoma), sialoblastoma.

WSsrdéd czynnikéw zwigzanych z etiologig tego nowotworu wymienia sie promieniowanie
jonizujace, infekcje wirusowe (HPV, EBV, HIV), ekspozycje na substancje chemiczne (ni-
kiel, azbest, pyt krzemowy), alkohol i palenie tytoniu.

4.17.2. Najczestsze zaburzenia genetyczne

Rak sluzowo-naskérkowy (Mucoepidermoid carcinoma)

»

Cecha charakterystyczng tego typu histologicznego sa rearanzacje obejmujace gen
MAML2 (11921). Najczestszg jest translokacja t(11;19)(gq21;p13) prowadzaca do po-
wstania genu fuzyjnego CRTC1::MAML2. Rzadko wystepujaca translokacjg jest t(11;15)
(921;926) CRTC3::MAML2. Rearanzacje z udziatem genu MAML2 wystepujg do 88%
rakéw sSluzowo-naskoérkowych i sg cecha wspierajgcg rozpoznanie raka $luzowo-
naskérkowego. Preferowang metoda w badaniu fuzji genéw z udziatem MAML2 jest me-
toda NGS. Wynik pozytywny FISH powinien by¢ potwierdzony w badaniu NGS.

Rak gruczotowo-torbielowaty (Adenoid cystic carcinoma)

»

Rak gruczotowo-torbielowaty wyrdznia sie obecnoscig genow fuzyjnych z udziatem ge-
néw MYB, MYBL1 i/lub NFIB. Najczestsze sg dwa warianty fuzyjne MYB::NFIB (trans-
lokacja 1(6;9)(q22-23;p23-24)) lub MYBL1::NFIB (translokacja t(8;9)(q13;p22-p23)),
ktére stanowig do 86% przypadkoéw. Rzadziej spotykane warianty gendéw fuzyjnych to
MYB::PDCD1LG2, MYB::EFR3A, MYBL1::RAD51B, MYBL1::YTHDF3. W odosobnionych



Diagnostyka genetyczna nowotwordéw litych w praktyce |

przypadkach wykrywany jest gen fuzyjny NFIB::AIG1. Wykrycie gendéw fuzyjnych z par-
terami MYB, MYBL1 i/lub NFIB wspiera w diagnostyce réznicowej rozpoznanie raka gru-
czotowo-torbielowatego.

Rak wydzielniczy (Secretory carcinoma)

» Rak wydzielniczy $linianek charakteryzuje sie obecnoscig gendéw fuzyjnych z udziatem
genu ETV6. Najczesciej wystepuje w tym typie histologicznym translokacja t(12;15)
(p13;925) prowadzgca do powstania genu fuzyjnego ETV6::NTRK3. Inne rzadkie warian-
ty fuzyjne z udziatem genu ETV6 to: ETV6::RET, ETV6::MAML3, ETV6::MET. Mozliwe jest
zastosowanie metody FISH z sondami break-apart do detekcji rearanzacji genu ETV6,
jednak ze wzgledu na predykcyjny charakter genow fuzyjnych NTRK3 i RET zalecana jest
metoda NGS i doktadne okreslenie genu fuzyjnego.

Rak zrazikowokomorkowy (Acinic cell carcinoma)

» Wiekszos¢ przypadkow (>80%) raka zrazikowokomdérkowego posiada translokacje t(4;9)
(913;931) obejmujaca gen NR4A3 (99g31.1). Obecnos¢ rearanzacji z udziatem genu
NR4A3 wspiera rozpoznanie raka zrazikowokomaorkowego w diagnostyce réznicowej.

Gruczolakorak wielopostaciowy (Polymorphous adenocarcinoma)

» Zaburzenia genetyczne w genach PRKD sg wysoce swoiste w rozpoznaniu gruczolako-
raka wielopostaciowego i obecne sg z czestoscig okoto 90%. Wariant patogenny p.Glu-
710Asp (E710D) genu PRKD1 najczesciej wystepuje w klasycznym wariancie gruczola-
koraka wielopostaciowego, natomiast rearanzacje z udziatem genéw PRKD1, PRKD2 lub
PRKD3 czesciej wystepujg w podtypie sitowatym tego nowotworu. W badaniu mutacji
i fuzji genéw PRKD zalecana jest metoda NGS.

Gruczolakorak mikro-wydzielniczy (Microsecretory adenocarcinoma)

» Genetyczng cecha definiujaca gruczolakoraka mikro-wydzielniczego jest gen fuzyjny
MEF2C::SS18. Diagnostyke genetyczng mozna wykona¢ metodg FISH z zastosowaniem
sond break-apart dla rearanzacji genu SS78 lub bardziej precyzyjng metode NGS pozwa-
lajaca na identyfikacje genu fuzyjnego MEF2C::SS18.

Rak wewnatrzprzewodowy (Intraductal carcinoma)

» Rak wewnatrzprzewodowy Slinianek posiada kilka wyréznionych podtypdw histologicz-
nych: wariant typu wstawkowego, onkocytarny, apokrynowy, mieszany. Znaczenie dia-
gnostyczne majg przede wszystkim fuzje genu RET. Histologiczny wariant typu wstawko-
wego najczesciej posiada gen fuzyjny NCOA4::RET, rzadziej KIAA1217::RET. W wariancie
onkocytarnym wykrywane sa fuzje TRIM33::RET, NCOA4::RET lub mutacja BRAF p.Val-
600Glu (V600E). W raku o mieszanym utkaniu wykrywany jest gen fuzyjny TRIM27::RET
lub rzadziej NCOA4::RET. W wariancie apokrynowym wystepuja rowniez zaburzenia
szlaku sygnalizacyjnego PI3K (m.in. PIK3CA). NGS to preferowana metoda badania wa-
riantow SNV BRAF, PIK3CA oraz wariantow fuzyjnych RET. Metoda FISH nie jest zaleca-
na ze wzgledu na fatszywie negatywne wyniki uzyskiwane sondami break-apart w przy-
padku obecnosci genu fuzyjnego NCOA4::RET.
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Rak jasnokomoérkowy szkliwiejacy (Hyalinizing clear cell carcinoma)

» Cecha genetyczna raka jasnokomorkowego szkliwiejgcego Slinianki sg rearanzacje genu

EWSR1. Najczestszy gen fuzyjny powstajacy w wyniku rearanzacji to EWSR1::ATF1,
ktéry wystepuje w kilku wariantach (przede wszystkim EWSR7(e11)::ATF1(e3)
i EWSR1(e15)::ATF1(e5). Rzadziej rearanzacja prowadzi do powstania genu fuzyjnego
EWSR1::CREM. W diagnostyce genetycznej moze by¢ wykorzystana metoda FISH lub
NGS.

Rak przewodowy slinianek (Salivary duct carcinoma)

» Rak przewodowy Slinianek wykazuje ekspresje antygenu AR zwigzang z czestymi mu-

tacjami o charakterze aktywujacym w genie AR (CNV, SNV, warianty splicingowe). Wy-
krywane sg one w okoto 70% badanych przypadkéw. Inne powtarzajace sie zaburzenia
genetyczne to: amplifikacja ERBB2 (do 35%); patogenne warianty TP53, PIK3CA, BRAF,
HRAS i delecje PTEN. W odosobnionych przypadkach zostaty opisane geny fuzyjne ALK
i NTRK w tym rozpoznaniu. Warianty genetyczne majgce znaczenie predykcyjne: ampli-
fikacja ERBB2, BRAF p.V60O0E, fuzje NTRK. Metody diagnostyczne majgce zastosowanie:
FISH, PCR, NGS.

Rak mioepitelialny (Myoepithelial carcinoma)

» Okoto 50% rakéw mioepitelialnych posiada rearanzacje genu PLAG1. Opisano szereg

parterow fuzyjnych uczestniczacych w fuzjach z genem PLAG1: CHCHD?7, CTNNBT,
FGFR1, LIFR, ND4, TGFBR3. Rearanzacja PLAG1 jest wykrywana w przypadkach raka
mioepitelialnego de novo jak i powstatego na bazie gruczolaka wielopostaciowego. Opi-
sywana jest rowniez rearanzacja genu EWSR1 (do 35%) jednak w przypadku raka mioepi-
telialnego nie prowadzi ona do powstania funkcjonalnego genu fuzyjnego EWSRT i nie
jest wykrywana na poziomie transkryptu.

Rak nabtonkowo-mioepitelialny (Epithelial-myoepithelial carcinoma)

» Mutacje genu HRAS wystepuja w okoto 80% rakow nabtonkowo-mioepitelialnych. Gtow-

nie wykrywany jest wariant HRAS p.Gln61Arg (Q61R). Badanie mutacji HRAS moze by¢
wykorzystane w diagnostyce réznicowej tego nowotworu. Metody majgce zastosowanie
w diagnostyce mutacji (SNV) genu HRAS: PCR, Sekwencjonowanie Sangera, NGS.

Gruczolakorak sluzowy (Mucinous adenocarcinoma)

» Powtarzalng cechg genetyczng w tym typie histologicznym jest aktywujaca mutacja

AKT1, gtéwnie wariant p.Glu17Lys (E17K). Obecnos¢ wariantu AKT7 p.Glu17Lys (E17K)
wspiera rozpoznanie pierwotnego gruczolakoraka sluzowego Slinianki w diagnostyce
réznicowej. Metody majgce zastosowanie w diagnostyce wariantu AKT7 p.Glu17Lys
(E17K): PCR, Sekwencjonowanie Sangera, NGS.

Rak z gruczolaka wielopostaciowego (Carcinoma ex pleomorphic adenoma)

» Najczesciej wykrywane sg rearanzacje genéw PLAG1T (60%) lub HMGAZ2 (20%), ktore sa

typowe dla gruczolaka wielopostaciowego. Dodatkowo obecne moga by¢ amplifikacje
gendw MYC i/lub EGFR oraz mutacje genéw TP53, HRAS, PIK3CA. Pomocne w diagno-
styce réznicowej tego typu histologicznego jest potwierdzenie rearanzacji PLAG1 lub
HMGA2 metoda FISH lub NGS.
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Tabela. 4.30. Nowotworowy zto$liwe Slinianek - zaburzenia genetyczne o znaczeniu

diagnostycznym

Typ histologiczny Charakterystyczne cechy genetyczne

Rak Sluzowo-naskérkowy
(Mucoepidermoid carcinoma)

Rearanzacje genu MAML2 (do 88%)

Rak gruczotowo-torbielowaty
(Adenoid cystic carcinoma)

Rearanzacje z udziatem genéw MYB, MYBL1, NFIB
(100%)

Rak wydzielniczy
(Secretory carcinoma)

Rearanzacje ETV6 (ok. 100%)

Rak zrazikowokomoérkowy
(Acinic cell carcinoma)

Rearanzacje genu NR4A3 (84%)

Gruczolakorak wielopostaciowy
(Polymorphous adenocarcinoma)

Wariant SNV p.Glu710Asp (E710D) PRKD1,
rearanzacje z udziatem genéw PRKD1, PRKD2,
PRKD3 (ok. 90%)

Gruczolakorak mikro-wydzielniczy
(Microsecretory adenocarcinoma)

Gen fuzyjny MEF2C::SS18 (100%)

Rak wewnatrzprzewodowy
(Intraductal carcinoma)

Geny fuzyjne RET (okoto 50%)
BRAF p.Val600Glu (V600E)

Warianty patogenne PIK3CA

Rak jasnokomérkowy szkliwiejgcy
(Hyalinizing clear cell carcinoma)

Rearanzacje EWSR1 (80-90%)

Rak mioepitelialny
(Myoepithelial carcinoma)

Geny fuzyjne PLAG1 (50%)

Rak nabtonkowo-mioepitelialny
(Epithelial-myoepithelial carcinoma)

Mutacje HRAS, gtéwnie p.Gln61Arg (Q61R) (80%)

Gruczolakorak Sluzowy
(Mucinous adenocarcinoma)

AKT1 p.Glu17Lys (E17K)

Rak z gruczolaka wielopostaciowego
(Carcinoma ex pleomorphic adenoma)

Rearanzacje PLAG1, HMGAZ2 (80%)

Tabela. 4.31. Nowotworowy zto$liwe Slinianek - zaburzenia genetyczne o znaczeniu

predykcyjnym

Typ histologiczny

Genetyczne warianty predykcyjne

Rak wydzielniczy (Secretory carcinoma)

Fuzje NTRK, RET

Rak przewodowy Slinianek
(Salivary duct carcinoma)

amplifikacja ERBB2
BRAF p.Val600Glu (V600E)
fuzje NTRK

4.17.3. Materiat

» Do wykonania badania molekularnego wykorzystuje sie materiat tkankowy utrwalony
w formalinie w postaci skrawkow z bloczka parafinowego. W skrawkach odsetek komo-

rek nowotworu wynosi przynajmniej 20%.
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4.17.4. Metody

» Preferowang metoda jest sekwencjonowanie NGS. Minimalny panel diagnostyczny
w nowotworach Slinianek powinien obejmowac warianty fuzyjne genéw ETV6, EWSRT,
HMGA2, MAML2, MYB, MYBL1, NFIB, NR4A3, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PLAG1, PRKD1,
PRKD2, PRKD3, RET, SS18 oraz warianty SNV: PRKD1, AKT1, BRAF, HRAS, PIK3CA.

» PCRisekwencjonowanie Sangera mogag miec ograniczone zastosowanie dla wariantéw
SNV AKT1, BRAF, HRAS.

» W metodzie FISH powinny by¢ stosowane zwalidowane zestawy, co jest szczegdlnie
istotne w przypadku sond break-apart. Gtdwne zastosowanie testéw FISH: amplifikacja
ERBBZ2; rearanzacje ETV6, SS18, EWSRT1.

4.17.5. Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien prze-
kraczaé po otrzymaniu materiatu:

¢ 10 dniroboczych dla metody PCR, FISH, sekwencjonowanie Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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4.18. Rak drog zétciowych

4.18.1. Epidemiologia, etiologia

» Rak drég zétciowych wywodzi sie z komorek nabtonka zewnatrz- lub wewnatrzwatrobo-
wych przewodoéw zétciowych.

» Miedzynarodowa Klasyfikacja Chordb ICD-10 wyrdznia lokalizacje:

e (C22.1-Rak przewodow zoétciowych wewnatrzwatrobowych
e (C23- Nowotwor ztosliwy pecherzyka zétciowego
e (C24 - Nowotwor ztosliwy innych i nieokreslonych czesci drég zotciowych

» Na podstawie danych Krajowego Rejestru Nowotwordéw z roku 2023 mozna oszacowac
liczbe nowych rozpoznan w Polsce na okoto 1800 rocznie.

» WS$rdd czynnikéw zwigzanych etiologig tego nowotworu wymienia sie wirusowe zapale-
nie watroby, marskos$é watroby, choroby pasozytnicze, przewlekte stany zapalne w dro-
gach zétciowych, anomalie anatomiczne drég zétciowych, kamice zétciowa, alkohol,
azbest, palenie tytoniu i otytos¢. Zwiekszone ryzyko raka pecherzyka zétciowego wyste-
puje u pacjentow z zespotem Lyncha i rodzinng polipowatosciag gruczolakowata (FAP).

4.18.2. Najczestsze zmiany genetyczne

Rak przewodéw zétciowych wewnatrzwatrobowych

Rak wewnatrzwatrobowych drég zétciowych (iCCA) stanowi nowotwor o ztozonym pod-
tozu molekularnym, w ktorym profil mutacji rézni sie znaczaco w zaleznosci od lokalizacji.
Najwazniejszymi i najczesciej wystepujacymi zmianami genomowymi sg mutacje w genach
IDH1/2 oraz fuzje genu FGFR2, ktdére sg niemal catkowicie specyficzne dla tego podtypuirzad-
ko wystepuja w lokalizacji zewnatrzwatrobowej. Geny IDH koduja izoformy dehydrogenazy
izocytrynianowej. Mutacje w tych genach maja charakter punktowych substytucji zmieniaja-
cych aktywnos$c¢ enzymatyczng. Mutacje IDH1 stwierdza sie u okoto 10-20% pacjentow, przy
czym dominujg mutacje punktowe w kodonie R132, podczas gdy zmiany w /IDH2 (kodon R172)
sg rzadsze i wystepuja u okoto 3-5% chorych. Rearanzacje genu FGFR2, kluczowego recep-
tora o aktywnosci kinazy tyrozynowej, prowadzgce do powstania genu fuzyjnego wystepuja
u 10-20% pacjentéw. Powoduja one niekontrolowany wzrost aktywnosci enzymatycznej kina-
zy. Gen KRAS ulega mutacji u okoto 10-15% pacjentéw z iCCA. Mutacje te uczestnicza w me-
chanizmie karcynogenezy zwigzanej z pierwotnym stwardniajagcym zapaleniem drog zétcio-
wych i kamicg watroby i korelujg z gorszym rokowaniem. Aktywujgce mutacje w genie BRAF,
zwtaszcza wariant p.Val600Glu (V600E), wystepuja u okoto 2-5% pacjentéw. Warianty pato-
genne genow IDH1/2, KRAS, FGFR2 bardzo rzadko wspoétwystepuja co przemawia za odmien-
nymi szlakami karcynogenezy raka drég zétciowych. Mutacje IDH1/2, BRAF oraz fuzje FGFR2
obecne sg przede wszystkim w raku wywodzacym sie z matych przewodoéw zoétciowych. Muta-
cje KRAS wystepuja gtéwnie w raku z duzych wewnatrzwatrobowych przewodoéw zétciowych.
Status wysokiej niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI-H) lub niedoboru biatek naprawy DNA
(dMMR) jest w iCCA rzadki i dotyczy okoto 1-3% przypadkéw. Amplifikacja genu ERBB2 jest
rzadka i dotyczy 2-7% pacjentdéw. Do innych istotnych zmian naleza delecje locus CDKN2A/B
i mutacje genéw zaangazowanych w organizacje chromatyny (ARID1A, PBRM1, BAP1).
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Rak pecherzyka zétciowego

Rak pecherzyka zétciowego (GBC) odrdznia sie profilem molekularnym od innych nowo-
twordw drog zoétciowych. Najczesciej identyfikowang zmiang genetyczng w GBC jest muta-
cja genu supresorowego TP53, ktdrej czestos¢ przekracza 50%. Mutacja ta jest uwazana za
jedno z najwczesniejszych zdarzen w karcynogenezie pecherzyka zétciowego, szczegdlnie
w przypadkach rozwijajgcych sie na podtozu przewlektego stanu zapalnego wywotanego
kamica. Istotng cechg charakterystyczng raka pecherzyka zétciowego jest rowniez wysoka
czestos¢ amplifikacji genu ERBBZ2 i zwigzana z nig nadekspresja biatka HER2 wykrywana do
30% pacjentéw. Mutacje genu KRAS wystepujag u okoto 10% chorych, jednak ich czestos¢ ro-
$nie do 50-80% w przypadkach zwigzanych z anomalia potgczenia trzustkowo-zo6tciowego
i refluksem soku trzustkowego. Inne istotne klinicznie zaburzenia obejmujg warianty zwigzane
z utratg funkcji genéw CDKN2A/B (okoto 20%), mutacje w szlaku sygnatowym PI3K (gtdwnie
PIK3CA z czestoscig okoto 10%), oraz zmiany w genach modelujgcych chromatyne, takich
jak ARID1A (do 15%). Z punktu widzenia diagnostyki réznicowej kluczowy jest fakt, ze w raku
pecherzyka zétciowego niemal nigdy nie stwierdza sie mutacji genéw IDH1/2 ani fuzji FGFR2.

Rak przewodoéw zétciowych zewnatrzwatrobowych

Rak zewnetrznych drég zétciowych (eCCA) dzieli sie na raka wnekowego (pCCA) i dystal-
nego (dCCA), charakteryzuje sie profilem molekularnym, ktéry odréznia go od nowotworow
wewnatrzwatrobowych. Najczestszymi i najbardziej charakterystycznymi zmianami gene-
tycznymi w eCCA sa mutacje w genach KRAS i TP53. Gen KRAS ulega mutacji u okoto 30%
do 45% chorych, co stanowi znacznie wyzszy odsetek niz w nowotworach wewnatrzmigz-
szowych. Najczesciej identyfikowanymi wariantami sg KRAS p.Gly12Asp i p.Gly12Val, a ich
obecnos¢ wiagze sie z gorszym rokowaniem i mniejsza wrazliwoscia na leczenie systemowe.
Mutacje TP53 wykrywane sg u okoto 40% pacjentéw (34% do 55% wedtug réznych Zrédet),
przy czym ich czestos$¢ jest szczegdlnie wysoka w raku dystalnym (40-75%) w poréwnaniu
do raka wnekowego. Kolejnym kluczowym zaburzeniem jest amplifikacja ERBB2 lub nadeks-
presja HER2, wystepujgca u 10% do 20% pacjentéw z eCCA. Do innych powtarzalnych zabu-
rzen genetycznych nalezg inaktywacja genu supresorowego SMAD4 (8-30%), utrata funkcji
CDKN2A/B (okoto 20%) oraz mutacje w genie ARID1A (<15%). Istotng cechg diagnostyczna
jest fakt, ze w raku zewnetrznych drég zétciowych (podobnie jak w raku pecherzyka zoétciowe-
go) mutacje IDH1/2 i fuzje FGFR2 sg bardzo rzadkie.

Tabela. 4.32. Geny zwigzane z karcynogenezg w raku przewodéw zétciowych

Rak przewodéw zétciowych Rak przewodéw zétciowych

Rak pecherzyka zétciowego

wewngatrzwatrobowych zewnatrzwatrobowych
IDH1 (do 20%) IDH1/2 (<1%) IDH1/2 (0-3%)
IDH2 (5%) FGFR2 (0-3%) FGFR2 (<1%)
FGFR2 (do 20%) KRAS (10%) KRAS (30-45%)
KRAS (10-15%) TP53 (>50%) TP53 (40%)
TP53 (20-40%) BRAF (3%) BRAF (<3%)
BRAF (2-5%) ERBB2 (15-30%) ERBB2 (10-20%)
ERBB2 (2-7%) PIK3CA (10%) PIK3CA (4-10%)
PIK3CA (<10%) ARID1A (<15%) SMAD4 (8-30%)
BAP1 (13-17%) CDKN2A/B (10-20%) CDKN2A/B (20%)
CDKN2A/B (15%) ARID1A (<15%)

ARID1A (15%)
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4.18.3. Zaburzenia genetyczne o charakterze predykcyjnym

Mutacja IDH1 p.Arg132

» Mutacje genu dehydrogenazy izocytrynianowej 1 (IDH1) sg onkogenne i zmieniajg ak-
tywnos¢ enzymatyczng dehydrogenazy z produkcji alfa-ketoglutaranu na produkcje
toksycznego metabolitu 2-hydroksyglutaranu. Kumulujgcy sie metabolit prowadzi to
do zaburzen epigenetycznych. Mutacje genu IDH1 zwigzane sg gtéwnie z rakami we-
wnatrzwatrobowych drég zétciowych. Patogenny charakter majg warianty typu substy-
tucji w kodonie 132. Czestos¢ poszczegbdlnych substytucji rézni sie od innych nowo-
twordw i wedtug malejgcej czestosci kolejnosé jest nastepujaca: p.Arg132Cys (R132C),
p.Arg132Leu (R132L), p.Arg132Gly (R132G), p.Arg132Ser (R132S), p.Arg132His (R132H).
Warianty typu substytucji w kodonie p.Arg132 (R132) sg czynnikiem predykcyjnym w le-
czeniu inhibitorem dehydrogenazy izocytrynianowe;.

Gen fuzyjny FGFR2

» Gen FGFR2 koduje btonowy receptor 2 czynnika wzrostu fibroblastéw posiadajacy we-
wnatrzkomoérkowa domene o aktywnosci kinazy tyrozynowej. W onkogennych fuzjach
FGFR2 punkt peknigcia nastepuje w intronie 17 lub na poczatku eksonu 18. Wigkszos¢
onkogennych fuzji zachowuje eksony 1-17 FGFR2 (zawierajace domeng kinazy tyrozy-
nowej), tracac ekson 18 kodujacy C-terminalng domene regulatorowa, co prowadzi do
konstytutywnej aktywacji receptora. Geny fuzyjne z udziatem genu FGFR2 wystepuja
przede wszystkim w rakach wewnatrzwatrobowych drég zétciowych. Znanych jest okoto
100 genoéw uczestniczacych w fuzjach z FGFR2. Najczestsze z nich to: FGFR2::BICC1
(25-40%), FGFR2::PPHLN1 (10-15%), FGFR2::AHCYL1 (5-10%), FGFR2::SHTN1 (3-5%),
FGFR2::TACC3 (2-5%), FGFR2::CCDC6 (2-4%), FGFR2::MGEAS5 (2-3%). Inni partnerzy
fuzyjni stanowig 15-30%, sg to m.in. geny: ATE1, KIF5C, DBP, KIAA1217, NOL4, MCU,
AFF4, CASP7, TDRD1, CEP55, WAC, CEP83, KCTD1, PARK2, CCDC186, PIBF1, TRIMS,
OGA, DDX21,LAMC1, NRAP,PHC1,RABGAP1L, RASAL2,ROCK1, TFEC, CELF2,DCTN2,
DNAJC12, DZIP1, FOXP1, LGSN, LPXN, MYPN, PRKN, PCM1, RNF41, SH3GLB1, STK3,
SORBS1, TBC1D1, UBQLN1. Geny bedace partnerem fuzyjnym dla FGFR2 mogg miec
kilka punktow pekniecia chromosomu, co dodatkowo zwieksza liczbe wariantow fuzyj-
nych. Przyktadowo, w przypadku genu fuzyjnego FGFR2::BICC1, ekson 17 genu FGFR2
moze ulec zespoleniu z eksonami 2, 3 lub 18 genu BICC1 (FGFR2(e17)::BICC1(e2),
FGFR2(e17)::BICC1(e3), FGFR2(e17)::BICC1(e18)). R6znorodnos¢ wariantéw fuzyjnych
ogranicza mozliwosci detekcji metodg PCR i testami NGS opartymi o proste biblioteki
amplikonowe zaprojektowanymi pod wybrane znane warianty. Obecnosc¢ genu fuzyjne-
go FGFR2 jest czynnikiem predykcyjnym w leczeniu raka drég zétciowych inhibitorami
kinazy receptora FGFR2.

Niestabilno$é mikrosatelitarna (MSI)

» Niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI) wystepuje w ogdlnej populacji pacjentéw z rakiem
drog zotciowych z czestoscig 1-3%. Jest to czynnik predykcyjny w raku drog zétciowych
dla immunoterapii przeciwciatem monoklonalnym anty-PD-1.
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Amplifikacja ERBB2

»

Amplifikacja genu ERBB2 i zwigzana z nig wysoka ekspresja biatka HER2 wystepuje
przede wszystkim w rakach pecherzyka zétciowego oraz zewnetrznych drog zétciowych.
Wysoka ekspresja HER2 jest czynnikiem predykcyjnym w leczeniu przeciwciatem mo-
noklonalnym anty-HER2 pacjentéw z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym
rakiem drég zétciowych, u ktorych wezesniej stosowano co najmniej jedna linie leczenia
ogolnoustrojowego.

Mutacja BRAF p.Val600Glu

»

Wariant BRAF p.Val600Glu (V600E) jest czynnikiem predykcyjnym w leczeniu skojarzo-
nym inhibitorami kinaz BRAF i MEK pacjentéw z nieoperacyjnym lub przerzutowym ra-
kiem drog zétciowych, u ktorych nastapita progresja choroby po wczesniejszym leczeniu
i nie ma satysfakcjonujacych alternatywnych opcji leczenia.

Geny fuzyjne NTRK

»

Geny fuzyjne NTRK1, NTRK2, NTRK3 wystepuja rzadko w raku drég zétciowych z czesto-
Scig nie przekraczajaca 1% (0,2-0,8% wg danych literaturowych). Jednak w sytuacji bra-
ku satysfakcjonujgcych opcji leczenia u nielicznych pacjentéw z obecnym genem fuzyj-
nym istnieje mozliwos¢ leczenia inhibitorem kinazy Trk.

Tabela. 4.33. Zaburzenia genetyczne o charakterze predykcyjnym w raku przewodoéw

z6tciowych
Genetyczne czynniki predykcyjne Lek
Mutacje IDH1 p.Arg132 (R132) Inhibitor dehydrogenazy izocytrynianu
Gen fuzyjny FGFR2 Inhibitory kinazy tyrozynowej
Niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI) przeciwciato monoklonalne anty-PD-1
Mutacja BRAF p.Val600Glu (V600E) Skojarzone inhibitory kinaz BRAF i MEK
Amplifikacja ERBB2 przeciwciato monoklonalne anty-HER2
Geny fuzyjne NTRK Inhibitory kinaz tyrozynowych

4.18.4. Materiat

»

»

Do wykonania badania molekularnego wykorzystuje sie materiat tkankowy utrwalony
w formalinie w postaci skrawkéw z bloczka parafinowego. W skrawkach odsetek komo-
rek nowotworu wynosi przynajmniej 20%.

Nalezy racjonalnie obchodzi¢ sie z drobnym materiatem biopsyjnym i zaplanowac dia-
gnostyke genetyczng dobierajgc odpowiednig metode i zakres testowanych czynnikéw
w przypadku skapego materiatu.
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4.18.5. Metody

» Preferowang metodg jest sekwencjonowanie NGS ze wzgledu na niewielkg objetosc
materiatu biopsyjnego. Celowane panele NGS dajg mozliwos$¢ zbadania wariantow SNV
IDH1, BRAF, KRAS oraz gendw fuzyjnych FGFR2 i NTRK1/2/3. Alternatywa moze by¢
szerokie profilowanie genomowe (CGP) dajgce réwniez mozliwos¢ badania amplifika-
cji genodw i niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI) w ramach jednego testu. W przypadku
testéw NGS opartych o proste biblioteki amplikonowe nalezy ocenié ryzyko wynikow fat-
szywie negatywnych dla wariantéw fuzyjnych nieprzewidzianych przez wytwaérce testu.

» Metoda PCR ma zastosowanie w badaniu niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI) oraz
w badaniu wariantéw IDH1 i BRAF. W przypadku badania mutacji IDH1 nalezy zwré-
ci¢ uwage czy test pokrywa przynajmniej najczestsze warianty (R132C, R132L, R132G,
R132S, R132H) wystepujace w raku drog zotciowych.

» Metoda FISH w diagnostyce raka drég zétciowych ma zastosowanie gtéwnie do potwier-
dzania amplifikacji genu ERBB2 zwigzanej z wysoka ekspresjg antygenu HER2. FISH nie
jest zalecang metodg do wykrywania rearanzacji FGFR2. Istnieje ryzyko nie wykrycia
rearanzacji sondami break-apart w przypadku bliskich partneréw fuzyjnych (ATE7 lub
TACC2). Okoto 10-20% wariantéw fuzyjnych FGFR2 jest fatszywie negatywnych w me-
todzie FISH.

4.18.6. Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym mozliwym czasie, ktéry nie powinien prze-
kraczac¢ po otrzymaniu materiatu:

e 10 dni roboczych dla metody PCR, FISH, sekwencjonowanie Sangera,
e 20 dniroboczych dla metody NGS.
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